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Souhrn

Konvencni radioterapie a chemoterapie zasahuji do zékladnich funkci délicich
se bunék a jsou velmi ucinnym prosttedkem proti rychle proliferujicim nadorovym
buikdm. Jsou stdle nepostradatelnym néstrojem v boji proti rakoving, ovSem jejich
z4sahy rovnéz ovliviiuji zdravé bunky a zpuasobuji fadu nezadoucich ucinka.
Diky nestabilit¢ genomu nadorovych bunék a ¢astym mutacim mtize dochéazet ke zvysené
agresivité a odolnosti k 1écbé. Rezistence nadort vici 1écbé je velmi zdvaznym
problémem. Mechanisml, kterymi se bunky brani, existuje celd fada. Jednou
ze zékladnich pticin rezistence je pfirozena schopnost vSech bunék opravovat poskozenou
DNA. To je na jednu stranu pro zZivot buiiky nepostradatelné, na druhou stranu tim snizuji
efekt chemoterapie ¢i radioterapie, které jsou na principu zptisobovat 1éze DNA zalozené.
Drobné zasahy do signaliza¢nich drah opravného systému bunky mohou pfispét
ke zvySeni Gi€innosti cytotoxické 1écby.

DNA-PK je serin/threoninova kinasa, kterd je aktivovana dvoufetézcovymi zlomy
DNA, jez jsou povazovany za nejletalné;jsi typ poskozeni zpisobené radiaci a nékterymi
chemoterapeutiky. Aktivace této kinasy spousti signalizacni 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 radiacniho zafeni. Nadorové bunky se vyznacuji vysokou mirou proliferace a maji
znacnou rychlost metabolické aktivity. Tato skutecnost je pravdépodobné zplisobem,
kterym je inhibitor schopny zaméfit pravé nadorové buiiky a ne buiiky zdravé.

Cilem disertacni prace bylo studium cytotoxického efektu nové syntetizovanych
chinazolinovych a purinovych derivatl in vitro za pouziti panelu nadorovych bunéénych
linii a normalnich lidskych fibroblastii. Purinové derivaty byly podrobeny screeningu
na deseti bunéénych liniich a testovany jejich chemosezitiza¢ni schopnosti. Cytotoxicita
chinazolinovych derivati byla testovdna na panelu 17 bunécnych linii a rovnéz byla
zkoumana schopnost potencovat U€inky standardniho chemoterapeutika doxorubicinu.
Bunécna proliferace a viabilita byla sledovana za pomoci WST-1 testu. Po zédkladnim
screeningu byl vybran nejucinné;jsi inhibitor 14d a nejvhodnéjsi nddorova bunécna linie
HT-29 pro detailngjsi studium molekuldrnich mechanismt u¢inku. Za pomoci sledovani
aktivity kaspas (-3/7, -8 a -9) bylo pozorovano zvySeni apoptotického ucinku
pii kombinaci inhibitoru 14d s doxorubicinem. VIiv na bunéény cyklus byl stanoven

prutokovou cytometrii a byla zaznamenana akumulace bunék v G2 fazi bunééného cyklu.
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Klicové proteiny ucastnici se zastavy rastu ¢i indukce apoptozy byly detekovany
elektroforeticky s ndslednym Western blottingem. Cilem bylo vyloucit inhibici proteint
ATM a ATR, které se rovnéz ucastni opravnych mechanismi. Byl sledovan protein p53,
Chk1 a Chk2. Protein p53, ktery slouzi coby substrat pro ATM, byl vlivem kombinované
1é¢by fosforylovan na Ser 15. Déle 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 drdhy neovliviioval. Vyzkumem in vivo
na samicich outbrednich mysi byla stanovena maximalni tolerovand davka. Projevila
se relativné nizka toxicita studované latky. Inhibitor 14d se projevil jako velmi atraktivni
sloucenina, kterd muze slouzit jako templdt pro syntézu dalSich 1é¢iv specifickych

pro inhibici DNA-PK.
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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
on a panel 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
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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 in repair mechanisms.
Protein p53, Chk1 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.
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1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 PoSkozeni molekuly DNA

DNA eukaryotickych bun¢k je neustale vystavena plisobeni genotoxického stresu.
Odhaduje se, ze v jedné lidské buiice se kazdy den vyskytne vice nez desitky tisic 1ézi.
Existuje mnoho typii poskozeni DNA, z nichz jsou pravdépodobné nejvice nebezpecné
dvouftetézcové zlomy (DNA double-strand breaks, DSBs), jelikoZ patii mezi nejobtizngji
opravitelné na rozdil od ostatnich typt 1ézi. Dvojit¢ zlomy mohou byt zplsobeny
exogennimi (ionizujici zareni, UV zafeni, chemické latky) i endogennimi pfi¢inami
(bunééné metabolické procesy, kyslikové radikaly) (Hakem 2008). Pokud neni porucha
spravné opravena, mize to mit za nasledek genomovou nestabilitu a bunéénou smrt.
To vyrazné ovliviluje vyvoj organismu a predisponuje jej k rakoving a dal§im poruchém.
Proto je nutné, aby mély buiiky opravny systém, ktery je schopen chybu identifikovat
a ucinné na ni reagovat. Existuji dva zakladni sméry odpovédi buiikky na poSkozeni
dvousroubovice DNA. Prvnim je pfechodnd zastava bunécného cyklu v kontrolnich
bodech G1/S nebo G2/M, kdy ma burika ¢as na reparaci poskozeni. Druhy pfipad nastava,
pokud jsou léze piili§ rozsahlé a dochazi k odstranéni poSkozenych bunék, predevsim

apoptézou (Hakem 2008, Kong et al. 2011, Tichy et al. 2007).

1.2 Rodina PI3K

Fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) byly objeveny pted vice nez 30 lety. Jedna
se o rodinu ptibuznych intracelularnich enzymi, které katalyzuji fosforylaci hydroxylové
skupiny na tfeti pozici inositolového kruhu fosfatidylinositolu za vzniku
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu. Jsou zapojené do mnohych bunécnych procest,
jako je proliferace, diferenciace, metabolismus, motilita aj. Obvykle se d¢€li to tfi tiid
(I, 1L, II1.) rozdélenych podle struktury a funkce. Existuje jesté dalsi skupina vzdalengji
pfibuznych a strukturné heterogennich enzym, které se podileji na monitorovani
genomové integrity a kontrolni signalizaci za ucelem regulace bunéfného ristu.
Tyto kinasy jsou oznacovany jako tfida IV. (Courtney et al. 2010, Tichy et al. 2012).

V této praci se vice zaméfime pravé na IV. skupinu kinas, které jsou znamé
jako kinasy piibuzné fosfatidylinositol-3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase related
kinases; PIKKSs). Do rodiny PIKK se fadi na zédklad€ sekvenéni podobnosti, ovS§em nemaji
schopnost fosforylovat lipidy. Tato skupina serin/threoninovych kinas zahrnuje u cloveéka

Sest Clent - Ataxia-telangiectasia mutated (ATM), Ataxia-telangiectasia and Rad3-related
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(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 bunécné turovni maji PIKKs mnohé biologické funkce. Do odpovédi
na poSkozeni DNA jsou zapojeny ATM, ATR a DNA-PKcs. Zatimco ATR je aktivovana
jednofetézcovymi zlomy, ATM a DNA-PK reaguji na zlomy dvoufetézcové. Kinasa
mTOR fidi Sirokou Skalu drah zapojenych do bunééného metabolismu a rastu. SMG-1
je nejnovejSim Clenem rodiny PIKK a hraje zasadni roli v systému kontroly kvality
mRNA, kde defektni mRNA je degradovana. Nakonec TRRAP, ktery jako jediny ¢len
postrada serin/threoninovou kinasovou aktivitu, ma dtlezitou roli v embryonalnim
vyvoji, progresi a kontrole bunééného cyklu (Shiloh 2003, Lempidinen a Halazonetis

2009, Tichy et al. 2012).

1.2.1 Ataxia telangiectasia mutated kinasa (ATM)

Ataxia telangiectasia (A-T) je autosomalné recesivni neurodegenerativni
onemocnéni projevujici se jiz v détském veku. Klinicky se projevuje nekoordinovanymi
pohyby, které jsou spojeny s okulokutanni teleangiektazii (rozsifeni drobnych krevnich
cév). Dalsimi ptiznaky jsou imunodeficience, riistova retardace, sterilita, radiosenzitivita
a zvySena predispozice ke vzniku rakoviny. Pfi¢inou onemocnéni je mutace v jediném
genu, ktery koduje tuto proteinkinasu, a tento gen byl nazvan ATM (A-T, mutovany).
Lidsky gen ATM je lokalizovan na 11q22-23 a koéduje proteinovou kinasu o velikosti
asi 350 kDa (McKinnon 2004, Sun et al. 2007, Derheimer a Kastan 2010).

Spole¢nym rysem c¢lenli rodiny PIKK je jejich asociace s proteiny ¢i proteinovymi
komplexy usnadiiujicimi jejich aktivaci. ATM se vaze na komplex MRN v mistech
dvouretézcovych zlomi a komplex tak umozni retenci ATM na chromatinu, aktivaci
signalnich drah a dokonceni oprav DNA. MRN je b&hem replikace DNA spojen
s chromatinem, dokéze rozpoznat DSB a pfitahovat ATM k poskozené DNA. Komplex
MRN je heterotrimer sloZzeny z Mrell, Rad50 a Nbsl. Mutace v Mrell a Nbs1 vedou
k fenotypové podobnym poruchdm jako je A-T (Derheimer a Kastan 2010).

ATM je klicovym regulatorem reakci na poskozeni DNA. Fosforyluje mnoho
proteinll nezbytnych pro regulaci vSech tii kontrolnich bodi bunééného cyklu, apoptozy
a pro zahajeni oprav DNA. Mezi tyto proteiny patii napt. p53, Chk2, SMC1, Nbs1, Brcal,

mdm2 a dalsi. Casnou reakci na poskozeni DNA je téz fosforylace histonu H2AX
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na Ser 139 za vzniku YH2AX. Tento proces muze byt uskutecnén dvéma nezavislymi
proteinovymi kinasami — DNA-PK a ATM. Studie ukazaly, ze v neposkozenych buiikach
se ATM vyskytuje v neaktivni formé, ovSem pii poSkozeni DNA dojde ke zvySeni jeji
bunécné aktivity. Aktivace kinasové aktivity ATM je spojena se zvySenou autofosforylaci
na n¢kolika mistech véetné Ser 1981. Autofosforylace zplisobi rozpad dimeru na aktivni
monomery. Pro aktivaci ATM je dale nezbytnd histon acetyltransferasa Tip60,
kterd acetyluje ATM na Lys 3016. Jeji aktivita se zvySuje poskozenim DNA a ztrata
Tip60 blokuje autofosforylaci a naslednou aktivaci kinasové aktivity ATM
(Sun et al. 2007, Tichy et al. 2010).

Jak jiz bylo zminéno, ATM reguluje kontrolni body bunééného cyklu.
Bylo prokézano, ze nadorovy supresor p53 hraje po ozafeni bunék kritickou roli
v kontrolnim bod¢ G1/S a jeho G€innd indukce vyzaduje ATM. Poté co jsou vyhledana
poskozend mista na molekule DNA, protein p53 spusti transkripei genu p21. Produkt
tohoto genu, protein p21, je inhibitorem cyklin dependentni kinasy (Cdk). Indukce
proteinu p21 vede k inhibici komplexu cyklin-E/Cdk2 a tim inhibici progrese z G1 do
S faze. Vzhledem k tomu, Ze protein p53 neni pro zastavu cyklu v S fazi nezbytny, ale
buiiky s chybé&jicim ATM vykazuji defekt v tomto kontrolnim bodg, je logické, ze ATM
kinasa musi mit jest¢ jiné cile. DalSimi cili hrajicimi roli v radiacné¢ indukovaném
kontrolnim bod¢ a zastaveni cyklu v S fazi jsou protein Nbs1, Brcal a SMC1 (Derheimer
a Kastan 2010).

Cilem kinasy ATM v kontrolnim bod¢ S faze je také checkpoint kinasa 2 (Chk2).
Po indukci dvouretézcovych zlomi ATM piimo aktivuje Chk2 fosforylaci na Thr 68.
Chk2 nasledné fosforyluje (inhibuje) fosfatasy Cdc25A a Cdc25C zodpovédné
za prichod ptes G1/S a G2/M kontrolni body. Cdc25A se poté navaZe na protein 14-3-3
a dojde k jeji degradaci. Degradovana Cdc25A nemulZe defosforylovat Cdk, kterd je
nutna pro syntézu DNA (Falck et al. 2001, Buscemi et al. 2006). ATM rovnéz reguluje
procesy v kontrolnim bod€ G2/M, které jsou zavislé na Chk1 a Chk2. Tento kontrolni bod
je dulezity pro opravu poskozeni vzniklém ozafenim bunck v G2 fazi. Aktivni formy
téchto kinas mohou inhibovat aktivaci fosfatasy Cdc25C, ktera je nutna pro naslednou
aktivaci cyklinu B1 a Cdk1 a pro progresi buné¢ného cyklu (Tichy et al. 2010).

ATM tedy reguluje fosforylaci Sirokou S$kdlu cilovych molekul. Bunky,
které nemaji funk¢ni protein ATM, vykazuji defekty v opravé DNA a ztratu kontrolnich

bodl bunécného cyklu, coz vede ke zvysSené citlivosti k ionizujicimu zéafeni.
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1.2.2 Ataxia telangiectasia and Rad3-related kinasa (ATR)

Dalsi ze skupiny enzymii, ktery je primarné¢ zodpovédny za signalizaci pfitomnosti
poskozeni DNA je ATR kinasa (ATM and Rad3-related). Zatimco ATM a DNA-PK
reaguji na dvouretézcové zlomy, ATR je aktivovana zlomy jednotetézcovymi. ATR ma
vSak svou ulohu i v DSBs. Studie odhalily, Ze ATR je zodpovédna za fosforylaci urcitych
substrati ATM v pozdnich stadiich po indukci poskozeni. V odpovédi na DSB tedy ATM
reaguje jako prvni a je zodpovédna za okamzitou rychlou reakci, zatimco ATR se ptipoji
pozdéji a udrzuje fosforylovany stav specifickych substrati. Zminéna funkce vSak neni
pro ATR hlavni tlohou (Shiloh 2003, Lempidinen a Halazonetis 2009). Z rodiny PI3K
se kinasa ATR projevuje jako nejuniverzalngsi, jelikoz je aktivovana nejen
infracervenym, ale i UV zéafenim, cisplatinou a replika¢nimi inhibitory jako je naptiklad
hydroxymocovina (Tichy et al. 2012). Na rozdil od ATM a DNA-PK je ATR nezbytna
v proliferujicich bunkach (Blackford a Jackson 2017). ATR se aktivuje béhem kazdého
bunécného cyklu, aby regulovala pocatek replikace a opravila poskozené replikacni
vidlice (Lovejoy a Cortez 2009). Jeji primarni funkci je regulovat progresi buné¢ného
cyklu do G2 faze (Tichy et al. 2012).

Cesta odpovédi ATR na stres zacind tim, Ze se na jednovlaknovou DNA (ssDNA)
navaze replikacni protein A (RPA). Zékladni soucasti této drahy je protein interagujici
s ATR, tzv. ATRIP, ktery se pfimo vaze na RPA. Protein RPA pokryva vétSinu forem
ssDNA a je dilezity pro vazbu komplexu ATR-ATRIP (Lovejoy a Cortez 2009, Tichy
et al. 2012). Pro aktivaci ATR neni tato vazba dostatecnd, vyzaduje pfitomnost
aktivatorovych proteind. Nejlépe charakterizovanym aktivatorem ATR je TopBPI
(DNA Topoisomerase II Binding Protein 1), ktery obsahuje aktivaéni doménu stimulujici
aktivitu kinasy ATR (Blackford a Jackson 2017).

Klicovou funkci ATR je fosforylace a aktivace protein kinasy Chkl na Ser 317
a Ser 345, ¢ehoz je vyuzivano pro indikaci aktivace Chk1. Aktivovana Chkl podporuje
degradaci fosfatasy Cdc25A. Inaktivace Cdc25A v reakci na genotoxicky stres zpomaluje
nebo zastavuje progresi bunééného cyklu snizenim aktivity Cdk. To dodava buiice vice
Casu na opravu DNA nebo, je-li poSkozeni pfiili§ rozsdhlé, na aktivaci apoptdzy
¢i senescence (Cimprich a Cortez 2008, Blackford a Jackson 2017). Prevo et al. ve své
studii s buiikami rakoviny pankreatu sledovali U¢inek specifického inhibitoru ATR
VE-821. Doslo k inhibici fosforylace Chkl a zvySeni radiosensitivity diky zkraceni
zachytu v G2/M fazi bunééného cyklu a inhibici homologni rekombinace

(Prevo et al. 2012).
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ATR aktivuje 1 dalsi proteiny zapojené do rekombinace, jako je Brcal, WRN
(protein Wernerova syndromu) a BLM (protein Bloomova syndromu). VétSina substratl
ATR muze byt fosforylovana i pomoci ATM. Funkce téchto dvou kinas se v fizeni

bunécného cyklu piekryvaji, ale vSechny jsou nezbytné (Tichy et al. 2012).

1.2.3 DNA-dependentni protein kinasa (DNA-PK)

Tato kinasa byla poprvé objevena v roce 1985 a je hojné exprimovana témet
ve vSech savCich bunkach. Rané biochemické studie odhalily jeji preference
pro fosforylaci serinového nebo threoninového zbytku nésledovaného glutaminem.
To se pozdéji ukazalo i v ptipadé ATM a ATR. DNA-PK se sklada z velké katalytické
podjednotky DNA-PKcs a heterodimerniho proteinu Ku. DNA-PKcs je jednou
z nejveétSich dosud identifikovanych kinas (465 kDa) a je to enzym, jehoz aktivita
je absolutn¢ zavisla na vazbé k DNA (Neal a Meek 2011, Blackford a Jackson 2017).

Heterodimeru Ku ma prstencovou strukturu, ktera zcela obklopuje DNA. U lidi
je hojné zastoupen, uvadi se asi 400 000 molekul/buiiku. Poprvé byl charakterizovan jako
autoantigen u pacientll s autoimunitnim onemocnénim. Nazev ,,Ku*“ je pak odvozen
od ptijmeni pacienta, u kterého byl tento komplex objeven. Sklada se z podjednotek Ku70
(73 kDa) a Ku80 (86 kDa). M4 mimotadnou afinitu k volnym koncim DNA. Bunky,
které postradaji Ku nebo DNA-PKcs jsou radiosenzitivni a defektni pii oprave
dvouvlaknovych zlomt (Lees-Miller a Meek 2003, Meek et al. 2008).

DNA-PK je zapojena do rtiznych procesti, od aktivace vrozené imunity po regulaci
genoveé exprese. OvSem jeji primarni ulohou v bunéném metabolismu je zahdjeni
efektivni opravy DSBs béhem nehomologniho spojovani konci - NHEJ
(Meek et al. 2008). Kromé toho, zjiSténi Kong et al. naznacuji, Ze DNA-PK mizZe
regulovat homeostazu bunééné proliferace a ma diilezitou roli v regulaci genové odpoveédi
na stimulaci inzulinem. DNA-PK reguluje syntézu mastnych kyselin modulaci proteinové
exprese synthasy mastnych kyselin (Kong et al. 2011). Aktivovand DNA-PKcs
fosforyluje in vitro fadu proteinti véetné p53, transkripénich faktori, RNA polymerasy,
Ku70/Ku80, XLF, Artemis, DNA-ligasy IV, H2AX (Tichy et al. 2012).

V mistech volnych koncti DSBs dochazi 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). Podrobny priibéh mechanismu bude
popsan v nasledujicich kapitolach.
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1.3 Cesty reparace dvouietézcovych zlomi DNA

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

Ptedtim neZ prob&hne samotny mechanismus oprav poskozeni, musi bunka tuto 1ézi
detekovat. Jednim z prvnich déji v bunééné odpovédi na DSB je fosforylace histonu
H2AX na Ser 139 za vzniku y-H2AX. Kli¢ovymi kinasami pro fosforylci H2AX jsou
DNA-PK, ATM i ATR. Dalsi zpracovani DSB je spojeno s charakteristickou modifikaci
a pfemisténim proteini Uc€astnicich se opravy do subnukledrnich prostor zvanych
»loziska®. y-H2AX je povaZzovan za marker poSkozeni DNA, ktery lze detekovat
imunofluorescenéni mikroskopii. Pocet lozisek a mira fosforylace odpovidaji poc¢tu DSB
(Kinner et al. 2008, Rezacova a Vavrova 2011, Mohiuddin a Kang 2019).

Burika celici stresu zpiisobujicimu poskozeni DNA mé na vybér mezi mechanismy
opravy NHEJ a HR. OvSem jak dochézi k vybéru mezi t€émito dvéma cestami, neni dosud
zcela pochopeno. Dostupnost sesterskych chromatid v S a G2 fazi bunééného cyklu €ini
z HR lepsiho kandidata. Musi vSak existovat néjaky mechanismus, ktery zajisti inhibici
NHEJ, a to v kterékoli fazi bunééného cyklu (Modiuddin a Kang 2019). Bylo prokéazéno,
ze bunky v pfitomnosti inaktivujicich mutaci v Ku a DNA-PKcs pfednostné vyuZzivaji HR
jako primarni mechanismus opravy (Neal et al. 2011). Mozna se volba cesty opravy DNA
soustfedi na to, zda je DNA-PKcs aktivovana fosforylaci: fosforylovana aktivni forma
DNA-PKcs upfednostiiuje NHEJ, zatimco nefosforylovana neaktivni forma

uptednostiiuje HR (Allen et al. 2003).

1.3.1 Nehomologni spojovani konctii (NHEJ)

Mechanismus NHEJ je nekomplikovany a je povaZzovan za nejpiiméjsi proces
opravy. Dochédzi v ném k pfimému spojeni konci DNA bez specifického pozadavku
na sekvenéni homologii. Ov§em mnoho koncti DSB obsahuje neligovatelné skupiny,

proto je situace Casto slozitd. Tento proces mliZze byt zaroven nachylny k chybam a ma
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potencial zavadét skodlivé mutace. Neékdy jsou vSak takové mutace dokonce piinosné,
napiiklad pti rekombinaci VDJ, kde spojovani segmentii nachylnych k chybam ptidava
imunitnimu repertodru zna¢nou rozmanitost (Neal a Meek 2011).

U savct vyzaduje klasicka cesta NHEJ n€kolik klicovych faktorti 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). Jestlize jeden nebo vice z téchto zdkladnich
faktort chybi, dochézi k aktivaci tzv. alternativniho NHEJ (Chang et al., 2017).

Zahajovaci udalosti pro NHEJ je rozpoznani a navazani volnych konci DSB.
Jako hlavni faktor vazajici konce DNA v sav¢ich bunkach byl biochemickymi
a genetickymi studiemi identifikovan komplex Ku. Jeho toroidni tvar vytvari prostor
pro umisténi duplexni DNA. Vnitfek asymetrického prstence obsahuje pozitivné nabité
aminokyseliny, které umoznuji interakci se zaporn€ nabitymi fosfodiesterovymi vazbami
v DNA. Ku je ideélni pro zahajovani oprav riznych typi koncti poskozené DNA, jelikoz
se muze vazat na dvouvldknové koncové struktury, jako jsou tupé konce, konce
s 3" nebo 5" previsy ¢i kovalentné uzaviené konce typu vldsenky (Hefferin a Tomkinson
2005, Neal a Meek 2011).

Dalsim krokem opravného systému je interakce Ku navdzaného 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 konciim
DNA. Pro dalsi postup mechanismu je proto potieba, aby se DNA-PKcs odpojila
¢1 pozménila. Predpoklada se, Ze odpojeni molekuly je zprostfedkovano 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, ktera je
zodpovédna za ofezavani koncl (Karagiannis a El-Osta 2004). Artemis je aktivovana
ATM a umoziuje, aby byly dvoutetézcové konce DNA opét pripojeny pomoci NHEJ
(Kao et al. 2005).

Poté, co byly konce nalezit¢ zpracovany, musi dojit k jejich ligaci, aby byla oprava
uspésné dokoncena. Faktorem, ktery spojuje volné konce DNA je DNA-ligasa IV tvofici
komplex s XRCC4. Studie déale ukézaly roli dalSiho faktoru pii ligaci, a to XLF
interagujiciho s XRCC4 (Lieber et al. 2003, Neel a Meak 2011).
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1.3.2 Homologni rekombinace (HR)

Homologni rekombinace je vymeéna genetické informace mezi alelickymi
sekvencemi a ma zédsadni roli jak v meidze, tak v mitéze. V meiéze umoziuje vyménu
genetického materidlu mezi otcovskymi a matefskymi alelami a koordinuje spravnou
segregaci parid homolognich chromozomi v pribéhu prvniho meiotického dé€leni.
V somatické butice udrzuje HR genomovou integritu podporou piesné opravy 1ézi DNA
(Lok a Powell 2012). Nékteré formy HR vSak mohou vést k nezadoucimu pieskupeni
DNA. Proto si buiika vyvinula fadu regulacnich mechanismt, které zajistuji, ze HR
probiha ve spravny ¢as na spravném misté a spravnym zpusobem (Krejci et al. 2012).

HR ptedstavuje klicovy systém opravujici rizné typy lézi DNA vcetné
dvouretézcovych zlomi, jednotetézcovych mezer v DNA a mezifetézcovych kiizeni.
Pro opravu DSBs pouziva pfednostné nepoSkozenou DNA na sesterské chromatidé,
coz vede k bezchybné opravé. Je aktivni pouze v S a G2 fazi bunééného cyklu,
jelikoz sesterské chromatidy jsou pfitomny az po replikaci DNA. Je v§ak mozné, ze HR
muze pro opravu DSBs pouzit téZ homologni chromozom, kdyz jsou bunky v G1 fazi
bunécného cyklu. To by ovSem mohlo vést ke ztraté heterozygotnosti, k translokacim
¢i jinym pieskupenim genii. Aby se témto d&jlim zabranilo, neni HR fizena pouze
signalnimi cestami v odpovédi na poskozeni DNA, ale rovnéz bunénym cyklem.
Dulezita je ptitomnost vysoké aktivity Cdk v S, G2 a M fazi cyklu. V mit6ze je homologni
rekombinace potlacena (Helleday 2010).

Postup opravy DSBs homologni rekombinaci je stru¢né feCeno takovyto:
Po rozpoznani DSBs je HR zah4jena restrikci vldkna DNA v misté zlomu od 5 k 3’
pomoci nukleas za vzniku 3" jednovlaknovych DNA. Na ptesahujici rameno se navaze
RPA protein, ktery zajisti rozpleteni sekundarni struktury DNA. Po odstranéni RPA
vznikne nukleoproteinové vlakno tvorené proteinem Rad51 a jednofetézcovou DNA.
Nasleduje vyhledani homologni sekvence, ktera slouZi jako templat, a vmezeteni se do ni.
Invazi vlakna do homologni sekvence se vytvoii tzv. D-smycka a dojde k prodluzovani
invadujicitho vldkna DNA polymerasou, ktera syntetizuje podle homologni sekvence
neposkozeného chromozomu. Nasleduje ligace konci DNA (Lok a Powell 2012,

Delabaere et al. 2017).
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1.4 Regulace bunécéného cyklu

Bunécéné déleni je ptisné regulovany proces zodpovédny za rozdé€leni buiiky na dvé
dcefiné. Sestava ze Ctyi postupnych fazi (Gl1, S, G2 a M) a klidového stavu (GO faze).
Bunécna proliferace je nezbytna pro rust, vyvoj a regeneraci organismu, na druhou stranu
je vSak zodpovédna za jednu z nejdestruktivn€j$i nemoci dne$ni doby — rakovinu.
Bunéény cyklus eukaryotnich bunék je fizen fadou cyklint a cyklin dependentnich kinas
(Cdk). Ty pak ve spole¢ném komplexu fidi priichod bunééného cyklu pies klicové
kontrolni body (Bai et al. 2017, Rezacova a Vavrova 2011).

Cyklin dependentni kinasy jsou skupinou serin/threoninovych kinas,
které spolupracuji s regulacnimi podjednotkami — cykliny. Cykliny fidi aktivitu kinas
a substratovou specifitu. Cdk jsou povaZzovany za motor pohané&jici progresi bunééného
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 fidily 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 buné¢ného cyklu,
pokud se vyskytnou nepfiznivé podminky (Lim a Kaldis 2013, Malumbres a Barbacid
2009). Clenové rodiny Cdk, cyklind a CKI jsou zapojeny do transkripce, opravy
poskozeni DNA, proteolytické degradace, epigenetické regulace, metabolismu, obnovy
kmenovych bunék, neurdlni funkce ¢i spermatogenese (Lim a Kaldis 2013).

Cetné biochemické analyzy v poslednich desetiletich napomohly k pochopenti,
jak je bunécny cyklus regulovan. Po dokonceni cytokineze nové generované buiky
bud’ pokracuji v déleni, nebo zastavi svoji proliferaci a vstoupi do tzv. klidového stavu
neboli GO faze. Bunkky pokraujici v proliferaci postupuji do G1 fadze nového cyklu
(Malumbres a Barbacid 2005). Restrikéni bod G1 faze je regulovan komplexem Cdk4
a Cdko6 s cykliny typu D. V pozdni G1 fézi je exprimovéan cyklin E, a v komplexu s Cdk2
je zodpovédny za fizeni pfechodu mezi G1 a S fazi. Zahajuje rovnéz syntézu DNA.
Prichod bunék S fazi je kontrolovan komplexem Cdk2/cyklin A. Posledni kontrolni bod
predstavuje prechod mezi G2 a M fazi bunééného cyklu. Je regulovan komplexem
Cdk1/cyklin A a pozdéji na pocatku M faze Cdkl/cyklin B (Rezacova a Vavrova 2011).

Spravny postup bunéénym cyklem je sledovan uvedenymi kontrolnimi body
(Obr. 1). Ty monitoruji mozné defekty béhem syntézy DNA a segregaci chromozomtl.
Aktivace kontrolnich bodl zpusobi zastavu bunééného cyklu a umozni bunkam chyby
opravit, ¢imz se predejde pfenosu do bunék dcefinych. JestliZe je oprava neuspésna kvili
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nadmérnému poskozeni DNA, vadam v opravném fizeni ¢i genetickym vadam
v kontrolnim bodé¢, bunky mohou vstoupit do senescence nebo podstoupit apoptdzu.
Akumulace poSkozeni DNA vSak muze vést k transformaci bunék a onkogenezi

(Malumbres a Barbacid 2009).
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Obr. 1 Schématicky pohled na bunéény cyklus. Kazdd faze progrese bunécného cyklu je
regulovana cyklin-dependentnimi kinasami (Cdk) a jejich regulacnimi partnerskymi
proteiny — cykliny a inhibitory Cdk. (upraveno dle Boxem 2006)

1.4.1 Check point kinasy 1 a 2

Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chkl a Chk2) jsou serin/threoninové kinasy. Jedna
se o zasadni proteiny v odpoveédi na genotoxicky stres, které jsou schopny zastavit
bunéény cyklus. Strukturné jsou nepiibuzné, ale jejich funkce se prekryvaji. Klicovym
ukolem Chkl a Chk2 je pfenos signalli zprostiedkovanych ATM a ATR z kontrolnich
bodl (Bartek a Lukas 2003). Jak mizeme vidét na Obr. 2, maji obé kinasy celou fadu
spole¢nych substratti (Cdc25A, Cdc25C, p53, Mdm2, BRCA1, E2F1,...) ovSem maji
1 pfislusné specifické substraty, které¢ cini jejich bunéné funkce rozdilnymi
(Huang et al. 2008).

Kinasa Chkl je labilni protein vyskytujici se pfedev§$im v S a G2 fazi bunééného

cyklu. V neporuSeném bunécném cyklu je pfitomna, ovSem v reakci na poskozeni DNA
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nebo zastavu replikace je déle aktivovéna. Na rozdil od Chk2 jeji aktivace nevyzaduje
dimerizaci a autofosforylaci. Chkl je fosforylovana pfedevsim pomoci ATR, v mensi
mife i ATM na Ser 317 a 345. Nasleduje fosforylace Cdc25A/C a nakonec zastava
bunééného cyklu v pozdni fazi S nebo G2 (Dai a Grant 2010, Bartek a Lukas 2003).

Kinasa Chk2 je oproti Chkl stabilni protein exprimovany v prubéhu celého
bunééného cyklu. Pfi absenci poSkozeni DNA je neaktivni. Lidska Chk2 je aktivovana
v reakci na dvoufetézcové zlomy DNA fosforylaci Thr 68 predevSim pomoci ATM.
Kdyz dojde k jeji aktivaci (dimerizace a autofosforylace Chk2), $ifi signal poSkozeni
prostiednictvim fosforylace nékolika cili zapojenych do progrese bunétného cyklu
nebo do apoptdzy. Fosforylaci Cdc25A a Cdc25C indukuje Chk2 zastavu bunécného
cyklu v G1/S a G2/M fazi. Pomoci fosforylace p53 pomaha udrzovat prodlouzeni G1 faze,
blokaci v G2/M a apoptézu. Chk2 ma za cil rovnéz protein E2F1, je schopna regulovat
jeho stabilitu, transkripcni aktivitu a nasledné apoptézu (Bartek a Lukas 2003, Buscemi
et al. 2006). Li a Stern (2005) mimo jiné zjistili, ze Chk2 mize byt aktivovana v reakci
na poskozeni rovnéz pomoci DNA-PK. Chk2 muze tvotit proteinové komplexy s Ku70
a Kug0.

Ukazalo se, Ze inhibitory Chkl a Chk2 maji schopnost potencovat terapeutickou
ucinnost latek poskozujicich DNA. Jsou navrZzeny jako adjuvantni IéCiva,
ktera napomahaji v problematice rezistence nadori na protinadorova terapeutika (Huang

et al. 2008).
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Obr. 2 Chkl a Chk2 jako prostirednici signalizac¢ni sité kontrolnich bodi. Po jejich aktivaci
Chk1 a Chk2 fosforyluji nasledné efektory, které dale ifi signalizaci kontrolniho bodu. (upraveno
dle Bartek a Lukas 2003)

1.4.2 Protein p53

Protein p53 byl ptivodné povazovany za onkogen, jelikoz jeho hladina v normalnich
bunkach byla nizkd, zatimco v buiikach nadorovych byl hojné exprimovany. Brzy vSak
bylo zjisténo, ze nadméerné exprese je zplusobena jeho mutaci. Poprvé byl identifikovan
v roce 1979. Lidsky p53 je kdédovany dilezitym tumor supresorovym genem — TP53.
U riliznych typt nadorovych onemocnéni je jednim z genl nejéastéji postizenych
mutacemi. Protein p53 o velikosti 53 kDa se sklada z 393 aminokyselin a péti hlavnich
domén (Kamada et al. 2015).

Protein p53 je nadorovy supresor oznaCovany téZ jako strdzce genomu. Hraje
usttedni roli pfi udrzovani genomové integrity. Reaguje na rizné typy stresovych signali,
které mohou zpusobit onkogenni zmény, jako je poskozeni DNA nebo stavy vznikajici
pfi vyvoji naddorovych bunék, naptiklad abnormalni proliferace ¢i hypoxie. Aktivace
proteinu p53 zplsobi inhibici ristu stresovanych bunék pfechodnou nebo trvalou
zéastavou bunécného cyklu. Umozni tak opravu pied vstupem do dalSiho cyklu nebo trvalé
odstranéni bunék z organismu apoptozou. Tim brani Siteni bunék prochéazejicich maligni

transformaci (Vousden 2002, Ryan et al. 2001).

25



Podil na aktivaci p53 mé& mnoho posttranslacnich modifikaci vyvolanych
poskozenim DNA. Jsou jimi napiiklad fosforylace, defosforylace, acetylace, methylace,
glykosylace a ubikvitinace. Tyto modifikace se vyskytuji zejména na N- a C-koncovych
doménach molekuly. Dulezité vSak je i dosazeni spravné konformace proteinu, kdy pouze
vytvofené tetramery jsou aktivni. Tvorba tetrameru p53 je nezbytnd pro specifickou
vazbu DNA, posttranslacni modifikace a protein-protein interakce (Kamada et al. 2015,
Rezacova a Vavrova 2011). V ozafenych buiikdch hraje velmi vyznamnou roli
fosforylace a acetylace, jeZ maji za nasledek stabilizaci p53 a jeho akumulaci v jadre.
Protein p53 miize fosforylovat celd fada protein kinas, patii mezi né pfedevsim ATM,
ATR, Chkl, Chk2, JNK (Jun NH»-koncova kinasa), p38 a jiné. Mezi nejlépe
prozkoumana fosforylacni mista na N-konci p53 patii Ser 15, ktery je v disledku DSBs
vlivem chemickych ¢inidel ¢i ozafeni fosforylovan kinasami ATM a ATR. Je znamo,
7e jedna protein kinasa mize fosforylovat protein na n¢kolika mistech a zaroven jedno
misto miize byt fosforylovano vice nez jednou kinasou (Rezacova a Vavrova 2011).

V normalnich buiikdach je hladina p53 udrZzovana na nizké urovni. Nové
syntetizovany protein je rychle degradovan proteasomem 26S. Pro tuto degradaci je nutné
kovalentni ptfipojeni ubikvitinu k lysinim proteinu p53, tzv. ubikvitinace. Ubikvitinaci
katalyzuji postupné tfi enzymy znacené jako E1 (enzym aktivujici ubikvitin), E2 (enzym
prenasejici ubikvitin) a E3 (ubikvitin ligasa) (Rezacova a Vavrova 2011). Jednou
z kli¢ovych sloZek regulujicich stabilitu p53 je protein Mdm2 (mouse double minute 2),
ktery funguje jako ubikvitinova ligasa. Zprostfedkovava ubikvitinaci p53 a umoziuje
jeho rozpoznani a degradaci proteasomem. Mdm? se také ubikvitinuje a reguluje tak svoji
vlastni stabilitu. Mdm?2 je zaroven transkripénim cilem proteinu p53, tudiz zde funguje
zpétnovazebnd negativni regulace, ve které p53 fidi expresi vlastniho reguldtoru
(Vousden 2002). Zda se, Ze existuje mnoho drah, které umoziuji stabilizaci p53
vyvolanou stresem. Napiiklad bylo prokdzano, Ze kinasy Chkl a Chk2 indukované
poSkozenim DNA fosforyluji misto na N-konci p53, coZ znemozni interakci pS3 s Mdm?2
a brani tak degradaci proteinu p53. Naproti tomu stabilizace p53 v reakci na abnormalni
proliferaci spojenou s aktivaci onkogenu nevyZzaduje fosforylaci p53, ale zavisi
na aktivaci proteinu ARF, ktery se vaze pfimo na Mdm?2 a inhibuje jej (Ryan et al. 2001).

Hlavni funkci p53 je regulace genové exprese. Jedna se o sekvencné specificky
transkripéni faktor, ktery mize zprostfedkovat mnoho G¢inki aktivaci €1 represi cilovych
gend. Bylo identifikovdno mnoho cilovych genid zavislych na p53. Obecné se zda,

ze kazda jeho reakce odrazi aktivaci nékolika geni (Ryan et al. 2001).
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Protein p53 se vyznamné podili na regulaci prabéhu bunééného cyklu. Z nes¢etného
mnozstvi dosud identifikovanych cilovych gent p53 vynikd gen CDNKIA kodujici
protein p21€PWail 'ieho7 role je pti zastavé bunééného cyklu kli¢ova. Jedna se o inhibitor
Cdk a reguluje progresi bunécného cyklu v kontrolnich bodech G1/S a G2/M (Cmielova
et al. 2011, Balint a Vousden 2001). Jakmile dojde k interakci p21“P/Wafl s komplexem
cyklin E/Cdk2 resp. cyklinA/Cdk2, dojde k jejich inaktivaci. Za tohoto stavu neni
schopnd Cdk2 fosforylovat protein Rb. Ten nasledné zadrzuje transkripéni faktor E2F,
ktery spousti transkripci gen nezbytnych pro vstup builkky do S faze. Vysledkem
je zastava bunécného cyklu v G1/S kontrolnim bodé (Rezacova a Vavrova 2011).

Dalsi ulohou p53 je rovnéz regulace priichodu bunék kontrolnim bodem G2/M,
¢imz se podili na kontrole vstupu buiiky z faze G2 do vlastni mitézy. Jednim z cild p53
pfispivajicich k zastave cyklu v G2 fézi je protein 14-3-3 sigma, ktery se vaze na komplex
cyklin B/Cdkl. Proteiny rodiny 14-3-3 hraji roli v signdlni transdukci a kontrole
bunécného cyklu. Mezi dalsi potencialni medidtory zastavy cyklu v G2 fazi patii Gadd45
(growth arrest and DNA damage 45). Gadd45 se vaze na Cdk1 a brani tvorbé komplexu
s cyklinem B. Tim je docileno inhibice kinasové aktivity a blokaci cyklu (Balint
a Vousden 2001, Rezacova a Vavrova 2011).

V piipadé nevratného posSkozeni tkani miize indukovat expresi proteint,
které zprostiedkovavaji apoptdzu vnitini i vnéjsi cestou. Ve vnitini cesté, kdy se proteiny
lokalizuji do mitochondrii, se jedna zejména o Bax (Bcl-2-associated X protein), Noxa,
Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis), pS3AIP1 (p53-regulated
apoptosis-inducing protein 1) a PIG3 (p53-inducible gene 3). Tyto proteiny mohou
kontrolovat propustnost mitochondridlni membrdny a modulovat uvolhovani
cytochromu c¢ a aktivaci kaskddy Apaf-1/kaspasa-9. P53 rovnéZz indukuje expresi
receptori smrti a tim je aktivovdna apoptéza vnéjSi cestou. Jednd se o receptory
Fas/CD95 (cell-death signaling receptor), DR4/KILLER (death receptor 4),
DRS/KILLER (death receptor 5). Mnoha studiemi bylo prokazano, Ze inhibice exprese
cilovych genl proteinu p53 je spojena s poklesem vyskytu na p53-zavislé apoptoze
(Rezacova a Vavrova 2011, Ryan et al. 2001).

To, zda buiika v reakci na aktivaci p53 projde zéstavou bunééného cyklu
nebo apoptdzou zavisi na nékolika faktorech. Nékteré z nich mohou byt na p53 nezavislé.
Je to naptiklad ptitomnost dalSich onkogennich posSkozeni, dostupnost dalSich
transkripcnich faktort a kofaktort. Funkci p53 miiZe fidit typ a velikost bunééného stresu

ovlivnénim jeho urovné nebo aktivity. Aktivace apoptdzy je spojena s vys$simi hladinami
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p53 nez jaké jsou vyzadovany pro zéastavu bunééného cyklu. Kromé prevence replikace
bun¢k s poskozenim genomu se p53 rovnéz podili na opravé poskozeni DNA. Buiky
s nefunkénim p53 vykazuji dysfunkci repara¢nich mechanismt nukleotidové excizni
opravy (NER) a opravy vystfizenim baze (BER). C-konec p53 se piimo véaze na
poskozenou DNA (Balint a Vousden 2001).

Gen TP53 se nachazi na chromozomu 17pl13.1 a kéduje protein p53,
pfi¢emz je jednim z nejcastéji mutovanych gend u lidskych nadorti. Somatické mutace
TP53 se vyskytuji téméf u kazdého typu rakoviny a asi u poloviny vSech nadora
vajecniki, jicnu a kolorektalniho karcinomu. Mutace zpusobuji ztratu nebo poruchu
struktury tetrameru p53 a eliminuji nebo snizuji jeho transkripni aktivitu.
Tato skutecnost naznacuje, ze pritomnost mutovaného, transkripéné¢ neaktivniho
nez pokud dojde ke ztraté normalniho proteinu p53. Germinalni mutace v genu TP53 jsou
zakladni pfic¢inou Li-Fraumeni syndromu a syndromu podobnému Li-Fraumeni. Jedna
se 0 dédi¢ny syndrom néachylnosti k rakovin€ s ¢asnym nastupem. Mezi nejcastéjsi typy
rakovinnych onemocnéni v rodinidch se syndromem Li-Fraumeni patii rakovina prsu,

mozkové nédory, sarkomy, nadory kliry nadledvin a dalsi (Kamada et al. 2015).

1.5 Apoptoza

Apoptdza je programovany zanik bunck, ktery hraje klicovou roli ve vyvoji
a homeostdze normalnich tkanich. Fenomén apoptozy byl poprvé popsan v roce 1842,
ovSem termin ,,apoptdza‘ byl poprvé pouzit az v roce 1972 (Hongmei 2012). Je nedilnou
soucasti riznych biologickych udalosti, naptiklad v embryonalnim vyvoji, v odstranéni
nezadoucich ¢i Skodlivych bunck, patogenezi mnoha nemoci (Tichy et al. 2006).
Nedostatecna apoptoéza se miize projevit jako rakovina ¢i autoimunitni onemocnéni,
zatimco zrychlena bunéénd smrt miize mit za nésledek akutni a chronickd onemocnéni,
imunodeficienci a neplodnost. Za mnoha stresovych podminek mize aktivace kontrolnich
bodl a spusSténi apoptozy slouzit k blokaci karcinogeneze. Apoptotické signaly tedy
pomahaji chranit genomovou integritu, zatimco defekt apoptotickych drah mize nejen
podporovat tumorigenezi, ale rovnéz zvysovat odolnost nadorovych bunék vici 1écbe
(Hassan et al. 2014).

Proces apoptozy zahrnuje morfologické a biochemické zmény bunky. Obvykle

je zapotiebi n¢kolika hodin od zah4jeni procesu po findlni bunéénou fragmentaci. Doba
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vSak zavisi na typu buiiky, stimulu a apoptotické draze. Morfologické zmény zasahuji
do jadra bunky, kde dochézi ke kondenzaci chromatinu a nuklearni fragmentaci. Buiika
zmens$uje svlj objem, dochazi ke ztrat¢ integrity membrany a modifikaci cytoplazmy,
kdy se jeji Casti odskrcuji jako apoptoticka téliska. Biochemické zmény zahrnuji tyto
hlavni procesy: aktivaci kaspas, rozpad DNA a proteini, membranové zmény
a rozpoznani fagocytujicimi buitkami (Wong 2011). V rdmci prubéhu apoptoézy dochazi
ke vzniku endogennich DSB a tim k fosforylaci H2AX. Tato fosforylace je Casnym
znakem apoptozy a objevuje se v Case, kdy dochazi k aktivaci kaspasy 3. Tento d&j
zprostiedkovava DNA-PK (Rezacova a Vavrova 2011).

Pribéh programované bunééné smrti je fizen rozmanitymi signdlnimi cestami
a regulovan vngj§imi a vnitfnimi ligandy (Obr. 3). Apoptéza miize byt aktivovana
tzv. vnéjsi cestou pfes receptory smrti a vnitini cestou za uvolnéni cytochromu c

z aktivovanych mitochondrii (Wong 2011).
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Obr. 3 Popis vniti‘ni cesty apoptézy z aktivovanych mitochondrii a vnéjsi cesty pres receptory
smrti. (upraveno dle Wong 2011)
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1.5.1 Kaspasy

Kaspasy ptedstavuji velkou rodinu cysteinovych proteas s cysteinem v aktivnim
misté, které hydrolyzuji své substraty po specifickych zbytcich kyseliny asparagové.
Ve zdravych bunkach jsou syntetizovany jako neaktivni zymogeny (prokaspasy),
které ke své funkci potitebuji dalSi enzymatickou aktivaci. Prokaspasy se skladaji
z N-koncové prodomény nasledované velkymi (20 kDa) a malymi podjednotkami
(10 kDa) (Opdenbosch a Lamkanfi 2019, Tichy 2006). Doposud bylo identifikovano vice
nez 10 lidskych kaspas. Samy mohou byt aktivovany proteolytickym Stépenim
na specifickych aspartatovych zbytcich. Stépeni probiha tak, Ze dojde k odstranéni
prodomény a vytvotreni aktivni kaspasy slozené ze dvou velkych a dvou malych
podjednotek. Dojde tak k vytvofeni homodimeru slozeného ze dvou monomeri
obsahujicich jednu velkou a jednu malou podjednotku. Vznikne tak i aktivni misto
enzymu, které¢ se skladd ze ctyt klicovych aminokyselin — dvou cysteini ve vétSich
podjednotkéch a dvou histidini v mensich podjednotkach (Rezacova a Vavrova 2011).

Kaspasy mizeme rozdélit podle typu a velikosti prodomény na kaspasy inicidtorové
a efektorové. Nejdiive jsou aktivovany kaspasy inicidtorové, které dale aktivuji kaspasy
efektorové. Inicidtorovymi kaspasami jsou kaspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9 a -10. Ve vné&jsi
cesté indukce apoptdzy jsou zapojeny kaspasy-8 a -10 a jsou charakteristické pritomnosti
rozsahlych N-terminalnich domén DED (death effector domain). Naopak ve vnitini cesté
se uplatiiuji kaspasy-2 a -9 obsahujici domény CARD (caspase recruitment domain).
Efektorové kaspasy jsou kaspasy-3, -6 a -7 majici zodpov€dnost za vlastni pribéh

a rozvoj morfologickych znakli mechanismu apoptdzy (Rezacova a Vavrova 2011).

1.5.2 Vniti'ni cesta apoptézy

Jak uz nazev napovida, k zahdjeni vnitini cesty apoptozy dochazi uvnitt bunky.
Podnétem mohou byt neopravitelna geneticka poskozeni, hypoxie, extrémné vysoka
hladina cytosolickych Ca** iontd, silny oxida¢ni stres a dalsi. Bez ohledu na vyvolavajici
pfi¢inu je tato cesta vysledkem zvySené mitochondridlni permeability a uvolfiovani
pro-apoptotickych molekul, jako je cytochrom-c, do cytoplazmy. Vnitini cesta apoptozy
je ptisn¢ regulovéana skupinou proteinti patficich do rodiny Bcel-2 (Wong 2011).

Rodina proteinti Bel-2 zahrnuje u vyssich eukaryot az 30 homologti. Ty mohou mit
na osud buiiky absolutné odlisny dopad. Na zaklad¢ jejich strukturnich vlastnosti mohou
apoptozu podporovat nebo inhibovat (Tichy 2006). Existuji dvé hlavni skupiny proteinii
Bcl-2, a to pro-apoptotické a anti-apoptotické proteiny. Mezi pro-apoptotické fadime
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proteiny Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim a Hrk. Anti-apoptotické proteiny jsou
naptiklad Bcl-2, Bcl-Xi, Bcel-W, Bfl-1 a Mcl-1. Zatimco anti-apoptotické proteiny
reguluji apoptozu blokovanim uvolnovani cytochromu-c z mitochondrii, pro-apoptotické
proteiny jeho uvolnovani podporuji. O zahéjeni apoptdzy nerozhoduje absolutni mnozstvi
téchto proteintl, ale spiSe rovnovaha mezi nimi (Wong 2011). Na této tzv. na kaspasach
zavislé cesté se dale uplatituje fada receptort, jako je TNF-a receptor, FasL receptor,
TLR, Death receptor. Rovnéz nékteré kanaly mohou byt zapojeny do apoptotické drahy,
naptiklad vapnikovy kandl. JelikoZ koncentrace vapniku v cytosolu hraje dulezitou roli
v regulaci signalni transdukce, podili se na bunécné proliferaci a bunécné smrti, mize byt
osud bunky fizen otevirdnim nebo zaviranim vapnikového kanalu (Hongmei 2012).
Vnitini cesta apoptozy je zahajena fosforylaci proteinu p53 a naslednou aktivaci
pro-apoptotickych ¢lenli rodiny Bcl-2. Dojde ke zméné mitochondridlni membrany
a stimulaci k uvolnéni cytochromu c. Cytochrom c vytvoii komplex (apoptosom) s Apaf-1
a prokaspasou-9, kterd se aktivuje na kaspasu-9. Tato iniciatorova kaspasa aktivuje
efektorové kaspasy, kaspasu-3, -6 a -7. Za vlastni apoptoticky proces je zodpoveédna
kaspasa-3 a je tak nejvyznamnéjsi efektorovou kaspasou (Rezacova a Vavrova 2011).
Mezi dalsi apoptotické faktory, které se uvoliiuji z mitochondridlniho
mezimembranového prostoru do cytoplazmy, patii AIF (apoptosis inducing factor), Smac
(second mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO (direct AP binding protein
with low pI) a Omi/HtrA2 (high temperature requirement protein A). AIF katalyzuje
uvolnéni dal§itho cytochromu c a nasleduje jiz zndmé postupnd kaskada vedouci
k apoptdze. Na druhé strané¢ Smac/DIABLO nebo Omi/HtrA2 podporuji aktivaci kaspasy
vazbou na inhibitor proteinti apoptdzy (IAP). Tento inhibitor méd za ukol inhibovat

aktivované kaspasy, ¢emuz je vazbou apoptotickych faktori zabranéno (Wong 2011).

1.5.3 Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cesta indukce apoptéozy je také oznacovana jako membranova
nebo receptorova. Jak jiz ndzev naznacuje, ke spusténi této cesty dojde, kdyz se ligandy
smrti navazou na svij specificky receptor smrti. Bylo popséno nékolik receptorii smrti,
mezi nejzndméj$i vSak patii TNFR1 a CD95R (Wong 2011). Receptory obsahuji
extracelularni domény bohaté na cystein a cytoplazmatické domény tvofené zhruba
80 aminokyselinami, které se nazyvaji domény smrti (Death Domains-DD) (Rezacova

a Vavrova 2011). Smrtici doména ma za tkol rekrutovat adaptorové proteiny jako je

31



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 vytvoteni
tzv. smrt vyvolavajiciho signalniho komplexu (DISC — death inducing signaling
complex). DISC poté iniciuje aktivaci prokaspasy-8, ktera Stépenim navazujicich
efektorovych kaspas zahajuje samotny proces apoptéozy (Wong 2011).

Spusténi mechanismu pomoci receptor smrti mize byt rovnéz zapojen do aktivace
vnitini cesty indukce apoptozy. Kaspasa-8 Stépi protein Bid (Bcl-2 inhibitory
BH3-domain containing protein), ¢imz ho aktivuje. Aktivovany protein napomaha
oligomerizaci pro-apoptotickych ¢lent rodiny Bcl-2 a nasledné je aktivovana tvorba
apoptosomu a aktivace kaspasy-9. Tato kaspasa v dalSim kroku aktivuje efektorovou

kaspasu-3 (Rezacova a Vavrova 2011).

1.5.4 Poruchy mechanismii apoptozy

Apoptdza slouzi jako dileZity proces pro inhibici metastatického $iteni. Uspéch
metastatické progrese zavisi na schopnosti malignich bun€k uniknout apoptodze
(Su et al. 2015). Vady v mechanismech programované bunécné smrti hraji podstatnou
roli v patogenezi nadoru, jelikoZz umoznuji neoplastickym bunikam ptezivat delsi dobu,
nez by tomu bylo za normdlnich okolnosti. To dav4a buiikdm c¢as na akumulaci
genetickych zmén, které vedou k deregulaci bunééné proliferace a diferenciace, podporuji
angiogenezi a zvysSuji invazivitu béhem nadorové progrese. Dysregulace apoptozy je tedy
zékladnim charakteristickym rysem biologie nadorti (Hassan et al. 2014).

Existuje fada molekularnich mechanismi, které nadorové bunky vyuZivaji
k potlaceni apoptoézy. Rezistenci k apoptéze mohou ziskat expresi anti-apoptotickych
proteinl, jako je Bcl-2, nebo down-regulaci ¢i mutaci pro-apoptotickych protein,
napiiklad BAX. Oba proteiny jsou regulovany tumor supresorovym genem p53.
Pravdépodobné prvnim diikazem, Ze selhani apoptdzy pfispiva k rakoviné, je zjisténa
nadmérnd exprese Bcl-2 u nékterych forem lidského B-bunééného lymfomu (Hassan et al.
2014).

Defekty apoptdzy rovnéz podporuji odolnost bunék viici imunitnimu systému. Musi
vyvinout mechanismus, jak se vyhnout bunééné smrti v disledku rozpoznani a destrukce
cytotoxickymi T lymfocyty a NK bunikami. Krom¢ toho musi naddorové bunky prezit
v prostiedi reaktivnich forem kysliku produkovanych endotelovymi builkami

pii prechodu pies cévni Ci tkanové bariéry. Nakonec musi tolerovat hypoxické podminky
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a proliferovat v prostfedi bez potfebnych rustovych cytokini, aby dosdhly Gspésné
kolonizace v cilovych mistech (Su et al. 2015, Hassan et al. 2014).

Poruchy programované bunécné smrti hraji roli v rezistenci na 1écbu konvenénimi
terapiemi jako je chemoterapie a radioterapie. Zvysuje se prah bunécné smrti a proto je
vyzadovana vyssi davka protinddorovych terapeutik. K uspésné eradikaci rakovinnych
bun¢k nechirurgickymi prosttedky se v kone¢ném diisledku ptistupuje indukci apoptozy.
Vsechny cytotoxické protinddorové terapie, které jsou v soucasné dob¢ klinicky
pouzivany, indukuji apoptéozu malignich bunék. Proto se odbornici zabyvajici
se pripravou léCivych piipravkii pokouseji aktivovat inaktivovany apoptoticky

mechanismus nebo opravit jiz defektni (Hassan et al. 2014).

1.6 Inhibitory DNA-PK
Chemoterapie a radioterapie je Casto spojena se zavaznymi nezadoucimi ucinky.
Aby doslo k zefektivnéni 1écby, bylo by idedlni, kdyby bylo mozné nadorové bunky
senzibilizovat k chemoterapeutiklim ¢i ozafeni. V soucasné dobé je 1écba cilena na rychle
se délici bunky, tudiz se zaméfuje na rychle rostouci rakovinné buiky (Ismail et al. 2004).
Schopnost nadorovych bun¢k opravovat poskozenou DNA je dilezitym prvkem jejich
citlivosti na chemoterapii nebo radioterapii. Uméni DNA-PK rozpoznéavat a zahajovat
opravu 1ézi DNA mize rakovinné bunky chréanit pted cytotoxickymi G¢inky terapeutik
(Leahy et al. 2004). Bylo pozorovano, ze zvysena aktivita DNA-PK, kterd mize byt
u rakoviny pozorovana, ma za nasledek vyssi odolnost vii¢i poSkozeni DNA. Napiiklad
up regulace aktivity DNA-PK u izolati B bunék chronické lymfocytadrni leukemie
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 druh¢ stran¢ bunécné linie s defektni funkci DNA-PK (bunky
postradajici Ku nebo DNA-PKcs) jsou precitlivélé na latky, které indukuji DSBs.
Dilezité je, ze bylo prokazano, Ze inhibice DNA-PK zvySuje cytotoxicitu ionizujiciho
zéateni a fady latek indukujicich DSBs in vitro. Diky blokovani opravnych mechanismu
maji selektivni inhibitory DNA-PK potencial slouZzit jako chemo- a radiosenzibilizatory
v 1é¢be nddorovych onemocnéni (O'Connor et al. 2007, Clapham et al. 2011).
Specifické inhibitory, které jsou v soucasné dobé znamy, jsou omezeny Spatnou

rozpustnosti a vysokou metabolickou labilitou in vivo. Vysledkem je rychla degradace
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v séru a tudiz kratkodobé ptisobeni (Davidson et al. 2013). Syntéza novych IéCiv
vychazejicich z dosud znamych latek je dulezitou strategii pro zlepSeni uc¢innosti
terapeutik, farmakokinetickych parametrii a snizeni toxicity (Zhu et al. 2015). V idealnim
piipadé by chemo- ¢i radiosenzitizér nemél mit zadnou vnitini toxicitu a prednostné
by mél senzibilizovat nadorové bunky vii€i pasobeni terapeutik. V soucasné dobé znamé
inhibitory DNA-PK maji rizné stupné selektivity a mohou ovlivnit rovnéz dalsi enzymy

z rodiny PI3K (Obr.4).
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Obr. 4 Schéma puisobeni inhibitori PI3K (pievzato z: Pospisilova et al. 2017)

1.6.1 PI3K inhibitory s aktivitou proti PIKK, véetné DNA-PK
Wortmannin a jeho derivaty PX-866 a PWT-458

Jeden z prvnich identifikovanych inhibitord, wortmannin, byl izolovan v roce 1957.
Byl definovan jako silny nekompetitivni ireverzibilni inhibitor PI3K v roce 1993,
ale aktivita byla rovnéz prokazana viaci ¢lenim rodiny PIKK, vcetné DNA-PK
(Zhu et al. 2015, Finlay et al. 2012). Jedna se o furanosteroidovy metabolit houby
Penicillium funiculosum a méa IC50 v nanomolarnim rozmezi (5 nM pro PI3K, vcetné
DNA-PK) (Davidson et al. 2013). Inhibitor zplisobuje kovalentni modifikaci Lys 802
a konformaéni pieskupeni ve vazebném mist¢ pro ATP (Zhu et al. 2015,

Wymann et al. 1996). Pastwa et al. zjistili, Ze necytotoxicka koncentrace wortmanninu

zvysila cytotoxicky ucinek etoposidu trojnadsobné a piiblizné pétindsobné v kombinaci

34



s cisplatinou v lidskych glioblastomovych bunkach M059. Wortmannin zvysil hladiny
DSBs (zavislé na koncentraci), zastavil bunéény cyklus v G2/M fazi a zpiisobil akumulaci
bun¢k v S fazi. Rovnéz inhiboval opravné mechanismy pro DSBs (Pastwa et al. 2014).
Wortmannin se také osveédCil jako ucinny radiosenzitizér, i kdyz postrada specifitu,
vykazuje in vivo toxicitu, a pies svou Spatnou rozpustnost ve vodnych roztocich. Tyto
vlastnosti zna¢né¢ omezily klinické pouziti sloueniny (Davidson et al. 2013), a z tohoto
divodu byla pfipravena fada analogii wortmanninu.

Ihle et al. vyvinuli slou¢eninu PX-866 otevienim furanového prstence v poloze
C-20. PX-866 m¢l oproti wortmanninu n¢kolik zlepSeni, napiiklad vyssi stabilitu
a biologickou aktivitu a niz$i toxicitu. Ukazalo se, ze je jako samostatné 1é¢ivo aktivni
proti  xenograftim nadortt vajecniki  (OvCar-3), tlustého stteva (HT-29)
a nemalobunééného karcinomu plic (A549) (Ihle et al 2004). Déle bylo objeveno,
Ze potencuje in vivo inhibici ristu indukovanou ionizujicim zafenim v xenograftech
lidskych nadord OvCar-3 a rovnéz zvySuje protinadorovou aktivitu cisplatiny
v xenograftech A549 nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC) (Zhu et al. 2015, Thle
et al. 2004). PX-866 mé&l zna¢nou Uc¢innost v preklinickych studiich vii¢i xenograftim
spinocelularnich bunék rakoviny hlavy a krku. Aditivni U¢inek byl nalezen i in vivo
s docetaxelem na stejném mySim modelu, stejné jako béhem druhé faze klinického
testovani u lidskych pacientl (Jimeno et al. 2015).

PWT-458, pegylovany-7-hydroxywortmannin s vyznamnym vylepSenim oproti
samotnému wortmanninu, byl objeven Yu et al. Tato sloucenina byla aktivni
vici PTEN-negativnimu gliomu U87MG, NSCLC A549 a xenograftim karcinomu
rendlnich bunék (RCC) A498 u mysi. PWT-458 rovnéz zvysil protinadorovou ucinnost
paclitaxelu u gliomu a xenografti NSCLC A549. V modelu NSCLC dosahla kombinace
PWT-458 a paclitaxelu uplného zastaveni rlstu nadoru, zatimco pisobeni kazdého
z ¢inidel samostatné pouze omezilo jeho rast. Yu et al. odhalili také synergicky ucinek
PWT-458 s Intronem-A u RCC A498, kde bylo dosazeno pusobivé regrese nadoru.
Expanze tohoto nadoru u mysi je doprovazena rozsahlym riistem krevnich cév v nadoru.
DalSim pozorovanim provedeném ve stejné studii bylo zjisténo, Ze kombinovana 1écba

vedla ke snizeni vaskularizace (Yu et al. 2005).
LY294002 a jeho prolécivo SF1126

LY294002 je morfolinovy derivat rostlinného flavonoidu kvercetinu. Je to

nespecificky ATP-kompetitivni inhibitor PI3K a bylo prokdzano, ze vykazuje
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srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu proti DNA-PK (Davidson et al. 2013, Harnor et al. 2017).
Studie in vitro a in vivo zjistily, ze ma tato sloucenina fadu potencialnich uc¢inki jako je
inhibice bunécného rlstu, antiangiogenni aktivita, zastava bunéného cyklu v G1 fazi
a indukce radiosenzitivity (Sun et al. 2015).

Inhibitor se reverzibiln¢ vaze na kinasovou doménu DNA-PK (Andrs et al. 2015).
Gupta et al. kombinovali LY294002 s radiaci u lidskych nadorovych bun¢k mocového
méchyte T24. Zjistili, ze LY294002 mé vyznamny synergicky u¢inek vedouci ke zvysené
redukci ozarenych bun¢k (Gupta et al. 2003). Chemosenzitizacni efekt byl dale testovan
v kombinaci s cisplatinou v glioblastomovych buiikkach (Carminati et al. 2014)
a pankreatickych buiikach, a to jak in vitro, tak in vivo (Fujiwara et al. 2008). Vzhledem
k jeho nezadoucim vlastnostem, podobné¢ jako u wortmanninu, a rychlé metabolické
clearance vSak nelze posoudit jeho u¢inky u ¢loveéka. Nicméné se ukazal jako vhodna
slou¢enina fungujici jako templat pro syntézu latek s ptiznivéjSimi vlastnostmi (Davidson
et al. 2013).

Aby se zabranilo nezadoucim fyzikalné-chemickym vlastnostem LY294002, bylo
vytvofeno prolééivo SF1126. Ugelem bylo zvysit rozpustnost a zacilit na nadory
prostfednictvim vazby na specifické integriny. Prokézalo se ptiznivéjsi antiangiogenni
a protinadorové pusobeni in vivo bez zavazné toxicity, ¢imz se stal vhodnym kandidatem
pro potencialni pouziti v 1é¢bé (Andrs et al. 2015). Uginnost 1é¢iva byla testovana
u pacienti s pokrocilymi solidnimi nadory a malignitami B-lymfocytl. Ukazal
se predbézny slibny protinddorovy vliv samostatné i v kombinaci s rituximabem
u jednoho pacienta s chronickou lymfocytarni leukemii rezistentni na 1é¢bu. I kdyz je
znamo, Ze inhibice PI3K zplisobuje inzulinovou rezistenci periferni tkané zvySenou
citlivosti B-bun¢k pankreatu na glukézu a tim zvySuje sekreci inzulinu jako kompenzaci,
ukazalo se, Ze tento doCasny ucinek nevede k vyznamnému narusSeni glukozové
homeostazy. SF1126 nemé¢l zadny vliv na normdélni kozni epidermis ve srovnani
s nadorovou tkani (Madahevan et al. 2012).

Avsak wortmannin a jeho derivaty PX-866 a PWT-458, stejné jako LY294002
a jeho prolécivo SF1126, jsou neselektivnimi inhibitory PI3K. Neni proto mozné
protinddorové a senzibilizujici uc€inky pfifadit pouze inhibici DNA-PK. VétSina
pozorovanych efektll pravdépodobné souvisi s inhibici signalti pteziti a proliferace
prostfednictvim drahy receptor-PI3K-Akt-(mTOR), coz je dalSim slibnym cilem

pro budouci protinadorové terapie (Massacesi et al. 2016).
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1.6.2 Selektivni inhibitory DNA-PK
NU7441 a NU7026

LY294002 byl pouzit jako vychozi bod pro syntézu ucinngjsiho a selektivnéjsiho
inhibitoru DNA-PK — NU7441 (8-dibenzothiofen-4-yl-2-morfolin-4-yl-chromen-4-on;
KU-57788). Tento inhibitor vykazoval vynikajici selektivitu nejen napti¢ PIKKs,
ale i nepfibuznych kinas. V bunécnych liniich vykazoval silnou inhibici DNA-PK
a pusobil jako chemosenzitizator in vitro a také in vivo (O’Connor et al. 2007). DSBs
indukované doxorubicinem a ionizujicim zarenim (IR) pfetrvavaly v pfitomnosti NU7441
po delsi dobu (Davidson et al. 2013). Zhao et al. provedli preklinické hodnoceni tohoto
inhibitoru na bunikach vajecniku ¢inského kiecka. Potenciace ucinku ionizujiciho zéafeni
a etoposidu byla vysledkem inhibice DNA-PK. Krom¢ toho NU7441 zvysila perzistenci
YH2AX po poskozeni DNA a rovnéz prodlouzeni G2/M féaze bunécného cyklu. Zhao et al.
také zkoumali chemo- a radiosenzitizaci u lidskych bun¢k rakoviny tlustého stteva LoVo
a SW620. Zjistili, ze NU7441 pfi nizké necytotoxické koncentraci (1 umol/l) vyznamné
zvySuje cytotoxicitu IR, doxorubicinu a etoposidu v obou bunécnych liniich. U bunék
SW620 zplisobila slouc¢enina dvojnasobné az trojnasobné zvyseni cytotoxicity vyvolané
doxorubicinem v zavislosti na koncentraci cytostatika. Rovnéz zesileni efektu IR
v kombinaci s NU7441 byla vyrazna u obou bunéénych linii. LDgoo u SW620 poklesl
ze 4 Gy na 1,1 Gy au LoVo bunék z 3 Gy na 1 Gy. Ve studii in vivo NU7441 zvysila
protinadorovou aktivitu etoposidu u xenograftii lidského nadoru tlustého stteva SW620
(Zhao et al. 2006). Ciszewski et al. studovali senzibiliza¢ni u¢inek NU7441 v kombinaci
s doxorubicinem nebo ionizujicim zafenim pii 1é€bé u tii bunéénych linii lidské rakoviny
prsu (MCF-7, MDA-MB-231 a T47D). NU7441 vyznamné zvySila citlivost
k doxorubicinu, a to tfikrat az Sestkrat, u IR ¢tyfikrat aZ dvanactkrat. Slou€enina zplisobila
akumulaci bun¢k v G2/M fazi bunééného cyklu (Ciszewski et al. 2014). Ve srovnani
s inhibitorem ATM, KU-55933, vykazoval NU7441 vys$si stupenn radiosenzitizace
u bunék MCF-7. Pfi kombinaci téchto dvou sloucenin nedoslo k zddnému vyznamnému
ucinku (Cowell et al. 2005). Tichy et al. zkoumali reakci na IR u lidské leukemické
bunééné linie MOLT-4 preinkubované s NU7441. Zjistili, Ze kombinovana terapie
zpusobila zvySeni fosforylace H2AX 1 indukci apoptézy. Rozdil v procentu
apoptotickych bunék ve skupiné pouze ozafenych bunck (48 %) a bunék ovlivnénych
kombinovanou terapii s NU7441 (27 %) byl t¢éméf dvojnasobny (Tichy et al. 2014). Stejna
sloucenina byla testovana u lidskych nadorovych bunék s ptitomnosti DNA-PK

(M059-Fus1) a bunék deficientnich na DNA-PK (M059 J). Inhibitor byl zkombinovan
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s doxorubicinem ¢i IR a zptsobil chemo- a radiopotenciaci pouze u bunck M059-Fus|.
Terapiemi zptsobené poskozeni DNA bylo méfeno pomoci lozisek y-H2AX (Tavecchio
etal. 2012).

LY294002 byl rovnéz pouzit pro vyvoj slouCeniny NU7026
(2-(morfolin-4-yl)-benzo[h]chomen-4-on). Tato latka je jako inhibitor DNA-PK piiblizné
Sestkrat u¢inngjs$i nez LY294002 a nejméné sedmdesatkrat selektivnéjsi pro DNA-PK
nez pro jiné PI3K (Hollick et al. 2003). Jeho IC50 pro DNA-PK se pohybuje
0,19 — 0,28 uM a > 100 uM pro ATM a ATR (Harnor et al. 2017, Griffin et al. 2005).
NU7026 zvysil cytotoxicitu ionizujiciho zéafeni a cytostatik inhibujici topoizomerasu II
(idarubicin, daunorubicin, doxorubicin, etoposid, amsakrin a mitoxantron)
u leukemickych bun¢k K562 (Willmore et al. 2004), HL-60 a HL-60/MX2
(Mikusova et al. 2011). Radiosenzitiza¢ni Ui¢inek byl také pozorovan u bun¢k karcinomu
zaludku N87 spojeny se zvysenou Urovni poskozeni DNA a zastavou bunécného cyklu
v G2/M fazi (Niazi et al. 2014).

Navzdory slibnym studiim in vitro, preklinické vysledky farmakokinetiky in vivo

prokazaly, Ze je 1é€ivo rychle vylu€ovéano z krevniho ob&éhu (Andrs et al. 2015).

1C86621 a IC87361

Byly testovany dal$i slouceniny zaloZené na strukture LY294002, a to 1C86621
(Kashishian et al. 2003) a IC87361 (Shinohara et al. 2005). IC86621, selektivni inhibitor
DNA-PK, nevykazoval aktivitu vic¢i pfibuznym protein kinasam ATM a ATR
ani pii koncentracich 100 uM. Vyznamné zvysil cytotoxicitu dvou latek indukujicich
DSB — bleomycinu a etoposidu. Zajimavé vSak je, Ze nedoSlo k senzibilizaci bunék
pti pouziti doxorubicinu. Studie rovnéz uvadi radiosenzitizacni vlastnosti latky nezavislé
na typu testovanych bunék (kolorektalni, bronchoalveolarni karcinom, karcinom
vajecnikil, pankreatu, leukemické buniky). VSechny testované bunécné linie vykazovaly
v kombinované terapii 1,5x - 4,2x vyS$i radiosenzitivitu (Kashishian et al. 2003).
Shinohara et al. testovali, zda je IC87361 schopen senzibilizovat nadorové bunky
v kombinaci s ionizujicim zafenim. Buné¢nou linii melanomu B16F0 a bunky rakoviny
plic LCC ovlivnili samotnym inhibitorem nebo IR o davce 6 Gy a poté jejich kombinaci.
Ionizujici zéfeni mélo na obé bunétné linie mirny inhibi¢ni G¢inek, ale samotny inhibitor
nemél Zadny vyznamny vliv. Naproti tomu kombinovana 1é¢ba poukazala na vyznamné

snizeni preziti u bunék LCC 1 B16F0 (Shinohara et al. 2005).
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SUI11752

Ismail et al. objevili slou¢eninu SU11752, ktera se chovala jako kompetitivni
inhibitor pro misto ATP v DNA-PK. Ve srovndni s wortmanninem byla tato latka
selektivnéjSim inhibitorem DNA-PK a neovliviiovala aktivitu ATM kinasy a dalSich
PI3K. SU11752 vykazoval schopnost branit opravam dvoufetézcovych zlomi DNA
u bunécné linie lidského glioblastomu po expozici IR a u bunck ovlivnénych
kalicheamicinem. Pfesto ma SU11752 relativné slabou vazbu na DNA-PK. Z tohoto
davodu neni pravdépodobné, ze by byl vhodnym kandidatem pro klinické studie.
Na druhé¢ stran¢ Ismail et al. véii, ze slouc¢enina mtze slouzit jako vynikajici vychozi bod
pro vyvoj novych specifickych inhibitori DNA-PK, které mohou byt uzitecné

v kombinaci s chemoterapii ¢i radioterapii (Ismail et al. 2004, Wymann et al. 1996).

1C486241 (1CC)

Davidson et al. popisuji schopnost nového specifického inhibitoru DNA-PKcs,
1C486241 (ICC), synergizovat cytotoxicitu latek poskozujicich DNA v ruznych
bunéénych liniich rakoviny prsu — MCF7, BT-20 a MDA-MB-436. Zjistili, ze ICC
vyznamné zvySuje cytotoxicitu doxorubicinu a cisplatiny a tato synergie byla zjisténa
pfi netoxickych koncentracich ICC (1 — 2 puM). Lécba doxorubicinem zpisobila
fosforylaci DNA-PKcs, pricemz reakce na poskozeni byla za ptitomnosti ICC utlumena.
Na rozdil od samotného doxorubicinu kombinace s ICC vedla k poklesu yYH2AX.
To je zpisobeno reverzibilnim blokovani ATP mista na DNA-PKcs diky ICC.
Tim je zabranéno autofosforylaci a fosforylaci dalSich substrati DNA-PKcs, jako je
H2AX. Davidson et al. dospéli k zavéru, Ze zvySena cytotoxicita byla vysledkem snizené
aktivity DNA-PKcs a vyS$$iho poSkozeni DNA v diisledku inhibice mechanismu NHEJ
(Davidson et al. 2012a). Zda je downregulace fosforylace H2AX pouze Gi¢inkem inhibice
DNA-PK nebo jestli ma ICC dalsi inhibi¢ni efekt na ATM zistava otevienou otazkou,
jelikoZ nebyly zvetfejnény zadné tidaje o selektivité ICC. V jiné studii Davidson et al.
zkoumali u¢innost ICC v kombinaci s chemoterapeutickymi latkami poSkozujicimi DNA
v buné¢nych liniich rakoviny tlustého stfeva HCT-116 a HT-29. Kdyz byl inhibitor pouzit
spole¢né s irinotekanem, cisplatinou a oxaliplatinou, byly IC50 platinovych sloucenin
nepatrné sniZzeny. Kdyz vSak byl ICC kombinovan se SN38 (aktivni metabolit
irinotekanu), byl cytotoxicky uc¢inek vysoce synergicky. Sloucenina inhibovala

autofosforylaci DNA-PKcs a také mirné snizila YH2AX. Analyza bunééného cyklu
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ukazala vyznamné zastaveni cyklu v G2/M fazi po 24hodinové expozici SN38 a SN38

spole¢né s ICC (Davidson et al. 2012b).

1.6.3 Slouceniny se smiSenou aktivitou zahrnujici inhibici DNA-PK
Kofein

Block et al. prokazali Gi¢inné inhibi¢ni vlastnosti kofeinu vii¢i aktivit¢ DNA-PK
in vitro. DNA-PK je inhibovana kofeinem prostiednictvim smiSeného nekompetitivniho
mechanismu. Muze se vazat na komplexy DNA-PK i DNA-PK-ATP, ale s nestejnou
afinitou. Zatimco kofein inhibuje fosforylaci substrati zavislych na DNA-PK,
autofosforylace DNA-PK je v bunkach tkanovych kultur inhibovana pouze slab¢.
Je v8ak znamo, Ze sloucenina inhibuje primarné ATM a ATR (Block et al. 2004).

Vanilin

Vanilin je znamy jako pfirozené se vyskytujici slozka potravy a uznavané €inidlo
s anti-mutagennimi G¢inky. Durant a Karran uvedli, Ze vanilin inhibuje opravu DNA
pomoci NHEJ a plisobi jako selektivni inhibitor DNA-PK. Kromé toho zjistili,
ze vyznamné neovliviiuje aktivitu ATM/ATR-dependentni fosforylaci Chk2
(Durant a Karran 2003). Vanilin prokazal sviij anti-metastaticky potencial in vivo
vici buitkkdm rakoviny prsu 4T1 (Lirdprapamongkol et al. 2005), bunécné linii rakoviny
tlustého stfteva HCT116 in vitro (King et al. 2007) a vykazuje zvySené cytotoxické
a cytostatické ptisobeni u bunék kolorektalniho karcinomu HT-29 ve srovnani
s normalnimi lidskymi fibroblasty (Ho et al. 2009). Vanilin je schopen senzitizovat
bunécnou linii karcinomu vaje¢nikii A2780 a lymfoblasty TK6 k terapii cisplatinou.
Nebyl pozorovan  vyznamny  Ginek  vanilinu  coby  radiosenzitiztoru

(Durant a Karran 2003).

NK314

Hisatomi et al. pfedstavili NK314, synteticky alkaloid, jako inhibitor se specifitou
pro topoizomerasu II alfa. Rovnéz vSak uvadéji inhibici opravy DSBs zprostiedkovanou
indukci degradace DNA-PKcs. Rovnéz zkoumali u€inky NK314 v reakci na poskozeni
DNA ozafovanim a byla prokadzana silnd protinadorova aktivita vici T-bunécéné
leukemii/lymfomu dospélych. NK314 vyvolal zastavu bunééného cyklu v G2/M fazi
zavislou na davce, zatimco normalni bunky periferni krve byly udrzovany ve fazi GO/G1

(Hisatomi et al. 2011).
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CC-115

Mortensen et al. popsali preklinickou charakterizaci CC-115. Jedna se o oralné
aktivni inhibitor DNA-PK a mTOR (mammalian target of rapamycin) kinase (TORK).
Sloucenina vykazovala protinadorovou aktivitu a schopnost indukovat apoptdzu v panelu
nadorovych bunécnych linii. Kromé toho byla u mnoha xenografti solidnich nadort
prokazana inhibice rastu zavisld na davce (Mortensen et al. 2014). Inhibice DNA-PK
zpusobila naruseni NHEJ, inhibici substrati Ku80, XRCC4 a autofosforylaci DNA-PK.
Tsuji et al. také zjistili potla¢eni drahy HR nepfimou inhibici ATM (Tsuji et al. 2014).
Raymon et al. testovali antiproliferativni aktivitu u mysich xenografti glioblastomovych
bun¢k US7MG. CC-115 vykazoval na davce zavislou inhibici ristu nadoru a preziti mysi

s implantovanym glioblastomem bylo prodlouzeno (Raymon et al. 2014).
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2 CiLE PRACE

Cilem disertacni prace bylo studium problematiky cytotoxického pilisobeni
chinazolinovych a purinovych derivati jako potencialnich inhibitord DNA-PK na panelu
nadorovych bunécnych linii. U vybraného nejucinnéjsiho derivatu potom prostudovani

mechanismu ucinku. Konkrétné se prace zabyvala témito kroky:

Chinazolinové derivaty

e Screeningové testovani 17 chinazolinovych derivathi na panelu
16 nadorovych bunéfnych linii a jedné nenadorové linii lidskych
fibroblastii. Stanoveni riistového procenta (GP) pro kazdy testovany derivat.

e Urceni stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50) standardniho chemoterapeutika
doxorubicinu u vybraného modelu nadorové bunécné linie stanovené¢ho
na zéklad¢ vysledki screeningového testovani.

e Posouzeni schopnosti chinazolinovych derivati potencovat Uc¢inky
doxorubicinu u vybrané linie nddorovych bunék a urceni nejacinnéjsiho
derivatu pro detailni testovani.

e Pomoci vhodné metody zjiSténi, zda dochéazi pfi kombinované terapii
nejucinngjsiho derivatu s doxorubicinem k zahéjeni procesu programované
bunécéné smrti.

e Zhodnoceni zastoupeni ovlivnénych bunék v jednotlivych fazich bunééného
cyklu.

e Detekovani exprese klicovych proteinii podilejicich se na regulaci
bunééného cyklu a bun&né stresové reakci po plsobeni kombinované
terapie chinazolinového derivatu s doxorubicinem.

e Testovani bezpecnosti a snaSenlivosti nejucinnéjsiho chinazolinového

derivatu u samic outbrednich mysi.
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Purinové derivaty

Screeningové testovani 35 purinovych derivatli na panelu 9 nadorovych
bunéénych linii a jedné nenddorové linii lidskych plicnich fibroblasta.
Stanoveni riastového procenta (GP) pro kazdy testovany derivat.

Zjisténi chemosenzitizaéniho Uc¢inku jednotlivych purinovych derivata
v kombinaci se standardnim chemoterapeutikem doxorubicinem na panelu

nadorovych bunéénych linii.
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3 MATERIAL A METODIKY

3.1 Bunééné kultury a kultivaéni podminky

Vybrané lidské nadorové bunééné linie HL-60 (akutni promyelocytarni leukemie),
Jurkat (akutni T-bunécnd leukemie), MOLT-4 (akutni lymfoblastickd 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 vajecniki),
HeLa (karcinom d¢lozniho Ccipku), 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).
Bunééné linie byly nasazeny podle pfedem stanovené optimalni hustoty
(500 - 50x10° bunék/jamku) do 96jamkové desti¢ky a kultivovany v kontrolované
atmosfére 5% CO; pti 37 °C v ptislusném kultivaénim médiu dle metodickych instrukci.
Normalni lidské fibroblasty (NHDF) pouZité pro experimenty s chinazolinovymi derivaty
byly izolovéany z lidské pokozky odebrané béhem plastické operace. Pacienti podepsali
informovany souhlas podle Etické komise Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice
v Hradci Krélové.

Bunééné linie nasazené v 96jamkové desticce byly kultivovany ptes noc. Buiiky
byly pravidelné pasdzovany po dosaZeni 70% konfluence pomoci trypsin-EDTA (Sigma,
USA). Pro kontrolu viability a proliferace byly bunky pii kazdé pasdzi po obarveni
trypanovou modii pocitany v Biirkerové komiirce. VSechny experimenty byly provedeny

s buitkami z ¢asnych pasazi (<12).

3.2 Cytostatika

Chinazolinové (Obr. 5) a purinové (Obr. 6) derivaty byly syntetizovany Ustavem
toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové a Centrem
biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Latky byly rozpusStény
v DMSO (Sigma-Aldrich, USA) na zasobni roztoky o koncentraci 10 mmol/l.
Pro experimenty byl zasobni roztok fedén vhodnym kultiva¢nim médiem tak, aby bylo
dosazeno koncentrace 10 umol/l. Buiiky byly vystaveny piisobeni inhibitori samotnych

nebo v kombinaci s doxorubicinem po dobu 48 hodin.
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Jako pozitivni kontrola byl pouzit doxorubicin (Sigma-Aldrich, USA). Zasobni

roztok o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim doxorubicinu ve sterilni vodé

(Sigma-Aldrich, USA) a pfed kazdym pouzitim byl médiem nafedén na pozadovanou

koncentraci. Koncentrace doxorubicinu byla zvolena stanovenim hodnoty IC50

slouceniny pro kazdou z bunécnych linii. Byl pouzit doxorubicin v rozmezi koncentraci
od 0,05 umol/l do 1 umol/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 umol/l doxorubicinu.

Bunky byly rovnéz vystaveny standardnim inhibitoriim DNA-PK (Sigma-Aldrich,
USA) NU7441 (1 pmol/l) ¢ NU7026 (10 umol/l) a ATM inhibitoru KU55933 (Merck,
CR) (10 umol/l). Maximalni koncentrace DMSO v kultivaénim mediu byla 0,1 %.

Code R R

10a  phenyl -

10k dibenzothien-4-yl -

10c  thiophen-3-yl -

10d  maphthalen-1-yl -

10e  4-phenoxyphenyl -

1of dibenzofuran-4-yi -

10g  4-methylphenyl -

10k (1.1%biphenyl)-3-vl -

104 4-tert-butylphenyl -

10j 7-chloroguinolin-4- -

vl
10k 5-methyl-1H-indol- -
3-yl

lda - 4-methylpiperazin-1-
¥l

14b - morpholin-4-yl

lde - piperidin-1-yl

l4d - diethylamino

lde - bis(2-hydroxyethyl)

amino

Obr. 5 Nové syntetizované 3,4-dihydrochinazolinové derivaty 10a-k, 12 a 14a-e.
(ptevzato z: Pospisilova et al. 2019)
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Phenyl

4a

4b 3,4-dichlorophenyl

4c Propan-2-yl

4d 4-chlorophenyl

de 4-methoxyphenyl

af 3-methoxyphenyl

4g 1-phenylethyl

7a Phenyl

7b 3,4-dichlorophenyl

Tc Propan-2-yl

7d 4-chlorophenyl

Te .dmethqu;;hény_l

7f 3-methoxyphenyl

79 1-phenylethyl

10a Phenyl

10b Thiophen-3-yl

10c Dibenzofuran-4-yl
10d Dibenzothien-4-yl




11a
11b
11c
11d
15a
15b
15¢
15d
15e
15f
15g
15h
15i

18a
18b
18c
18d

Phenyl

4-chlorophenyl
Propan-2-yl
3-methoxyphenyl
4-methoxyphenyl
4-nitrophenyl
3,4-dichlorophenyl
4-trifluoromethylphenyl
1-phenylethyl

Phenyl
Thiophen-3-yl
Dibenzofuran-4-yl

Dibenzothien-4-yl

Phenyl
4-tert-butylphenyl
3,4-dichlorophenyl
Thiophen-3-yl



0/\ D/\l ;'_R1 O/\I FQ
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o R 0 0
11a-d 15a4 18a-d

Obr. 6 Nové syntetizované série purin-6-on a pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-on derivati.
(ptevzato z: Andrs et al. 2018)

3.3 Stanoveni cytotoxicity

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

Do jedné jamky 96jamkové desticky (Sigma, USA) byly nasazeny bunky (17 linii)
ve 150 pl kultivaéniho média a inkubovany 24 hodin (37 °C, 5 % COy). Po piisednuti
buné¢k byly pfidany testované latky v pozadovanych koncentracich. Za 48 hodin
od ovlivnéni bylo do kazdé¢ jamky ptidano 50 ul WST-1 ¢inidla. Po 3 hodinach inkubace
bylo provedeno vysledné méfeni absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite M200

(Tecan Group, Svycarsko) pii vinové délce 440 nm.

3.4 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 pokyni vyrobce. Metoda je zalozena
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na rozkladu specifickych chemiluminiscenc¢nich substrati ptisluSnymi kaspasami.
Substrat se §tépi za uvolnéni aminoluciferinu, jez je substratem luciferasy. Pfidani ¢inidla
Caspase-Glo® 3/7 ma za nésledek bunécnou lyzu nasledovanou kaspasovym Stépenim
substratu a generovanim luminiscen¢niho signalu.

Do kazdé jamky 96jamkové desti¢ky bylo nasazeno 1 x 10* pfedem ovlivnénych
(48 hodin) bunék HT-29 v 50 pl kultivaéniho média. Buiiky byly poté inkubovany
po dobu 30 minut s 50 ul Caspase-Glo Assay reagentem. Luminiscence byla méfena
za pouziti spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Svycarsko) a generovany

signal byl amérny mnozstvi aktivity kaspas.

3.5 Analyza bunécného cyklu

Ke stanoveni zastoupeni jednotlivych bun¢k v bunééném cyklu bylo vyuzito
flow-cytometrického meéteni obsahu DNA. Princip metody spociva v tom,
ze v jednotlivych fazich bunééného cyklu obsahuje bunka ve svém jadfe rozdilné
mnozstvi DNA. Pro detekci mnozstvi DNA je pouZzivan propidium jodid (PI), ktery je
schopen pronikat do bunky naruSenou cytoplazmatickou membranou a tam
se nespecificky vazat na strukturu DNA.

Bunky HT-29 byly oSetfeny 0,5 pumol/l doxorubicinem, 10 pmol/l NU7026
a 10 pmol/l 14d samostatné ¢i v kombinaci s doxorubicinem po dobu 24 a 48 hodin.
Poté byly bunky sklizeny trypsinizaci, promyty dvakrat ledovym PBS pufrem
(Invitrogen, USA) a fixovany minimaln& 1 hodinu pfi 4 °C v 70% ethanolu (Penta, CR)
pro jejich permeabilizaci. Po odstranéni ethanolu centrifugaci byly bunky dvakrat
promyty v PBS a inkubovéany 5 minut pfi pokojové teploté v citratovém pufru (192 ml
0,2 mol/l Na;HPOs (Merck, CR) + 8 ml 0,1 mol/l kyselina citrénova (Penta, CR),
pH = 7,8) pro extrakci nizkomolekularnich fragmentti DNA. Poté byly buniky obarveny
propidium jodidem ve Vindelové roztoku (Iml 1 mol Tris pH=8 (Sigma-Aldrich, USA),
1 mg RNasy (Sigma-Aldrich, USA), 100 pl Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA), 60 mg
NaCl (Penta, CR), 5 mg propidium jodidu (Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda
do 100 ml) pti 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 multipletd pti analyze DNA pratokovou cytometrii byl pouZzit soubor

opatfeni, které meély zamezit vyskytu téchto bunécnych artefaktdl ve vlastnim
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analyzovaném vzorku. Pomoci barevné vicenasobné gating analyze byly vyfazeny
agregaty s vysokou $itkou pulsu a barevné oznaceny buiiky s vysokymi hodnotami FSC
(forward scatter, ptimy rozptyl) a SSC (side scatter, bo¢ni rozptyl). Pfi analyze
programem Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA) byl vytvoien histogram Sirky
pulsu (pulse width) signalu versus jeho plocha (area) pro fluorescencni signal propidium

jodidu v ndmi analyzovaném fluorescencnim kanalu.

3.6 Elektroforéza a Western blotting

Elektroforéza je separacni technika zalozend na migraci nabitych molekul
v elektrickém poli. Rychlost migrace zavisi na sile pole, velikosti naboje, tvaru a velikosti
molekul, ale také na viskozité a teploté prostiedi, ve kterém se molekuly pohybuji.
Je jednoduchd, rychld a vysoce citlivad. Jako nosnd matrice pro vzorek slouzi papir,
skrobovy gel, agar6za nebo polyakrylamidovy gel (Rybicki a Purves, 1996).

SDS-PAGE je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS) béZzné pouzivana pro separaci proteint (Schéigger, 20006).
SDS je aniontovy detergent, ktery v proteinech narusuje nekovalentni vazby a molekuly
ztraci svou nativni konformaci - zpusobuje jejich denaturaci. Na bilkoviny se vaze
v poméru 1,4:1 (SDS:protein). Dodecylsiran sodny udé€luje polypeptidu zdporny naboj
v poméru k jeho délce, coZ umoziiuje déleni proteinti podle jejich molekulové hmotnosti.
Pro separaci proteint je pouzivana diskontinualni elektroforéza, ktera je slozena ze dvou
gelt, a to koncentrac¢niho s vétSimi pory a separa¢niho s mensimi péry (Rybicki a Purves,
1996).

Western blot, znamy také jako imunoblot, je dulezity postup pro imunodetekci
proteinti nasledujici po elektroforéze. Western blot umoziiuje pienos proteintl
z  SDS-PAGE na  adsorpéni  membranu, nejCastéji  nitroceluldozovou
nebo polyvinylidendifluoridovou (PVDF). Na jejim povrchu nasleduje detekce
specifickymi protilatkami. Blotované proteiny tvoii pfesnou repliku gelu, ktera se ukazala

jako vhodny vychozi krok pro fadu experimentti (Kurien a Scofield, 2006).

Provedent
Pro detekci specifickych proteini byly pfipraveny celobunééné lyzaty
z exponencialné rostoucich bun€k oSetienych 0,5 pmol/l samotného doxorubicinu

nebo doxorubicinu v kombinaci s 10 umol/l inhibitoru 14d ¢&i standardniho inhibitoru
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NU7026 a samotnymi inhibitory 14d a NU7026 po dobu 4 a 24 hodin. Lyzaty pro analyzu
byly pfipraveny za pouziti pufru pro bunéénou lyzu dle pokyni vyrobce (Cell Signaling
Technology, USA). Mnozstvi proteinu v jednom vzorku bylo kvantifikovano pomoci
testu na kyselinu bicinchoninovou — BCA assay (roztok CuSOas: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 pieneseny na PVDF membranu (Bio-Rad
Laboratories s.r.0., CR). Membrana 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). Nasledné probéhla inkubace po dobu 24 hodin pii 4 °C s primarni protilatkou
namifenou proti sledovanym proteinim: p53, p53 serine 15 (Exbio, CR), Chkl,
Chkl serine 345, Chk2, Chk2 threonine 68 (Cell Signaling, USA), p-actin
(Sigma-Aldrich, USA). Po inkubaci byly membrany promyty v TBS-T a TBS a poté byly
inkubovéany s vhodnou sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou
(HRP) — polyklondlni Goat anti-Mouse nebo Swine anti-Rabbit imunoglobuliny
(DakoCytomation, CR) v TBS-T s 5% mlékem po dobu jedné hodiny pii pokojové
teploté. Navazani protildtek bylo vizualizovano pomoci chemiluminiscen¢niho
detekéniho kitu (Roche, CR) a vysledny signidl byl kvantitativné zachycen na
autoradiograficky film (Foma, CR). Pro potvrzeni spravné nanasky proteint byla kazda

membrana znovu inkubovana pro stanoveni p-actinu.

3.7 Hodnoceni toxicity in vivo

Vzhledem k omezené rozpustnosti slouceniny 14d byla tato latka podavana
ve form¢& hydrochloridové soli za pouziti DMSO jako pomocného rozpoustédla
(1 ml/1 kg télesné hmotnosti). Z tohoto diivodu byla misto intraven6zniho podéani zvolena
cesta intraperitonedlni. Pro tuto studii byly pouZity samice outbrednich mys$i (kmen
NMRI, priméma hmotnost 33,5 g, SD 2,0 g)., které¢ byly ziskany z Masarykovy
univerzity (Brno, CR). Péée o zvifata byla v souladu s doporu¢enim Evropské unie
a s Evropskou tmluvou o ochrané obratlovcli pouZivanych pro experimentalni a jiné
veédecké ucely. Experimenty byly schvaleny Etickou komisi Lékarské fakulty v Hradci
Krélové (Univerzita Karlova, CR; ¢&. MSMT33995 / 2017-3). Pro hodnoceni maximalni
tolerované davky (MTD) bylo vytvotfeno Sest skupin po dvou nebo tfech mySich. Bylo
jim podano 10 ml roztoku / kg t€lesné hmotnosti. Davky byly 5, 10, 15, 20, 25 a 30 mg/kg.
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U zvitat byla sledovana klinicka skore a ubytek hmotnosti (limit byl 10 % nebo 15 %)
po dobu 5 dnti po aplikaci roztoku.

3.8 Statisticka analyza

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Microsoft Office Excel 2013
(Microsoft Inc., USA). VSechny statisticky hodnocené experimenty jsou vyjadieny jako
aritmeticky pramér se standardni smeérodatnou odchylkou a byly provedeny tiikrat, pokud
neni uvedeno jinak. Ke zjisténi signifikantnich rozdili mezi skupinami byl pouzit
Studentliv T-test a za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil na hladin¢ vyznamnosti
P <0,05. Hodnota IC50 byla vypoctena pomoci nelinearni regrese za pouziti statistického

softwaru GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software, Inc., USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Chinazoliny

4.1.1 Test bunécné viability na panelu bunéénych linii

Pomoci testu WST-1 byl nejdiive urcen inhibi¢ni G¢inek kazdé slou¢eniny 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 screeningoveé metodiky NCI-60
- https://dtp.cancer.gov/discovery development/nci-60). Jako pozitivni kontrola byl
pouzit doxorubicin o koncentraci 1 umol/l.

Vysledky ukdzaly, Ze derivat 10k mél nejvyssi inhibi¢ni Gc¢inek, pficemz bunécna
proliferace u 3 ze 17 linii byla sniZena pod 50 % a u 12 bunécnych linii pod 75 %.
Slouceniny 10e, 10f a 14d byly dal§imi inhibitory s vyznamnym antiproliferativnim
ucinkem (Obr. 7). Na zakladé téchto vysledka byly vybrany nadorové buiiky karcinomu
tlustého stieva HT-29 jako nejvhodnéjs$i modelova linie pro dalsi testovani, jelikoz zadny

z testovanych inhibitorl vyznamné neovliviioval proliferaci této bunécné linie.
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Obr. 7 Cytotoxicky ucinek chinazolinovych derivati na vybranych nadorovych liniich. Hodnota naméfeného signalu
ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky prameér
ze tfi 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 rastu (GP). GP pfedstavuje pramér poklesu proliferace vsech

bunécnych linii osetfenych stejnym derivatem vyjadiené v procentech.



4.1.2 Stanoveni IC50 doxorubicinu u bunék HT-29

DalSim krokem bylo urceni stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50) standardniho
chemoterapeutika doxorubicinu u bunék HT-29. Jelikoz DNA-PK je klicovym enzymem
pii opravach dvoufetézcovych zloma zprostiedkovanych NHEJ, byl jako modelové
Cinidlo vybran pravé doxorubicin. Jednd se o protinadorové 1éCivo inhibujici
topoizomerasu II, ktera se podili na replikaci DNA. Jestlize dojde k jeji inhibici, za¢nou
vznikat DSBs.

Buniky HT-29 byly vystaveny piisobeni doxorubicinu po dobu 48 hodin a byl
proveden WST-1 test. Hodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k po ovlivnéni doxorubicinem
bylo stanoveno vzhledem k proliferaci neoSetfenych kontrolnich bunék (100 %). Do grafu
byly vyneseny hodnoty viability bun¢k (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, ktera snizila bunéénou viabilitu na 50 % v porovnani s kontrolou. Hodnota
IC50 byla stanovena na 0,52 umol/l1 (Obr. 8).

Pro snazsi vypocty néasledované fedénim latky jsme zvolili pro dalsi experimenty

koncentraci 0,5 umol/I.
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Obr. 8 Stanoveni IC50 doxorubicinu na buiitkidch HT-29 pomoci WST-1 testu 48 hodin
po pusobeni chemoterapeutika.

Hodnota naméfeného signdlu ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztaZzenych
ke kontrole (100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky primér ze tfi nezavislych
méfeni, + smerodatna odchylka.
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4.1.3 Chemosenzitiza¢ni ucinek inhibitoru

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

Jak je znazornéné na Obr. 9, procento viabilnich bunék ovlivnénych samotnymi
inhibitory se pohybovalo v rozmezi od 76 do 114 %. Po plsobeni samotného
doxorubicinu o koncentraci 0,5 umol/l doslo oproti kontrole ke snizeni Zivotaschopnych
bun¢k na 58 %. V kombinaci s inhibitory byl u bun¢k HT-29 pozorovan signifikantni
chemosenzitiza¢ni ucinek u 13 ze 17 testovanych sloucenin. Nejvyssi senzitizacni efekt
m¢ély derivaty 14c a 14d, jejichz pisobeni v kombinované terapii s doxorubicinem vedlo
k rychlé¢ inhibici bunééného rlstu. Procento Zivotaschopnych bunék bylo 10 %
(14c + dox) a 8 % (14d + dox).

Derivaty 10a, 10c, 10g a 10i nezptsobily v kombinaci s doxorubicinem vyznamné
snizeni poctu viabilnich bunék oproti samotnému doxorubicinu. I pfesto, ze u téchto
derivatl nedoslo v kombinaci s doxorubicinem ke snizeni poctu zivotaschopnych bunék,
muzeme predpokladat, Ze tyto inhibitory mohou ptisobit v kombinaci s jinym typem

protinadorového 1é¢iva nebo na odliSnou nddorovou linii.
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Obr. 9 Senzitiza¢ni Gc¢inek inhibitort v kombinaci s doxorubicinem

Graf predstavuje procentualni zastoupeni zivych bunék bunécéné linie HT-29 po kombinované
1é€bé nove syntetizovanych inhibitord (10 pmol/l) nebo standardniho inhibitoru NU7441
(NU; 1 umol/l) s doxorubicinem (DOX; 0,5 umol/l) po 48 hodinach inkubace. Hodnota
naméfeného signalu ovlivnénych bunck je vyjadfena v procentech vztazenych ke kontrole
(100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky primér ze tfi 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 ptisobeni
samotného doxorubicinu (P<0.05)
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4.1.4 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 bunék HT-29. Ovlivnéni samotnymi inhibitory
nezpusobilo 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 ucinkem

samotného doxorubicinu). Aktivita kaspasy 8 byla vyznamné zvysena pouze v kombinaci

inhibitoru 14d s doxorubicinem (Obr. 10).
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Obr. 10 Vliv testovanych sloucenin na aktivaci kaspas u bunék HT-29.

Aktivita kaspas byla stanovena 48 hodin po 1é¢b¢ (doxorubicin 0,5 umol/l, 14d 10 umol/l, NU7441
1 pmol/l) u bunék lidského kolorektalniho karcinomu HT-29. Hodnoty pfedstavuji primér ze ti
nezavislych meéfeni, + smérodatna odchylka. Za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil
na hladiné P<0,05, ktery byl stanoven pomoci Studentova T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil
oproti pisobeni samotného doxorubicinu (P<0.05)
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4.1.5 Analyza bunécného cyklu

K analyze bunééného cyklu bunék HT-29 byla po jejich ovlivnéni doxorubicinem,
14d a NU7026 pouzita prutokova cytometrie. Obr. 11 zobrazuje procentualni zastoupeni
bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu 24 a 48 hodin po 1é€bé. Aplikace samotnych
latek 14d a NU7026 nevedla k proporciondlnim zménam ve srovnani s kontrolnimi
bunikami po 24 i 48 hodinach. Ovlivnéni samotnym doxorubicinem vedlo k akumulaci
bun¢k v G2 fazi (89 % - 24 h, 90 % - 48 h) a ke snizeni poctu bunck ve f4zi G1 (5 % -24h,
3 % - 48 h). Na druhou stranu nebyly zaznamenany statisticky vyznamné proporcionalni
rozdily v akumulaci bunék v G2 fazi u bunc¢k léCenych 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. 11 Flow-cytometrickd analyza bunécéného cyklu po ovlivnéni bunék HT-29
doxorubicinem, slou¢eninou 14d a NU7026 samotnymi ¢i jejich kombinaci.

Obrazek znazoriuje procentualni zastoupeni bunék HT-29 v jednotlivych fazich bunééného cyklu
za 24 (A) a 48 (B) hodin od ovlivnéni. Vysledky profilu bunécného cyklu vybrané z jednoho ze
tfi nezavislych experimentd.
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4.1.6 Zmény v expresi proteini

Pro zhodnoceni proteinové exprese byla pouzita SDS-PAGE -elektroforéza
nasledovand Western blottingem. Buiiky HT-29 byly vystaveny u¢inku doxorubicinu,
14d a NU7026 samotnym a kombinaci inhibitorti s doxorubicinem. Posuzovany byly
hladiny proteinti, 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 piisobeni latek
(Obr. 12).

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

Dalsimi proteiny odpovidajicimi na poskozena DNA jsou checkpoint kinasy Chk1
a Chk2. Doxorubicin samotny i v kombinaci s obéma inhibitory (14d ¢i NU7026) vyvolal
fosforylaci Chk1 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 4 h
14d NU
+ +
C dox 14d dox NU dox
Chk2 |s - — —
Chk2 68 — o —
Chk1l
Chk1l 345
p53 - L — — — pr— p—
p53 15 —_— pR— —_——

61



24 h

B 14d NU
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- dox 14d dox NU dox
Chk2_68 —
Chkl [ ——— B
Chk1_345 R - p—
p53 - - — — — —
p53_15 —_— —
actin s e e SE—— e, @

Obr. 12 Indukce a aktivace vybranych proteini u bunék HT-29 po ovlivnéni testovanymi
slouceninami.

Detekce proteinu p53 a fosforylace p53 na Ser 15 (p53_15), detekce Chk1 a fosforylace na Ser 345
(Chkl1_345), detekce Chk2 a fosforylace na Thr 68 (Chk2 68)u bunék ovlivnénych doxorubicinem
(0,5 pmol/l), 14d (10 umol/l) a NU7026 (10 umol/l) samotnymi a kombinaci inhibitort
s doxorubicinem po 4 (A) a 24 (B) hodinach.

Pro kontrolu nanasky bylo stanoveno mnozstvi -actinu. Jednotlivé bloty reprezentuji vysledky
vybrané ze tii nezavislych experiment; (C=kontrola).
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4.1.7 Hodnoceni toxicity in vivo

Bezpecnost a snasenlivost slouc¢eniny 14d byly testovany u samic outbrednich mysi.
Po dobu 5 dnil od intraperitonealniho podani roztoku byla sledovéana klinicka skore
a ztraty hmotnosti zvifat.

V provedeném experimentu zadna z davek 14d nevedla ke zjevnym klinickym
priznakiim 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 tieti den
po aplikaci 1éCiva a do konce experimentu se opét zotavila. Z toho lze vyvodit zaveér,

ze 30 mg/kg odpovida MTD (Obr. 13).

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. 13 Predikce maximalni tolerované davky.

Tabulka zobrazuje télesné hmotnosti mysi v gramech po dobu 5 dnii. Zadna z my3i neprekrodila
ubytek télesné hmotnosti o 15 % po aplikaci slouceniny 14d. S vyjimkou jednoho zvifete
ze skupiny, které byla aplikovana davka 30 mg/kg, nepiesahl ubytek télesné hmotnosti 10 %.
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4.2 Puriny

4.2.1 Proliferace a procentualni zastoupeni Zivych bunék

Vsech 35 ptipravenych sloucenin bylo hodnoceno na panelu deviti nddorovych
a jedné zdravé bunécné linii. V prvnim kroku byl testovan inhibi¢ni ucinek kazdé
slouCeniny samotné. Vysledky ukazaly, ze 33 z 35 testovanych inhibitori nemélo
antiproliferativni G¢inek na Zadnou z deseti testovanych bunécnych linii. Procento
zivotaschopnych bunék (GP) kolisalo v rozmezi 73 — 121 %, tudiZ nebyla zaznamenéna
vyznamna inhibice proliferace bunék (Obr. 14). Pouze dvé slouceniny (11c a 11d)
zpusobily znatelné snizeni zivotaschopnosti bun¢k jak nddorovych, tak normalnich
zdravych. Inhibitor 11c¢ vykazal nejvétsi antiproliferativni efekt, kdy snizil viabilitu bunék
pod 50 % u osmi bunéénych linii. U téchto linii se procento Zivotaschopnych bunék
pohybovalo v rozmezi od 4 do 48 %. Vzhledem k antiproliferativnim vlastnostem
inhibitorti 11c a 11d i na nenddorovou bunécnou linii byly tyto slouc¢eniny vylouc¢eny

z dalsiho testovani.
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INH 4a 7a 4b 7b 4c 7c 4d 7d de 7e af 7f 4g 78 10a 11a 10b 11b 10c

Jurkat o1 o1 107, % % 79 9 95 % 100 98 101 99 95 %3 % 95 % 9
A2780 100 103 102 o1 % 85 105 100 % % 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 11 104 117 % 101 121 110 112 121 101 119 102 100
AGS 100 %2 107, %2 98 88 103 98 100 101 84 100 102 101 98 %3 98 84 103
Hela 86 %0 100 87 86 85 o1 97 97 77 82 102 98 99 103 97 %9 103 9
SAOS-2 % 102 102 98 o1 9 97 102 103 103 95 102 102 99 99 101 106 97 102
PANC-1 100 2 9% 79 73 85 2 102 98 105 % 104 105 104 89 %3 100 104 %
MCF-7 o7 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 9% 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| 7,204813] 7,262694 6,967721
INH__ [uc 10d 11d 153 15b 15¢ 15d 15¢ 15f 15g 15h 15i 18a 18b 18c 18d NU7441_[KU55933 [NU7026
Jurkat 93 92 99 95 9% 87 98 107, 107, 94 % 108 111 82 99 77 86
A2780 26 105 33 104 98 104 97 104 102 99 105 102 101 110 106 99 % 9% 77
A549 290 105 83 97 107 111 105 95 89 89 9% 97 97 111 116 9% 103 98 79
HT-29 61| 92 66 89 95 95 93 110 94 81 %0 % 103 % ) 98 104 ) 93
AGS 28 108 35 95 %3 99 104 9% 62 37 % %8 100 97 97 102 2 95 88
Hela 100 |ES| 89 97 98 9 106 44 76 %3 110 %0 99 91 137 105 106 95
SAOS-2 30 99 57 o7 97 95 102 86 62 o1 %9 115 103 106 97 98 97 98 93
PANC-1 48 103 73 79 81 %3 95 %2 103 106 99 105 107 109 107 104 103 114 103
MCF-7 63 101 65 2 82 89 104 2 83 93 80 99 108 113 115 13 % 106 78
MRC-5 106 61 o1 95 94 100 95 76 % 98 105 102 102 105 89 101 103 9%
mean 33 101 51 93 %4 97 99 9% 81 88 9% 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[ 14,2211 4,183438] 9,245203] 8,233896

26-50
51-75

Obr. 14 Cytotoxicky ucine

s rwe

k purinovych derivatii na vybranych nadorovych liniich.
Hodnota naméteného signalu ovlivnénych bunék je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou
znazornény jako aritmeticky pramér ze tii 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 ristu (GP). GP predstavuje pramér poklesu proliferace vSech

bunécnych linii oSetfenych stejnym derivatem vyjadiené v procentech.




4.2.2 Chemosenzitiza¢ni uinek inhibitori

Screening chemosenzitiza¢niho ucinku byl proveden na panelu 10 bunéénych
linii s 33 inhibitory v kombinaci s pfisluSnymi koncentracemi standardniho
chemoterapeutického Cinidla zpisobujiciho DSB — doxorubicinem (Obr. 15, Obr. 16).
Schopnost potencovat ucinek doxorubicinu byla pozorovana u péti sloucenin na sedmi
riznych nadorovych bunéénych liniich. Kombinace inhibitorti s doxorubicinem vedla
ke snizeni viability bun¢k ve srovnani s doxorubicinem samotnym. Jako nejucinnéjsi
inhibitory se projevily slouceniny 4f, 10b, 15g, 7e a 15f s hodnotami GP 27 %, 29 %,
30 %, 37 % a 43 % (Obr. 17). NejcitlivejSimi bunénymi 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 bun¢k rakoviny vajecnikt

A2780. Stejné tak tomu bylo u bun¢k normalnich lidskych fibroblastt MRC-5.
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INH+DOX [4a 7a 4b 7b 4c 7c ad 78 10a 11a 10b 11b
Jurkat 71 72 80 62, 69 63 72 70 70 62
A2780 48 49 49 44 47 43 47 52 49 43
A549 89 101 98 96 101 85 92 92 99 87
HT-29 54 63 55 63 57 63 64 54 68 59
AGS 62 67 70 63 71 54 49 41 63 58
Hela 78 66 72 68 76 66 76 68 67 62
SAOS-2 72 71 61 55 59 64 67 70 73 65
PANC-1 58 61 60 59 60 56 62 56 55 53
MCF-7 48 56 59 51 53 50 52 36 54 50
MRC-5 90 86 76 71 78 84 88 89 83 72 74 86 93 90 76
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| 13,30505| 19,17262| 16,71735
INH+DOX |10c 10d 15a 15b 15¢ 15d 15e 15i 18a 18b 18c 18d NU7441 |KU55933 [NU7026 |DOX
Jurkat 71 69 83 81 83 69 98 77 71 69 77 87 54 69 58 70 78
A2780 44 56 55 54 53 49 50 54 58 50 58 51 49 55 65 44 55
A549 98 83 77 79 76 83 114 66 71 103 104 103 104 81 75 58 93
HT-29 58 49 48 63 54 68 62 30 49 53 68 66 116 64 63 66 54
AGS 66 64 71 66 71 73 53 84 80 73 72 82 85 57 76
Hela 65 68 57 61 63 75 108| 51 80 78 78 74 107, 83 59 63 72
SAOS-2 69 71 66 70 73 79 80 62 75 71 81 79 74 80 56 58 75
PANC-1 55 58 60 62, 62 59 51 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 43
MRC-5 82 86 94 93 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 17,2961Z| 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. 15 Cytotoxicky ucinek purinovych derivati v kombinaci s doxorubicinem na vybranych nadorovych liniich.

Hodnota naméteného signalu ovlivnénych buné¢k je vyjadiena v procentech vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou
znazorneény jako aritmeticky primér ze tfi nezavislych métreni, + 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 prumér poklesu proliferace vSech

bunécnych linii oSetfenych stejnym derivatem vyjadiené v procentech.
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Obr. 16 Chemosenzitizacni uc¢inek inhibitori v kombinaci s doxorubicinem.

Hodnota procenta rustu (GP) byla vypoctena pro kazdy inhibitor samotny a pro kombinaci
inhibitori 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 hladin¢ P<0,05, ktery byl stanoven pomoci

Studentova T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil oproti plsobeni samotného doxorubicinu
(P<0.05)
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Obr. 17 Chemosenzitizac¢ni ucinek péti nejucinnéjsich inhibitori.

Kazdy graf predstavuje zivotaschopnost deseti bunéénych linii po inkubaci s péti vybranymi
nejucinnéjsimi inhibitory 4f, 7e, 10b, 15f a 15g a s inhibitory v kombinaci s doxorubicinem.
Koncentrace doxorubicinu byla vybrana pro kazdou bunécnou linii individudlné podle jeji
citlivosti. Hodnoty namétfeného signalu ovlivnénych bunék jsou vyjadieny v procentech
vztazenych ke kontrole (100 %). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky prumeér ze tii
nezavislych méfeni, + smérodatna odchylka. Za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil na
hlading P<0,05, ktery byl stanoven pomoci Studentova T-testu. * - statisticky vyznamny rozdil
kombinované terapie oproti ptsobeni samotného doxorubicinu (P<0.05)
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5 DISKUZE

Kazdoroéné je v Ceské republice diagnostikovano vice nez 87 000 novych pacientii
se zhoubnym novotvarem. Ro¢né v souvislosti s timto onemocnénim umiré asi 27 000
pacientii. Hlavni protinddorové strategie jsou zalozeny na chemoterapii, radioterapii
a chirurgické 1écbé, a Casto jsou kombinovany s terapii biologickou. Chemoterapeuticka
1éCba ovsem muZze naruSit i zdravé tkané€, proto hlavnim cilem pfi hledani novych
protinddorovych ¢inidel jsou takové slouceniny, které poskozuji zdravé buiikky co mozna
nejméné a soucasné pusobi selektivné viici buitkdm nadorovym.

Cytostaticka 1é¢iva maji na nadorové buiiky rozli¢né tcinky. Zavisi na typu bun¢k
a jejich schopnosti poSkozeni vyvolanéd cytostatiky opravovat. Hlavnim cilem mnoha
konvenc¢nich protinddorovych latek je molekula DNA. Buiika ma dvé hlavni moznosti,
jak odpovédét na poskozeni dvousroubovice DNA. Miize dojit k prechodné zéstave
bunécného cyklu v kontrolnich bodech a buitka mé tak cas tyto 1éze opravit. Proto je
inhibice opravy poskozeni molekuly DNA nadorovych bunék vyvolaném pisobenim
at’ uz chemoterapeutiky ¢i ionizujicim zafenim jednou z nejslibnéjsich strategii v moderni
terapii rakoviny. Pokud totiz nedojde k jeji opravé naptiklad z divodu rozséhlého
poskozeni nebo zminénou inhibici, nastane druhd situace, a to odstranéni poskozenych
bun¢k. To se déje nejcastéji procesem apoptodzy (Tavecchio et al. 2012, Hakem 2008).

Existuje velké mnozstvi regulatort, které reaguji na poskozeni DNA a jsou schopny
zah4jit jeji opravu. Tato prace se zamcfuje na rodinu fosfatidylinositol-3-kinasy,
konkrétné€ na jeji IV. tfidu oznacovanou jako kinasy ptibuzné fosfatidylinositol-3 kinase.
V odpovédi na 1éze DNA se uplatiiuji kinasy ATM, ATR a DNA-PK. Na poskozeni,
ktera vedou ke vzniku jednofetézcovych zlomu, reaguje kinasa ATR, na zlomy
dvouretézcové pak kinasy ATM a DNA-PK (Lempidinen a Halazonetis 2009). Pti hledani
vhodného cile bylo brano v uvahu, Ze jiz existuje nékolik inhibitorit 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 skladajici se z velké katalytické podjednotky,
DNA-PKcs, a DNA-vézajiciho heterodimeru Ku70/86. DNA-PK je zapojena do tady
procesti, ovSem jeji hlavni vyznam spoc¢iva v procesu reparace dvoutetézcovych zlomi
cestou nehomologniho spojovéani koncti — NHEJ (Neal a Meek 2011, Meek et al. 2008).
Umeéni nadorovych bunék reparovat poskozeni vyvolané protinddorovymi terapiemi je

klic¢ové pro jejich dalsi osud. Proto i DNA-PK je dilezitym prvkem, jelikoz se téchto
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oprav ucastni. Preklinické studie naznacuji, ze lidské bunécné linie s defektni funkci
DNA-PK (s funk¢ni inaktivaci heterodimeru Ku ¢i DNA-PKcs), jsou hypersenzitivni
in vitro jak na puasobeni ionizujiciho zafeni tak na néktera dalsi protinddorova Cinidla
zpusobujici DSBs. Dale bylo prokéazano, ze zvysend hladina DNA-PK se Casto vyskytuje
u nadort rezistentnich k 1écbé. Z toho vyplyva, ze selektivni inhibitory DNA-PK jsou
potencidlné vyuzitelné jako prostiedek k senzitizaci nadorovych bun¢k vii¢i chemoterapii
a radioterapii (Damia 2020).

syntézou malych molekul inhibitort PI3K. Pfirozené se vyskytujici bioflavonoid
quercetin pusobil jako kompetitivni antagonista proti kinasové doméné¢ PI3K a dal$im
proteinovym a lipidovym kinasdm. Jeho neselektivita se projevila jako uzitecna,
jelikoz byl nésledné pouzit jako modelova sloucenina k vyvoji cilenych inhibitorii
(Mohiuddin a Kang 2019). Ostatné vétSina naslednych studii zabyvajici se syntézou
novych inhibitorii DNA-PK vychézi ze struktur jiz existujicich sloucenin. Cilem je
predevSim vylepSeni jejich vlastnosti tykajicich se nedostate¢né 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 sloucenin bylo vyvinuto nékolik novych inhibitori
PI3K, které piekonaly jejich nepfiznivé vlastnosti (Zhu et al. 2015). Nami testované
slougeniny, které byly nové syntetizované Ustavem toxikologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi v Hradci Kralové a Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové, rovnéz vychdzely ze struktur jiz zndmych inhibitord.
U téchto novych latek doSlo k modifikacim, které mély za cil zabranit problémim
s rozpustnosti pii sou¢asném zachovani afinity k DNA-PK a PI3K.

V prvni c¢asti prace jsme se zabyvali odpovédi panelu bunéénych linii
na monoterapii chinazolinovymi a purinovymi derivaty. Ve skupiné chinazolinovych
sloucenin, kde probéhla podrobngjsi studie, jsme pro dalsi testovani vybrali bunécnou
linii karcinomu tlustého stteva HT-29. U této modelové linie nedosSlo k vyznamnému
ovlivnéni proliferace samotnymi derivaty.

Dalsim krokem bylo prokazat, zda jsou nové slouceniny schopny potencovat ucinek
standardniho chemoterapeutika doxorubicinu. Mnoho 1€ékli, zejména chemoterapeutik,
interaguje s molekulou DNA bud’ vazbou do zlabku DNA, nebo dochézi k interkalaci

mezi baze. V disledku toho jsou ovlivnény dulezité funkce bunky, jako je replikace
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nebo exprese protein. Doxorubicin je interkaldtor DNA, hojné pouzivany v klinickém
prostiedi k 1écb¢ Siroké Skaly malignit. Interakci doxorubicinu s DNA muze dojit
k naruSeni polynukleotidové struktury, coz vede k inhibici replikace a transkripce
v dusledku jeho interference s enzymem topoizomerasou II (Jawad et al. 2019).
Jako standardni inhibitor DNA-PK byl pouzit NU7441 o koncentraci 1 pmol/l.
Jeho selektivita byla prokazana naptiklad v praci kolektivu Hardcastle et al.,
kdy koncentrace inhibitoru 100 pM neovlivnila aktivitu ATM a ATR a proti PI3K
a mTOR vykazovala aktivitu pouze minimalni (Hardcastle et al. 2005). Bylo prokazano,
ze slouc¢enina NU7441 potencuje ucinky chemoterapeutické 1é¢by 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 nasi studii tento standardni inhibitor prokazal synergicky efekt
jak s chinazolinovymi, tak purinovymi derivaty v kombinaci s doxorubicinem,
a to zejména u bunécnych linii naddoru tlustého stfeva HT-29, adenokarcinomu zaludku
AGS, adenokarcinomu plic A549, karcinomu délozniho cipku HeLa, osteosarkomu
SAOS-2, adenokarcinomu prsu MCF-7 a karcinomu pankreatu PANC-1.

V ramci testovani purinovych derivati byl v kombinaci s doxorubicinem dale
pouzit standardni inhibitor DNA-PK NU7026 a inhibitor ATM KU55933. Oba zminéné
derivaty potencovaly tc¢inek doxorubicinu zejména u bun¢k karcinomu pankreatu a prsu.
Existuje mnoho studii zkoumajici efekt téchto latek. Naptiklad Willmore et al. v roce
2004 zaznamenali synergicky efekt NU7026 v kombinaci s cytostatiky a IR
u leukemickych bun¢k (Willmore et al. 2004) a Niazi et al. u bun€k karcinomu Zaludku
(Niazi et al. 2014). Inhibitor ATM pak senzitizoval bunky karcinomu prsu
(Cowell et al. 2005) ¢i radiorezistentni buniky rakoviny moc¢ového méchyie (Zhang et al.
2015).

V nasi studii jsme rovnéz dospéli ke zjisténi, Ze hned 13 ze 17 novych testovanych
sloucenin chinazolinovych derivath mélo signifikantni chemosenzitizacni efekt
na bunkiach HT-29 v kombinaci s doxorubicinem. Schopnost potencovat ucinek
doxorubicinu byla zaznamenéna i u skupiny purinovych derivatl, kdy u péti inhibitor
na sedmi bunécnych liniich byl pozorovan vyznamny synergicky efekt.

Je znamo, Ze doxorubicin zabiji rakovinné buiiky indukci apoptézy, méné Casto
pak prostfednictvim autofagie ¢i senescence (Meredith a Dass 2016). Pro vyhodnoceni

zpisobu bunééné smrti indukované kombinaci doxorubicinu s nejacinnéjSim
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chinazolinovym senzibilizatorem 14d jsme testovali aktivaci kaspas, které jsou typické
pro apoptozu. Zjisténim vyznamné aktivace kaspas 3/7, 8 a 9 bylo odhaleno spusténi
apoptotické kaskady. Muzeme tedy konstatovat, Ze inicidtorové kaspasy 8 a 9 byly
aktivovany dimerizaci z neaktivnich prokaspas. Aktivované iniciatorové kaspasy
nasledné $tépily neaktivni dimery efektorové kaspasy 3/7. Jedna aktivovana efektorova
kaspasa je schopna S§tépit a aktivovat dalSi efektorové kaspasy. Proces pak vede
ke zrychleni zpétnovazebné smycky aktivace kaspasy a apoptotické bunééné smrti. Tento
efekt byl rovnéz pozorovan pii ovlivnéni bunék standardnim inhibitorem NU7441
v kombinaci s doxorubicinem, coz je Vv souladu napiiklad s vyzkumem
Alikarami et al. 2017. Ve své studii zkoumali na butikach akutni lymfoblastické leukemie
(BCP-ALL) mimo jiné apoptotické¢ udalosti spojené s kombinovanou terapii bunék
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 pritokové cytometrie jsme zjistovali, zda inhibice aktivity DNA-PK
ovliviluje faze bunééného cyklu u bunck HT-29. Akumulace bunék v G2 fazi byla
pozorovana jak kombinaci doxorubicinu s inhibitorem 14d, tak se standardnim
inhibitorem NU7026. Bunécny cyklus byl zastaven z divodu aktivace kontrolniho bodu
G2/M, ktery bezprostifedné rozhoduje o vstupu bunky do mitézy. Tento fakt poukazuje
na spusténi obranného mechanismu bun¢k vii€i poSkozeni DNA zkoumanymi cytostatiky,
kdy dochézi ke zpomaleni ¢i Gplnému zastaveni bunééného cyklu (Lossaint et al. 2011).
To je v souladu s pozorovanim provedenym Zhao et al., kteti testovali inhibitor NU7441
v kombinaci s doxorubicinem a etoposidem na buiikaich SW620 (Zhao et al. 2006). V roce
2014 si Pastwa et al. rovnéz v8imli zastavy buné¢ného cyklu v kontrolnim bodé¢ G2/M
po aplikaci wortmanninu s cisplatinou a etoposidem u bunécné linie lidského
glioblastomu M0529 (Pastwa et al. 2014).

Odpoved na poSkozeni molekuly DNA je v buitkach obratlovci kontrolovana tfemi
druhy kinas — ATM, ATR a DNA-PK. JelikoZ bylo nasim cilem najit selektivni inhibitor
DNA-PK, zamé¢fili jsme dal$i vyzkum na studium exprese proteint, kterou zminéné
kinasy ovliviiuji. Protein p53 mé zasadni funkci v odpovédi buiiky na poskozeni DNA
a slouzi jako substrdt pro ATM. Jeho funkce je regulovdna fadou mechanismi.
Pro ucinnou degradaci p53 ma dilezitou ulohu protein Mdm?2. Jestlize jsou burky
vystaveny stresu indukujicimu neopravitelné dvoutetézcové zlomy DNA, dojde

za pomoci ATM k fosforylaci Mdm2 a p53 na Ser 15. ZvySena fosforylace na Ser 15
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znamena, Zze ATM kinasa neni inhibovana (Tichy et al. 2014, McKinnon 2004). V nasem
experimentalnim 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 posttranslacnich modifikaci. Zde jsme pozorovali
fosforylaci p53 na Ser 15 po indukci samotnym doxorubicinem, stejn¢ jako v kombinaci
s inhibitory 14d a NU7026. Zajimavé je, ze zatimco aplikace samotného NU7026
zpusobila pouze prechodné zvySeni mnozstvi p53, samotny inhibitor 14d zvys$il mnozstvi
p53 a tento stav jsme pozorovali po celou dobu trvani experimentu. Po ovlivnéni
samotnymi inhibitory nebyla pozorovéna fosforylace na Ser 15.

Ustiedni funkci kinasy ATR je aktivovat protein kinasu Chk|1 fosforylaci na Ser 345
a Ser 317. V mensi mife je Chk1 fosforylovana rovnéz ATM (Blackford a Jackson 2017).
Naopak protein kinasa Chk2 je po indukci dvojitych zlomid v molekule DNA piimo
aktivovéna pomoci ATM, a to fosforylaci na Thr 68 (Buscemi et al. 2006). Chk1 a Chk2
maji klicovou ulohu v odpovédi na genotoxicky stres, kde slouzi coby prenasece signalt
zprostfedkovanych ATM a ATR z kontrolnich bodi bunécného cyklu. V kone¢ném
disledku jsou schopny bunéény 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 mizeme konstatovat, ze drahy ATM
a ATR nebyly ovlivnény. K fosforylaci téchto kinas dochdzi v reakci na poskozeni DNA,
kdy tyto substraty pro ATM a ATR umoziuji buitkdm oddalit progresi bunécného cyklu,
opravit molekulu DNA ¢i vyvolat bunécnou smrt (Ronco et al. 2017).

Zaveérem naseho experimentalniho postupu bylo sledovani vlivu slou€eniny 14d
na samicich outbrednich mys$i po dobu 5 dni. Latka byla aplikovana intraperitonealné
ve form¢ hydrochloridové soli a byly sledovany dva cilové parametry — ibytek hmotnosti
a klinickd skore. Klinické pfiznaky byly hodnoceny pozorovénim aktivity, vzhledu
a télesného stavu. Limit ubytku hmotnosti, totozné jako v praci Aston et al., byl uren
na 10 % ¢i 15 %, ovSem 1 10% limit 1ze povazovat za krok ke zdokonaleni nastaveni
maximélni tolerované davky (Aston et al. 2017). Zadna z davek slougeniny 14d viak
nevedla ke ztraté t€lesné hmotnosti o vice nez 10 % s vyjimkou jednoho piipadu, kdy mys
ztratila 15 % své piivodni hmotnosti pfi podani maximalni davky (30 mg/kg) vzhledem
k omezené rozpustnosti slouceniny. Nez vSak tato davka muze byt povazovana
za nejvyssi tolerovanou davku v budouci preklinické studii, je tfeba brat v tvahu

potencialni rozdily mezi mySimi kmeny (Festing 2010).
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Pouze maly zlomek budoucich potencidlnich 1€¢iv na bazi inhibice DNA-PK dosel
do faze klinického testovani. Za zminku jist¢ stoji prvni faze klinickych testli dualniho
inhibitoru DNA-PK a mTOR kinasy - C-115, kdy byla sledovana jeho bezpecnost,
farmakokinetika a farmakodynamika u pokrocilych malignit. C-115 byl pacienty dobie
tolerovany s vyskytem béznych vedlejsich ucinki jako je inava, nevolnost, snizena chut’
k jidlu, trombocytopenie, hyperglykemie a dal$i. Slibné vysledky byly pozorovany
u pacientd s chronickou lymfatickou leukemii a u lymfomu z malych lymfocytt
(Munster et al. 2019). V roce 2021 byla vydana studie popisujici prvni fazi klinickych
testl inhibitoru DNA-PK peposertibu (M3814) u pacienti s pokrocilymi solidnimi
tumory. Peposertib prokdzal 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 piinaseji slibné vysledky v bunéénych systémech in vitro
a jsou stale daleko od klinické aplikace kviili jejich nepfiznivym vlastnostem. Dalsi
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, ktera
do bunék vstupuje pomoci endocytdzy zprosttedkované receptorem folatu. Vysledkem

byla signifikantni radiosenzitizace u bun¢k rakoviny plic (Xiong et al. 2012).
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6 ZAVER

Hlavnimi cili diserta¢ni prace bylo objasnit potencidlni synergicky uc¢inek noveé
syntetizovanych chinazolinovych a purinovych derivati se standardné pouzivanymi
cytostatiky na vybranych lidskych nadorovych bunéénych liniich a déle prostudovat
mechanismus u¢inku nejucinngjsi latky.

Rozsahlym screeningem na bunécnych liniich jsme ziskali informaci o cytotoxicité
samotnych derivati. S ohledem na zjisténé vysledky byla pro dalsi testovani vybrana
bunééna linie karcinomu tlustého stfeva HT-29, jelikoz samotné derivaty neovlivnily
viabilitu bunék. VSechny nasledné experimenty pak probihaly na této bunécné linii.
V dalsim kroku bylo ukolem stanovit polovi¢ni inhibi¢ni koncentraci doxorubicinu
u bun¢k HT-29, a tato koncentrace poté figurovala v navazujicich experimentech.

Srovnanim uc¢inku plsobeni samotnych derivati a derivatt v kombinaci
s doxorubicinem jsme zaznamenali velmi vyznamny synergicky efekt u chinazolinovych
sloucenin 14c a 14d. Slou€enina 14d byla na zdklad¢ slibnych vysledkd podrobena
patentovému fizeni a zaroven ndmi vybrdna pro detailni prostudovani mechanismu
ucinku na bunécnou linii HT-29. Rovnéz derivaty ze skupiny purinovych inhibitorti byly
podrobeny testovani schopnosti potencovat uinek doxorubicinu. U péti derivati
na sedmi bunéénych liniich byl shleddn signifikantni synergicky efekt.

Studiem vlivu kombinované terapie standardniho terapeutika a chinazolinového
inhibitoru 14d na distribuci bunééné populace v jednotlivych fazich bunécného cyklu byla
zaznamenana akumulace bunck v G2 fézi. Cytotoxické plsobeni kombinaci 1éciv
na viabilitu bunék zpisobil vyznamné zesileni apoptotického ucinku standardniho
chemoterapeutika doxorubicinu, coz bylo dokdzano zvySenou aktivitou kaspas. Diky
sledovani fosforylace kli¢ovych proteini bylo zaroven dokdzano, ze nami studovany
inhibitor neovliviioval pii odpoveédi na poskozeni molekuly DNA drahy kinas ATM
a ATR. Testovani in vivo na samicich outbrednich mysi vykazalo relativné nizkou toxicitu
a byla stanovena maximalni tolerované davka.

Na zav¢ér lze ftici, Ze vSechny stanovené cile disertacni prace byly uspésné splnény
a vysledky byly publikovany v impaktovanych casopisech (viz pfiloha ¢. 1 a €. 2).
Sloucenina 14d se projevila jako velmi slibné protinddorové Cinidlo, které miize slouzit
napiiklad jako vychozi sloufenina pro vyvoj novych terapeutik zaloZenych

na chemosenzitizaci s vyssi kinasovou specificitou.
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Priloha ¢. 1: Novel quinazolin-4-one derivatives as potentiating agents of doxorubicin
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W meport the deagn, aynthess and bilogesl evalwtion of 17 povel S-aryl-2-momboline-3.4-diky-
dnsguinaenline derivtives based on the standard model of DNA-PE and PEK mhibeom. Rovel compoonds are
sab-divided info two series wheee the secomd series of fve derivatives was designed to-have o better solubslity
profile over the first one. & combination o in vitro and insilico techmigues suggested a plnusible yyoergistic effect
with degorubicin of the most potesn compound 14d oo cell proliferation vin DNATE snd polylADP-ribose)
polvmerase-1 (PARP-1) inhibition, while alone having o negligibie efvct on ool proliferation.

1. Introduction

DiA-dependmit protein kinsse (FNA-PE) is a member of the phos-
phatidynostol 3dcimse (P13K) related protein kicse fTmily [PEER
With two other memben of this group, staxia elugiscinsn mataied
(ATMD and ataxin telangrectasia and Radrelated (ATR), they take cane af
DA maimtenamoe and manage DNA domege resporse (DOR) |1 TINA-
PR = the major regulator of thie cellulr answers to DA double stramd
Irenks (TSRS, where both strands of e TRA belix ore severed DS,
aften cmussd by ionixing radiation (IR or chemothempeatic drugs, are the
moat Jethal type of DRA beston and §f unnepaired, they LH.I‘Im o cell
death or 0 g TRATT TNy with =uh I trmns-
fnemnaticm. DMPEh&Ipﬂzod.]sbudm]mﬂi Iﬂshn@l m:h.uunnnf
noo:-homologos end joining (NHILF) [2-4], NHED &8 o type of DSB repair
which does not require a hamologue template; it medistes direct ligation
af the bk 3, il 11 88 therelone el Eidbed by (be cell cicle

THER, is o Wvighly smidied nma of current cancer sesenrch. Modulngion
of these omplex signaling pathways brings promise as radéo- or chemo-
potentinting agents (IR, chemothempeutic drugs) and for selective
killing of cancer eells through ‘synthetic lethality’ |5.6], Inhibitors of
PEE are still at an eardy stge of their development; recently two ATH
Ishilstors: (WEAT, AZDGTIE) and twvo DNATE inhibéions (0C-122 aml
MESCHAGOAH4A) hove evtered imio phl.:r I clindeasl erials [7-10], A sig-
nificant element of the DNA-FK and PI3K inhibitors originales from the
chromome compouml LY294002 (1 Fig 13 (11 This non-selective
inhibditar of PI3K nnd PIKK members served ax 2 versatile template in
the develnpment of 8 mnge of sedective and potent fishibitom, Rasic
nenfifications aimed a1 increasing the selectivity towards DNA-FE were
arried aut at the 8-positinn of the basic chromone scaffold and in-
dhudedl arybheteroaryl substitation. Introduction of bulky nen-palar
aromatic substitaents in NUF441 (2) and KU-D060648 (3] was asso.
dated with o remarkable (neresse in DNAPE mhibition polency

Abbrevitions: STH, atmia telanplectnsia mritaled; ATR, ataxia telmgheciasin amd Rad3-relabed; DOM, dichloromehane, DO, DNA-damage nepons: DNAFE
DBNA -dependent protein kimase; [0 doxorobicin; D68, dowuhle strand break; GP, growth percentage; 1R, bonimng radfiatineg, NSHEJ, nonchomalogoos end jnining;:

MTD. mocimum toberted dese; PARP-1, poly(ADT-ribose} poly

I; PI3E, pt

cphinteddylinemdved Fhinsse; PIKE, ploosphatidylinessol 3-kinase melatad protein

Rinase; S5E, single-strand break; THE, medrshydmfume; Xpbos, 2-<tcycloheny| phosplsing- 274, 6~ isopropyibipkeny|
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Risgarowmi
el ndiresses: |0 Goratecnvil ik e
" MLP. and MU contributed equally,

(4 Fomabeeny); rozniovaly

R ol org 10, 1A LR boogg 200 6.1 0 .00)

Tl Tk, oo cr

M, Reznonyal,

Foeeived 1 Awgres 2018, Rocorvenl in rovised foms 1 October J0U8; Acceptnd 2 Octates 2018

Avallable onlne OB Doiuber M8
CHME- 2068 £ 20 B Elsevier lnc. All nghis resenved.



M Priguistons of ol

Waorgeic Cherrory 87 (20790 AH-719

Fig. 1. Structees of known D3A-PK inhdsiors,

112131, Core seaffold mediltcation was another extensively pussied
pessibilicy to obinin noved lend compounds, Accordingly, quinolinones
(&}, pyridof 1, 2a]pmmidinones (5) and 1,3 benzoxnzinones (8] have
been meparted, These isvsteric compoumsls proved that the different
electronic strucnins metatn thelr hinding activicy bur display modifed
selectivity protiles (1417,

Agabnst this backpground we discovered o novel sevles af 3,4-dihy-
drqquinazolmones (10a8-k and 14as-2) which could sxhibit 8 new se
lectivity pattemn smd activity proftile for DNAPE md PI3K, We present
two 2-marphiclin-4-yl-3,4-dthydroguinazolin-4-cne families, one witha
musdlified aryl maiety at the 8.position af the core hetemne yele, A second
seres was developed through the introduction of polar heads on the
witncheed phen_'fl 1o avoid salubility ssues which were lEmiting further
heotogical evaluation [ ! 2], Marphalme represents an essential building
hlock fo presenve affinity for DNA-PE aod PEIE (140 N-{4-[2-[Mor-
phalin4y1)-4-oxo-F 4-dilydroquinazoline. 8-y phenyl |- 24 piperidin.
1-yhscetamide (144}, 0 compoind From the secand sibaet, albowed o
potent smengic effect with doxorubscin (DOX) in colorectal carcinoma
cells HT.Z5. in vovo experineents were carried out in onder 1o assess the
maxirum sulernted dose (M11) a3 well ns @ revenl the thernpeutic
relevance of 14d in female mice. In this articke, we present the basic
characteristies for the two povel series building on 2-morpholin-4-yl.
3 A-dihydroquinamolin-d-one with potentinl applicability in cancer
treatmerd.

2. Results and discussion

2.1, Chetmistry

The campaunds were synthesized as outlined in Scfeme 1. Chior-
ination of 2.amino-3-bromabenzic acid (7§ with thicayd chloride and
subsequent reaction with ammeonium thiocyanate gave 8-bromo-2—
subfanytiden- 1. 2.3, 4-tetrbydroquinazolin-d-one (8) n medemie yield
62% (18], This cemporisd was then meflused for thies diys with s
excems of morphaline in dicwane. Bvapomtion of dicknne and addition
of dichloromethane (M) resulted in precipitation of - 8- broma. 2-
marpholin-4-yl-3 A-dhydesquinazodin.4-one (9) which wa eolected
by filtmtion in sbisfhctory vield (66%). Introduction of acyl/beteroaryl

s

90

miieties (R'] wsing aryl/leleroary] boronic ackls thragh Seikd-
Miynura eoupling with PAdiOAcl, 2-dieyclehexylphasphinn.274'6-
triisapropythipheny] (XPhask, CsOH in combinasion with n-Bu0$H and
20 as sodvents afforded the first ciass of inhibitors { 10a-10 k] in low i
moaderate yields, presumably aseribed w s with  parification
(30-69%) |10, Introduction of the polar heads started [mom 8-04-ni-
frophenyl)-2-(marphelin- 4y -3 4dibydroquinazolin-4-one (111 The
mitre groop of 11 was quantitatively reduced by zine in nostic acid o
the comresponding amino derivative (12), which was subsequently
acylnted with chloroacetyl chloride. The chlomoamide prodwc was
collected by filirntion snd wed without further parifiention in the mext
e, wiire the appropriate G-membered satursied secondany amimes or
dinlkylamires were amched emabling formation of the second family
(1da-e] (150 All af the 3,4 dibydroqunaeolinones [10a-k and 14a-2|
displayed amalytical and spectroscopic dota in good agreement with
their structures. Structural characterization myvolved melting points,
MMR speciroscnpy, and LC-mess specrametry, Unealibrated puty was
ascontnined by LC-UY using & reverse phase ©18  dypsmaiographic
column All the biobogically tested compounds exhibited purty higher
than 95%: 0t different wavelengihs Detailed snalyses for all the oo
pounds are provided in the Sapporting information.

2.2 Blolngien! svahtion

Imitially, the inhibitory effect of esch compound alome was de-
termined by WST-1 test afler 48 b treatment. Single dose testing of
gravwith mhibition on the screening panel of 16 human caneer and one
healthy cell lines was pedommed with inkilitars a1 0 eoncentration of
10 ol A o peoditive control, TOX was wsed ot concentragian of
1 pmal/l. The results showed that derivative 10k had thve highest in.
hibitory effect, with proliferation in theee out of the 17 cell lines me.
duced below 50%, and in 12 cell lnes below 754, 10 and 106 were
other inhibitors with o significant antiprotiferative effect (Tabde 10 In
the light af these pésilis, the eolorecal sdenncareinoma cell Hive HT-29
was chosen ns the neost suitnbée model for further evnluation, as nane of
the tested inhibitors significantly affected proliferation of this cell line.
Detuiled results are provided in the Supporung sformaton

In the next step, the ability to potentiste the effects of the standand
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Reagemts and condition (1) SO0, nefba, 28 (b) NELSCN, sostone, 1, 45 min,

yreled: 6%, (e] morpholine, dioxane, reflux, 72 h vield 6% id) Arvl boronic acids (R7), PFdiDAc),, ¥Phos, CROF, 0-BuDHH,0 81, 50°C, 2-24 h, yelds: 30-R0%:
(o) Zime, ACOEL T, 12 b yickd: 9% (1) CHLCI00C, 0-25 °C, 12 by (g} secondary amines (8%, THF, 80'C, 12h, yids 12-56%,

Tabde 1
Guonathy percentnge in quinasolin-d-one series.
Code R n’ G done  GF with DO
i T34 el
M phesyl RS )
Hih  dibesolen-4-58 BO ar
e dbophenyl Bh it
1M maphd@alke-i-yl = L1 =
e d-phesunyphengl - L} =
i diteranfure-4v = ] a7
g eyl phenad - a1 £
Ioh (L1 Sijbesd) 35 - BE n
1ol A-ter huvipren vl L1 18
1j  Fchleroquinoiin-4 1 =
7l
0k Semehyl-Limdsl - B3 aw
£
e - Amhyipiperasinl. B9 =
v
LET mephedknd gl 1] M
I - peperism- |yl ] (]
1l - disthyimninm 7T B
e - - hydrmmvethell M £
arnirm
* Growth ntage - the percentage of vinhle cobs m oall cell limes: oo

pared 1o untmented cefls (100°%}. Dot are the mean of thee independent ex-

periments.
* Growth percentmge - the percentege of viable cells fmm HT-29 cell lirm
commpared fo wninested cells (DOX alone GF = 581 Dats ene the mean of chree

chemotberapetic sgent DOX was tested, Since DNA-PE s o key en
zymee in D5Hs repair medinted by NHES, DOX, o topoisomerase 1l-ste-
bilizing dmug that mdoces DNA DSBs was chosen a5 & mod-
el chemothernpeutic agent in this study. HT-29 celly were exposed s
10pmolsL (stnndard concentration acoording to NOlW60 - Screening

E
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Methodalogy) of the quinazoline derivatives in combination with
.G jmeal AL 10X for 480 (Fig 2, Table 1 This concemsiration of [0X
was determined by wvinhility assessment 05 jmol/L coused a decrease
In ekl winbibity to 58% relative o the proliferation of astneied contzol
colls (1009 ), The standard [NA-PE inhibior NU7441 ot 0 concenina.
ticn of | pmeal/L was included in the screening as o positive comirol In
2006, Thao md calb s studied ch itization by the specific
DNA-FE inhibstor MUF441 (1 gmal/Ll in humon cobon cancer cedls
LaVo and SWa20, It was [ound that NU7441 markedly enhanoes the
eytotomiciny of DOX and stopesido i bath eell lines it a dese-dependent
manner [24]. In 3004 Ciewski of al reporied: the synergic effect of
MUT44] with DOX fn bressr cancer el lines [21], Within owr wark, a
significant chemosensitizng effect im HT-29 cells by 13 out of £7 tmsaed
comprumds (10 pmol/L) in combinntion with DOH (05 amol/L) was
alsiy observed, highlighted by 14e and 14d which both bed o rapsd
celhubar inhibition. This finding was eonfirmed by the orypan blue es-
cluston rechnigue.

The first smbset, structurally mimicding NUT441, wis expected o
posses promouneed inhikition potency compared o others, sspecially
those derivatives containing bulky moteties sach as dibenzothiophene
(10b} ind dibenzoduran { 104} in the aromatic region. Instead, the most
favurable substitistions impeoving elvemosemitizing properties were
maticed in hiphen-2-yli1ohg, 7-chloroquinodio-4. g1 10§ and S-methyl
LH-indal-3-yl-containing {10k} nnalogues. Small aromatic substituents
wiere nod tolerated sinee the derivatives having phenyl (L0a), tbophen.
Byl (10c), meshylphenyl4.x1 {105 or tert-batylphenyl4.v] {10i) were
alnwost (neflective. In contrast, the second family ol dervatives ex
hilsites] significantly Inerensed chemosensitiving properties oa enlls,
which wam mobt associsted with stronger DMNA-PK  inhibition
Acooedingdy, the best secondary amines in terms of the highest anti
profiferative action were piperidin.1.v1{14¢) and disthylaming (14d)
mabstiluted dervatives. These o dervitives significantly surpassed
oilser three derivatives in this series containing Memethylpiperidine-1-
wl, morphaline-d-yl and (2-hizshydrexyethyliamine. From these resuls,
we cnm suggest that only aliphatic or possibly otber non-palar
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subistitutions are well-talemied on amdne o position 2- of acetnmide
limkes.

DOX s kmoswn e Kill cancer cells through isductton ol spopiosis, or
more mrely dymugh mophagy or senescence (23], To evalunie ihe
mode of cell death induced by a combination of DOX with the most
efficient sensitizer Bdad, we evafunied the activation of caspases, which
are typleal for apoprosis, Application of the inhibitor in combination
with DOX coused induction of apoplosks that wis revealed by Caspuse
Gho Assay 8 v ofter the roatmeni A significant increase was Sound
(P = 0.08) in the activities of caspase 3,7 nnd caspase 9 when 144 or
the standard DNAFE inhibitor NU7 441 was combined with DOX (in
comparkson with the effect of DOY alone), The activity af caspase B was
signifimntly inressed only in the combination of inhibitor 14d with
DOX (7l 11 We may conclide that intintos caspases-8 and -7 were
artivated by dimerization from insctive procspase monomers after
combination thernpy. Activated initiaior caspases then dhemved inoctive
procaspase dimers of executhoner casposes-3,T, Onoe activoied, o sngle
execulinner caspase cin deave and activabe other execut] tner caspases,
This process lead 1 nn accelerated feedback loop ol caspase activation
and apopiotic cell denth | 21).

In addition, we used flow cytometry analysis to inspect whether
inhihitson of [INA-PE scindty affeces the cell cycle phases in HT. 29
ceils. We Found that the effect of the cytotoxic agents alooe ns well as in
combination with 14 caused an sccumlition in G2 rﬂ:ml:' [Tig. 4},
similorty sy in combimsgon with the sandard DNAGPE  ishibitor
NUFO2E at the same concemtmtion. The cell cyde is amested due o
artivation of the GZM checlopoint which presenis or delays miosis in
the presence of DMA lesons [24). This is consistent with the

Waorgrir Chevrinry 83 201 %) AH-I10

Fig. 2. Vishility represuntation of HT-26 cell
Line after mreatment of newly symtheseed in
hibimes (106K and 14a-¢ 10pmol/L) o
staradard inhibdtor NUP441L (NU; 5 pmolL)
with DOX (0.5 pmod/L) after 48h of inooba-
tnn: To calculace the cell viability, the value
of the signal from the treated calture well was
engreised a4 percendage of that of the con-
erod well, [Dats e the mean of theoe in-
dependent  experiments + standard  devia-
ton, * P o= 0,05, versuy DO alone.

ELTRE S FTOO 1
di=ell % Te@w
B % s 11
e Siem %
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=ra s D PR
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Fig- 4, Effect of chemical sgenis on te cell cycle after 24 5, The mumbes in the
histograms repeesent the percestage of el cycling through phises G, 8, ond
G2 of the cyde. The cell orcle profiles are fom a single representative -
penimen,

ohservation made by Fhao et al. who tested DNA-PE inhibitor NUT 441
commbimed with DOX and etopodwle in SWE2D cells [30]. In 2014,
Pastwa et al akso noticed G2/M amest after application of wortmannin
and ciaplatin/etoposide in human gliobiatoma cell line MO0S9 |15]. On
the arher kand, there were no statistically llg;rul"u: ant differences in tha
oelk affected by combination therapy in comparison with DOX ad-
ministered alone.

Protein p53 has an ewsential Amction in the celinlar response to DNA
damage, serving m ATM subsirate. The lundbon of protein p53 i
regulatod hﬁl,. o ke of mechanisms. One sich s the kmgporinni rale af

Caspase 37 Caspass § Caspase §
i . e —_—
THeipd Tt i
Boidi
'i' marer ¢ e i
!- e ey (TR -
L gt e
B o
o i I ' I =
. | n n ’ Ha Lot . . l 7] . i
R R T & BOE W+ W e E B U 4 R =
e e i) (] o oA

Fig: & Arctivity of caspases 3,7, 8 and 9 wins determined 48 h alter mestment (X 05 pmol/L, 1494 10umal /1, NUT41 1 pmoll) v baman colorectal adeno-
eaninei eifls HT-29. Results o shown as mean + peandand deviacion o deee mesamements. * P < (05, versus DOY abone,

my
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Fig. 5 Indwction and msctvation of prodeins @ ocells treated with DOX
(0.5 pmed/LY inhibitors 144 and NUZ0E5 (10 pmel/Ly and combinmions in
Bumnn colorecral sdenocarenoma coll Ene HT-29 after 4 and 24 h. To confirm
equal protein kading, membranes were moshated with factm. Datnare re.
presesiative for one of three independent experiments

MdmZ protein for effective pS3 degrdation. When cells ane exposed o
DEBinduring stress that cantot be repaired, ATM camses phosphos
vlatlon of Mdm2 and pS3 on Serl5. Increasing the phosphorylatan on
SertS means that ATM kinawe s nol inhilded (20 271 Tnooar nperl-
mentnl procedise, DO alane, TOX in cambination with 144, and DOX
with NLUT02E sl emesed n sigmificant up-regulntion in pB3. (Fg Ok
Activation and stalalization of p53 &5 coonected with a series of pos-
trnnsdationnl medlifications. Here we observed phosphorylution of p53
af Ser 5 alier the treatment with DOX alome, as well as in combination
with inhibitors 14d and NUPD26 Interestingly, while NUTO26 alone
eaused nrﬂg transient increase in pS3 amnmmt, application of ishibitor
14d caused an merease in p53 amount lasting for the whole duratson of
the expenment. This induction was not accompanied by phosphoryla-
tinn an sexine 15

DOX ahoive. afd i comisipation with both ishibian (144 ar
HUT026) provoked phasphorylation of Chk2 on Thred and Chikl on
Ser348, and therefore ATM and ATE pathevays were not affected. These
phuﬁmq'lnodr'--'_' ki are ‘irl..‘ Lo TINA
damage, where ATH mnd ATM kinase sabstrates Chkl and Chid re-
spectively allow cells o delay progression through the cell cycle, repair
the DNA, and possibly induce cell death |28, Chil s known to be
setivated by ATM/ATH kimnse-medisied phomhorylation at Ser3ds,
which in turm phosphorylates Cle254°C and finally causes coll armest in
the lage 5 or 22 phase. The activation of Chk2 in checkpoint sigmaling is
initinted by phospharylation at Thefid in ATM/ATR-dependent manmer.
In sddition o the caneabeal mle of Chkl ared ChE2 in eoll cycle
checkpaint mﬂ'uln.ti.n.m recent discaveries have underlined the mies of
baith kinases in controlling DNA repair and apaptosis (29, Inhiteiton of
checkpaoint kinase nctivation thmgates cell epcle amest, forcing cefls o
enter mitoss pror to completion of DNA demage repair | 560,71 ).

Thee mosr promising compoands 14, 140 amd NUT441 analog 10k
were chosen for sdvanced Bbalagicnl assnys 1o screen inhibitory peiency
against DMA-PE, ATM, ATR and vartous Boforms of PTIK by Eusofin
Phaman Discovery Services UK Limited. The derivative 1 is pot very
mrtive & a chemosemsitizer to [0X; however, it possesses structural
featimes resembling DMA-PE inhibitoe NU7441. B was therelore chosen
for the determination of its inhibjtion patency o confirm whether jts
o activiny b o consequience of wesl DNA-PE inhibition or is caused by
cell-associnted mases (permeahility, efffux from cellsi The results
confirmed that 10b does not affect ATM or ATE, but does however
possess DA -PE offinity in the micmomalar mage, Indeesd, 10b bsd 1Cay
vahse of G0 pmal /L and 14d 124 pmol/L. while the activity of 14cwas
nol even delermingsd nt condentration of 30 unaol/l. PEIK #oforms were
ks prt affected by these wlected compounds (Tabde I, Supplen

informaaden, Table 533
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Tahle 2
Fesdits of Eurofins 1Cxp Profiler™ stady of dernmemes 10b and 144,
Curzgunsnd Largel knase 10y | prmil 1
1tih ATM = 30
ATH o5
[ A-P¥ wi
P = 3
MIKp = 0
14d ATH = 30
ATH = 3
Db P 4
3K > M
KA =30

These mesults were unexpected. Positive potentiation of DOX box-
city was assumisd 1o be ascribed to mhibition of DNA-PE, but instead &t
seems that sevemnl] off-tnrgets are responsible for their high DOX po-
tentintion. With respect to these results, we submitted compound 144
for evalustion on a broad oncolegy panel containing 104 diffarest
protein kinsses in ordes o reveal iss novel torges. However, only DNA-
FE, Aurpsa-d&, Fim-1, Fit$, and ckn (VB0 proteins wene inhibited
bl 509 &t 10 jimal/L. of 14d, Under these conditions, NA-PK ac-
tivity was suppressed in 6%, suggesting that the 105, value could be
even lower than the initlally establisked value of 129 pmol/L
Miverthseless, the inhitithon notivity tewsrds DNA-PR i il caneidensd
as rekatively weak. In order to eleddate the specific target for 144, we
have applied an @ sfieo off-orget  screeming  approach  (see
Supplementary’ Information, Table 54} This fechniqgos can belp o
ilentily o completely diverss groap of targel proleins respomsible for
tha eflect obsrvid (n vitre |32 | Briefly, Protein Data Banik (PDBR) -
copion from M3 were uithzed o oneover plausible off mrgeis of 14d.
nidially, Bigand was docked 1o all -2000 proteins, Alter that, the 20
mp-sored hits were selected fior detailed onboslations (30, From the
modecular modeling study, poly(ADP.nbhose) pobymersse.1 (PARP.1)
bas emerged as the potential targes of 144, PARP-1 B one of the pro-
teins from an | Bomembered supedamily implicied primarly in the
DN A repadr mochanizm, epecifically in hase oxcision ropair ard mepair of
ONA singlestrand breaks (558x) | 14 35], In the recent study by Park
and co-workem, comhbined use of the PARP.] inhibitor alaparh {an
FhA-approved amicancer agent for the treament of BRCAL/BRCAZ.
deficent corcnomas) and DOX symergistically inhibited proliferation of
warious types of psteosarcoma cells [ 35,771 Similarly, snother PARP
inhibiior, by WLITOES, enh d the cytotoacity of beamyein or
DNA-methylating agent MTIC [08). The structamily similanty of
MULO2S to novel quinailin-4-one derivaidves poes hand in hand with
the fndings from i sifico. Accordingly, the high i viire eficacy of 14d
with TOX allowed us to lypothesized that its effect |s mediated via
[ONA-PE and PARP-1 inhibition PARP-1 |5 alsa known io mrget p53.
PARylation of p&3 nhibits export of ph3 from the nuclews (99], con-
tribristing to it acoamdation and alio supporting the transactivation
role of p53 |400, This could explain prolonged aooummlaton of ph3
without phosphorylation of serine 15, which was induced by §dal.

Feoan the results of the chemosensitization sudy, it i evident that
the mode of action of the compounds i not exclsively aitribaed w
blocleade of DNA-PE. Thas, the action of 34 .dihydroguinazolin.d-one
derivatives a5 chemosensitizing agents & comobarabed vin multiple, not
dlislomed tnrgeting. Surprisingly, the intendel solubility improvement
by polarizing the arcmatic end of the molecule bod to highly potent
agent, With this respect, the activity of 14d in combimvtion with DOX is
remarkable. The crucial part of our wark in the fiuture will be devoted
i evaluating the molbeoolsr targets of 144

The safety and toberability of 14d were established in female mice.
The animals wers observed lor elimical scare and welght low (the Hmis
wore 100 or 154, mwspectively) over Sdays after ip. infection af o
solutkon of the compound, Some authoss such & Aston snd oolleagues
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use & level of 15%, but 10% can be seen as & step wwanls refinement of
the MTD (41 ],

In our experimental protocol, the dnses were 5, §0, 15, M), 55, and
30 mg/kg (the highest dose available due tn the limited salubdlity of the
comprund b None af the doses of 14d gave rise (o nay apponent clinical
sympdoms nor i hody lods of more than 100, except in the case of one
menine glven 30mg kg, The anhd mouse ot 15% of its weight by day 3,
bt recavered until the end af the experinsent. It can be conchuded that
I mgiky cormesponds in MTD {Table 533 Before this dose can be
considersd as the highest wolemated dose in o futiee preclinical sudy,
potantial differonces bonvoen monse strales haove to be mken ingo -
coiimnl 421

3. Conclusion

In this paper, we deseribed the design snd symthess of povel qui-
nazulin-d-one derivalives with potential chemosensitizing activity 1o
nox c}whwhs‘qr ot different eancee coll limes. Blologlcal asessnsent

I d & ch itizing effect af d 14d with the standnrd
anticancer agent DOX, with 2 strong effect an the pmoliferation of
humtan colorectnl carcinoma HT-29 cells, This effect wan causod by
caspase-deperdlent apoptosis. We confinmed that this process was not
initinted by the ATRATH pathwny. The chemosensitizing effect of 14d
soems ta bo the synergistic nction of DNA-PK inhihition, praved in vir,
with p& PARP.1 inhibition, indimted in sifoo. In monat e py,
must of the compounds did noe sgnaficonedy affect the cell growth of 16
human cancer cell lines, mduding nonecarcinoma: human dermal fi-
broblasts, The lead compound T4d exerted o relatively loy toxicity in
wher (MTD = 30 mgkg) when sdministersd 1o female mice. Taken to-
gether, this work will also aid the design of farther chemosensitizing
ligands with incressed kinass lpqq'ﬂnlly and selectivity, anad hqlp [
determine their e therapeutic utility.
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Priloha €. 2: Purin-6-one and pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-one derivatives as potentiating agents
of doxorubicin cytotoxicity.
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FAjithory corinbine soually

Aim: DNA damage response plays an eminent role in patients’ response to conventional chemotherapy
and radictherapy. Its inhibition is of great interest as it can overcome cancer cell resistance and reduce the
effective doses of DMNA damaging agents. Results & methodology: We have focused our research on phaos-
phatidylinosital 3-kinase-related kinases and prepared 35 novel compounds through a scaffold hopping
approach. The newly synthesized inhibitors were tested on a panel of nine cancer and one healthy cell
lines alone and in combination with appropriate doses of doxorubicin, Condusion: Five novel compounds
4f, 10b, 15g, Te and 151 In combination with doxarubicin showed significant antlpraliferative effect on
sayen cancer cell lines while not affecting the cell growth alone.

First draft submitted: 20 March 2018; Accepted for publication: 25 June 2018; Published onfine:
1 August 2018

Kmywords: ATM kinade o cancer cells chemosensitization « DNA damage responie e DNAPE « dosorubcn =
Ly 284002

Radiation and generoxic drugs are sl the comerswones of cancer rrearment after more than 70 years since thar
di.l:nvrr:.r. Hiwever, these rﬂ'ln. 1|FI]1|:|.1.|1i¢\. odien suffer naa rml:r From severe adverse effeces bae abso from tumor
reslstance rJl:v'duplm:ll.[. lrcqul:nlj}' canpsend |.'r:|r pu.ﬂjuhlt_t_',h;:.l DMA repair micchanbms. The basie leature of cancer cells
is genome instabiliny, leading wvarous muntions and upregulated or otherwise dyshucnonal DNA repair, making
the cancer cells vulnerable m additional ncerference with the [XNA damage response mechanisms (121, This is
thie fundamental principle behind DINA damage response-mrgeted therapy, which has been thomughly sadied for
almoat pvo dn:ul:x The main p‘lu]. af thix Ihﬂit‘l}' isan iJ'nPrm-r:m:nl in the I"_!E‘Il'_'l.L"l.' nf E}Nr\rdmuging LGl linents
lcading o both kower dosing and decreased adverse et while concomirtantdy cosunng selective tngening of
detecrive cancer cells and overcoming their resistance 13,41, Reseanch in this area has significantly fourished in che
last-few vears wath tneroducton of the frst compound, PARI inhibitor olaparib, i therapy and several others
mio cingal triaks <.
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Figure 1. Structures of known ataxis-telangieciasia mutated and DNA-dependent protein kinase inhibitors,

We have focused our reiearch on scatfold modifications of known inhibiors of stida-selangicetasda mistated
(ATM: KUS5933) and DMA-dependent protekn kinase (DNA-PR: NUT441) (Figare 1) ATM and DNA-PE are
members of the phosphatdylinosiol 3-kinase-relarsd kinase (PIKK) family and play 2 major mole in the response
and repair of DNA double strand beeaks (DSB) na). DNA-PK inhibioen has been demonstrated o enhance
the anciprofiferative eftecs of 3 number of DSE-nducing agents av per. However, most of the currently known
malecules which swlectively nhibit DNA-PK have poot phasmacokinetic propereies moi, Recently twe selective
[MNA-PK inhibitors, MSC24904844 and CC-122, enterad clinical mrials with radiotherapy 22, However, aaly ran
compausds in Phase 1 of clinical eriols s sull a poor achievement, constdering the porential of DNA-PR inhibinon,
As tor ATM, ne signibeant advancement has been made in recent vears.

Materials & methods

synthesis

Al commenl reagenes used were of the highest available piarity brom Sigma-Aldrich {Prague, Crech Hepublic).
Solvents for synthesis were obmmed from Penta Chemicals Co. (Prague, Caech Bepablic). Acetommrile. phosphate-
buftered saline (PBS) pellens and fommic acid for LC-MS anal yses were purchased from Sigma-Addnch m LE-MS
grade purity. Uilwapurs warer of ASTM 1 type for LC-MS analyses were prepared wich Bamseead SemartPure
3 UV/UF apparatus {Thermo Fisher Scienific, Darmastads, Germany), The reactions were momiored by T1C
(Merck silica gel 60 F254 analyrical plates detection U 254). Purity of all produces way rested by derermination
of their uncorrected meling poiars (Melring Point Appararss - Sruaer SMP30). The 'H NMRE and M'C NMR
specrra of new compounids were recorded in COCE or DMSO-ok selunon ar ambiene temperarare on g Varian
S50 spectromieter (49987 MHz for 'H and 125.71 MHz for "'C) and Varian Mercury VX BB 300 (300 MH:
bor "H and 75 MHze lor “C). For "H, 83 given in p.pom. relative to CICE (5= 7.26) or DMSOdy (5 = 2.50),
and for "C, relative to COC, (8 = 77.16) or DMSO., (& - 32.52), The coupling constants () are expressed in
Herrz,

High-resolution mass spectra (HRMS) and uncalthrated purity of the compounds were measared by Dionex
Ul Mane W00 analyrical DC-MS systenncoupled with a () Exacrive Phis hybeid quadrupade-orbicrap specrromerer
(both produced by Thermo Fisher Scienrific, Bremen, Germanyl The LE-MS system consismed of a binary
pump HPG-3800RS connected to 3 vacuum degasser, a heared column comparrment TCC-3000, an antozmpler

04155 Fene - T 18064 Fature Med, Chee, (Epat abead of pring fumuew s bnoe Qioup .
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WTS-3000 equipped with a 100 pl loop and & VW1-300U uhrvicler detecror. A Warers Adanes SCIE {1004,
1 = 100 mm, 3 pm) column was wsed as the statonary pluse. Acetonsrile and water used in the analyses were
acidified with (1% (v} of tormic acid. lons for M5 were generated by heated electrospmy jonization working
in positrve mode, with the Iollowing settings: sheath gas Bow rate 40, aux gas fow rate 10, sweep gas flow rate
2, spray volrage 3.2 &V, capillary temperarure 350°C, au gos semperamre MA00C and 3-lens B level 50, The
full-scam MS anslyses monitored jons within m fz range 1001500, operating on a resolution level of 70,000, All
compounds were dissolved in methaned and injected e the LC<MS system in walunse of | pl Fint clution was
cartied our by a lincar gadient method mizing acetonimle (with 0.1% [v/v] of furmic acid) and warer (with 0, 1%
[wiv] of formie scid): 0-1 min: 10% aceroniorile, 1-4 min: 10-100% acetonirrile, 4-5 mint 100% acemonicrile,
5-7.5 min 10% aceroniznle. The How rare in the gradient clutien was s e 0.4 ml/min. The chromarograms
and mass spectra were processed on Chromeleon 6,80 and Xealibur 3.0.63 sotware, respectively. For prediction of
compounds’ partitioning, & chromatographic column with Tromobilized Artificial Membrane (IAM) = Beschrom
IAMPC DD (150 % 4.6 mm, 12w, 300 A) was used. Elurson was casried aur isocrarically by PBS {10 mbd,
ph = 7.4) and aceromitrile (4:1). The Aow eare was 1.1 ml /min and derection performed by UV-derecror opeearing
ar 210 nm,

Coll culture

Selected ten human cell fines — Jurkat (acute Tocell leukemis), A2780 (ovarian carcinamal, A549 (lung carcinamal,
HT-29 {ealorectal adenocarcinama), AGS (gasric adenocarcinomal, PANC-1 (pancres epithelioid carcinemal,
Hela (eervin adenocarcinomal, MCF-T (breast adenocorcinemal, SAOS-2 (osieesirooma ) and MBC-5 (lung
hbroblast) — were purchased from Sigma-Aldmch (MO, USA) and cultivared sccording e provider's cofoure
method guidelines. Staming experiments, each cell line was seeded st previously established oprimal density (500 m
3w 10 cells per well) in a Weowell plit-: an the cells were allowed m serthe overnighe. The derivatives to be rested
were: dissolved in DIMSO o sock salutions (10 mmel /1) For the experiments, the stock solution was dilited with
the appropriate complere culnwe medinom w reach final concentrations of 10 wmol/L

Cell treatment

Cells were cxposed o 10 pmod/| inhibitom alone or in combinagon with doxorubicin for 45 b, Concenrration of
domorubicin {Sigma-Aldrich) was chosen by derermining the 1Ty, value of the compound tor each of the cell lines
and then selecting the closest dose among 0.05 0.0 0.5 or 1 pmel/| dowerubicn, herkas, AZ780 were exposed 1o
0.05 pmal /1 doxarubicin, A5S49, AGS, HeLa o 0.1 wmal/1, HT-29, SAOS-2, MCF-7, MRC-S 10 0.5 ymal /1 and
PANC-1 to | wmol/] doxorsbicin, Cells were alio exposed to standard DNA-PE inhibirors M U744 1 or NUTI 2600
concentrarion 1 and 10 worol (1, respectively, and to sandard ATM inhibivor KU55%33 in concenmration 10 ol /1.
The maximal concentration of DMS0 in cultvarion mediawas 0,1%.

Cell proliferation assay & growth percent calculation

The WAT-1 {Roche, Mannheim, Germany) reagent was usad w determine the antiproliferstive effeor of tested
compounds, Ar the end of cultivation period, WST-1 vest was pertormed scoording 1o manufacrurers provecol,
The sbiorbance was measured using Tecan Infinme M200 specrrometer (Tecan Group, Minnedod, Swimerland).
Each value is the mean of three independent experiments and represents the percentage of proliterstion of cenmol,
nontreated cells (1%, The growth percent (GF) value was calculaned for gach imhibitor tested. GF represents
the mean of viahility decrense in percentage of all the ten cell lines treated with the same inhibisor.

Results & discussion

Within owr nasearch, we wughs new scatfolds for DNA-PK or ATM inhititor, which could be then used w
develop movel selective and potent inhibitors. The nonselective inhibitor of MK and rebared kinases LY294002
iFigere 1) amel the work of the laboratory in Newcastle upon Tyne with KulHOS Pharmaceuricals Lid (now part of
Astraencea) provided a asonable starving poin for our reseanch (1o The strucmee of LY 294002 comiss of
three regions worthy of further moedificaons: the morpholine ring, chremone core and aromanc subsrirene. The
impartance of the morpholine dng lies in formation of 2 hydrogen bond wich ihe hackbone of a valine residue in
thie hinge region of the kinase aoive sive, This ave is highly conserved in PI3K and PIKK aind any morpholine ring
alterations in e inhibinoms are mostly assecianed with activiey drog 10,06, Methylanon in the 3-position or bridging
of the muorpholine coutld be bencticial for some members of the PIKK family |71, The aromaric meicty in the 8-
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posinion of the chromone core is responsible bor -1 ineeracton in rhe kinase active e and imposes the selamiviy
profile of the inhibitor - NU7441 is-2 selecrive DMA-PE inhibiror 16, Several pubfcanions also investigared the
difterent core heterocyeles: amaong them quinodine (11, pynidol 1.2-ajpynmidine (1) or 1,3-benzexazine {111) are
the most frequently accurring (Figure 1) (15081 In general, these heterocycles resulted in similar activities as the
chromone core a.na]uﬁa; mevertheless, some apeh of ¢ore mosdifications still rernan o be ducsdared

In this work, we introduced owo novel scattolds, namdy purtn-G-one and pyreolo[2 3-f)pyrimidine, These two
heserocydes conrain exra nitrogen in their srucnare increasing the possibility of forming sdditoml interaction
within the kinase actve site. The Ave-membered rng in the purin-f-one fimily possesses variable positioning of
the ammatic substituent via 3 methylene Tinker atachment while occupying similar spasce av the oaginal chromane
remplate Since thas was the initial study, we intended o achiewe the highes poastble vanability among the sronsarc
substituents o find a hir to follow, Therefore, substituenss were armched via a methvlene lnker or direatly ar
posidons 7 and 9 of the purin-d-onc scafteld and analogously at the 7-posicion of pyrrolo] 2 3-#] pyrimidine.
Meshylene bridging was favored over direcy attachment in the majorty of the ligands because it conferred more
contormarional freedom. Substiruents on the benvlic moteries (R') covered a range of basic funcooenal groups
(i.e., halogens, methocy groups and aliphatich (Figure 2). R substitution was dictated socording to the most
aceive LY2M002 dervatives and contained hasic phenyl, thiophen-3.y1, dibermothien-d-¢ and dibenzofuran-4.¢]
(Figure 1,

The general syntheric parhways bor purin-t-ane amd pyreolof2.3-d]pyrimidin-4-one sobsers are displayed m
Figure 2. The synthetic routes torm 3 mukinodal web given the tacor thar these fimal compounds are scrucrumlbby very
similar, altheugh each subser had to be snthesized by a slightly different approach. The starming compaund bor
the pristin.feone lamily was 2 6-dichboro-9 - purine (1), After boraylation in the presence of potssium carbonaie
in DME individual Bomes (2a-g and Sa—g) were separared via column chmmategeaphy, The A9 subsnnied
derivarives | 2a—g} were the major produces possessing higher retennon (B than the N7 producrs. The hetemeyclic
cores were then hydrobzed by | M NaOH solurion o vield 3a—g and 6a-g. Last. the morpholine ring was
armched under misrowave imadiation 1o give the final devvatves da—g and Ta—g The arachment of sromars
pings o the ALT and for A9 of 6.9-dibydro-15-purin-6-one core mmed out w be parsiculadly complicaed.
The most convenicat procedure was a reamion emploving arylberonie acids, Cul and TMEDA in dry MeOH in
an oxypen-simurated armosphere oy, This rescion afforded primanty N-7 substmoted derivatives (11a-d). The
N9 subsriruted dervatives (10a~d) were minor producrs, Preparation of the pyrrolo[2.3-#lpyrimidin-4-one series
was mane easly achieved and stared from the commendally available 2. 4-dichlom-7 H-pyrolbe (2.3 d|pymimidine
i12). The benzylated dertvatives (15a—4} were prepared in a similar way as foe the pusin-foone analogs. However,
the order of sieps had o be changed, because 2-{morpholin-d-y{}-3 /4 H.7 H-pyrrolo| 23| promidin-4-onc was
prohably unseable in the proence of the copper catalyst which was required lor C-N coupling with srylbaronic
acide. The larrer sep was oprimized emploving copper(Ll) scerare (CufOAc);) and sctivated modecular sieves 14
A} in dichlorecthane (DCE) vielding (16a—d} 120, The rost of the reacrions were carried our in the same order a3
outdined above for Ga-bg (hydrolysss) and a-7g (morpholine ring attachment).

All 35 prepared compounds were evaluared on 1 panel of nine cancer and one healthy cell line. At firsr, the
inbiabitory effect of cach compound alone was tested, The reslis have shown thar 33 0f 35 wested inhibitors had no
antiproliferarive etfect on the pool of all ten cell lines: These inhibitoss did not show any dgnificant inhibition of
proliteranen., the percenmge of viable cells (GPY varted varying from 73 w 121%, Only two of the inhibitos - 11e
and 11d = caused a noriceable decrease in cell viabiliey in both cancer snd normal cell lines. Inhibitor 11e had the
groatest amtipmlilerative effece weucing the vinbility below 50% in exght rested cell lines: the percentage of viable
cells ranged from 4 1 48%, Due 1o the remarkahle antiproliferative profile of 11e and 114, these swo compounds
were exclided from turthes testing, One-dose dara of all the screened compounds for cach cell line are presenred in
Supplememary Table 1.

Adiditronally, the chemosensitizing ethect of the inhibitors was vested, The screening on a panel of 10 human ocll
lines was pestormed with 33 inhibitors in combi nation with appropriate dhoses of doxorubicin (Supplementary Table
2}, aseandard chemotherapy agent canving DEBs followed by DINA-PE and ATM actvation 111, Achemnosensirizing
elfecr was abserved in five of the compounds on seven different cancer cell lines: The inhibarsr combination with
doorubicin bed o g decrease in cell viabilitg in comparisen o doxorubicin alose. The mist efficient inhibitoms were
4f, 10b, 15g, Teand 15 with GP values of 37, 29, 30, 37 and 43%, respecrively (Table 1 & Supplementary Fagiire
1}. The most sensirive cell lines were A549, HT-29, AGS, Hela, SAOS-2, PANC-1 and MCF-7, Of interest. no
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Table 1. Aromatic substitutions and gre
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chemuosensng chiect was observed in Jurkat beukemic cell lines, ovarian cancer cells A2780, or i normal human
fibvorblises MRBC-5 (Figuse 31,

From a structural poineof view, general strucmare—scoviey reladionships (SARs) cannor be unequivecally dravn
since no apparent ditferences in core substitution bevween purin-G-one and pyrrolol2.3-dpyrimidin-4-one subscts
can be found, The most active umn[nnmdl in bath familes prefer different arcmatic sulwtatuenis: bor the purin-
G-one core methoxy groups are favored (4F Te), whereas for the pyreolo[2,3-dlpyrimidin-4-one, core #-nitro-
(156 and 3.4-dichboro- substirution (15g) are highlighred. Any further observarions berween these rwo basic cores
are hand 1o cstaldlish, 1"r::1.|l1‘mh1f.' the different coms cnable a :.l'IEhlll.' modified ]L'u!Eil'lg_ in the Kinase active sitc.
The activiry of Te with a substroon ar posigon &-7 of purin-G-one was also unforsesn from the soructral
poine of view compared with previously reported smdics. This is very unusual when we wke into account the
standand model of DNA-PK inhibitors. Substicutions at pasitions 5- or 6- of the chromone and 1.3-benearazine
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Figure 3. Chemo-sensitiing effect of the five most efficient inhibitors. Each graph represents viabllity of wen cell lines after incubation
with selected five most efficient inhibitors &, Te, 10b, 151 15g and in combination with doxarubicin, The concantration of doxorubicn
was chosen individually for each cell line according 1o its sensitivity. \alues were caloslated as a mean of three independent esperiments
and are expressed a5 a percentage of viability of untraated control celk (100 %). Error bars indicate + 50,

derivatives. occupying the similar space as Te, were wswally assocuned with almost no etfecrs against either DNA-PE
wr PI3Ks 113,181, The methexy subsimurian in Te may be the key player responsible for the activiy of this derivanve,
since the other methoxy-contaming dervatives. 4 and 7F, also dusplayed scivices above avernge with dosonsbicin
in several cell linex. expecaally MCF-7 {Supplementary Tabke 21

The second vop-ranked compound acconding w GI* is the representarive bearing a thiophen-3-yl growp arached
directly o the core (100, 1r is of interest thar this compound conrains cthe small thiopheiyl group, whereas bulky
substituents, such as dibenzothiophene in nonacrive compournd 10d. s usially conudered beneficlal tor DNA-PR
inhibinion 114 les V-7 postioned analogs were not ettective in combination with doxoerubicin: however, compounds
11c and 11d exhibited pronounced antiproliferative cftects in mos of the ol lines. Both these compounds are
structurally very similar bearing a large tnoychic aromaric substituent at position 7- of purin-G-one, Tt is possible thas
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these two compounds targer a ditferent proein, possibly ourside dhe procein kinase familic. Another explanarion
m¥y be a nonspecific interaction with cellular strocrures due ro their large and mostly plamar shape.

In many swdies, specific ATM and DNA-PE imhibitors have shown synergisne efficacy with chemotherapy i
witr, One of the first promising mhibitors of DNA-PE. LY294002, has been shown te be an effective chemo- and
radiesensitizen. The combination of LY294002 with riir.!lllin showed & d]ﬂﬂﬂﬂnlilitiﬂl{ et in E|imHu.1m|m
eells 2y and pancrearic tumor cell 29, both fw pire and fv pivs. However, the dinical applicanson of dhis compound
was [imited by irs raped menabolic clearance, Nevertheless, more potene and seleceive DINA-PE inhibinoms, NUT441
and NUT026 (2-(marpholin-d-yl)-benzo|#|chromen-4-one], have been produced dhrough chemical mindification
of LY294002 (24, DN A-FK inhibition by NUT#41 led to potentiation of ionizing radiation (1R} and chemuothera-
peutics am pefro, For ll'.l:il.l'l'l.l.rll.'. NUT441 :'.isniﬁr.:.lld.}' calsanced the CYRlCmICiTy of 1K, dexorubicin and :tnpﬂﬁlr]c in
b cobon cancer cells LoV and SW620 25, The sensitizing etfecr of NU7441 in combination wich dexoru-
bicin or IR was proved also in human brease cancer cell lines MCF-7, MDA-MB-231. T4710 124, and in human
cancer cells MO59-Fus] ;lrnl'i:i:nt in DINA-PE (#np. The porentiating ethec of NUT026 in combinatien with TR
and topoisomerase 11 poisons (idarubicin, daunombicin, doesrabicin, ewposide, amsacrine and mitccnmone}
was observed in K562 leukemia cells 1271, HL-60, and also miroxantrone-resistant HL-60/MX2 leukemin cells oa).
MUTN26 increased the cyotoxicity of IR in NET fAStTC Cancer cells 2 and dhe chemuo-sensitizing cffect of NUT0XG
was observed also in combimrtion with l:tupm.iﬂ: in MOS9K and ATL cells o Diespire the pmulising oy L
studies, poor phammacekineric properties lmit the clinical applicanon of these compounds.

Conclusion

Ovwur resudes chearly showed thar the newly syntheszed inhibitors 4 106, 15g, Te and 15F porentiare the etfecr of
doworubicin in seven human rumor ozl lines 4549, HT-29, AGS, Hela, SAOS-2, PANC-1 and MCF-7 whereas
not sena timng normal human fibroblasts MRC-5, However. the ditferences berween the observed activities of our
desivatives and the pﬁ:\-'u.rl.ll I:l'ld'l.l.rlnlg: E:L‘h-:d Iram :[:H{h.l:rtvucni\'ily r:L:!i.r.rhiilip stisdies af the vandard DNA-PK
and orher PIKK inhibitors must be kept in mind. The inhibition potencies of presented compounds agatnst PFIKK
members have pot been evaluared. Taken together, we believe thar the promising activity of compounds in our
survey may also result tom the inhibicion of additional off-tangers. The precise mechanism of action of these
analogs. howevier, remains be elucidared.

Future perspective

The eificacy of anticancer deugs a5 well as rdiation i limited as both cancer and normal cells are sensative o
their killing etfece. In the last decade. it is broadly discussed thar DNA damaging eftect of anticineer drups might
be amplified in cancer cells via combined approach with spedific inhibitos of DNA-repair mechanismes. These
substances mpresent promising strategy how to overcome the resistance of standard anticancer therapies, With this
respect, ONA-PE, ATM, ATR and other kinases are bargely cited 1o improve the etfectiveness of classic anticancer
therapy. The early inhibirors of DNA-PE. ATM and ATR kinases had wsually poor selectivity profiles or sutfered
from low agquess sofubility. Mevertheless, the last few years of intensive research has witnessed the proshuction of
first DNA-PE, ATM and ATR inhibitors COECIiY Phase | of cincal rials for cancer treamment. Therr salety and
etheacy sl remain o be elucidared, bur i is dear thar this kind of compounds possess 2 grear porential, and cheir
number in clinical trials should be higher 1o increase the chance thar some inhibivors will reach therapy. With this
wiew, it is necessary 1o develop new scaffolds o build on, We believe thar scattolds presenced in dhis publicarion
will zerve ax the bags for the further research 1o increase the pool of inhibitors in the clinical trials in the fumie,

= Thirty-five new compounts were oblamed by chemical moditication of known inhibitors KUS5933 and NUT841.

& The mhibitary eftect of each compound alone was tested on the pool of ten cell lines - 33 of the tested inhibitors
themselves had no oytotoxic effect

= Tha chemosensitizing effect of 13 compounds wes established on a panel of nine cancer and one normal hurman
coll lines,

» Five Inhibitors in combination with dosorubicn caused a deeresse n cell viability on seven different cancer cell
lings in comparivon to doxorubicin alona

» Mo chemosensitizing effect was observed in normal human fibroblasts MRC.5.
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