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Seznam použitých zkratek 

A-T             ataxia telangiectasia 

ARF              protein vázající se na Mdm2 (ADP ribosylation factor) 

ATM        ataxia telangiectasia proteinkinasa 

ATP    adenosintrifosfát 

ATR    ataxia telangiectasia Rad-3 related proteinkinasa 

E1, E2, E3  enzym aktivující ubikvitin, enzym přenášející ubikvitin, ubikvitin  

ligasa 

E2F1    transkripční faktor 

Bax    Bcl-2-associated X protein 

BCA    bicinchoninová kyselina 

Bcl-2    antiapoptotický protein B-buněk leukemia/lymphoma 2 

BER    bázová excizní reparace 

BLM    protein Bloomova syndromu 

BRCA1               protein nádoru prsu (breast cancer 1) 

Cdc25    serin/threonin proteinfosfatasa 

Cdk    cyklin dependentní kinasa 

CDNK1A   gen kódující protein p21Cip1/Waf1 

Cip1    Cdk interagující protein 1 

CKI    inhibitor Cdk 

DISC    death inducing signaling complex 

DMSO dimethylsulfoxid 

DNA    deoxyribonukleová kyselina 

DNA-PK   DNA dependentní proteinkinasa 

DNA-PKcs   katalytická podjednotka DNA proteinkinasy 

DR    smrtící receptor (death receptor) 

dsDNA               dvouvláknová DNA (double-stranded DNA) 

DSBs    dvojité zlomy DNA (double strand breaks) 

E2F    transkripční faktor 2 

FADD               Fas-associated death domain 

FSC    forward scatter, přímý rozptyl 

γ-H2AX   histon fosforylovaný na Ser 139 

Gadd45               protein vyvolávající zástavu buněčného cyklu 
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HR    homologní rekombinace 

Ck1, Chk2   check-point kinasa 1, 2 

IR    ionizující záření 

JNK    c-Jun N-terminální kinasa 

Ku70/Ku80   podjednotky DNA-PK 

Lys    Lysin 

Mdm2    protein vázající p53 (murine double minute protein) 

MOLT-4   buňky lidské T-lymfocytární leukemie 

Mre11    protein reparující dvojité zlomy 

MRN    reparační komplex Mre11, Rad50, Nbs1 

mTOR               mammalian target of rapamycin 

mRNA               messenger RNA 

Nbs1    Nijmegen breakage syndrom protein 1 

NER    nukleotidová excizní oprava 

NHEJ    nehomologní spojování konců 

PBS Phosphate Buffered Saline 

p53AIP1   p53-regulated apoptosis-inducing protein 1 

PI3K    fosfatidylinositol-3-kinasa 

PIG3    p53-inducible gene 3 

PIKKs               kinasy příbuzné fosfatidylinositol-3 kinase 

Puma    p53-upregulated modulator of apoptosis 

Rad50    DNA reparační protein 

Rb    retinoblastoma protein 

RPA    replikační protein A 

                                   SDS-PAGE                   elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti  

                                                                         dodecylsíranu sodného 

Ser    serin 

SSC    side scatter,boční rozptyl 

ssDNA               single-stranded DNA 

Thr    threonin 

Tip60    histon acetyltransferasa 

TopBP1   DNA Topoisomerase II Binding Protein 1 

TP53    gen kódující protein p53 

TRADD   TNF receptor-associated death domain 
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TRRAP               transformation/transcription domain-associated protein 

UV    ultrafialové záření 

VE-821               specifický inhibitor ATR 

Waf1    wild type p53 aktivační faktor 

WRN    protein Wernerova syndromu 

XLF    XRCC4-like factor 

XRCC4               X ray cross complementing protein 4 
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Souhrn 

Konvenční radioterapie a chemoterapie zasahují do základních funkcí dělících 

se buněk a jsou velmi účinným prostředkem proti rychle proliferujícím nádorovým 

buňkám. Jsou stále nepostradatelným nástrojem v boji proti rakovině, ovšem jejich 

zásahy rovněž ovlivňují zdravé buňky a způsobují řadu nežádoucích účinků. 

Díky nestabilitě genomu nádorových buněk a častým mutacím může docházet ke zvýšené 

agresivitě a odolnosti k léčbě. Rezistence nádorů vůči léčbě je velmi závažným 

problémem. Mechanismů, kterými se buňky brání, existuje celá řada. Jednou 

ze základních příčin rezistence je přirozená schopnost všech buněk opravovat poškozenou 

DNA. To je na jednu stranu pro život buňky nepostradatelné, na druhou stranu tím snižují 

efekt chemoterapie či radioterapie, které jsou na principu způsobovat léze DNA založené. 

Drobné zásahy do signalizačních drah opravného systému buňky mohou přispět 

ke zvýšení účinnosti cytotoxické léčby.  

DNA-PK je serin/threoninová kinasa, která je aktivována dvouřetězcovými zlomy 

DNA, jež jsou považovány za nejletálnější typ poškození způsobené radiací a některými 

chemoterapeutiky. Aktivace této kinasy spouští signalizační kaskády, které mohou vést 

k opravě DNA, zástavě buněčného cyklu nebo apoptóze. Inhibicí této kinasy můžeme 

docílit blokace opravného mechanismu, který byl spuštěn vlivem chemoterapeutika 

či radiačního záření. Nádorové buňky se vyznačují vysokou mírou proliferace a mají 

značnou rychlost metabolické aktivity. Tato skutečnost je pravděpodobně způsobem, 

kterým je inhibitor schopný zaměřit právě nádorové buňky a ne buňky zdravé.  

Cílem disertační práce bylo studium cytotoxického efektu nově syntetizovaných 

chinazolinových a purinových derivátů in vitro za použití panelu nádorových buněčných 

linií a normálních lidských fibroblastů. Purinové deriváty byly podrobeny screeningu 

na deseti buněčných liniích a testovány jejich chemosezitizační schopnosti. Cytotoxicita 

chinazolinových derivátů byla testována na panelu 17 buněčných linií a rovněž byla 

zkoumána schopnost potencovat účinky standardního chemoterapeutika doxorubicinu. 

Buněčná proliferace a viabilita byla sledována za pomocí WST-1 testu. Po základním 

screeningu byl vybrán nejúčinnější inhibitor 14d a nejvhodnější nádorová buněčná linie 

HT-29 pro detailnější studium molekulárních mechanismů účinku. Za pomoci sledování 

aktivity kaspas (-3/7, -8 a -9) bylo pozorováno zvýšení apoptotického účinku 

při kombinaci inhibitoru 14d s doxorubicinem. Vliv na buněčný cyklus byl stanoven 

průtokovou cytometrií a byla zaznamenána akumulace buněk v G2 fázi buněčného cyklu. 
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Klíčové proteiny účastnící se zástavy růstu či indukce apoptózy byly detekovány 

elektroforeticky s následným Western blottingem. Cílem bylo vyloučit inhibici proteinů 

ATM a ATR, které se rovněž účastní opravných mechanismů. Byl sledován protein p53, 

Chk1 a Chk2. Protein p53, který slouží coby substrát pro ATM, byl vlivem kombinované 

léčby fosforylován na Ser 15. Dále jsme pozorovali fosforylaci Chk1 na Ser 345 a Chk2 

na Thr 68. Jelikož jsou tyto kinasy aktivovány pomocí ATR či ATM, můžeme 

konstatovat, že námi testovaný inhibitor tyto dráhy neovlivňoval. Výzkumem in vivo 

na samicích outbredních myší byla stanovena maximální tolerovaná dávka. Projevila 

se relativně nízká toxicita studované látky. Inhibitor 14d se projevil jako velmi atraktivní 

sloučenina, která může sloužit jako templát pro syntézu dalších léčiv specifických 

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 Chk1 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 ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

1.1 Poškození molekuly DNA 

DNA eukaryotických buněk je neustále vystavena působení genotoxického stresu. 

Odhaduje se, že v jedné lidské buňce se každý den vyskytne více než desítky tisíc lézí. 

Existuje mnoho typů poškození DNA, z nichž jsou pravděpodobně nejvíce nebezpečné 

dvouřetězcové zlomy (DNA double-strand breaks, DSBs), jelikož patří mezi nejobtížněji 

opravitelné na rozdíl od ostatních typů lézí. Dvojité zlomy mohou být způsobeny 

exogenními (ionizující záření, UV záření, chemické látky) i endogenními příčinami 

(buněčné metabolické procesy, kyslíkové radikály) (Hakem 2008). Pokud není porucha 

správně opravena, může to mít za následek genomovou nestabilitu a buněčnou smrt. 

To výrazně ovlivňuje vývoj organismu a predisponuje jej k rakovině a dalším poruchám.  

Proto je nutné, aby měly buňky opravný systém, který je schopen chybu identifikovat 

a účinně na ni reagovat. Existují dva základní směry odpovědi buňky na poškození 

dvoušroubovice DNA. Prvním je přechodná zástava buněčného cyklu v kontrolních 

bodech G1/S nebo G2/M, kdy má buňka čas na reparaci poškození.  Druhý případ nastává, 

pokud jsou léze příliš rozsáhlé a dochází k odstranění poškozených buněk, především 

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

 

1.2 Rodina PI3K 

Fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) byly objeveny před více než 30 lety. Jedná 

se o rodinu příbuzných intracelulárních enzymů, které katalyzují fosforylaci hydroxylové 

skupiny na třetí pozici inositolového kruhu fosfatidylinositolu za vzniku 

fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfátu. Jsou zapojené do mnohých buněčných procesů, 

jako je proliferace, diferenciace, metabolismus, motilita aj. Obvykle se dělí to tří tříd 

(I., II., III.) rozdělených podle struktury a funkce. Existuje ještě další skupina vzdáleněji 

příbuzných a strukturně heterogenních enzymů, které se podílejí na monitorování 

genomové integrity a kontrolní signalizaci za účelem regulace buněčného růstu. 

Tyto kinasy jsou označovány jako třída IV. (Courtney et al. 2010, Tichy et al. 2012).  

V této práci se více zaměříme právě na IV. skupinu kinas, které jsou známé 

jako kinasy příbuzné fosfatidylinositol-3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase related 

kinases; PIKKs). Do rodiny PIKK se řadí na základě sekvenční podobnosti, ovšem nemají 

schopnost fosforylovat lipidy. Tato skupina serin/threoninových kinas zahrnuje u člověka 

šest členů - Ataxia-telangiectasia mutated (ATM), Ataxia-telangiectasia and Rad3-related 
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(ATR), DNA-dependentní protein kinasa (DNA-PK), mammalian target of rapamycin 

(mTOR), suppressor of morphogenesis in genitalia (SMG-1) 

a transformation/transcription domain-associated protein (TRRAP) (Lempiäinen 

a Halazonetis 2009). 

Na buněčné úrovni mají PIKKs mnohé biologické funkce. Do odpovědí 

na poškození DNA jsou zapojeny ATM, ATR a DNA-PKcs. Zatímco ATR je aktivována 

jednořetězcovými zlomy, ATM a DNA-PK reagují na zlomy dvouřetězcové. Kinasa 

mTOR řídí širokou škálu drah zapojených do buněčného metabolismu a růstu. SMG-1 

je nejnovějším členem rodiny PIKK a hraje zásadní roli v systému kontroly kvality 

mRNA, kde defektní mRNA je degradována. Nakonec TRRAP, který jako jediný člen 

postrádá serin/threoninovou kinasovou aktivitu, má důležitou roli v embryonálním 

vývoji, progresi a kontrole buněčného cyklu (Shiloh 2003, Lempiäinen a Halazonetis 

2009, Tichy et al. 2012).  

 

1.2.1 Ataxia telangiectasia mutated kinasa (ATM) 

Ataxia telangiectasia (A-T) je autosomálně recesivní neurodegenerativní 

onemocnění projevující se již v dětském věku. Klinicky se projevuje nekoordinovanými 

pohyby, které jsou spojeny s okulokutánní teleangiektázií (rozšíření drobných krevních 

cév). Dalšími příznaky jsou imunodeficience, růstová retardace, sterilita, radiosenzitivita 

a zvýšená predispozice ke vzniku rakoviny. Příčinou onemocnění je mutace v jediném 

genu, který kóduje tuto proteinkinasu, a tento gen byl nazván ATM (A-T, mutovaný). 

Lidský gen ATM je lokalizován na 11q22-23 a kóduje proteinovou kinasu o velikosti 

asi 350 kDa (McKinnon 2004, Sun et al. 2007, Derheimer a Kastan 2010).  

Společným rysem členů rodiny PIKK je jejich asociace s proteiny či proteinovými 

komplexy usnadňujícími jejich aktivaci. ATM se váže na komplex MRN v místech 

dvouřetězcových zlomů a komplex tak umožní retenci ATM na chromatinu, aktivaci 

signálních drah a dokončení oprav DNA. MRN je během replikace DNA spojen 

s chromatinem, dokáže rozpoznat DSB a přitahovat ATM k poškozené DNA.  Komplex 

MRN je heterotrimer složený z Mre11, Rad50 a Nbs1. Mutace v Mre11 a Nbs1 vedou 

k fenotypově podobným poruchám jako je A-T (Derheimer a Kastan 2010).  

ATM je klíčovým regulátorem reakcí na poškození DNA. Fosforyluje mnoho 

proteinů nezbytných pro regulaci všech tří kontrolních bodů buněčného cyklu, apoptózy 

a pro zahájení oprav DNA. Mezi tyto proteiny patří např. p53, Chk2, SMC1, Nbs1, Brca1, 

mdm2 a další. Časnou reakcí na poškození DNA je též fosforylace histonu H2AX 
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na Ser 139 za vzniku γH2AX. Tento proces může být uskutečněn dvěma nezávislými 

proteinovými kinasami – DNA-PK a ATM. Studie ukázaly, že v nepoškozených buňkách 

se ATM vyskytuje v neaktivní formě, ovšem při poškození DNA dojde ke zvýšení její 

buněčné aktivity. Aktivace kinasové aktivity ATM je spojena se zvýšenou autofosforylací 

na několika místech včetně Ser 1981. Autofosforylace způsobí rozpad dimeru na aktivní 

monomery. Pro aktivaci ATM je dále nezbytná histon acetyltransferasa Tip60, 

která acetyluje ATM na Lys 3016. Její aktivita se zvyšuje poškozením DNA a ztráta 

Tip60 blokuje autofosforylaci a následnou aktivaci kinasové aktivity ATM 

(Sun et al. 2007, Tichy et al. 2010). 

Jak již bylo zmíněno, ATM reguluje kontrolní body buněčného cyklu. 

Bylo prokázáno, že nádorový supresor p53 hraje po ozáření buněk kritickou roli 

v kontrolním bodě G1/S a jeho účinná indukce vyžaduje ATM. Poté co jsou vyhledána 

poškozená místa na molekule DNA, protein p53 spustí transkripci genu p21. Produkt 

tohoto genu, protein p21, je inhibitorem cyklin dependentní kinasy (Cdk). Indukce 

proteinu p21 vede k inhibici komplexu cyklin-E/Cdk2 a tím inhibici progrese z G1 do 

S fáze. Vzhledem k tomu, že protein p53 není pro zástavu cyklu v S fázi nezbytný, ale 

buňky s chybějícím ATM vykazují defekt v tomto kontrolním bodě, je logické, že ATM 

kinasa musí mít ještě jiné cíle. Dalšími cíli hrajícími roli v radiačně indukovaném 

kontrolním bodě a zastavení cyklu v S fázi jsou protein Nbs1, Brca1 a SMC1 (Derheimer 

a Kastan 2010).  

Cílem kinasy ATM v kontrolním bodě S fáze je také checkpoint kinasa 2 (Chk2). 

Po indukci dvouřetězcových zlomů ATM přímo aktivuje Chk2 fosforylací na Thr 68. 

Chk2 následně fosforyluje (inhibuje) fosfatasy Cdc25A a Cdc25C zodpovědné 

za průchod přes G1/S a G2/M kontrolní body. Cdc25A se poté naváže na protein 14-3-3 

a dojde k její degradaci.  Degradovaná Cdc25A nemůže defosforylovat Cdk, která je 

nutná pro syntézu DNA (Falck et al. 2001, Buscemi et al. 2006). ATM rovněž reguluje 

procesy v kontrolním bodě G2/M, které jsou závislé na Chk1 a Chk2. Tento kontrolní bod 

je důležitý pro opravu poškození vzniklém ozářením buněk v G2 fázi. Aktivní formy 

těchto kinas mohou inhibovat aktivaci fosfatasy Cdc25C, která je nutná pro následnou 

aktivaci cyklinu B1 a Cdk1 a pro progresi buněčného cyklu (Tichy et al. 2010). 

ATM tedy reguluje fosforylací širokou škálu cílových molekul. Buňky, 

které nemají funkční protein ATM, vykazují defekty v opravě DNA a ztrátu kontrolních 

bodů buněčného cyklu, což vede ke zvýšené citlivosti k ionizujícímu záření.  
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1.2.2 Ataxia telangiectasia and Rad3-related kinasa (ATR) 

Další ze skupiny enzymů, který je primárně zodpovědný za signalizaci přítomnosti 

poškození DNA je ATR kinasa (ATM and Rad3-related). Zatímco ATM a DNA-PK 

reagují na dvouřetězcové zlomy, ATR je aktivována zlomy jednořetězcovými. ATR má 

však svou úlohu i v DSBs. Studie odhalily, že ATR je zodpovědná za fosforylaci určitých 

substrátů ATM v pozdních stádiích po indukci poškození. V odpovědi na DSB tedy ATM 

reaguje jako první a je zodpovědná za okamžitou rychlou reakci, zatímco ATR se připojí 

později a udržuje fosforylovaný stav specifických substrátů. Zmíněná funkce však není 

pro ATR hlavní úlohou (Shiloh 2003, Lempiäinen a Halazonetis 2009). Z rodiny PI3K 

se kinasa ATR projevuje jako nejuniverzálnější, jelikož je aktivována nejen 

infračerveným, ale i UV zářením, cisplatinou a replikačními inhibitory jako je například 

hydroxymočovina (Tichy et al. 2012).  Na rozdíl od ATM a DNA-PK je ATR nezbytná 

v proliferujících buňkách (Blackford a Jackson 2017). ATR se aktivuje během každého 

buněčného cyklu, aby regulovala počátek replikace a opravila poškozené replikační 

vidlice (Lovejoy a Cortez 2009). Její primární funkcí je regulovat progresi buněčného 

cyklu do G2 fáze (Tichy et al. 2012). 

Cesta odpovědi ATR na stres začíná tím, že se na jednovláknovou DNA (ssDNA) 

naváže replikační protein A (RPA). Základní součástí této dráhy je protein interagující 

s ATR, tzv. ATRIP, který se přímo váže na RPA. Protein RPA pokrývá většinu forem 

ssDNA a je důležitý pro vazbu komplexu ATR-ATRIP (Lovejoy a Cortez 2009, Tichy 

et al. 2012). Pro aktivaci ATR není tato vazba dostatečná, vyžaduje přítomnost 

aktivátorových proteinů. Nejlépe charakterizovaným aktivátorem ATR je TopBP1 

(DNA Topoisomerase II Binding Protein 1), který obsahuje aktivační doménu stimulující 

aktivitu kinasy ATR (Blackford a Jackson 2017).  

Klíčovou funkcí ATR je fosforylace a aktivace protein kinasy Chk1 na Ser 317 

a Ser 345, čehož je využíváno pro indikaci aktivace Chk1. Aktivovaná Chk1 podporuje 

degradaci fosfatasy Cdc25A. Inaktivace Cdc25A v reakci na genotoxický stres zpomaluje 

nebo zastavuje progresi buněčného cyklu snížením aktivity Cdk. To dodává buňce více 

času na opravu DNA nebo, je-li poškození příliš rozsáhlé, na aktivaci apoptózy 

či senescence (Cimprich a Cortez 2008, Blackford a Jackson 2017). Prevo et al. ve své 

studii s buňkami rakoviny pankreatu sledovali účinek specifického inhibitoru ATR 

VE-821. Došlo k inhibici fosforylace Chk1 a zvýšení radiosensitivity díky zkrácení 

záchytu v G2/M fázi buněčného cyklu a inhibici homologní rekombinace 

(Prevo et al. 2012).  
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ATR aktivuje i další proteiny zapojené do rekombinace, jako je Brca1, WRN 

(protein Wernerova syndromu) a BLM (protein Bloomova syndromu). Většina substrátů 

ATR může být fosforylována i pomocí ATM. Funkce těchto dvou kinas se v řízení 

buněčného cyklu překrývají, ale všechny jsou nezbytné (Tichy et al. 2012).  

 

1.2.3 DNA-dependentní protein kinasa (DNA-PK) 

Tato kinasa byla poprvé objevena v roce 1985 a je hojně exprimována téměř 

ve všech savčích buňkách. Rané biochemické studie odhalily její preference 

pro fosforylaci serinového nebo threoninového zbytku následovaného glutaminem. 

To se později ukázalo i v případě ATM a ATR. DNA-PK se skládá z velké katalytické 

podjednotky DNA-PKcs a heterodimerního proteinu Ku. DNA-PKcs je jednou 

z největších dosud identifikovaných kinas (465 kDa) a je to enzym, jehož aktivita 

je absolutně závislá na vazbě k DNA (Neal a Meek 2011, Blackford a Jackson 2017).  

Heterodimeru Ku má prstencovou strukturu, která zcela obklopuje DNA. U lidí 

je hojně zastoupen, uvádí se asi 400 000 molekul/buňku. Poprvé byl charakterizován jako 

autoantigen u pacientů s autoimunitním onemocněním. Název „Ku“  je pak odvozen 

od příjmení pacienta, u kterého byl tento komplex objeven. Skládá se z podjednotek Ku70 

(73 kDa) a Ku80 (86 kDa). Má mimořádnou afinitu k volným koncům DNA. Buňky, 

které postrádají Ku nebo DNA-PKcs jsou radiosenzitivní a defektní při opravě 

dvouvláknových zlomů (Lees-Miller a Meek 2003, Meek et al. 2008). 

DNA-PK je zapojena do různých procesů, od aktivace vrozené imunity po regulaci 

genové exprese. Ovšem její primární úlohou v buněčném metabolismu je zahájení 

efektivní opravy DSBs během nehomologního spojování konců - NHEJ 

(Meek et al. 2008). Kromě toho, zjištění Kong et al. naznačují, že DNA-PK může 

regulovat homeostázu buněčné proliferace a má důležitou roli v regulaci genové odpovědi 

na stimulaci inzulinem. DNA-PK reguluje syntézu mastných kyselin modulací proteinové 

exprese synthasy mastných kyselin (Kong et al. 2011). Aktivovaná DNA-PKcs 

fosforyluje in vitro řadu proteinů včetně p53, transkripčních faktorů, RNA polymerasy, 

Ku70/Ku80, XLF, Artemis, DNA-ligasy IV, H2AX (Tichy et al. 2012).  

V místech volných konců DSBs dochází k navázání heterodimeru Ku, který poté 

navede katalytickou podjednotku DNA-PKcs k sobě do místa poškození a dojde 

ke zformování aktivní DNA-PK. DNA-PK tedy funguje jako senzor DSBs a její hlavní 

rolí je propagace NHEJ (Blackford a Jackson 2017). Podrobný průběh mechanismu bude 

popsán v následujících kapitolách.  



19 
 

 

1.3 Cesty reparace dvouřetězcových zlomů DNA 

Stabilita genomu v reakci na dvouřetězcové zlomy je udržována prostřednictvím 

dvou evolučně konzervovaných opravných systémů, a to pomocí nehomologního 

spojování konců (NHEJ = non-homologous end-joining) a homologní rekombinací 

(HR = homologous recombination) (Kasparek a Humphrey 2011). HR funguje v G2 

a S fázi buněčného cyklu a využívá jako templát pro přesnou opravu DNA sesterské 

chromatidy. Naproti tomu NHEJ pracuje ve všech fázích buněčného cyklu a je primární 

cestou opravy DSB u buněk v G1 fázi (Hung et al. 2018).  

Předtím než proběhne samotný mechanismus oprav poškození, musí buňka tuto lézi 

detekovat. Jedním z prvních dějů v buněčné odpovědi na DSB je fosforylace histonu 

H2AX na Ser 139 za vzniku γ-H2AX. Klíčovými kinasami pro fosforylci H2AX jsou 

DNA-PK, ATM i ATR. Další zpracování DSB je spojeno s charakteristickou modifikací 

a přemístěním proteinů účastnících se opravy do subnukleárních prostor zvaných 

„ložiska“. γ-H2AX je považován za marker poškození DNA, který lze detekovat 

imunofluorescenční mikroskopií.  Počet ložisek a míra fosforylace odpovídají počtu DSB 

(Kinner et al. 2008, Rezacova a Vavrova 2011, Mohiuddin a Kang 2019).  

Buňka čelící stresu způsobujícímu poškození DNA má na výběr mezi mechanismy 

opravy NHEJ a HR. Ovšem jak dochází k výběru mezi těmito dvěma cestami, není dosud 

zcela pochopeno. Dostupnost sesterských chromatid v S a G2 fázi buněčného cyklu činí 

z HR lepšího kandidáta. Musí však existovat nějaký mechanismus, který zajistí inhibici  

NHEJ, a to v kterékoli fázi buněčného cyklu (Modiuddin a Kang 2019). Bylo prokázáno, 

že buňky v přítomnosti inaktivujících mutací v Ku a DNA-PKcs přednostně využívají HR 

jako primární mechanismus opravy (Neal et al. 2011). Možná se volba cesty opravy DNA 

soustředí na to, zda je DNA-PKcs aktivována fosforylací: fosforylovaná aktivní forma 

DNA-PKcs upřednostňuje NHEJ, zatímco nefosforylovaná neaktivní forma 

upřednostňuje HR (Allen et al. 2003). 

 

1.3.1 Nehomologní spojování konců (NHEJ) 

Mechanismus NHEJ je nekomplikovaný a je považován za nejpřímější proces 

opravy. Dochází v něm k přímému spojení konců DNA bez specifického požadavku 

na sekvenční homologii. Ovšem mnoho konců DSB obsahuje neligovatelné skupiny, 

proto je situace často složitá. Tento proces může být zároveň náchylný k chybám a má 
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potenciál zavádět škodlivé mutace. Někdy jsou však takové mutace dokonce přínosné, 

například při rekombinaci VDJ, kde spojování segmentů náchylných k chybám přidává 

imunitnímu repertoáru značnou rozmanitost (Neal a Meek 2011).  

U savců vyžaduje klasická cesta NHEJ několik klíčových faktorů 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). Jestliže jeden nebo více z těchto základních 

faktorů chybí, dochází k aktivaci tzv. alternativního NHEJ (Chang et al., 2017).  

Zahajovací událostí pro NHEJ je rozpoznání a navázání volných konců DSB. 

Jako hlavní faktor vázající konce DNA v savčích buňkách byl biochemickými 

a genetickými studiemi identifikován komplex Ku. Jeho toroidní tvar vytváří prostor 

pro umístění duplexní DNA. Vnitřek asymetrického prstence obsahuje pozitivně nabité 

aminokyseliny, které umožňují interakci se záporně nabitými fosfodiesterovými vazbami 

v DNA. Ku je ideální pro zahajování oprav různých typů konců poškozené DNA, jelikož 

se může vázat na dvouvláknové koncové struktury, jako jsou tupé konce, konce 

s 3´ nebo 5´ převisy či kovalentně uzavřené konce typu vlásenky (Hefferin a Tomkinson 

2005, Neal a Meek 2011).  

Dalším krokem opravného systému je interakce Ku navázaného k DNA 

s katalytickou podjednotkou DNA-PK (DNA-PKcs). Vznik tohoto komplexu 

je předpokladem pro aktivaci serin/threoninové kinasové aktivity. Dochází 

tak k vytvoření funkčního enzymu DNA-PK (Neal a Meek 2011, Lieber et al. 2003). 

Přítomnost velké molekuly DNA-PKcs brání přístupu nukleas a ligas k volným koncům 

DNA. Pro další postup mechanismu je proto potřeba, aby se DNA-PKcs odpojila 

či pozměnila. Předpokládá se, že odpojení molekuly je zprostředkováno díky její 

trans-autofosforylaci (Rezacova a Vavrova 2011). Tím dochází k disociaci komplexu 

DNA-Ku-DNA-PKcs. V této fázi může být zapojena endonukleasa Artemis, která je 

zodpovědná za ořezávání konců (Karagiannis a El-Osta 2004). Artemis je aktivována 

ATM a umožňuje, aby byly dvouřetězcové konce DNA opět připojeny pomocí NHEJ 

(Kao et al. 2005). 

Poté, co byly konce náležitě zpracovány, musí dojít k jejich ligaci, aby byla oprava 

úspěšně dokončena. Faktorem, který spojuje volné konce DNA je DNA-ligasa IV tvořící 

komplex s XRCC4. Studie dále ukázaly roli dalšího faktoru při ligaci, a to XLF 

interagujícího s XRCC4 (Lieber et al. 2003, Neel a Meak 2011). 
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1.3.2 Homologní rekombinace (HR) 

Homologní rekombinace je výměna genetické informace mezi alelickými 

sekvencemi a má zásadní roli jak v meióze, tak v mitóze. V meióze umožňuje výměnu 

genetického materiálu mezi otcovskými a mateřskými alelami a koordinuje správnou 

segregaci párů homologních chromozomů v průběhu prvního meiotického dělení. 

V somatické buňce udržuje HR genomovou integritu podporou přesné opravy lézí DNA 

(Lok a Powell 2012). Některé formy HR však mohou vést k nežádoucímu přeskupení 

DNA. Proto si buňka vyvinula řadu regulačních mechanismů, které zajišťují, že HR 

probíhá ve správný čas na správném místě a správným způsobem (Krejci et al. 2012).  

HR představuje klíčový systém opravující různé typy lézí DNA včetně 

dvouřetězcových zlomů, jednořetězcových mezer v DNA a meziřetězcových křížení. 

Pro opravu DSBs používá přednostně nepoškozenou DNA na sesterské chromatidě, 

což vede k bezchybné opravě. Je aktivní pouze v S a G2 fázi buněčného cyklu, 

jelikož sesterské chromatidy jsou přítomny až po replikaci DNA. Je však možné, že HR 

může pro opravu DSBs použít též homologní chromozom, když jsou buňky v G1 fázi 

buněčného cyklu. To by ovšem mohlo vést ke ztrátě heterozygotnosti, k translokacím 

či jiným přeskupením genů. Aby se těmto dějům zabránilo, není HR řízena pouze 

signálními cestami v odpovědi na poškození DNA, ale rovněž buněčným cyklem. 

Důležitá je přítomnost vysoké aktivity Cdk v S, G2 a M fázi cyklu. V mitóze je homologní 

rekombinace potlačena (Helleday 2010).  

Postup opravy DSBs homologní rekombinací je stručně řečeno takovýto: 

Po rozpoznání DSBs je HR zahájena restrikcí vlákna DNA v místě zlomu od 5´ k 3´ 

pomocí nukleas za vzniku 3´ jednovláknových DNA. Na přesahující rameno se naváže 

RPA protein, který zajistí rozpletení sekundární struktury DNA. Po odstranění RPA 

vznikne nukleoproteinové vlákno tvořené proteinem Rad51 a jednořetězcovou DNA. 

Následuje vyhledání homologní sekvence, která slouží jako templát, a vmezeření se do ní. 

Invazí vlákna do homologní sekvence se vytvoří tzv. D-smyčka a dojde k prodlužování 

invadujícího vlákna DNA polymerasou, která syntetizuje podle homologní sekvence 

nepoškozeného chromozomu. Následuje ligace konců DNA (Lok a Powell 2012, 

Delabaere et al. 2017). 
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1.4 Regulace buněčného cyklu 

Buněčné dělení je přísně regulovaný proces zodpovědný za rozdělení buňky na dvě 

dceřiné. Sestává ze čtyř postupných fází (G1, S, G2 a M) a klidového stavu (G0 fáze). 

Buněčná proliferace je nezbytná pro růst, vývoj a regeneraci organismu, na druhou stranu 

je však zodpovědná za jednu z nejdestruktivnější nemocí dnešní doby – rakovinu. 

Buněčný cyklus eukaryotních buněk je řízen řadou cyklinů a cyklin dependentních kinas 

(Cdk). Ty pak ve společném komplexu řídí průchod buněčného cyklu přes klíčové 

kontrolní body (Bai et al. 2017, Rezacova a Vavrova 2011).  

Cyklin dependentní kinasy jsou skupinou serin/threoninových kinas, 

které spolupracují s regulačními podjednotkami – cykliny. Cykliny řídí aktivitu kinas 

a substrátovou specifitu. Cdk jsou považovány za motor pohánějící progresi buněčného 

cyklu, zatímco cykliny jsou vnímány jako rychlostní stupně, které se mění, 

aby se usnadnil přechod mezi jednotlivými fázemi cyklu. Cykliny jsou syntetizovány 

a degradovány v průběhu buněčného cyklu tak, aby řídily aktivitu kinas v ten správný 

čas.  Kinasová aktivita komplexu Cdk/cyklin je dále striktně regulována množstvím 

inhibitorů Cdk (CKI). Tyto inhibitory slouží jako brzdy k zastavení buněčného cyklu, 

pokud se vyskytnou nepříznivé podmínky (Lim a Kaldis 2013, Malumbres a Barbacid 

2009). Členové rodiny Cdk, cyklinů a CKI jsou zapojeny do transkripce, opravy 

poškození DNA, proteolytické degradace, epigenetické regulace, metabolismu, obnovy 

kmenových buněk, neurální funkce či spermatogenese (Lim a Kaldis 2013).  

Četné biochemické analýzy v posledních desetiletích napomohly k pochopení, 

jak je buněčný cyklus regulován. Po dokončení cytokineze nově generované buňky 

buď pokračují v dělení, nebo zastaví svoji proliferaci a vstoupí do tzv. klidového stavu 

neboli G0 fáze. Buňky pokračující v proliferaci postupují do G1 fáze nového cyklu 

(Malumbres a Barbacid 2005). Restrikční bod G1 fáze je regulován komplexem Cdk4 

a Cdk6 s cykliny typu D. V pozdní G1 fázi je exprimován cyklin E, a v komplexu s Cdk2 

je zodpovědný za řízení přechodu mezi G1 a S fází. Zahajuje rovněž syntézu DNA. 

Průchod buněk S fází je kontrolován komplexem Cdk2/cyklin A. Poslední kontrolní bod 

představuje přechod mezi G2 a M fází buněčného cyklu. Je regulován komplexem 

Cdk1/cyklin A a později na počátku M fáze Cdk1/cyklin B (Rezacova a Vavrova 2011).  

Správný postup buněčným cyklem je sledován uvedenými kontrolními body 

(Obr. 1). Ty monitorují možné defekty během syntézy DNA a segregaci chromozomů. 

Aktivace kontrolních bodů způsobí zástavu buněčného cyklu a umožní buňkám chyby 

opravit, čímž se předejde přenosu do buněk dceřiných. Jestliže je oprava neúspěšná kvůli 
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nadměrnému poškození DNA, vadám v opravném řízení či genetickým vadám 

v kontrolním bodě, buňky mohou vstoupit do senescence nebo podstoupit apoptózu. 

Akumulace poškození DNA však může vést k transformaci buněk a onkogenezi 

(Malumbres a Barbacid 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Schématický pohled na buněčný cyklus. Každá fáze progrese buněčného cyklu je 

regulována cyklin-dependentními kinasami (Cdk) a jejich regulačními partnerskými 

proteiny – cykliny a inhibitory Cdk. (upraveno dle Boxem 2006) 

 

1.4.1 Check point kinasy 1 a 2 

Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chk1 a Chk2) jsou serin/threoninové kinasy. Jedná 

se o zásadní proteiny v odpovědi na genotoxický stres, které jsou schopny zastavit 

buněčný cyklus. Strukturně jsou nepříbuzné, ale jejich funkce se překrývají. Klíčovým 

úkolem Chk1 a Chk2 je přenos signálů zprostředkovaných ATM a ATR z kontrolních 

bodů (Bartek a Lukas 2003). Jak můžeme vidět na Obr. 2, mají obě kinasy celou řadu 

společných substrátů (Cdc25A, Cdc25C, p53, Mdm2, BRCA1, E2F1,…) ovšem mají 

i příslušné specifické substráty, které činí jejich buněčné funkce rozdílnými 

(Huang et al. 2008). 

Kinasa Chk1 je labilní protein vyskytující se především v S a G2 fázi buněčného 

cyklu. V neporušeném buněčném cyklu je přítomna, ovšem v reakci na poškození DNA 



24 
 

nebo zástavu replikace je dále aktivována. Na rozdíl od Chk2 její aktivace nevyžaduje 

dimerizaci a autofosforylaci. Chk1 je fosforylovaná především pomocí ATR, v menší 

míře i ATM na Ser 317 a 345. Následuje fosforylace Cdc25A/C a nakonec zástava 

buněčného cyklu v pozdní fázi S nebo G2 (Dai a Grant 2010, Bartek a Lukas 2003). 

Kinasa Chk2 je oproti Chk1 stabilní protein exprimovaný v průběhu celého 

buněčného cyklu. Při absenci poškození DNA je neaktivní. Lidská Chk2 je aktivovaná 

v reakci na dvouřetězcové zlomy DNA fosforylací Thr 68 především pomocí ATM. 

Když dojde k její aktivaci (dimerizace a autofosforylace Chk2), šíří signál poškození 

prostřednictvím fosforylace několika cílů zapojených do progrese buněčného cyklu 

nebo do apoptózy. Fosforylací Cdc25A a Cdc25C indukuje Chk2 zástavu buněčného 

cyklu v G1/S a G2/M fázi. Pomocí fosforylace p53 pomáhá udržovat prodloužení G1 fáze, 

blokaci v G2/M a apoptózu. Chk2 má za cíl rovněž protein E2F1, je schopna regulovat 

jeho stabilitu, transkripční aktivitu a následně apoptózu (Bartek a Lukas 2003, Buscemi 

et al. 2006). Li a Stern (2005) mimo jiné zjistili, že Chk2 může být aktivována v reakci 

na poškození rovněž pomocí DNA-PK. Chk2 může tvořit proteinové komplexy s Ku70 

a Ku80. 

Ukázalo se, že inhibitory Chk1 a Chk2 mají schopnost potencovat terapeutickou 

účinnost látek poškozujících DNA. Jsou navrženy jako adjuvantní léčiva, 

která napomáhají v problematice rezistence nádorů na protinádorová terapeutika (Huang 

et al. 2008).  
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Obr. 2 Chk1 a Chk2 jako prostředníci signalizační sítě kontrolních bodů. Po jejich aktivaci 

Chk1 a Chk2 fosforylují následné efektory, které dále šíří signalizaci kontrolního bodu. (upraveno 

dle Bartek a Lukas 2003) 

   

1.4.2 Protein p53 

Protein p53 byl původně považovaný za onkogen, jelikož jeho hladina v normálních 

buňkách byla nízká, zatímco v buňkách nádorových byl hojně exprimovaný. Brzy však 

bylo zjištěno, že nadměrná exprese je způsobena jeho mutací. Poprvé byl identifikován 

v roce 1979. Lidský p53 je kódovaný důležitým tumor supresorovým genem – TP53. 

U různých typů nádorových onemocnění je jedním z genů nejčastěji postižených 

mutacemi. Protein p53 o velikosti 53 kDa se skládá z 393 aminokyselin a pěti hlavních 

domén (Kamada et al. 2015). 

Protein p53 je nádorový supresor označovaný též jako strážce genomu. Hraje 

ústřední roli při udržování genomové integrity. Reaguje na různé typy stresových signálů, 

které mohou způsobit onkogenní změny, jako je poškození DNA nebo stavy vznikající 

při vývoji nádorových buněk, například abnormální proliferace či hypoxie. Aktivace 

proteinu p53 způsobí inhibici růstu stresovaných buněk přechodnou nebo trvalou 

zástavou buněčného cyklu. Umožní tak opravu před vstupem do dalšího cyklu nebo trvalé 

odstranění buněk z organismu apoptózou. Tím brání šíření buněk procházejících maligní 

transformací (Vousden 2002, Ryan et al. 2001). 
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Podíl na aktivaci p53 má mnoho posttranslačních modifikací vyvolaných 

poškozením DNA. Jsou jimi například fosforylace, defosforylace, acetylace, methylace, 

glykosylace a ubikvitinace. Tyto modifikace se vyskytují zejména na N- a C-koncových 

doménách molekuly. Důležité však je i dosažení správné konformace proteinu, kdy pouze 

vytvořené tetramery jsou aktivní. Tvorba tetrameru p53 je nezbytná pro specifickou 

vazbu DNA, posttranslační modifikace a protein-protein interakce (Kamada et al. 2015, 

Rezacova a Vavrova 2011). V ozářených buňkách hraje velmi významnou roli 

fosforylace a acetylace, jež mají za následek stabilizaci p53 a jeho akumulaci v jádře. 

Protein p53 může fosforylovat celá řada protein kinas, patří mezi ně především ATM, 

ATR, Chk1, Chk2, JNK (Jun NH2-koncová kinasa), p38 a jiné. Mezi nejlépe 

prozkoumaná fosforylační místa na N-konci p53 patří Ser 15, který je v důsledku DSBs 

vlivem chemických činidel či ozáření fosforylován kinasami ATM a ATR. Je známo, 

že jedna protein kinasa může fosforylovat protein na několika místech a zároveň jedno 

místo může být fosforylováno více než jednou kinasou (Rezacova a Vavrova 2011). 

V normálních buňkách je hladina p53 udržována na nízké úrovni. Nově 

syntetizovaný protein je rychle degradován proteasomem 26S. Pro tuto degradaci je nutné 

kovalentní připojení ubikvitinu k lysinům proteinu p53, tzv. ubikvitinace. Ubikvitinaci 

katalyzují postupně tři enzymy značené jako E1 (enzym aktivující ubikvitin), E2 (enzym 

přenášející ubikvitin) a E3 (ubikvitin ligasa) (Rezacova a Vavrova 2011). Jednou 

z klíčových složek regulujících stabilitu p53 je protein Mdm2 (mouse double minute 2), 

který funguje jako ubikvitinová ligasa. Zprostředkovává ubikvitinaci p53 a umožňuje 

jeho rozpoznání a degradaci proteasomem. Mdm2 se také ubikvitinuje a reguluje tak svoji 

vlastní stabilitu. Mdm2 je zároveň transkripčním cílem proteinu p53, tudíž zde funguje 

zpětnovazebná negativní regulace, ve které p53 řídí expresi vlastního regulátoru 

(Vousden 2002). Zdá se, že existuje mnoho drah, které umožňují stabilizaci p53 

vyvolanou stresem. Například bylo prokázáno, že kinasy Chk1 a Chk2 indukované 

poškozením DNA fosforylují místo na N-konci p53, což znemožní interakci p53 s Mdm2 

a brání tak degradaci proteinu p53. Naproti tomu stabilizace p53 v reakci na abnormální 

proliferaci spojenou s aktivací onkogenu nevyžaduje fosforylaci p53, ale závisí 

na aktivaci proteinu ARF, který se váže přímo na Mdm2 a inhibuje jej (Ryan et al. 2001). 

Hlavní funkcí p53 je regulace genové exprese. Jedná se o sekvenčně specifický 

transkripční faktor, který může zprostředkovat mnoho účinků aktivací či represí cílových 

genů. Bylo identifikováno mnoho cílových genů závislých na p53. Obecně se zdá, 

že každá jeho reakce odráží aktivaci několika genů (Ryan et al. 2001).  
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Protein p53 se významně podílí na regulaci průběhu buněčného cyklu. Z nesčetného 

množství dosud identifikovaných cílových genů p53 vyniká gen CDNK1A kódující 

protein p21Cip1/Waf1, jehož role je při zástavě buněčného cyklu klíčová. Jedná se o inhibitor 

Cdk a reguluje progresi buněčného cyklu v kontrolních bodech G1/S a G2/M (Cmielova 

et al. 2011, Balint a Vousden 2001). Jakmile dojde k interakci p21Cip1/Waf1 s komplexem 

cyklin E/Cdk2 resp. cyklinA/Cdk2, dojde k jejich inaktivaci. Za tohoto stavu není 

schopná Cdk2 fosforylovat protein Rb. Ten následně zadržuje transkripční faktor E2F, 

který spouští transkripci genů nezbytných pro vstup buňky do S fáze. Výsledkem 

je zástava buněčného cyklu v G1/S kontrolním bodě (Rezacova a Vavrova 2011).  

Další úlohou p53 je rovněž regulace průchodu buněk kontrolním bodem G2/M, 

čímž se podílí na kontrole vstupu buňky z fáze G2 do vlastní mitózy. Jedním z cílů p53 

přispívajících k zástavě cyklu v G2 fázi je protein 14-3-3 sigma, který se váže na komplex 

cyklin B/Cdk1. Proteiny rodiny 14-3-3 hrají roli v signální transdukci a kontrole 

buněčného cyklu. Mezi další potenciální mediátory zástavy cyklu v G2 fázi patří Gadd45 

(growth arrest and DNA damage 45). Gadd45 se váže na Cdk1 a brání tvorbě komplexu 

s cyklinem B. Tím je docíleno inhibice kinasové aktivity a blokaci cyklu (Balint 

a Vousden 2001, Rezacova a Vavrova 2011). 

V případě nevratného poškození tkání může indukovat expresi proteinů, 

které zprostředkovávají apoptózu vnitřní i vnější cestou. Ve vnitřní cestě, kdy se proteiny 

lokalizují do mitochondrií, se jedná zejména o Bax (Bcl-2-associated X protein), Noxa, 

Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis), p53AIP1 (p53-regulated 

apoptosis-inducing protein 1) a PIG3 (p53-inducible gene 3). Tyto proteiny mohou 

kontrolovat propustnost mitochondriální membrány a modulovat uvolňování 

cytochromu c a aktivaci kaskády Apaf-1/kaspasa-9. P53 rovněž indukuje expresi 

receptorů smrti a tím je aktivována apoptóza vnější cestou. Jedná se o receptory 

Fas/CD95 (cell-death signaling receptor), DR4/KILLER (death receptor 4), 

DR5/KILLER (death receptor 5). Mnoha studiemi bylo prokázáno, že inhibice exprese 

cílových genů proteinu p53 je spojena s poklesem výskytu na p53-závislé apoptóze 

(Rezacova a Vavrova 2011, Ryan et al. 2001). 

To, zda buňka v reakci na aktivaci p53 projde zástavou buněčného cyklu 

nebo apoptózou závisí na několika faktorech. Některé z nich mohou být na p53 nezávislé. 

Je to například přítomnost dalších onkogenních poškození, dostupnost dalších 

transkripčních faktorů a kofaktorů. Funkci p53 může řídit typ a velikost buněčného stresu 

ovlivněním jeho úrovně nebo aktivity. Aktivace apoptózy je spojena s vyššími hladinami 
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p53 než jaké jsou vyžadovány pro zástavu buněčného cyklu. Kromě prevence replikace 

buněk s poškozením genomu se p53 rovněž podílí na opravě poškození DNA. Buňky 

s nefunkčním p53 vykazují dysfunkci reparačních mechanismů nukleotidové excizní 

opravy (NER) a opravy vystřižením báze (BER). C-konec p53 se přímo váže na 

poškozenou DNA (Balint a Vousden 2001). 

Gen TP53 se nachází na chromozomu 17p13.1 a kóduje protein p53, 

přičemž je jedním z nejčastěji mutovaných genů u lidských nádorů. Somatické mutace 

TP53 se vyskytují téměř u každého typu rakoviny a asi u poloviny všech nádorů 

vaječníků, jícnu a kolorektálního karcinomu. Mutace způsobují ztrátu nebo poruchu 

struktury tetrameru p53 a eliminují nebo snižují jeho transkripční aktivitu. 

Tato skutečnost naznačuje, že přítomnost mutovaného, transkripčně neaktivního 

proteinu, který není schopen se vázat na své cíle, je pro rozvoj rakoviny důležitější, 

než pokud dojde ke ztrátě normálního proteinu p53. Germinální mutace v genu TP53 jsou 

základní příčinou Li-Fraumeni syndromu a syndromu podobnému Li-Fraumeni. Jedná 

se o dědičný syndrom náchylnosti k rakovině s časným nástupem. Mezi nejčastější typy 

rakovinných onemocnění v rodinách se syndromem Li-Fraumeni patří rakovina prsu, 

mozkové nádory, sarkomy, nádory kůry nadledvin a další (Kamada et al. 2015). 

 

1.5 Apoptóza 

Apoptóza je programovaný zánik buněk, který hraje klíčovou roli ve vývoji 

a homeostáze normálních tkáních. Fenomén apoptózy byl poprvé popsán v roce 1842, 

ovšem termín „apoptóza“ byl poprvé použit až v roce 1972 (Hongmei 2012). Je nedílnou 

součástí různých biologických událostí, například v embryonálním vývoji, v odstranění 

nežádoucích či škodlivých buněk, patogenezi mnoha nemocí (Tichy et al. 2006). 

Nedostatečná apoptóza se může projevit jako rakovina či autoimunitní onemocnění, 

zatímco zrychlená buněčná smrt může mít za následek akutní a chronická onemocnění, 

imunodeficienci a neplodnost. Za mnoha stresových podmínek může aktivace kontrolních 

bodů a spuštění apoptózy sloužit k blokaci karcinogeneze. Apoptotické signály tedy 

pomáhají chránit genomovou integritu, zatímco defekt apoptotických drah může nejen 

podporovat tumorigenezi, ale rovněž zvyšovat odolnost nádorových buněk vůči léčbě 

(Hassan et al. 2014). 

Proces apoptózy zahrnuje morfologické a biochemické změny buňky. Obvykle 

je zapotřebí několika hodin od zahájení procesu po finální buněčnou fragmentaci. Doba 
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však závisí na typu buňky, stimulu a apoptotické dráze. Morfologické změny zasahují 

do jádra buňky, kde dochází ke kondenzaci chromatinu a nukleární fragmentaci. Buňka 

zmenšuje svůj objem, dochází ke ztrátě integrity membrány a modifikaci cytoplazmy, 

kdy se její části odškrcují jako apoptotická tělíska. Biochemické změny zahrnují tyto 

hlavní procesy: aktivaci kaspas, rozpad DNA a proteinů, membránové změny 

a rozpoznání fagocytujícími buňkami (Wong 2011). V rámci průběhu apoptózy dochází 

ke vzniku endogenních DSB a tím k fosforylaci H2AX. Tato fosforylace je časným 

znakem apoptózy a objevuje se v čase, kdy dochází k aktivaci kaspasy 3. Tento děj 

zprostředkovává DNA-PK (Rezacova a Vavrova 2011).  

Průběh programované buněčné smrti je řízen rozmanitými signálními cestami 

a regulován vnějšími a vnitřními ligandy (Obr. 3). Apoptóza může být aktivována 

tzv. vnější cestou přes receptory smrti a vnitřní cestou za uvolnění cytochromu c 

z aktivovaných mitochondrií (Wong 2011). 

 

  

Obr. 3 Popis vnitřní cesty apoptózy z aktivovaných mitochondrií a vnější cesty přes receptory 

smrti. (upraveno dle Wong 2011) 
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1.5.1 Kaspasy 

Kaspasy představují velkou rodinu cysteinových proteas s cysteinem v aktivním 

místě, které hydrolyzují své substráty po specifických zbytcích kyseliny asparagové. 

Ve zdravých buňkách jsou syntetizovány jako neaktivní zymogeny (prokaspasy), 

které ke své funkci potřebují další enzymatickou aktivaci. Prokaspasy se skládají 

z N-koncové prodomény následované velkými (20 kDa) a malými podjednotkami 

(10 kDa) (Opdenbosch a Lamkanfi 2019, Tichy 2006). Doposud bylo identifikováno více 

než 10 lidských kaspas. Samy mohou být aktivovány proteolytickým štěpením 

na specifických aspartátových zbytcích. Štěpení probíhá tak, že dojde k odstranění 

prodomény a vytvoření aktivní kaspasy složené ze dvou velkých a dvou malých 

podjednotek. Dojde tak k vytvoření homodimeru složeného ze dvou monomerů 

obsahujících jednu velkou a jednu malou podjednotku. Vznikne tak i aktivní místo 

enzymu, které se skládá ze čtyř klíčových aminokyselin – dvou cysteinů ve větších 

podjednotkách a dvou histidinů v menších podjednotkách (Rezacova a Vavrova 2011). 

Kaspasy můžeme rozdělit podle typu a velikosti prodomény na kaspasy iniciátorové 

a efektorové. Nejdříve jsou aktivovány kaspasy iniciátorové, které dále aktivují kaspasy 

efektorové. Iniciátorovými kaspasami jsou kaspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9 a -10. Ve vnější 

cestě indukce apoptózy jsou zapojeny kaspasy-8 a -10 a jsou charakteristické přítomností 

rozsáhlých N-terminálních domén DED (death effector domain). Naopak ve vnitřní cestě 

se uplatňují kaspasy-2 a -9 obsahující domény CARD (caspase recruitment domain).  

Efektorové kaspasy jsou kaspasy-3, -6 a -7 mající zodpovědnost za vlastní průběh 

a rozvoj morfologických znaků mechanismu apoptózy (Rezacova a Vavrova 2011). 

 

1.5.2 Vnitřní cesta apoptózy 

Jak už název napovídá, k zahájení vnitřní cesty apoptózy dochází uvnitř buňky. 

Podnětem mohou být neopravitelná genetická poškození, hypoxie, extrémně vysoká 

hladina cytosolických Ca2+ iontů, silný oxidační stres a další. Bez ohledu na vyvolávající 

příčinu je tato cesta výsledkem zvýšené mitochondriální permeability a uvolňování 

pro-apoptotických molekul, jako je cytochrom-c, do cytoplazmy. Vnitřní cesta apoptózy 

je přísně regulována skupinou proteinů patřících do rodiny Bcl-2 (Wong 2011).  

Rodina proteinů Bcl-2 zahrnuje u vyšších eukaryot až 30 homologů. Ty mohou mít 

na osud buňky absolutně odlišný dopad. Na základě jejich strukturních vlastností mohou 

apoptózu podporovat nebo inhibovat (Tichy 2006). Existují dvě hlavní skupiny proteinů 

Bcl-2, a to pro-apoptotické a anti-apoptotické proteiny. Mezi pro-apoptotické řadíme 
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proteiny Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim a Hrk. Anti-apoptotické proteiny jsou 

například Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 a Mcl-1. Zatímco anti-apoptotické proteiny 

regulují apoptózu blokováním uvolňování cytochromu-c z mitochondrií, pro-apoptotické 

proteiny jeho uvolňování podporují. O zahájení apoptózy nerozhoduje absolutní množství 

těchto proteinů, ale spíše rovnováha mezi nimi (Wong 2011). Na této tzv. na kaspasách 

závislé cestě se dále uplatňuje řada receptorů, jako je TNF-α receptor, FasL receptor, 

TLR, Death receptor. Rovněž některé kanály mohou být zapojeny do apoptotické dráhy, 

například vápníkový kanál. Jelikož koncentrace vápníku v cytosolu hraje důležitou roli 

v regulaci signální transdukce, podílí se na buněčné proliferaci a buněčné smrti, může být 

osud buňky řízen otevíráním nebo zavíráním vápníkového kanálu (Hongmei 2012).  

Vnitřní cesta apoptózy je zahájena fosforylací proteinu p53 a následnou aktivací 

pro-apoptotických členů rodiny Bcl-2. Dojde ke změně mitochondriální membrány 

a stimulaci k uvolnění cytochromu c. Cytochrom c vytvoří komplex (apoptosom) s Apaf-1 

a prokaspasou-9, která se aktivuje na kaspasu-9. Tato iniciátorová kaspasa aktivuje 

efektorové kaspasy, kaspasu-3, -6 a -7. Za vlastní apoptotický proces je zodpovědná 

kaspasa-3 a je tak nejvýznamnější efektorovou kaspasou (Rezacova a Vavrova 2011).  

Mezi další apoptotické faktory, které se uvolňují z mitochondriálního 

mezimembránového prostoru do cytoplazmy, patří AIF (apoptosis inducing factor), Smac 

(second mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO (direct IAP binding protein 

with low pI) a Omi/HtrA2 (high temperature requirement protein A). AIF katalyzuje 

uvolnění dalšího cytochromu c a následuje již známá postupná kaskáda vedoucí 

k apoptóze. Na druhé straně Smac/DIABLO nebo Omi/HtrA2 podporují aktivaci kaspasy 

vazbou na inhibitor proteinů apoptózy (IAP). Tento inhibitor má za úkol inhibovat 

aktivované kaspasy, čemuž je vazbou apoptotických faktorů zabráněno (Wong 2011).  

 

1.5.3 Vnější cesta apoptózy 

Vnější cesta indukce apoptózy je také označována jako membránová 

nebo receptorová. Jak již název naznačuje, ke spuštění této cesty dojde, když se ligandy 

smrti navážou na svůj specifický receptor smrti. Bylo popsáno několik receptorů smrti, 

mezi nejznámější však patří TNFR1 a CD95R (Wong 2011). Receptory obsahují 

extracelulární domény bohaté na cystein a cytoplazmatické domény tvořené zhruba 

80 aminokyselinami, které se nazývají domény smrti (Death Domains-DD) (Rezacova 

a Vavrova 2011). Smrtící doména má za úkol rekrutovat adaptorové proteiny jako je 
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TRADD (TNF receptor-associated death domain) a FADD (Fas-associated death 

domain), stejně jako cysteinové proteasy jako je kaspasa-8. Vazba ligandu smrti ke svému 

receptoru vede k tvorbě vazebného místa pro adaptorový protein a dojde k vytvoření 

tzv. smrt vyvolávajícího signálního komplexu (DISC – death inducing signaling 

complex). DISC poté iniciuje aktivaci prokaspasy-8, která štěpením navazujících 

efektorových kaspas zahajuje samotný proces apoptózy (Wong 2011).  

Spuštění mechanismu pomocí receptorů smrti může být rovněž zapojen do aktivace 

vnitřní cesty indukce apoptózy. Kaspasa-8 štěpí protein Bid (Bcl-2 inhibitory 

BH3-domain containing protein), čímž ho aktivuje. Aktivovaný protein napomáhá 

oligomerizaci pro-apoptotických členů rodiny Bcl-2 a následně je aktivována tvorba 

apoptosomu a aktivace kaspasy-9. Tato kaspasa v dalším kroku aktivuje efektorovou 

kaspasu-3 (Rezacova a Vavrova 2011).  

 

1.5.4 Poruchy mechanismů apoptózy 

Apoptóza slouží jako důležitý proces pro inhibici metastatického šíření. Úspěch 

metastatické progrese závisí na schopnosti maligních buněk uniknout apoptóze 

(Su et al. 2015). Vady v mechanismech programované buněčné smrti hrají podstatnou 

roli v patogenezi nádoru, jelikož umožňují neoplastickým buňkám přežívat delší dobu, 

než by tomu bylo za normálních okolností. To dává buňkám čas na akumulaci 

genetických změn, které vedou k deregulaci buněčné proliferace a diferenciace, podporují 

angiogenezi a zvyšují invazivitu během nádorové progrese. Dysregulace apoptózy je tedy 

základním charakteristickým rysem biologie nádorů (Hassan et al. 2014). 

Existuje řada molekulárních mechanismů, které nádorové buňky využívají 

k potlačení apoptózy. Rezistenci k apoptóze mohou získat expresí anti-apoptotických 

proteinů, jako je Bcl-2, nebo down-regulací či mutací pro-apoptotických proteinů, 

například BAX. Oba proteiny jsou regulovány tumor supresorovým genem p53. 

Pravděpodobně prvním důkazem, že selhání apoptózy přispívá k rakovině, je zjištěná 

nadměrná exprese Bcl-2 u některých forem lidského B-buněčného lymfomu (Hassan et al. 

2014). 

Defekty apoptózy rovněž podporují odolnost buněk vůči imunitnímu systému. Musí 

vyvinout mechanismus, jak se vyhnout buněčné smrti v důsledku rozpoznání a destrukce 

cytotoxickými T lymfocyty a NK buňkami. Kromě toho musí nádorové buňky přežít 

v prostředí reaktivních forem kyslíku produkovaných endotelovými buňkami 

při přechodu přes cévní či tkáňové bariéry. Nakonec musí tolerovat hypoxické podmínky 
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a proliferovat v prostředí bez potřebných růstových cytokinů, aby dosáhly úspěšné 

kolonizace v cílových místech (Su et al. 2015, Hassan et al. 2014). 

Poruchy programované buněčné smrti hrají roli v rezistenci na léčbu konvenčními 

terapiemi jako je chemoterapie a radioterapie. Zvyšuje se práh buněčné smrti a proto je 

vyžadována vyšší dávka protinádorových terapeutik. K úspěšné eradikaci rakovinných 

buněk nechirurgickými prostředky se v konečném důsledku přistupuje indukcí apoptózy. 

Všechny cytotoxické protinádorové terapie, které jsou v současné době klinicky 

používány, indukují apoptózu maligních buněk. Proto se odborníci zabývající 

se přípravou léčivých přípravků pokoušejí aktivovat inaktivovaný apoptotický 

mechanismus nebo opravit již defektní (Hassan et al. 2014). 

 

1.6 Inhibitory DNA-PK 

Chemoterapie a radioterapie je často spojena se závažnými nežádoucími účinky. 

Aby došlo k zefektivnění léčby, bylo by ideální, kdyby bylo možné nádorové buňky 

senzibilizovat k chemoterapeutikům či ozáření. V současné době je léčba cílena na rychle 

se dělící buňky, tudíž se zaměřuje na rychle rostoucí rakovinné buňky (Ismail et al. 2004).  

 Schopnost nádorových buněk opravovat poškozenou DNA je důležitým prvkem jejich 

citlivosti na chemoterapii nebo radioterapii. Umění DNA-PK rozpoznávat a zahajovat 

opravu lézí DNA může rakovinné buňky chránit před cytotoxickými účinky terapeutik 

(Leahy et al. 2004). Bylo pozorováno, že zvýšená aktivita DNA-PK, která může být 

u rakoviny pozorována, má za následek vyšší odolnost vůči poškození DNA. Například 

up regulace aktivity DNA-PK u izolátů B buněk chronické lymfocytární leukemie 

zapříčinila narušení apoptózy indukované poškozením DNA (O´Connor et al. 2007). 

Další studie sledovala rezistenci na mitoxantron u buněk HL60/MX2 díky zvýšené 

expresi DNA-PK. Tato rezistence mohla být odvrácena inhibicí DNA-PK 

(Mikusova et al. 2011). Na druhé straně buněčné linie s defektní funkcí DNA-PK (buňky 

postrádající Ku nebo DNA-PKcs) jsou přecitlivělé na látky, které indukují DSBs. 

Důležité je, že bylo prokázáno, že inhibice DNA-PK zvyšuje cytotoxicitu ionizujícího 

záření a řady látek indukujících DSBs in vitro. Díky blokování opravných mechanismů 

mají selektivní inhibitory DNA-PK potenciál sloužit jako chemo- a radiosenzibilizátory 

v léčbě nádorových onemocnění (O´Connor et al. 2007, Clapham et al. 2011).  

Specifické inhibitory, které jsou v současné době známy, jsou omezeny špatnou 

rozpustností a vysokou metabolickou labilitou in vivo. Výsledkem je rychlá degradace 
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v séru a tudíž krátkodobé působení (Davidson et al. 2013). Syntéza nových léčiv 

vycházejících z dosud známých látek je důležitou strategií pro zlepšení účinnosti 

terapeutik, farmakokinetických parametrů a snížení toxicity (Zhu et al. 2015). V ideálním 

případě by chemo- či radiosenzitizér neměl mít žádnou vnitřní toxicitu a přednostně 

by měl senzibilizovat nádorové buňky vůči působení terapeutik. V současné době známé 

inhibitory DNA-PK mají různé stupně selektivity a mohou ovlivnit rovněž další enzymy 

z rodiny PI3K (Obr.4).  

 

 

Obr. 4 Schéma působení inhibitorů PI3K (převzato z: Pospisilova et al. 2017) 

 

1.6.1 PI3K inhibitory s aktivitou proti PIKK, včetně DNA-PK 

Wortmannin a jeho deriváty PX-866 a PWT-458 

Jeden z prvních identifikovaných inhibitorů, wortmannin, byl izolován v roce 1957. 

Byl definován jako silný nekompetitivní ireverzibilní inhibitor PI3K v roce 1993, 

ale aktivita byla rovněž prokázána vůči členům rodiny PIKK, včetně DNA-PK 

(Zhu et al. 2015, Finlay et al. 2012). Jedná se o furanosteroidový metabolit houby 

Penicillium funiculosum a má IC50 v nanomolárním rozmezí (5 nM pro PI3K, včetně 

DNA-PK) (Davidson et al. 2013). Inhibitor způsobuje kovalentní modifikaci Lys 802 

a konformační přeskupení ve vazebném místě pro ATP (Zhu et al. 2015, 

Wymann et al. 1996). Pastwa et al. zjistili, že necytotoxická koncentrace wortmanninu 

zvýšila cytotoxický účinek etoposidu trojnásobně a přibližně pětinásobně v kombinaci 
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s cisplatinou v lidských glioblastomových buňkách M059. Wortmannin zvýšil hladiny 

DSBs (závislé na koncentraci), zastavil buněčný cyklus v G2/M fázi a způsobil akumulaci 

buněk v S fázi. Rovněž inhiboval opravné mechanismy pro DSBs (Pastwa et al. 2014). 

Wortmannin se také osvědčil jako účinný radiosenzitizér, i když postrádá specifitu, 

vykazuje in vivo toxicitu, a přes svou špatnou rozpustnost ve vodných roztocích. Tyto 

vlastnosti značně omezily klinické použití sloučeniny (Davidson et al. 2013), a z tohoto 

důvodu byla připravena řada analogů wortmanninu. 

Ihle et al. vyvinuli sloučeninu PX-866 otevřením furanového prstence v poloze 

C-20. PX-866 měl oproti wortmanninu několik zlepšení, například vyšší stabilitu 

a biologickou aktivitu a nižší toxicitu. Ukázalo se, že je jako samostatné léčivo aktivní 

proti xenograftům nádorů vaječníků (OvCar-3), tlustého střeva (HT-29) 

a nemalobuněčného karcinomu plic (A549) (Ihle et al 2004). Dále bylo objeveno, 

že potencuje in vivo inhibici růstu indukovanou ionizujícím zářením v xenograftech 

lidských nádorů OvCar-3 a rovněž zvyšuje protinádorovou aktivitu cisplatiny 

v xenograftech A549 nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC) (Zhu et al. 2015, Ihle 

et al. 2004). PX-866 měl značnou účinnost v preklinických studiích vůči xenograftům 

spinocelulárních buněk rakoviny hlavy a krku. Aditivní účinek byl nalezen i in vivo 

s docetaxelem na stejném myším modelu, stejně jako během druhé fáze klinického 

testování u lidských pacientů (Jimeno et al. 2015). 

PWT-458, pegylovaný-7-hydroxywortmannin s významným vylepšením oproti 

samotnému wortmanninu, byl objeven Yu et al. Tato sloučenina byla aktivní 

vůči PTEN-negativnímu gliomu U87MG, NSCLC A549 a xenograftům karcinomu 

renálních buněk (RCC) A498 u myší. PWT-458 rovněž zvýšil protinádorovou účinnost 

paclitaxelu u gliomu a xenograftů NSCLC A549. V modelu NSCLC dosáhla kombinace 

PWT-458 a paclitaxelu úplného zastavení růstu nádoru, zatímco působení každého 

z činidel samostatně pouze omezilo jeho růst. Yu et al. odhalili také synergický účinek 

PWT-458 s Intronem-A  u RCC A498, kde bylo dosaženo působivé regrese nádoru. 

Expanze tohoto nádoru u myší je doprovázena rozsáhlým růstem krevních cév v nádoru. 

Dalším pozorováním provedeném ve stejné studii bylo zjištěno, že kombinovaná léčba 

vedla ke snížení vaskularizace (Yu et al. 2005). 

LY294002 a jeho proléčivo SF1126 

LY294002 je morfolinový derivát rostlinného flavonoidu kvercetinu. Je to 

nespecifický ATP-kompetitivní inhibitor PI3K a bylo prokázáno, že vykazuje 
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srovnatelnou inhibiční aktivitu proti DNA-PK (Davidson et al. 2013, Harnor et al. 2017). 

Studie in vitro a in vivo zjistily, že má tato sloučenina řadu potenciálních účinků jako je 

inhibice buněčného růstu, antiangiogenní aktivita, zástava buněčného cyklu v G1 fázi 

a indukce radiosenzitivity (Sun et al. 2015).  

Inhibitor se reverzibilně váže na kinasovou doménu DNA-PK (Andrš et al. 2015). 

Gupta et al. kombinovali LY294002 s radiací u lidských nádorových buněk močového 

měchýře T24. Zjistili, že LY294002 má významný synergický účinek vedoucí ke zvýšené 

redukci ozářených buněk (Gupta et al. 2003). Chemosenzitizační efekt byl dále testován 

v kombinaci s cisplatinou v glioblastomových buňkách (Carminati et al. 2014) 

a pankreatických buňkách, a to jak in vitro, tak in vivo (Fujiwara et al. 2008). Vzhledem 

k jeho nežádoucím vlastnostem, podobně jako u wortmanninu, a rychlé metabolické 

clearance však nelze posoudit jeho účinky u člověka. Nicméně se ukázal jako vhodná 

sloučenina fungující jako templát pro syntézu látek s příznivějšími vlastnostmi (Davidson 

et al. 2013). 

Aby se zabránilo nežádoucím fyzikálně-chemickým vlastnostem LY294002, bylo 

vytvořeno proléčivo SF1126. Účelem bylo zvýšit rozpustnost a zacílit na nádory 

prostřednictvím vazby na specifické integriny. Prokázalo se příznivější antiangiogenní 

a protinádorové působení in vivo bez závažné toxicity, čímž se stal vhodným kandidátem 

pro potenciální použití v léčbě (Andrs et al. 2015). Účinnost léčiva byla testována 

u pacientů s pokročilými solidními nádory a malignitami B-lymfocytů. Ukázal 

se předběžný slibný protinádorový vliv samostatně i v kombinaci s rituximabem 

u jednoho pacienta s chronickou lymfocytární leukemií rezistentní na léčbu. I když je 

známo, že inhibice PI3K způsobuje inzulinovou rezistenci periferní tkáně zvýšenou 

citlivostí B-buněk pankreatu na glukózu a tím zvyšuje sekreci inzulinu jako kompenzaci, 

ukázalo se, že tento dočasný účinek nevede k významnému narušení glukozové 

homeostázy. SF1126 neměl žádný vliv na normální kožní epidermis ve srovnání 

s nádorovou tkání (Madahevan et al. 2012).  

Avšak wortmannin a jeho deriváty PX-866 a PWT-458, stejně jako LY294002 

a jeho proléčivo SF1126, jsou neselektivními inhibitory PI3K. Není proto možné 

protinádorové a senzibilizující účinky přiřadit pouze inhibici DNA-PK. Většina 

pozorovaných efektů pravděpodobně souvisí s inhibicí signálů přežití a proliferace 

prostřednictvím dráhy receptor-PI3K-Akt-(mTOR), což je dalším slibným cílem 

pro budoucí protinádorové terapie (Massacesi et al. 2016). 
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1.6.2 Selektivní inhibitory DNA-PK 

NU7441 a NU7026 

LY294002 byl použit jako výchozí bod pro syntézu účinnějšího a selektivnějšího 

inhibitoru DNA-PK – NU7441 (8-dibenzothiofen-4-yl-2-morfolin-4-yl-chromen-4-on; 

KU-57788). Tento inhibitor vykazoval vynikající selektivitu nejen napříč PIKKs, 

ale i nepříbuzných kinas. V buněčných liniích vykazoval silnou inhibici DNA-PK 

a působil jako chemosenzitizátor in vitro a také in vivo (O´Connor et al. 2007). DSBs 

indukované doxorubicinem a ionizujícím zářením (IR) přetrvávaly v přítomnosti NU7441 

po delší dobu (Davidson et al. 2013). Zhao et al. provedli preklinické hodnocení tohoto 

inhibitoru na buňkách vaječníku čínského křečka. Potenciace účinku ionizujícího záření 

a etoposidu byla výsledkem inhibice DNA-PK. Kromě toho NU7441 zvýšila perzistenci 

γH2AX po poškození DNA a rovněž prodloužení G2/M fáze buněčného cyklu. Zhao et al. 

také zkoumali chemo- a radiosenzitizaci u lidských buněk rakoviny tlustého střeva LoVo 

a SW620. Zjistili, že NU7441 při nízké necytotoxické koncentraci (1 µmol/l) významně 

zvyšuje cytotoxicitu IR, doxorubicinu a etoposidu v obou buněčných liniích. U buněk 

SW620 způsobila sloučenina dvojnásobné až trojnásobné zvýšení cytotoxicity vyvolané 

doxorubicinem v závislosti na koncentraci cytostatika. Rovněž zesílení efektu IR 

v kombinaci s NU7441 byla výrazná u obou buněčných linií. LD90 u SW620 poklesl 

ze 4 Gy na 1,1 Gy a u LoVo buněk z 3 Gy na 1 Gy. Ve studii in vivo NU7441 zvýšila 

protinádorovou aktivitu etoposidu u xenograftů  lidského nádoru tlustého střeva SW620 

(Zhao et al. 2006). Ciszewski et al. studovali senzibilizační účinek NU7441 v kombinaci 

s doxorubicinem nebo ionizujícím zářením při léčbě u tří buněčných linií lidské rakoviny 

prsu (MCF-7, MDA-MB-231 a T47D). NU7441 významně zvýšila citlivost 

k doxorubicinu, a to třikrát až šestkrát, u IR čtyřikrát až dvanáctkrát. Sloučenina způsobila 

akumulaci buněk v G2/M fázi buněčného cyklu (Ciszewski et al. 2014). Ve srovnání 

s inhibitorem ATM, KU-55933, vykazoval NU7441 vyšší stupeň radiosenzitizace 

u buněk MCF-7. Při kombinaci těchto dvou sloučenin nedošlo k žádnému významnému 

účinku (Cowell et al. 2005). Tichy et al. zkoumali reakci na IR u lidské leukemické 

buněčné linie MOLT-4 preinkubované s NU7441. Zjistili, že kombinovaná terapie 

způsobila zvýšení fosforylace H2AX i indukci apoptózy. Rozdíl v procentu 

apoptotických buněk ve skupině pouze ozářených buněk (48 %) a buněk ovlivněných 

kombinovanou terapií s NU7441 (27 %) byl téměř dvojnásobný (Tichy et al. 2014). Stejná 

sloučenina byla testována u lidských nádorových buněk s přítomností DNA-PK 

(M059-Fus1) a buněk deficientních na DNA-PK (M059 J). Inhibitor byl zkombinován 
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s doxorubicinem či IR a způsobil chemo- a radiopotenciaci pouze u buněk M059-Fus1. 

Terapiemi způsobené poškození DNA bylo měřeno pomocí ložisek γ-H2AX (Tavecchio 

et al. 2012). 

LY294002 byl rovněž použit pro vývoj sloučeniny NU7026 

(2-(morfolin-4-yl)-benzo[h]chomen-4-on). Tato látka je jako inhibitor DNA-PK přibližně 

šestkrát účinnější než LY294002 a nejméně sedmdesátkrát selektivnější pro DNA-PK 

než pro jiné PI3K (Hollick et al. 2003). Jeho IC50 pro DNA-PK se pohybuje 

0,19 – 0,28 µM a > 100 µM pro ATM a ATR (Harnor et al. 2017, Griffin et al. 2005). 

NU7026 zvýšil cytotoxicitu ionizujícího záření a cytostatik inhibující topoizomerasu II 

(idarubicin, daunorubicin, doxorubicin, etoposid, amsakrin a mitoxantron) 

u leukemických buněk K562 (Willmore et al. 2004), HL-60 a HL-60/MX2 

(Mikusova et al. 2011). Radiosenzitizační účinek byl také pozorován u buněk karcinomu 

žaludku N87 spojený se zvýšenou úrovní poškození DNA a zástavou buněčného cyklu 

v G2/M fázi (Niazi et al. 2014). 

Navzdory slibným studiím in vitro, preklinické výsledky farmakokinetiky in vivo 

prokázaly, že je léčivo rychle vylučováno z krevního oběhu (Andrs et al. 2015).  

       

IC86621 a IC87361 

Byly testovány další sloučeniny založené na struktuře LY294002, a to IC86621 

(Kashishian et al. 2003) a IC87361 (Shinohara et al. 2005). IC86621, selektivní inhibitor 

DNA-PK, nevykazoval aktivitu vůči příbuzným protein kinasám ATM a ATR 

ani při koncentracích 100 µM. Významně zvýšil cytotoxicitu dvou látek indukujících 

DSB – bleomycinu a etoposidu. Zajímavé však je, že nedošlo k senzibilizaci buněk 

při použití doxorubicinu. Studie rovněž uvádí radiosenzitizační vlastnosti látky nezávislé 

na typu testovaných buněk (kolorektální, bronchoalveolární karcinom, karcinom 

vaječníků, pankreatu, leukemické buňky). Všechny testované buněčné linie vykazovaly 

v kombinované terapii 1,5x - 4,2x vyšší radiosenzitivitu (Kashishian et al. 2003). 

Shinohara et al. testovali, zda je IC87361 schopen senzibilizovat nádorové buňky 

v kombinaci s ionizujícím zářením. Buněčnou linii melanomu B16F0 a buňky rakoviny 

plic LCC ovlivnili samotným inhibitorem nebo IR o dávce 6 Gy a poté jejich kombinací. 

Ionizující záření mělo na obě buněčné linie mírný inhibiční účinek, ale samotný inhibitor 

neměl žádný významný vliv. Naproti tomu kombinovaná léčba poukázala na významné 

snížení přežití u buněk LCC i B16F0 (Shinohara et al. 2005).  
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SU11752 

Ismail et al. objevili sloučeninu SU11752, která se chovala jako kompetitivní 

inhibitor pro místo ATP v DNA-PK. Ve srovnání s wortmanninem byla tato látka 

selektivnějším inhibitorem DNA-PK a neovlivňovala aktivitu ATM kinasy a dalších 

PI3K. SU11752 vykazoval schopnost bránit opravám dvouřetězcových zlomů DNA 

u buněčné linie lidského glioblastomu po expozici IR a u buněk ovlivněných 

kalicheamicinem. Přesto má SU11752 relativně slabou vazbu na DNA-PK. Z tohoto 

důvodu není pravděpodobné, že by byl vhodným kandidátem pro klinické studie. 

Na druhé straně Ismail et al. věří, že sloučenina může sloužit jako vynikající výchozí bod 

pro vývoj nových specifických inhibitorů DNA-PK, které mohou být užitečné 

v kombinaci s chemoterapií či radioterapií (Ismail et al. 2004, Wymann et al. 1996). 

 

IC486241 (ICC) 

Davidson et al. popisují schopnost nového specifického inhibitoru DNA-PKcs, 

IC486241 (ICC), synergizovat cytotoxicitu látek poškozujících DNA v různých 

buněčných liniích rakoviny prsu – MCF7, BT-20 a MDA-MB-436. Zjistili, že ICC 

významně zvyšuje cytotoxicitu doxorubicinu a cisplatiny a tato synergie byla zjištěna 

při netoxických koncentracích ICC (1 – 2 µM). Léčba doxorubicinem způsobila 

fosforylaci DNA-PKcs, přičemž reakce na poškození byla za přítomnosti ICC utlumena. 

Na rozdíl od samotného doxorubicinu kombinace s ICC vedla k poklesu γH2AX. 

To je způsobeno reverzibilním blokování ATP místa na DNA-PKcs díky ICC. 

Tím je zabráněno autofosforylaci a fosforylaci dalších substrátů DNA-PKcs, jako je 

H2AX. Davidson et al. dospěli k závěru, že zvýšená cytotoxicita byla výsledkem snížené 

aktivity DNA-PKcs a vyššího poškození DNA v důsledku inhibice mechanismu NHEJ 

(Davidson et al. 2012a). Zda je downregulace fosforylace H2AX pouze účinkem inhibice 

DNA-PK nebo jestli má ICC další inhibiční efekt na ATM zůstává otevřenou otázkou, 

jelikož nebyly zveřejněny žádné údaje o selektivitě ICC. V jiné studii Davidson et al. 

zkoumali účinnost ICC v kombinaci s chemoterapeutickými látkami poškozujícími DNA 

v buněčných liniích rakoviny tlustého střeva HCT-116 a HT-29. Když byl inhibitor použit 

společně s irinotekanem, cisplatinou a oxaliplatinou, byly IC50 platinových sloučenin 

nepatrně sníženy. Když však byl ICC kombinován se SN38 (aktivní metabolit 

irinotekanu), byl cytotoxický účinek vysoce synergický. Sloučenina inhibovala 

autofosforylaci DNA-PKcs a také mírně snížila γH2AX. Analýza buněčného cyklu 
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ukázala významné zastavení cyklu v G2/M fázi po 24hodinové expozici SN38 a SN38 

společně s ICC (Davidson et al. 2012b). 

 

1.6.3 Sloučeniny se smíšenou aktivitou zahrnující inhibici DNA-PK 

Kofein 

Block et al. prokázali účinné inhibiční vlastnosti kofeinu vůči aktivitě DNA-PK 

in vitro. DNA-PK je inhibována kofeinem prostřednictvím smíšeného nekompetitivního 

mechanismu. Může se vázat na komplexy DNA-PK i DNA-PK-ATP, ale s nestejnou 

afinitou. Zatímco kofein inhibuje fosforylaci substrátů závislých na DNA-PK, 

autofosforylace DNA-PK je v buňkách tkáňových kultur inhibována pouze slabě. 

Je však známo, že sloučenina inhibuje primárně ATM a ATR (Block et al. 2004). 

 

Vanilin 

Vanilin je známý jako přirozeně se vyskytující složka potravy a uznávané činidlo 

s anti-mutagenními účinky. Durant a Karran uvedli, že vanilin inhibuje opravu DNA 

pomocí NHEJ a působí jako selektivní inhibitor DNA-PK. Kromě toho zjistili, 

že významně neovlivňuje aktivitu ATM/ATR-dependentní fosforylaci Chk2 

(Durant a Karran 2003). Vanilin prokázal svůj anti-metastatický potenciál in vivo 

vůči buňkám rakoviny prsu 4T1 (Lirdprapamongkol et al. 2005), buněčné linii rakoviny 

tlustého střeva HCT116 in vitro (King et al. 2007) a vykazuje zvýšené cytotoxické 

a cytostatické působení u buněk kolorektálního karcinomu HT-29 ve srovnání 

s normálními lidskými fibroblasty (Ho et al. 2009). Vanilin je schopen senzitizovat 

buněčnou linii karcinomu vaječníků A2780 a lymfoblasty TK6 k terapii cisplatinou. 

Nebyl pozorován významný účinek vanilinu coby radiosenzitizátoru 

(Durant a Karran 2003).   

 

NK314 

Hisatomi et al. představili NK314, syntetický alkaloid, jako inhibitor se specifitou 

pro topoizomerasu II alfa. Rovněž však uvádějí inhibici opravy DSBs zprostředkovanou 

indukcí degradace DNA-PKcs. Rovněž zkoumali účinky NK314 v reakci na poškození 

DNA ozařováním a byla prokázána silná protinádorová aktivita vůči T-buněčné 

leukemii/lymfomu dospělých. NK314 vyvolal zástavu buněčného cyklu v G2/M fázi 

závislou na dávce, zatímco normální buňky periferní krve byly udržovány ve fázi G0/G1 

(Hisatomi et al. 2011). 
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CC-115 

Mortensen et al. popsali preklinickou charakterizaci CC-115. Jedná se o orálně 

aktivní inhibitor DNA-PK a mTOR (mammalian target of rapamycin) kinase (TORK). 

Sloučenina vykazovala protinádorovou aktivitu a schopnost indukovat apoptózu v panelu 

nádorových buněčných linií. Kromě toho byla u mnoha xenograftů solidních nádorů 

prokázána inhibice růstu závislá na dávce (Mortensen et al. 2014). Inhibice DNA-PK 

způsobila narušení NHEJ, inhibici substrátů Ku80, XRCC4 a autofosforylaci DNA-PK. 

Tsuji et al. také zjistili potlačení dráhy HR nepřímou inhibicí ATM (Tsuji et al. 2014). 

Raymon et al. testovali antiproliferativní aktivitu u myších xenograftů glioblastomových 

buněk U87MG. CC-115 vykazoval na dávce závislou inhibici růstu nádoru a přežití myší 

s implantovaným glioblastomem bylo prodlouženo (Raymon et al. 2014). 
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2 CÍLE PRÁCE 

Cílem disertační práce bylo studium problematiky cytotoxického působení 

chinazolinových a purinových derivátů jako potenciálních inhibitorů DNA-PK na panelu 

nádorových buněčných linií. U vybraného nejúčinnějšího derivátu potom prostudování 

mechanismu účinku. Konkrétně se práce zabývala těmito kroky: 

 

Chinazolinové deriváty 

 Screeningové testování 17 chinazolinových derivátů na panelu 

16 nádorových buněčných linií a jedné nenádorové linii lidských 

fibroblastů. Stanovení růstového procenta (GP) pro každý testovaný derivát. 

 Určení střední inhibiční koncentrace (IC50) standardního chemoterapeutika 

doxorubicinu u vybraného modelu nádorové buněčné linie stanoveného 

na základě výsledků screeningového testování. 

 Posouzení schopnosti chinazolinových derivátů potencovat účinky 

doxorubicinu u vybrané linie nádorových buněk a určení nejúčinnějšího 

derivátu pro detailní testování. 

 Pomocí vhodné metody zjištění, zda dochází při kombinované terapii 

nejúčinnějšího derivátu s doxorubicinem k zahájení procesu programované 

buněčné smrti. 

 Zhodnocení zastoupení ovlivněných buněk v jednotlivých fázích buněčného 

cyklu. 

 Detekování exprese klíčových proteinů podílejících se na regulaci 

buněčného cyklu a buněčné stresové reakci po působení kombinované 

terapie chinazolinového derivátu s doxorubicinem.  

 Testování bezpečnosti a snášenlivosti nejúčinnějšího chinazolinového 

derivátu u samic outbredních myší.  
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Purinové deriváty 

 Screeningové testování 35 purinových derivátů na panelu 9 nádorových 

buněčných linií a jedné nenádorové linii lidských plicních fibroblastů. 

Stanovení růstového procenta (GP) pro každý testovaný derivát. 

 Zjištění chemosenzitizačního účinku jednotlivých purinových derivátů 

v kombinaci se standardním chemoterapeutikem doxorubicinem na panelu 

nádorových buněčných linií.  
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3 MATERIÁL A METODIKY 

3.1 Buněčné kultury a kultivační podmínky 

Vybrané lidské nádorové buněčné linie HL-60 (akutní promyelocytární leukemie), 

Jurkat (akutní T-buněčná leukemie), MOLT-4 (akutní lymfoblastická leukemie), 

A549 (adenokarcinom plic), H1299 (karcinom plic), COLO-201 (kolorektální karcinom), 

HT-29 (kolorektální karcinom), SW-480 (kolorektální karcinom), AGS (adenokarcinom 

žaludku), PANC-1 (karcinom pankreatu), A2780 (adenokarcinom vaječníků), 

HeLa (karcinom děložního čípku), BT-549 (triple-negativní karcinom prsu), 

MCF-7 (adenokarcinom prsu), MDA-MB-231 (triple-negativní karcinom prsu), 

SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (normální lidské plicní fibroblasty) byly zakoupeny 

od firmy ATCC (American Type Culture Collections – USA) či Sigma-Aldrich (USA). 

Buněčné linie byly nasazeny podle předem stanovené optimální hustoty 

(500 - 50x103 buněk/jamku) do 96jamkové destičky a kultivovány v kontrolované 

atmosféře 5% CO2 při 37 °C v příslušném kultivačním médiu dle metodických instrukcí. 

Normální lidské fibroblasty (NHDF) použité pro experimenty s chinazolinovými deriváty 

byly izolovány z lidské pokožky odebrané během plastické operace. Pacienti podepsali 

informovaný souhlas podle Etické komise Lékařské fakulty a Fakultní nemocnice 

v Hradci Králové.  

Buněčné linie nasazené v 96jamkové destičce byly kultivovány přes noc. Buňky 

byly pravidelně pasážovány po dosažení 70% konfluence pomocí trypsin-EDTA (Sigma, 

USA). Pro kontrolu viability a proliferace byly buňky při každé pasáži po obarvení 

trypanovou modří počítány v Bürkerově komůrce. Všechny experimenty byly provedeny 

s buňkami z časných pasáží (<12). 

 

3.2 Cytostatika 

Chinazolinové (Obr. 5) a purinové (Obr. 6) deriváty byly syntetizovány Ústavem 

toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictví v Hradci Králové a Centrem 

biomedicínského výzkumu Fakultní nemocnice v Hradci Králové. Látky byly rozpuštěny 

v DMSO (Sigma-Aldrich, USA) na zásobní roztoky o koncentraci 10 mmol/l. 

Pro experimenty byl zásobní roztok ředěn vhodným kultivačním médiem tak, aby bylo 

dosaženo koncentrace 10 µmol/l. Buňky byly vystaveny působení inhibitorů samotných 

nebo v kombinaci s doxorubicinem po dobu 48 hodin.  
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Jako pozitivní kontrola byl použit doxorubicin (Sigma-Aldrich, USA). Zásobní 

roztok o koncentraci 1 mmol/l byl připraven rozpuštěním doxorubicinu ve sterilní vodě 

(Sigma-Aldrich, USA) a před každým použitím byl médiem naředěn na požadovanou 

koncentraci. Koncentrace doxorubicinu byla zvolena stanovením hodnoty IC50 

sloučeniny pro každou z buněčných linií. Byl použit doxorubicin v rozmezí koncentrací 

od 0,05 µmol/l do 1 µmol/l. Pokud není uvedeno jinak, buňky Jurkat a A2780 byly 

vystaveny 0,05 µmol/l doxorubicinu; A549, AGS a HeLa 0,1 µmol/l; HT-29, SAOS-2, 

MCF-7 a MRC-5 0,5 µmol/l a PANC-1 koncentraci 1 µmol/l doxorubicinu. 

Buňky byly rovněž vystaveny standardním inhibitorům DNA-PK (Sigma-Aldrich, 

USA) NU7441 (1 µmol/l) či NU7026 (10 µmol/l) a ATM inhibitoru KU55933 (Merck, 

ČR) (10 µmol/l). Maximální koncentrace DMSO v kultivačním mediu byla 0,1 %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Nově syntetizované 3,4-dihydrochinazolinové deriváty 10a-k, 12 a 14a-e. 

(převzato z: Pospisilova et al. 2019) 
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3.3 Stanovení cytotoxicity 

Ke zjištění cytotoxického efektu cytostatik byl použit WST-1 test (Roche, 

Německo), díky kterému lze spektrofotometricky stanovit množství metabolicky 

aktivních buněk. Princip testu spočívá ve štěpení tetrazoliové soli (WST-1 činidlo) 

buněčnými enzymy (mitochondriální dehydrogenasy) na nerozpustný formazan. 

Množství formazanu koreluje s množstvím životaschopných buněk. 

Do jedné jamky 96jamkové destičky (Sigma, USA) byly nasazeny buňky (17 linií) 

ve 150 µl kultivačního média a inkubovány 24 hodin (37 °C, 5 % CO2). Po přisednutí 

buněk byly přidány testované látky v požadovaných koncentracích. Za 48 hodin 

od ovlivnění bylo do každé jamky přidáno 50 µl WST-1 činidla. Po 3 hodinách inkubace 

bylo provedeno výsledné měření absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite M200 

(Tecan Group, Švýcarsko) při vlnové délce 440 nm. 

 

3.4 Měření aktivity kaspas 

K detekci aktivity kaspasy 3/7, kaspasy 8 a kaspasy 9 byl použit kit 

Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega, USA) dle pokynů výrobce. Metoda je založena 

Obr. 6 Nově syntetizované série purin-6-on a pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-on derivátů. 
(převzato z: Andrs et al. 2018) 
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na rozkladu specifických chemiluminiscenčních substrátů příslušnými kaspasami. 

Substrát se štěpí za uvolnění aminoluciferinu, jež je substrátem luciferasy. Přidání činidla 

Caspase-Glo® 3/7 má za následek buněčnou lýzu následovanou kaspasovým štěpením 

substrátu a generováním luminiscenčního signálu. 

Do každé jamky 96jamkové destičky bylo nasazeno 1 x 104 předem ovlivněných 

(48 hodin) buněk HT-29 v 50 µl kultivačního média. Buňky byly poté inkubovány 

po dobu 30 minut s 50 µl Caspase-Glo Assay reagentem. Luminiscence byla měřena 

za použití spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Švýcarsko) a generovaný 

signál byl úměrný množství aktivity kaspas.  

 

3.5 Analýza buněčného cyklu 

Ke stanovení zastoupení jednotlivých buněk v buněčném cyklu bylo využito 

flow-cytometrického měření obsahu DNA. Princip metody spočívá v tom, 

že v jednotlivých fázích buněčného cyklu obsahuje buňka ve svém jádře rozdílné 

množství DNA. Pro detekci množství DNA je používán propidium jodid (PI), který je 

schopen pronikat do buňky narušenou cytoplazmatickou membránou a tam 

se nespecificky vázat na strukturu DNA.  

Buňky HT-29 byly ošetřeny 0,5 µmol/l doxorubicinem, 10 µmol/l NU7026 

a 10 µmol/l 14d samostatně či v kombinaci s doxorubicinem po dobu 24 a 48 hodin. 

Poté byly buňky sklizeny trypsinizací, promyty dvakrát ledovým PBS pufrem 

(Invitrogen, USA) a fixovány minimálně 1 hodinu při 4 °C v 70% ethanolu (Penta, ČR) 

pro jejich permeabilizaci. Po odstranění ethanolu centrifugací byly buňky dvakrát 

promyty v PBS a inkubovány 5 minut při pokojové teplotě v citrátovém pufru (192 ml 

0,2 mol/l Na2HPO4 (Merck, ČR) + 8 ml 0,1 mol/l kyselina citrónová (Penta, ČR), 

pH = 7,8) pro extrakci nízkomolekulárních fragmentů DNA. Poté byly buňky obarveny 

propidium jodidem ve Vindelově roztoku (1ml 1 mol Tris pH=8 (Sigma-Aldrich, USA), 

1 mg RNasy (Sigma-Aldrich, USA), 100 μl Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA), 60 mg 

NaCl (Penta, ČR), 5 mg propidium jodidu (Sigma-Aldrich, USA) a destilovaná voda 

do 100 ml) při 37 °C po dobu 1 hodiny. Obsah DNA byl stanoven průtokovým 

cytometrem CyAn ADP (Beckam Coulter, USA). Data byla analyzována pomocí 

softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA). K odstranění dubletů 

a vícenásobných multipletů při analýze DNA průtokovou cytometrií byl použit soubor 

opatření, které měly zamezit výskytu těchto buněčných artefaktů ve vlastním 
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analyzovaném vzorku. Pomocí barevné vícenásobné gating analýze byly vyřazeny 

agregáty s vysokou šířkou pulsu a barevně označeny buňky s vysokými hodnotami FSC 

(forward scatter, přímý rozptyl) a SSC (side scatter, boční rozptyl). Při analýze 

programem Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, USA) byl vytvořen histogram šířky 

pulsu (pulse width) signálu versus jeho plocha (area) pro fluorescenční signál propidium 

jodidu v námi analyzovaném fluorescenčním kanálu. 

 

3.6 Elektroforéza a Western blotting 

Elektroforéza je separační technika založená na migraci nabitých molekul 

v elektrickém poli. Rychlost migrace závisí na síle pole, velikosti náboje, tvaru a velikosti 

molekul, ale také na viskozitě a teplotě prostředí, ve kterém se molekuly pohybují. 

Je jednoduchá, rychlá a vysoce citlivá. Jako nosná matrice pro vzorek slouží papír, 

škrobový gel, agaróza nebo polyakrylamidový gel (Rybicki a Purves, 1996). 

SDS-PAGE je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti 

dodecylsíranu sodného (SDS) běžně používaná pro separaci proteinů (Schägger, 2006). 

SDS je aniontový detergent, který v proteinech narušuje nekovalentní vazby a molekuly 

ztrácí svou nativní konformaci - způsobuje jejich denaturaci. Na bílkoviny se váže 

v poměru 1,4:1 (SDS:protein). Dodecylsíran sodný uděluje polypeptidu záporný náboj 

v poměru k jeho délce, což umožňuje dělení proteinů podle jejich molekulové hmotnosti. 

Pro separaci proteinů je používána diskontinuální elektroforéza, která je složena ze dvou 

gelů, a to koncentračního s většími póry a separačního s menšími póry (Rybicki a Purves, 

1996). 

Western blot, známý také jako imunoblot, je důležitý postup pro imunodetekci 

proteinů následující po elektroforéze. Western blot umožňuje přenos proteinů 

z SDS-PAGE na adsorpční membránu, nejčastěji nitrocelulózovou 

nebo polyvinylidendifluoridovou (PVDF). Na jejím povrchu následuje detekce 

specifickými protilátkami. Blotované proteiny tvoří přesnou repliku gelu, která se ukázala 

jako vhodný výchozí krok pro řadu experimentů (Kurien a Scofield, 2006). 

 

Provedení 

Pro detekci specifických proteinů byly připraveny celobuněčné lyzáty 

z exponenciálně rostoucích buněk ošetřených 0,5 µmol/l samotného doxorubicinu 

nebo doxorubicinu v kombinaci s 10 µmol/l inhibitoru 14d či standardního inhibitoru 
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NU7026 a samotnými inhibitory 14d a NU7026 po dobu 4 a 24 hodin. Lyzáty pro analýzu 

byly připraveny za použití pufru pro buněčnou lýzu dle pokynů výrobce (Cell Signaling 

Technology, USA). Množství proteinu v jednom vzorku bylo kvantifikováno pomocí 

testu na kyselinu bicinchoninovou – BCA assay (roztok CuSO4:roztok bicinchoninové 

kyseliny – 1:50) (Sigma-Aldrich, USA). Po  kvantifikaci proteinu bylo naneseno stejné 

množství proteinu (20 µg) do polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE elektroforézu. 

Po elektroforetické separaci byly proteiny přeneseny na PVDF membránu (Bio-Rad 

Laboratories s.r.o., ČR). Membrána byla poté blokována v TBS-T pufru (Tris-buffered 

saline, 0.1 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)) s 5% mlékem (non-fat dry milk, Bio-

Rad). Následně proběhla inkubace po dobu 24 hodin při 4 °C s primární protilátkou 

namířenou proti sledovaným proteinům: p53, p53_serine 15 (Exbio, ČR), Chk1, 

Chk1_serine 345, Chk2, Chk2_threonine 68 (Cell Signaling, USA), β-actin 

(Sigma-Aldrich, USA). Po inkubaci byly membrány promyty v TBS-T a TBS a poté byly 

inkubovány s vhodnou sekundární protilátkou konjugovanou s křenovou peroxidasou 

(HRP) – polyklonální Goat anti-Mouse nebo Swine anti-Rabbit imunoglobuliny 

(DakoCytomation, ČR) v TBS-T s 5% mlékem po dobu jedné hodiny při pokojové 

teplotě. Navázání protilátek bylo vizualizováno pomocí chemiluminiscenčního 

detekčního kitu (Roche, ČR) a výsledný signál byl kvantitativně zachycen na 

autoradiografický film (Foma, ČR). Pro potvrzení správné nanášky proteinů byla každá 

membrána znovu inkubována pro stanovení β-actinu. 

 

3.7 Hodnocení toxicity in vivo 

Vzhledem k omezené rozpustnosti sloučeniny 14d byla tato látka podávána 

ve formě hydrochloridové soli za použití DMSO jako pomocného rozpouštědla 

(1 ml /1 kg tělesné hmotnosti). Z tohoto důvodu byla místo intravenózního podání zvolena 

cesta intraperitoneální. Pro tuto studii byly použity samice outbredních myší (kmen 

NMRI, průměrná hmotnost 33,5 g, SD 2,0 g)., které byly získány z Masarykovy 

univerzity (Brno, ČR). Péče o zvířata byla v souladu s doporučením Evropské unie 

a s Evropskou úmluvou o ochraně obratlovců používaných pro experimentální a jiné 

vědecké účely. Experimenty byly schváleny Etickou komisí Lékařské fakulty v Hradci 

Králové (Univerzita Karlova, ČR; č. MSMT33995 / 2017-3). Pro hodnocení maximální 

tolerované dávky (MTD) bylo vytvořeno šest skupin po dvou nebo třech myších. Bylo 

jim podáno 10 ml roztoku / kg tělesné hmotnosti. Dávky byly 5, 10, 15, 20, 25 a 30 mg/kg. 
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U zvířat byla sledována klinická skóre a úbytek hmotnosti (limit byl 10 % nebo 15 %) 

po dobu 5 dnů po aplikaci roztoku.  

 

3.8 Statistická analýza 

Pro statistické zpracování dat byl použit program Microsoft Office Excel 2013 

(Microsoft Inc., USA). Všechny statisticky hodnocené experimenty jsou vyjádřeny jako 

aritmetický průměr se standardní směrodatnou odchylkou a byly provedeny třikrát, pokud 

není uvedeno jinak. Ke zjištění signifikantních rozdílů mezi skupinami byl použit 

Studentův T-test a za statisticky významný byl považován rozdíl na hladině významnosti 

P ≤ 0,05. Hodnota IC50 byla vypočtena pomocí nelineární regrese za použití statistického 

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

4.1 Chinazoliny 

4.1.1 Test buněčné viability na panelu buněčných linií 

Pomocí testu WST-1 byl nejdříve určen inhibiční účinek každé sloučeniny samotné 

48 hodin po jejím působení. Testování proběhlo na screeningovém panelu 16 

nádorových a jedné normální buněčné linii s inhibitory o koncentraci 10 µmol/l 

(standardní koncentrace podle screeningové metodiky NCI-60 

- https://dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60). Jako pozitivní kontrola byl 

použit doxorubicin o koncentraci 1 µmol/l. 

Výsledky ukázaly, že derivát 10k měl nejvyšší inhibiční účinek, přičemž buněčná 

proliferace u 3 ze 17 linií byla snížena pod 50 % a u 12 buněčných linií pod 75 %. 

Sloučeniny 10e, 10f a 14d byly dalšími inhibitory s významným antiproliferativním 

účinkem (Obr. 7). Na základě těchto výsledků byly vybrány nádorové buňky karcinomu 

tlustého střeva HT-29 jako nejvhodnější modelová linie pro další testování, jelikož žádný 

z testovaných inhibitorů významně neovlivňoval proliferaci této buněčné linie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Cytotoxický účinek chinazolinových derivátů na vybraných nádorových liniích. Hodnota naměřeného signálu 

ovlivněných buněk je vyjádřena v procentech vztažených ke kontrole (100 %). Výsledky jsou znázorněny jako aritmetický průměr 

ze tří nezávislých měření, ± směrodatná odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25 %, 26-50 % a 50-75 % jsou zvýrazněny odlišnými 

barvami. 

Pro každý testovaný derivát byla vypočtena hodnota procenta růstu (GP). GP představuje průměr poklesu proliferace všech 

buněčných linií ošetřených stejným derivátem vyjádřené v procentech.

0-25 

26-50 

51-75 
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4.1.2 Stanovení IC50 doxorubicinu u buněk HT-29 

Dalším krokem bylo určení střední inhibiční koncentrace (IC50) standardního 

chemoterapeutika doxorubicinu u buněk HT-29. Jelikož DNA-PK je klíčovým enzymem 

při opravách dvouřetězcových zlomů zprostředkovaných NHEJ, byl jako modelové 

činidlo vybrán právě doxorubicin. Jedná se o protinádorové léčivo inhibující 

topoizomerasu II, která se podílí na replikaci DNA. Jestliže dojde k její inhibici, začnou 

vznikat DSBs. 

Buňky HT-29 byly vystaveny působení doxorubicinu po dobu 48 hodin a byl 

proveden WST-1 test. Hodnocení životaschopnosti buněk po ovlivnění doxorubicinem 

bylo stanoveno vzhledem k proliferaci neošetřených kontrolních buněk (100 %). Do grafu 

byly vyneseny hodnoty viability buněk (stanovené relativně k neovlivněné kontrole) 

a logaritmus koncentrace doxorubicinu. Pomocí softwaru GraphPad v 9.3.1 se provedla 

nelineární regrese. Z rovnice regrese se odečetla hodnota IC50 udávající koncentraci 

doxorubicinu, která snížila buněčnou viabilitu na 50 % v porovnání s kontrolou. Hodnota 

IC50 byla stanovena na 0,52 µmol/l (Obr. 8). 

Pro snazší výpočty následované ředěním látky jsme zvolili pro další experimenty 

koncentraci 0,5 µmol/l. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr. 8 Stanovení IC50 doxorubicinu na buňkách HT-29 pomocí WST-1 testu 48 hodin 

po působení chemoterapeutika.  
Hodnota naměřeného signálu ovlivněných buněk je vyjádřena v procentech vztažených 

ke kontrole (100 %). Výsledky jsou znázorněny jako aritmetický průměr ze tří nezávislých 

měření, ± směrodatná odchylka. 
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4.1.3 Chemosenzitizační účinek inhibitorů 

Byla testována schopnost chinazolinových derivátů potencovat účinky 

standardního chemoterapeutika doxorubicinu. Buňky HT-29 byly po dobu 48 hodin 

vystaveny působení 10 µmol/l chinazolinových derivátů v kombinaci s 0,5 µmol/l 

doxorubicinu. Do experimentu byl zahrnut, jako pozitivní kontrola, standardní inhibitor 

DNA-PK – NU7441 o koncentraci 1 µmol/l. 

Jak je znázorněné na Obr. 9, procento viabilních buněk ovlivněných samotnými 

inhibitory se pohybovalo v rozmezí od 76 do 114 %. Po působení samotného 

doxorubicinu o koncentraci 0,5 µmol/l došlo oproti kontrole ke snížení životaschopných 

buněk na 58 %. V kombinaci s inhibitory byl u buněk HT-29 pozorován signifikantní 

chemosenzitizační účinek u 13 ze 17 testovaných sloučenin. Nejvyšší senzitizační efekt 

měly deriváty 14c a 14d, jejichž působení v kombinované terapii s doxorubicinem vedlo 

k rychlé inhibici buněčného růstu. Procento životaschopných buněk bylo 10 % 

(14c + dox) a 8 % (14d + dox).  

Deriváty 10a, 10c, 10g a 10i nezpůsobily v kombinaci s doxorubicinem významné 

snížení počtu viabilních buněk oproti samotnému doxorubicinu. I přesto, že u těchto 

derivátů nedošlo v kombinaci s doxorubicinem ke snížení počtu životaschopných buněk, 

můžeme předpokládat, že tyto inhibitory mohou působit v kombinaci s jiným typem 

protinádorového léčiva nebo na odlišnou nádorovou linii. 
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Obr. 9 Senzitizační účinek inhibitorů v kombinaci s doxorubicinem 

Graf představuje procentuální zastoupení živých buněk buněčné linie HT-29 po kombinované 

léčbě nově syntetizovaných inhibitorů (10 µmol/l) nebo standardního inhibitoru NU7441 

(NU; 1 µmol/l) s doxorubicinem (DOX; 0,5 µmol/l) po 48 hodinách inkubace. Hodnota 

naměřeného signálu ovlivněných buněk je vyjádřena v procentech vztažených ke kontrole 

(100 %). Výsledky jsou znázorněny jako aritmetický průměr ze tří nezávislých měření, 

± směrodatná odchylka. Za statisticky významný byl považován rozdíl na hladině P≤0,05, 

který byl stanoven pomocí Studentova T-testu. * - statisticky významný rozdíl oproti působení 

samotného doxorubicinu (P≤0.05) 
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4.1.4 Aktivace kaspas a indukce apoptózy 

Vliv kombinované terapie inhibitorů s doxorubicinem na aktivaci kaspas 3/7, 8 a 9 

byl studován 48 hodin po ovlivnění buněk HT-29. Ovlivnění samotnými inhibitory 

nezpůsobilo žádné signifikantní změny v aktivitě kaspas. Významné zvýšení (P ≤ 0,05) 

v aktivitách kaspas 3/7 a kaspasy 9 bylo zjištěno, když byl derivát 14d nebo standardní 

inhibitor DNA-PK NU7441 kombinován s doxorubicinem (ve srovnání s účinkem 

samotného doxorubicinu). Aktivita kaspasy 8 byla významně zvýšena pouze v kombinaci 

inhibitoru 14d s doxorubicinem (Obr. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 10 Vliv testovaných sloučenin na aktivaci kaspas u buněk HT-29. 

Aktivita kaspas byla stanovena 48 hodin po léčbě (doxorubicin 0,5 µmol/l, 14d 10 µmol/l, NU7441 

1 µmol/l) u buněk lidského kolorektálního karcinomu HT-29. Hodnoty představují průměr ze tří 

nezávislých měření, ± směrodatná odchylka. Za statisticky významný byl považován rozdíl 

na hladině P≤0,05, který byl stanoven pomocí Studentova T-testu. * - statisticky významný rozdíl 

oproti působení samotného doxorubicinu (P≤0.05) 

Kaspasa 3/7 Kaspasa 8 

Kaspasa 9 
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4.1.5 Analýza buněčného cyklu 

K analýze buněčného cyklu buněk HT-29 byla po jejich ovlivnění doxorubicinem, 

14d a NU7026 použita průtoková cytometrie. Obr. 11 zobrazuje procentuální zastoupení 

buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu 24 a 48 hodin po léčbě. Aplikace samotných 

látek 14d a NU7026 nevedla k proporcionálním změnám ve srovnání s kontrolními 

buňkami po 24 i 48 hodinách. Ovlivnění samotným doxorubicinem vedlo k akumulaci 

buněk v G2 fázi (89 % - 24 h, 90 % - 48 h) a ke snížení počtu buněk ve fázi G1 (5 %  - 24 h, 

3 % - 48 h). Na druhou stranu nebyly zaznamenány statisticky významné proporcionální 

rozdíly v akumulaci buněk v G2 fázi u buněk léčených kombinovanou terapií 

(14d: 80 % - 24 h, 79 % - 48 h; NU7026: 86 % - 24 h, 83 % - 48 h) ve srovnání 

s doxorubicinem samotným. 
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Obr. 11 Flow-cytometrická analýza buněčného cyklu po ovlivnění buněk HT-29 

doxorubicinem, sloučeninou 14d a NU7026 samotnými či jejich kombinací. 

Obrázek znázorňuje procentuální zastoupení buněk HT-29 v jednotlivých fázích buněčného cyklu 

za 24 (A) a 48 (B) hodin od ovlivnění. Výsledky profilu buněčného cyklu vybrané z jednoho ze 

tří nezávislých experimentů. 
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4.1.6 Změny v expresi proteinů 

Pro zhodnocení proteinové exprese byla použita SDS-PAGE elektroforéza 

následovaná Western blottingem. Buňky HT-29 byly vystaveny účinku doxorubicinu, 

14d a NU7026 samotným a kombinaci inhibitorů s doxorubicinem. Posuzovány byly 

hladiny proteinů, které regulují buněčný cyklus a buněčnou stresovou reakci, konkrétně 

protein p53 a jeho fosforylaci na Ser 15, checkpoint kinasu 1 a její fosforylaci na Ser 345 

a checkpoint kinasu 2 a její fosforylaci na Thr 68 po 4 a 24 hodinách působení látek 

(Obr. 12). 

Samotný doxorubicin, doxorubicin v kombinaci s 14d i s NU7026 způsobily 

signifikantní upregulaci proteinu p53 jak po 4 hodinách, tak po 24 hodinách. Změny 

proteinu p53 jsou doprovázeny fosforylací na Ser 15. Zatímco samotný NU7026 způsobil 

pouze přechodné zvýšení množství p53, aplikace inhibitoru 14d způsobila zvýšení 

množství tohoto proteinu trvající po celou dobu trvání experimentu. Tato indukce nebyla 

doprovázena fosforylací na Ser 15.  

Dalšími proteiny odpovídajícími na poškozená DNA jsou checkpoint kinasy Chk1 

a Chk2. Doxorubicin samotný i v kombinaci s oběma inhibitory (14d či NU7026) vyvolal 

fosforylaci Chk1 na Ser 345 a Chk2 na Thr 68, tudíž nebyly ovlivněny dráhy ATM a ATR. 

Pro kontrolu nanášky bylo na membránách stanoveno množství β-actinu. 
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Obr. 12 Indukce a aktivace vybraných proteinů u buněk HT-29 po ovlivnění testovanými 

sloučeninami. 

Detekce proteinu p53 a fosforylace p53 na Ser 15 (p53_15), detekce Chk1 a fosforylace na Ser 345 

(Chk1_345), detekce Chk2 a fosforylace na Thr 68 (Chk2_68) u buněk ovlivněných doxorubicinem 

(0,5 µmol/l), 14d (10 µmol/l) a NU7026 (10 µmol/l) samotnými a kombinací inhibitorů 

s doxorubicinem po 4 (A) a 24 (B) hodinách. 

Pro kontrolu nanášky bylo stanoveno množství β-actinu. Jednotlivé bloty reprezentují výsledky 

vybrané ze tří nezávislých experimentů; (C=kontrola). 
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4.1.7 Hodnocení toxicity in vivo 

Bezpečnost a snášenlivost sloučeniny 14d byly testovány u samic outbredních myší. 

Po dobu 5 dnů od intraperitoneálního podání roztoku byla sledována klinická skóre 

a ztráty hmotnosti zvířat.  

V provedeném experimentu žádná z dávek 14d nevedla ke zjevným klinickým 

příznakům ani ke ztrátě hmotnosti o více než 10 % s výjimkou jedné myši, která dostávala 

dávku 30 mg/kg tělesné hmotnosti. Uvedená myš ztratila 15 % své hmotnosti třetí den 

po aplikaci léčiva a do konce experimentu se opět zotavila. Z toho lze vyvodit závěr, 

že 30 mg/kg odpovídá MTD (Obr. 13). 

 

Den 

0 1 2 3 4 5 Dávka 

 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 maximální tolerované dávky.  
Tabulka zobrazuje tělesné hmotnosti myší v gramech po dobu 5 dnů. Žádná z myší nepřekročila 

úbytek tělesné hmotnosti o 15 % po aplikaci sloučeniny 14d. S výjimkou jednoho zvířete 

ze skupiny, které byla aplikována dávka 30 mg/kg, nepřesáhl úbytek tělesné hmotnosti 10 %. 
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4.2 Puriny 

4.2.1 Proliferace a procentuální zastoupení živých buněk 

Všech 35 připravených sloučenin bylo hodnoceno na panelu devíti nádorových 

a jedné zdravé buněčné linii. V prvním kroku byl testován inhibiční účinek každé 

sloučeniny samotné. Výsledky ukázaly, že 33 z 35 testovaných inhibitorů nemělo 

antiproliferativní účinek na žádnou z deseti testovaných buněčných linií. Procento 

životaschopných buněk (GP) kolísalo v rozmezí 73 – 121 %, tudíž nebyla zaznamenána 

významná inhibice proliferace buněk (Obr. 14). Pouze dvě sloučeniny (11c a 11d) 

způsobily znatelné snížení životaschopnosti buněk jak nádorových, tak normálních 

zdravých. Inhibitor 11c vykázal největší antiproliferativní efekt, kdy snížil viabilitu buněk 

pod 50 % u osmi buněčných linií. U těchto linií se procento životaschopných buněk 

pohybovalo v rozmezí od 4 do 48 %. Vzhledem k antiproliferativním vlastnostem 

inhibitorů 11c a 11d i na nenádorovou buněčnou linii byly tyto sloučeniny vyloučeny 

z dalšího testování.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            Obr. 14 Cytotoxický účinek purinových derivátů na vybraných nádorových liniích.  

Hodnota naměřeného signálu ovlivněných buněk je vyjádřena v procentech vztažených ke kontrole (100 %). Výsledky jsou 

znázorněny jako aritmetický průměr ze tří nezávislých měření, ± směrodatná odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25 %, 

26-50 % a 50-75 % jsou zvýrazněny odlišnými barvami. 

Pro každý testovaný derivát byla vypočtena hodnota procenta růstu (GP). GP představuje průměr poklesu proliferace všech 

buněčných linií ošetřených stejným derivátem vyjádřené v procentech. 

0-25 

26-50 

51-75 

INH 4a 7a 4b 7b 4c 7c 4d 7d 4e 7e 4f 7f 4g 7g 10a 11a 10b 11b 10c

Jurkat 91 91 107 90 96 79 94 95 96 100 98 101 99 95 93 90 95 96 94

A2780 100 103 102 91 96 85 105 100 96 96 97 104 108 103 105 99 98 88 97

A549 104 103 93 107 99 103 108 110 106 93 105 104 113 99 105 111 114 108 107

HT-29 113 101 116 102 109 118 111 104 117 96 101 121 110 112 121 101 119 102 100

AGS 100 92 107 92 98 88 103 98 100 101 84 100 102 101 98 93 98 84 103

HeLa 86 90 100 87 86 85 91 97 97 77 82 102 98 99 103 97 99 103 95

SAOS-2 96 102 102 98 91 94 97 102 103 103 95 102 102 99 99 101 106 97 102

PANC-1 100 92 96 79 73 85 92 102 98 105 96 104 105 104 89 93 100 104 94

MCF-7 97 104 99 93 108 104 110 106 106 104 101 103 105 110 105 114 101 103 118

MRC-5 104 102 106 93 93 95 95 103 106 101 101 108 107 101 99 97 105 104 103

mean 99 98 103 93 95 94 101 102 103 98 96 105 105 102 102 100 104 99 101

smodch 7,130764 5,506039 6,111081 7,459949 10,00327 11,28252 7,345058 4,143986 6,100007 7,659855 7,150598 5,759457 4,658499 4,907636 8,0926 7,402014 7,294813 7,262694 6,967721

INH 11c 10d 11d 15a 15b 15c 15d 15e 15f 15g 15h 15i 18a 18b 18c 18d NU7441 KU55933 NU7026

Jurkat 4 93 11 92 99 95 94 87 98 107 107 94 96 108 111 82 99 77 86

A2780 26 105 33 104 98 104 97 104 102 99 105 102 101 110 106 99 94 94 77

A549 29 105 83 97 107 111 105 95 89 89 94 97 97 111 116 94 103 98 79

HT-29 61 92 66 89 95 95 93 110 94 81 90 96 103 96 99 98 104 99 93

AGS 28 108 35 95 93 99 104 96 62 37 94 98 100 97 97 102 92 95 88

HeLa 12 100 23 89 97 98 94 106 44 76 93 110 90 99 91 137 105 106 95

SAOS-2 30 99 57 97 97 95 102 86 62 91 99 115 103 106 97 98 97 98 93

PANC-1 48 103 73 79 81 93 95 92 103 106 99 105 107 109 107 104 103 114 103

MCF-7 63 101 65 92 82 89 104 92 83 93 80 99 108 113 115 113 96 106 78

MRC-5 24 106 61 91 95 94 100 95 76 96 98 105 102 102 105 89 101 103 94

mean 33 101 51 93 94 97 99 96 81 88 96 102 101 105 104 102 99 99 89

smodch 18,1999 5,159998 22,30112 6,157316 7,457561 5,880171 4,568294 7,576939 18,92436 19,28013 7,306741 6,372424 5,141843 5,816719 7,92192 14,22111 4,183438 9,245203 8,233896
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4.2.2 Chemosenzitizační účinek inhibitorů 

Screening chemosenzitizačního účinku byl proveden na panelu 10 buněčných 

linií s 33 inhibitory v kombinaci s příslušnými koncentracemi standardního 

chemoterapeutického činidla způsobujícího DSB – doxorubicinem (Obr. 15, Obr. 16). 

Schopnost potencovat účinek doxorubicinu byla pozorována u pěti sloučenin na sedmi 

různých nádorových buněčných liniích. Kombinace inhibitorů s doxorubicinem vedla 

ke snížení viability buněk ve srovnání s doxorubicinem samotným. Jako nejúčinnější 

inhibitory se projevily sloučeniny 4f, 10b, 15g, 7e a 15f  s hodnotami GP 27 %, 29 %, 

30 %, 37 % a 43 % (Obr. 17). Nejcitlivějšími buněčnými liniemi byly A549, HT-29, AGS, 

HeLa, SAOS-2, PANC-1 a MCF-7. Zajímavostí je, že nebyl pozorován žádný 

chemosezitizační efekt u leukemické buněčné linie Jurkat a u buněk rakoviny vaječníků 

A2780. Stejně tak tomu bylo u buněk normálních lidských fibroblastů MRC-5.  
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Obr. 15 Cytotoxický účinek purinových derivátů v kombinaci s doxorubicinem na vybraných nádorových liniích.  

Hodnota naměřeného signálu ovlivněných buněk je vyjádřena v procentech vztažených ke kontrole (100 %). Výsledky jsou 

znázorněny jako aritmetický průměr ze tří nezávislých měření, ± směrodatná odchylka. Hodnoty v intervalech 0-25 %, 26-50 % 

a 50-75 % jsou zvýrazněny odlišnými barvami. 

Pro každý testovaný derivát byla vypočtena hodnota procenta růstu (GP). GP představuje průměr poklesu proliferace všech 

buněčných linií ošetřených stejným derivátem vyjádřené v procentech. 

 

INH+DOX 4a 7a 4b 7b 4c 7c 4d 7d 4e 7e 4f 7f 4g 7g 10a 11a 10b 11b

Jurkat 71 72 80 62 69 63 72 75 74 74 57 68 70 70 62 64 61 64

A2780 48 49 49 44 47 43 47 49 54 47 39 49 52 49 43 47 43 45

A549 89 101 98 96 101 85 92 77 89 15 3 81 92 99 87 99 12 86

HT-29 54 63 55 63 57 63 64 59 43 24 27 37 54 68 59 64 20 41

AGS 62 67 70 63 71 54 49 49 65 43 3 37 41 63 58 64 10 48

HeLa 78 66 72 68 76 66 76 69 65 17 0 54 68 67 62 65 7 57

SAOS-2 72 71 61 55 59 64 67 71 58 29 24 63 70 73 65 65 25 61

PANC-1 58 61 60 59 60 56 62 59 44 30 27 40 56 55 53 58 29 45

MCF-7 48 56 59 51 53 50 52 45 18 15 16 13 36 54 50 50 14 17

MRC-5 90 86 76 71 78 84 88 89 83 72 74 86 93 90 76 69 71 81

mean 67 69 68 63 67 63 67 64 59 37 27 53 63 69 62 64 29 54

smodch 14,88328 14,17877 13,77365 13,35319 14,85101 12,69576 14,49496 13,70159 19,96519 20,88498 22,91618 21,24256 18,18414 14,92887 11,92546 13,30505 19,17262 16,71735

INH+DOX 10c 10d 15a 15b 15c 15d 15e 15f 15g 15h 15i 18a 18b 18c 18d NU7441 KU55933 NU7026 DOX

Jurkat 71 69 83 81 83 69 98 75 66 77 71 69 77 87 54 69 58 70 78

A2780 44 56 55 54 53 49 50 44 47 54 58 50 58 51 49 55 65 44 55

A549 98 83 77 79 76 83 114 43 9 66 71 103 104 103 104 81 75 58 93

HT-29 58 49 48 63 54 68 62 25 13 30 49 53 68 66 116 64 63 66 54

AGS 66 64 71 66 71 73 51 27 53 84 80 73 72 82 85 57 76

HeLa 65 68 57 61 63 75 108 29 0 51 80 78 78 74 107 83 59 63 72

SAOS-2 69 71 66 70 73 79 80 32 30 62 75 71 81 79 74 80 56 58 75

PANC-1 55 58 60 62 62 59 51 40 34 46 57 54 65 62 50 63 37 43 58

MCF-7 37 40 54 40 49 47 29 21 14 16 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 17,29612 21,30357 12,53379 17,74268 18,96679 14,44532 15,16562 15,16562 11,90402 14,33382 13,3273
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Obr. 16 Chemosenzitizační účinek inhibitorů v kombinaci s doxorubicinem. 

Hodnota procenta růstu (GP) byla vypočtena pro každý inhibitor samotný a pro kombinaci 

inhibitorů s doxorubicinem. GP je průměr životaschopnosti (vyjádřeno jako procento vztažené 

ke kontrole) 10 buněčných linií ošetřených stejným inhibitorem samotným nebo inhibitorem 

v kombinaci s doxorubicinem.  

Za statisticky významný byl považován rozdíl na hladině P≤0,05, který byl stanoven pomocí 

Studentova T-testu. * - statisticky významný rozdíl oproti působení samotného doxorubicinu 

(P≤0.05) 
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Obr. 17 Chemosenzitizační účinek pěti nejúčinnějších inhibitorů. 

Každý graf představuje životaschopnost deseti buněčných linií po inkubaci s pěti vybranými 

nejúčinnějšími inhibitory 4f, 7e, 10b, 15f a 15g a s inhibitory v kombinaci s doxorubicinem. 

Koncentrace doxorubicinu byla vybrána pro každou buněčnou linii individuálně podle její 

citlivosti. Hodnoty naměřeného signálu ovlivněných buněk jsou vyjádřeny v procentech 

vztažených ke kontrole (100 %). Výsledky jsou znázorněny jako aritmetický průměr ze tří 

nezávislých měření, ± směrodatná odchylka. Za statisticky významný byl považován rozdíl na 

hladině P≤0,05, který byl stanoven pomocí Studentova T-testu. * - statisticky významný rozdíl 

kombinované terapie oproti působení samotného doxorubicinu (P≤0.05) 
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5 DISKUZE 

Každoročně je v České republice diagnostikováno více než 87 000 nových pacientů 

se zhoubným novotvarem. Ročně v souvislosti s tímto onemocněním umírá asi 27 000 

pacientů. Hlavní protinádorové strategie jsou založeny na chemoterapii, radioterapii 

a chirurgické léčbě, a často jsou kombinovány s terapií biologickou. Chemoterapeutická 

léčba ovšem může narušit i zdravé tkáně, proto hlavním cílem při hledání nových 

protinádorových činidel jsou takové sloučeniny, které poškozují zdravé buňky co možná 

nejméně a současně působí selektivně vůči buňkám nádorovým.  

Cytostatická léčiva mají na nádorové buňky rozličné účinky. Závisí na typu buněk 

a jejich schopnosti poškození vyvolaná cytostatiky opravovat. Hlavním cílem mnoha 

konvenčních protinádorových látek je molekula DNA. Buňka má dvě hlavní možnosti, 

jak odpovědět na poškození dvoušroubovice DNA. Může dojít k přechodné zástavě 

buněčného cyklu v kontrolních bodech a buňka má tak čas tyto léze opravit. Proto je 

inhibice opravy poškození molekuly DNA nádorových buněk vyvolaném působením 

ať už chemoterapeutiky či ionizujícím zářením jednou z nejslibnějších strategií v moderní 

terapii rakoviny. Pokud totiž nedojde k její opravě například z důvodu rozsáhlého 

poškození nebo zmíněnou inhibicí, nastane druhá situace, a to odstranění poškozených 

buněk. To se děje nejčastěji procesem apoptózy (Tavecchio et al. 2012, Hakem 2008). 

Existuje velké množství regulátorů, které reagují na poškození DNA a jsou schopny 

zahájit její opravu. Tato práce se zaměřuje na rodinu fosfatidylinositol-3-kinasy, 

konkrétně na její IV. třídu označovanou jako kinasy příbuzné fosfatidylinositol-3 kinase. 

V odpovědi na léze DNA se uplatňují kinasy ATM, ATR a DNA-PK. Na poškození, 

která vedou ke vzniku jednořetězcových zlomů, reaguje kinasa ATR, na zlomy 

dvouřetězcové pak kinasy ATM a DNA-PK (Lempiäinen a Halazonetis 2009). Při hledání 

vhodného cíle bylo bráno v úvahu, že již existuje několik inhibitorů ATM a ATR 

se slibnými výsledky z preklinických studií, ovšem prozatím je zde nedostatek vysoce 

selektivních inhibitorů DNA-PK. 

DNA-PK je serin/threoninová kinasa skládající se z velké katalytické podjednotky, 

DNA-PKcs, a DNA-vázajícího heterodimeru Ku70/86. DNA-PK je zapojena do řady 

procesů, ovšem její hlavní význam spočívá v procesu reparace dvouřetězcových zlomů 

cestou nehomologního spojování konců – NHEJ (Neal a Meek 2011, Meek et al. 2008). 

Umění nádorových buněk reparovat poškození vyvolaná protinádorovými terapiemi je 

klíčové pro jejich další osud. Proto i DNA-PK je důležitým prvkem, jelikož se těchto 
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oprav účastní. Preklinické studie naznačují, že lidské buněčné linie s defektní funkcí 

DNA-PK (s funkční inaktivací heterodimeru Ku či DNA-PKcs), jsou hypersenzitivní 

in vitro jak na působení ionizujícího záření tak na některá další protinádorová činidla 

způsobující DSBs. Dále bylo prokázáno, že zvýšená hladina DNA-PK se často vyskytuje 

u nádorů rezistentních k léčbě.  Z toho vyplývá, že selektivní inhibitory DNA-PK jsou 

potenciálně využitelné jako prostředek k senzitizaci nádorových buněk vůči chemoterapii 

a radioterapii (Damia 2020). 

Počátky vývoje inhibitorů DNA-PK se opírají o dřívější studie, které se zabývaly 

syntézou malých molekul inhibitorů PI3K. Přirozeně se vyskytující bioflavonoid 

quercetin působil jako kompetitivní antagonista proti kinasové doméně PI3K a dalším 

proteinovým a lipidovým kinasám. Jeho neselektivita se projevila jako užitečná, 

jelikož byl následně použit jako modelová sloučenina k vývoji cílených inhibitorů 

(Mohiuddin a Kang 2019). Ostatně většina následných studií zabývající se syntézou 

nových inhibitorů DNA-PK vychází ze struktur již existujících sloučenin. Cílem je 

především vylepšení jejich vlastností týkajících se nedostatečné rozpustnosti látek, 

selektivity a metabolické nestability in vivo vedoucí k velmi krátkému biologickému 

poločasu v séru (Davidson et al. 2013). První dva identifikované a nejvíce citované 

inhibitory jsou wortmannin a LY294002. Ačkoli ani jeden z nich nebyl použit jako 

klinické léčivo, na bázi těchto dvou sloučenin bylo vyvinuto několik nových inhibitorů 

PI3K, které překonaly jejich nepříznivé vlastnosti (Zhu et al. 2015). Námi testované 

sloučeniny, které byly nově syntetizované Ústavem toxikologie Fakulty vojenského 

zdravotnictví v Hradci Králové a Centrem biomedicínského výzkumu Fakultní 

nemocnice v Hradci Králové, rovněž vycházely ze struktur již známých inhibitorů. 

U těchto nových látek došlo k modifikacím, které měly za cíl zabránit problémům 

s rozpustností při současném zachování afinity k DNA-PK a PI3K. 

V první části práce jsme se zabývali odpovědí panelu buněčných linií 

na monoterapii chinazolinovými a purinovými deriváty. Ve skupině chinazolinových 

sloučenin, kde proběhla podrobnější studie, jsme pro další testování vybrali buněčnou 

linii karcinomu tlustého střeva HT-29. U této modelové linie nedošlo k významnému 

ovlivnění proliferace samotnými deriváty.  

Dalším krokem bylo prokázat, zda jsou nové sloučeniny schopny potencovat účinek 

standardního chemoterapeutika doxorubicinu. Mnoho léků, zejména chemoterapeutik, 

interaguje s molekulou DNA buď vazbou do žlábku DNA, nebo dochází k interkalaci 

mezi báze. V důsledku toho jsou ovlivněny důležité funkce buňky, jako je replikace 
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nebo exprese proteinů. Doxorubicin je interkalátor DNA, hojně používaný v klinickém 

prostředí k léčbě široké škály malignit. Interakcí doxorubicinu s DNA může dojít 

k narušení polynukleotidové struktury, což vede k inhibici replikace a transkripce 

v důsledku jeho interference s enzymem topoizomerasou II (Jawad et al. 2019). 

Jako standardní inhibitor DNA-PK byl použit NU7441 o koncentraci 1 µmol/l. 

Jeho selektivita byla prokázána například v práci kolektivu Hardcastle et al., 

kdy koncentrace inhibitoru 100 µM neovlivnila aktivitu ATM a ATR a proti PI3K 

a mTOR vykazovala aktivitu pouze minimální (Hardcastle et al. 2005). Bylo prokázáno, 

že sloučenina NU7441 potencuje účinky chemoterapeutické léčby indukující poškození 

DNA u rakoviny prsu (Ciszewski et al. 2014), nádoru tlustého střeva (Zhao et al. 2006), 

B-buněčné chronické lymfocytární leukemie (Elliott et al. 2011), nemalobuněčného 

karcinomu plic (Yanai et al. 2017) a nazofaryngeálního karcinomu (Dong et al. 2018). 

Rovněž v naší studii tento standardní inhibitor prokázal synergický efekt 

jak s chinazolinovými, tak purinovými deriváty v kombinaci s doxorubicinem, 

a to zejména u buněčných linií nádoru tlustého střeva HT-29, adenokarcinomu žaludku 

AGS, adenokarcinomu plic A549, karcinomu děložního čípku HeLa, osteosarkomu 

SAOS-2, adenokarcinomu prsu MCF-7 a karcinomu pankreatu PANC-1.  

V rámci testování purinových derivátů byl v kombinaci s doxorubicinem dále 

použit standardní inhibitor DNA-PK NU7026 a inhibitor ATM KU55933. Oba zmíněné 

deriváty potencovaly účinek doxorubicinu zejména u buněk karcinomu pankreatu a prsu. 

Existuje mnoho studií zkoumající efekt těchto látek. Například Willmore et al. v roce 

2004 zaznamenali synergický efekt NU7026 v kombinaci s cytostatiky a IR 

u leukemických buněk (Willmore et al. 2004) a Niazi et al. u buněk karcinomu žaludku 

(Niazi et al. 2014). Inhibitor ATM pak senzitizoval buňky karcinomu prsu 

(Cowell et al. 2005) či radiorezistentní buňky rakoviny močového měchýře (Zhang et al. 

2015). 

V naší studii jsme rovněž dospěli ke zjištění, že hned 13 ze 17 nových testovaných 

sloučenin chinazolinových derivátů mělo signifikantní chemosenzitizační efekt 

na buňkách HT-29 v kombinaci s doxorubicinem. Schopnost potencovat účinek 

doxorubicinu byla zaznamenána i u skupiny purinových derivátů, kdy u pěti inhibitorů 

na sedmi buněčných liniích byl pozorován významný synergický efekt.  

Je známo, že doxorubicin zabíjí rakovinné buňky indukcí apoptózy, méně často 

pak prostřednictvím autofagie či senescence (Meredith a Dass 2016). Pro vyhodnocení 

způsobu buněčné smrti indukované kombinací doxorubicinu s nejúčinnějším 
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chinazolinovým senzibilizátorem 14d jsme testovali aktivaci kaspas, které jsou typické 

pro apoptózu. Zjištěním významné aktivace kaspas 3/7, 8 a 9 bylo odhaleno spuštění 

apoptotické kaskády. Můžeme tedy konstatovat, že iniciátorové kaspasy 8 a 9 byly 

aktivovány dimerizací z neaktivních prokaspas. Aktivované iniciátorové kaspasy 

následně štěpily neaktivní dimery efektorové kaspasy 3/7. Jedna aktivovaná efektorová 

kaspasa je schopna štěpit a aktivovat další efektorové kaspasy. Proces pak vede 

ke zrychlení zpětnovazebné smyčky aktivace kaspasy a apoptotické buněčné smrti. Tento 

efekt byl rovněž pozorován při ovlivnění buněk standardním inhibitorem NU7441 

v kombinaci s doxorubicinem, což je v souladu například s výzkumem 

Alikarami et al. 2017. Ve své studii zkoumali na buňkách akutní lymfoblastické leukemie 

(BCP-ALL) mimo jiné apoptotické události spojené s kombinovanou terapií buněk 

inhibitorem NU7441 a doxorubicinem. Pozorováním aktivace kaspas 3 a 9 dospěli 

k závěru, že inhibice DNA-PK pomocí NU7441 významně zesiluje apoptotický účinek 

standardního chemoterapeutika (Alikarami et al. 2017).  

Pomocí průtokové cytometrie jsme zjišťovali, zda inhibice aktivity DNA-PK 

ovlivňuje fáze buněčného cyklu u buněk HT-29. Akumulace buněk v G2 fázi byla 

pozorována jak kombinací doxorubicinu s inhibitorem 14d, tak se standardním 

inhibitorem NU7026. Buněčný cyklus byl zastaven z důvodu aktivace kontrolního bodu 

G2/M, který bezprostředně rozhoduje o vstupu buňky do mitózy. Tento fakt poukazuje 

na spuštění obranného mechanismu buněk vůči poškození DNA zkoumanými cytostatiky, 

kdy dochází ke zpomalení či úplnému zastavení buněčného cyklu (Lossaint et al. 2011). 

To je v souladu s pozorováním provedeným Zhao et al., kteří testovali inhibitor NU7441 

v kombinaci s doxorubicinem a etoposidem na buňkách SW620 (Zhao et al. 2006). V roce 

2014 si Pastwa et al. rovněž všimli zástavy buněčného cyklu v kontrolním bodě G2/M 

po aplikaci wortmanninu s cisplatinou a etoposidem u buněčné linie lidského 

glioblastomu M0529 (Pastwa et al. 2014).  

Odpověď na poškození molekuly DNA je v buňkách obratlovců kontrolována třemi 

druhy kinas – ATM, ATR a DNA-PK. Jelikož bylo naším cílem najít selektivní inhibitor 

DNA-PK, zaměřili jsme další výzkum na studium exprese proteinů, kterou zmíněné 

kinasy ovlivňují. Protein p53 má zásadní funkci v odpovědi buňky na poškození DNA 

a slouží jako substrát pro ATM. Jeho funkce je regulována řadou mechanismů. 

Pro účinnou degradaci p53 má důležitou úlohu protein Mdm2. Jestliže jsou buňky 

vystaveny stresu indukujícímu neopravitelné dvouřetězcové zlomy DNA, dojde 

za pomoci ATM k fosforylaci Mdm2 a p53 na Ser 15. Zvýšená fosforylace na Ser 15 
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znamená, že ATM kinasa není inhibována (Tichy et al. 2014, McKinnon 2004). V našem 

experimentálním postupu samotný doxorubicin, doxorubicin v kombinace s inhibitorem 

14d a standardním inhibitorem NU7026 způsobily významnou up regulaci p53. Aktivace 

a stabilizace p53 je spojena s řadou posttranslačních modifikací. Zde jsme pozorovali 

fosforylaci p53 na Ser 15 po indukci samotným doxorubicinem, stejně jako v kombinaci 

s inhibitory 14d a NU7026. Zajímavé je, že zatímco aplikace samotného NU7026 

způsobila pouze přechodné zvýšení množství p53, samotný inhibitor 14d zvýšil množství 

p53 a tento stav jsme pozorovali po celou dobu trvání experimentu. Po ovlivnění 

samotnými inhibitory nebyla pozorována fosforylace na Ser 15. 

Ústřední funkcí kinasy ATR je aktivovat protein kinasu Chk1 fosforylací na Ser 345 

a Ser 317. V menší míře je Chk1 fosforylována rovněž ATM (Blackford a Jackson 2017). 

Naopak protein kinasa Chk2 je po indukci dvojitých zlomů v molekule DNA přímo 

aktivována pomocí ATM, a to fosforylací na Thr 68 (Buscemi et al. 2006). Chk1 a Chk2 

mají klíčovou úlohu v odpovědi na genotoxický stres, kde slouží coby přenašeče signálů 

zprostředkovaných ATM a ATR z kontrolních bodů buněčného cyklu. V konečném 

důsledku jsou schopny buněčný cyklus zcela zastavit (Bartek a Lucas 2003). Dokázali 

jsme, že doxorubicin samotný a v kombinaci s oběma inhibitory 14d a NU7026 vyvolal 

fosforylaci Chk1 na Ser 345 a Chk2 na Thr 68, proto můžeme konstatovat, že dráhy ATM 

a ATR nebyly ovlivněny. K fosforylaci těchto kinas dochází v reakci na poškození DNA, 

kdy tyto substráty pro ATM a ATR umožňují buňkám oddálit progresi buněčného cyklu, 

opravit molekulu DNA či vyvolat buněčnou smrt (Ronco et al. 2017). 

Závěrem našeho experimentálního postupu bylo sledování vlivu sloučeniny 14d 

na samicích outbredních myší po dobu 5 dnů. Látka byla aplikována intraperitoneálně 

ve formě hydrochloridové soli a byly sledovány dva cílové parametry – úbytek hmotnosti 

a klinická skóre. Klinické příznaky byly hodnoceny pozorováním aktivity, vzhledu 

a tělesného stavu. Limit úbytku hmotnosti, totožně jako v práci Aston et al., byl určen 

na 10 % či 15 %, ovšem i 10% limit lze považovat za krok ke zdokonalení nastavení 

maximální tolerované dávky (Aston et al. 2017). Žádná z dávek sloučeniny 14d však 

nevedla ke ztrátě tělesné hmotnosti o více než 10 % s výjimkou jednoho případu, kdy myš 

ztratila 15 % své původní hmotnosti při podání maximální dávky (30 mg/kg) vzhledem 

k omezené rozpustnosti sloučeniny. Než však tato dávka může být považována 

za nejvyšší tolerovanou dávku v budoucí preklinické studii, je třeba brát v úvahu 

potenciální rozdíly mezi myšími kmeny (Festing 2010). 
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Pouze malý zlomek budoucích potenciálních léčiv na bázi inhibice DNA-PK došel 

do fáze klinického testování. Za zmínku jistě stojí první fáze klinických testů duálního 

inhibitoru DNA-PK a mTOR kinasy - C-115, kdy byla sledována jeho bezpečnost, 

farmakokinetika a farmakodynamika u pokročilých malignit. C-115 byl pacienty dobře 

tolerovaný s výskytem běžných vedlejších účinků jako je únava, nevolnost, snížená chuť 

k jídlu, trombocytopenie, hyperglykemie a další. Slibné výsledky byly pozorovány 

u pacientů s chronickou lymfatickou leukemií a u lymfomu z malých lymfocytů 

(Munster et al. 2019). V roce 2021 byla vydaná studie popisující první fázi klinických 

testů inhibitoru DNA-PK peposertibu (M3814) u pacientů s pokročilými solidními 

tumory. Peposertib prokázal mírnou účinnost a byl pacienty dobře tolerovaný 

(Bussel et al. 2021). 

Většina výzkumů inhibice DNA-PK se zaměřila na vývoj nízkomolekulárních 

látek. Všechny tyto studie však přinášejí slibné výsledky v buněčných systémech in vitro 

a jsou stále daleko od klinické aplikace kvůli jejich nepříznivým vlastnostem. Další 

možná strategie zacílení DNA-PK je její inhibice za pomoci protilátek (Damia 2020). 

Xiong et al. použili specifickou protilátku ScFv 18-2 konjugovanou s folátem, která 

do buněk vstupuje pomocí endocytózy zprostředkované receptorem folátu. Výsledkem 

byla signifikantní radiosenzitizace u buněk rakoviny plic (Xiong et al. 2012). 
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6 ZÁVĚR 

Hlavními cíli disertační práce bylo objasnit potenciální synergický účinek nově 

syntetizovaných chinazolinových a purinových derivátů se standardně používanými 

cytostatiky na vybraných lidských nádorových buněčných liniích a dále prostudovat 

mechanismus účinku nejúčinnější látky. 

Rozsáhlým screeningem na buněčných liniích jsme získali informaci o cytotoxicitě 

samotných derivátů. S ohledem na zjištěné výsledky byla pro další testování vybrána 

buněčná linie karcinomu tlustého střeva HT-29, jelikož samotné deriváty neovlivnily 

viabilitu buněk. Všechny následné experimenty pak probíhaly na této buněčné linii. 

V dalším kroku bylo úkolem stanovit poloviční inhibiční koncentraci doxorubicinu 

u buněk HT-29, a tato koncentrace poté figurovala v navazujících experimentech.  

Srovnáním účinku působení samotných derivátů a derivátů v kombinaci 

s doxorubicinem jsme zaznamenali velmi významný synergický efekt u chinazolinových 

sloučenin 14c a 14d. Sloučenina 14d byla na základě slibných výsledků podrobena 

patentovému řízení a zároveň námi vybrána pro detailní prostudování mechanismu 

účinku na buněčnou linii HT-29. Rovněž deriváty ze skupiny purinových inhibitorů byly 

podrobeny testování schopnosti potencovat účinek doxorubicinu. U pěti derivátů 

na sedmi buněčných liniích byl shledán signifikantní synergický efekt. 

Studiem vlivu kombinované terapie standardního terapeutika a chinazolinového 

inhibitoru 14d na distribuci buněčné populace v jednotlivých fázích buněčného cyklu byla 

zaznamenána akumulace buněk v G2 fázi. Cytotoxické působení kombinací léčiv 

na viabilitu buněk způsobil významné zesílení apoptotického účinku standardního 

chemoterapeutika doxorubicinu, což bylo dokázáno zvýšenou aktivitou kaspas. Díky 

sledování fosforylace klíčových proteinů bylo zároveň dokázáno, že námi studovaný 

inhibitor neovlivňoval při odpovědi na poškození molekuly DNA dráhy kinas ATM 

a ATR. Testování in vivo na samicích outbredních myší vykázalo relativně nízkou toxicitu 

a byla stanovena maximální tolerovaná dávka.  

Na závěr lze říci, že všechny stanovené cíle disertační práce byly úspěšně splněny 

a výsledky byly publikovány v impaktovaných časopisech (viz příloha č. 1 a č. 2). 

Sloučenina 14d se projevila jako velmi slibné protinádorové činidlo, které může sloužit 

například jako výchozí sloučenina pro vývoj nových terapeutik založených 

na chemosenzitizaci s vyšší kinasovou specificitou. 
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8 SEZNAM PŘÍLOH 
 

Příloha č. 1: Novel quinazolin-4-one derivatives as potentiating agents of doxorubicin 

cytotoxicity. 

Příloha č. 2: Purin-6-one and pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-one derivatives as potentiating agents 

of doxorubicin cytotoxicity. 
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Příloha č. 1: Novel quinazolin-4-one derivatives as potentiating agents of doxorubicin 

cytotoxicity. 
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Příloha č. 2: Purin-6-one and pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-one derivatives as potentiating agents 

of doxorubicin cytotoxicity. 
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