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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutick4 Fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Student: Katetfina Vejrychova

Skolitel: doc. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Martin Andrs

Nazev DP: Syntéza a biologické hodnoceni purinovych inhibitora fosfatidylinositol-

3-kinas a pribuznych proteinkinas II

Rakovina je zavazné onemocnéni s nejistou progndézou a narocnou lécbou.
MozZnosti terapie se neustale vyviji, ale stale neni k dispozici Gi¢inna 1é¢ba pro vSechny
typy nadorti, a tak se rakovina stale fadi mezi nejcastéjsi pfiiny umrti v celém svété.
Pacienti cCasto podstupuji konvenéni cytotoxickou terapii nebo radioterapii, které ale
maji fadu nezadoucich UCinkli a nejsou vzdy efektivni. Jednou velmi zkoumanou
moznosti, jak tuto lécbu zefektivnit je vyfazeni opravnych mechanismli poskozeni
DNA, ktera jsou podstatou tc¢inku radioterapie a nékterych chemoterapeutik. Pro tento
ucel jsou vhodné fosfatidylinositol-3-kinasam pfibuzné proteinkinasy, zejména pak
DNA-dependentni proteinkinasa (DNA-PK), protoZe se na opravé DNA zna¢nou mirou
podili. V ramci této diplomové prace bylo pfipraveno 12 potencialnich inhibitori DNA-
PK, ze kterych bylo 9 latek testovanych samostatné na 9 nadorovych a 1 nenddorové
bunécéné linii. Dvé latky byly cytotoxické. Zbyvajicich 7 sloucenin bylo podrobeno
chemosenzibilizacnimu testu v kombinaci s doxorubicinem za pouziti stejnych
bunéénych linii. Pouze jedna sloucenina, (33) vykazala velmi vyraznou

chemosensibilizaci nadorovych bunék a bude podrobena dal$im testam.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Student: Katefina Vejrychova

Supervizor: Assoc. Prof. RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.
Consultant: Mgr. Martin Andr§

Title of diploma thesis: Synthesis and biological evaluation of purine inhibitors of

phosphatidylinositol-3-kinases and related protein kinases II

Cancer is a serious disease with an uncertain prognosis and difficult treatment.
Nowadays, cancer is one of the most common causes of death worldwide. Options
of therapies are evolving every year; nevertheless, we still do not have effective
treatment available for all types of tumours. Patients often undergo conventional
cytotoxic therapy or radiotherapy, which unfortunately have many side effects and they
are not always effective. One of the highly researched ways how to make this treatment
more effective is to disrupt corrective mechanisms of DNA damage, which are the
essence of radiotherapy and some chemotherapeutics. For this purpose,
phosphatidylinositol-3-kinase-related  proteinkinases, especially DNA-dependent
proteinkinase (DNA-PK) seem to be very useful, because they are highly involved
in DNA repair. In this diploma thesis, 12 potential inhibitors of DNA- PK were
prepared, from which 9 substances were tested alone on 9 tumour and 1 non-tumour cell
lines. Two compounds were cytotoxic. The remaining 7 compounds has undergone to a
chemosensitization test in combination with doxorubicin using the same cell lines. Only
one compound (33) showed very significant chemosensitization of the tumour cells and

will be subjected to further tests.
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UvVOD

Rakovina je nejednotné onemocnéni projevujici se nadmérnou bunécnou
proliferaci. Existuje v fad¢ subtypl, znichz kazdy ma odlisné histopatologické a
biologické vlastnosti. Zhoubnd onemocnéni patii mezi jedna znejCastéjSich umrti

na celém svéte.

V ramci lékatského vyzkumu je vyzkum novych latek v terapii naddorového
onemocnéni rychle se rozvijejici se obor. Kazdy rok je pfipravena fada latek, prevazné
v ramci cilené terapie, které mohou byt vyuzity k terapii rakoviny. Nicméné nékteré
typy tohoto onemocnéni se cilenou terapii 1éCit nedaji, a proto je spousta pacientli

nezadoucich ucinku.

Jeden z novych piistupi k terapii spociva v inhibici systémil, které jsou nezbytné
pro opravu poskozené DNA nadorovych bunck. Tato oblast je intenzivné zkouména
svétovymi univerzitami i farmaceutickymi firmami a nedavno bylo schvéleno prvni
takto ptisobici 1é€ivo, inhibitor poly (ADP ribosa) polymerasy (PARP) — olaparib. Velké
nadéje se vkladaji také do inhibice tii piibuznych kinas: ataxia-telangiectasia mutated
(ATM), ataxia-telangiectasia RAD3-ptibuznd (ATR), DNA-dependentni proteinkinasa
(DNA-PK). Tyto kinasy jsou na vrcholu slozitych signalizacnich kaskad a od jejich
inhibice je ocekavana vyrazna senzibilizace bun€k na poskozeni DNA, ale také moznost

vyuZit jejich syntetickou letalitu, a cilit na nddorové buniky v monoterapii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rakovina

1.1.1 Definice

Rakovina je onemocnéni charakterizované nekontrolovatelnym bunéénym
délenim. Nadorové buniky se mohou délit lokdln¢ v misté vzniku a dale mohou napadat
¢i potlacovat okolni tkané. To miize vést k selhani funkei a nasledn€ i ke smrti okolni
tkdn€. Pomoci krve ¢i lymfatickych cest se mohou jednotlivé rakovinné bunky dostat
do jinych organt, kde se pozdéji mohou mnozit jako tzv. sekundarni nadory neboli
metastaza. Nadorové builkky se nemusi $ifit pouze krvi ¢i lymfou, ale také pomoci
kontinuity tkani nebo kanalikuldrnich cest, napf. zazivacim traktem nebo

tracheobronchidlnim stromem.

Nédory Ize délit na maligni a benigni. Benigni jsou pomalu rostouci novotvary
bez invaze do okolni tkédn¢€, bez produkce metastaz, a po jejich odstranéni jen vyjimecné
vznikaji recidivy. Naproti tomu maligni nddory jsou charakteristické rychlym délenim,

invazi do sousednich tkani, metastazemi a ¢astou recidivou.

Nadorové tkané mohou byt dobfe diferenciované, strukturou podobné
homologni tk&ni, nebo naopak mohou byt tvofeny nediferencovanymi embryondlnimi
bunikami. Solidni nadory jsou vytvofeny zmnoZenim zhoubnych bunék, které tak
vytvaii kus solidni (pevné) hmoty. Pii leukémii dochézi naopak k poSkozeni funkce

kostni diené a nasledné k deficitu Cervenych 1 bilych krvinek i krevnich desticek.[1]

1.1.2 Prevalence

Rakovina patiti mezi nejzdvazn€jsi choroby celého moderniho svéta.
Ve vyspélych zemich je toto onemocnéni jednou z nejcastéjSich pfi¢in amrti. Jeho
incidence rok od roku stoupd, coz je zpusobeno zejména riistem a starnutim populace,

ale také uspé&snou diagnostikou ranych stadii onemocnéni.[2, 3]
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Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny bylo v roce 2012 na celém
svete vice nez 70,5 milidond pacientl trpicich zhoubnym onemocnénim.[4] NejcastéjSim
typem rakoviny jsou kolorektalni karcinom, karcinom prsu, plic a prostaty. Prevalence

jednotlivych onemocnéni se 1i8i v zavislosti na geografické poloze.[4, 5]

V Ceské republice je umrti zptisobené zhoubnym nadorem (ZN) druhé
nejéastdjsi, hned po onemocnéni ob&hového systému. V soucasné dobé je v CR
evidovéano bezmala ptl miliénu onkologickych pacientii a kazdy rok je ptiblizné 77 000
pacientim zhoubné onemocnéni nové diagnostikovano, coz je téméi dvojnasobek oproti
roku 1990. NejcastéjSim typem rakoviny u nas je kolorektalni karcinom. V porovnani se
zbytkem Evropy je Ceska republika na 1. mistd v incidenci tohoto nadorového

onemocnéni.[6, 7]

1.1.3 Rizikové faktory

Rakovina je povazovana za multifaktoridlni onemocnéni, kde hraji roli jak
genetické, tak vngjsi vlivy. Nékteré faktory se pfenasSeji geneticky mezi ptibuznymi, ale
vetSin€ rizikovych faktorl lze pfedchazet spravnym zivotnim stylem. Nicméné vznik
rakoviny je ¢asto velmi nepfedvidatelnym procesem, ktery ani spravny zivotni styl

nemusi ovlivnit.[§]

Mezi nejvyznamnéj$i vnéjsi vlivy patii koufeni, alkohol a nevyvazend strava
spolu s obezitou a minimélni télesnou aktivitou.[8-13] Cigaretovy dym obsahuje
bezmala 7000 sloucenin, z nichZ minimalné 60 je povaZovano za karcinogenni latky.
Jedna se pfedevsim o aromatické uhlovodiky, které jsou oxidovany enzymy cytochromu
P450. Nasledné metabolity aromatickych uhlovodiki pak maji mutagenni ucinky
na DNA. Navic dochdzi k indukeci enzymi, ptfedev§im cytochromii CYP1A1/2,
CYP2D6 a CYP3A4. Tim dochazi ke zvySenému metabolismu, rychlejSimu
odbouravani a snizovani ucinku latek vyuZivajicich se pfi systémové terapii karcinomu

plic.[14]

Nadmeérnd konzumace alkoholu muze piispet k rozvoji rakoviny v oblasti Ust,
jicnu, zaludku, jater a tlustého stfeva. Ethanol ma pfimy vliv na bunky, kde dochazi

ke vzniku acetaldehydu. Jedna se v prvni fadé o bunky jaterni a buniky tlustého stieva.
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Alkohol podporuje produkci vysoce reaktivnich kyslikovych radikala (ROS), které
mohou poskodit DNA. Dale usnadiiuje absorpci karcinogenii uvoliiovanych

pti koufeni.[15]

Nevhodné slozeni stravy s pievahou tucného a piepaleného masa spolu
s nedostatkem ovoce a zeleniny mohou pii dlouhodobém uzivani vést az
ke kolorektalnimu karcinomu. Riziko je spojené suvoliiovanim znacného mnozstvi
dusikatych sloucenin a aromatickych polycyklickych uhlovodiki, které maji vysokou
mutagenni aktivitu.[9] Takové nevhodné slozeni potravy stoji za vysokym vyskytem

kolorektalniho karcinomu u nas.[6, 7]

U rakoviny prsu nové studie ukazuji mozny vliv obezity a vysokych hladin LDL
a VLDL cholesterolu vkrvi na vétsi riziko rozvoje ZN prsu, predevsim

u premenopauzalnich zen.[12, 16, 17]

Mezi neovlivnitelné faktory patii predev$im genetickd zatéz, ktera vyrazné
zvysuje riziko vzniku rakoviny, ale i postmenopauzalni vék zen u rakoviny prsu.[18-21]
Jednim z dllezZitych a téZko ovlivnitelnych faktorti je i sloZeni Zivotniho prostredi.
Jedna se predevSim o mutagenni latky typu furanond, nitrofurand, fungicidni latky,
halogenované benzaldehydy, kadmium ¢i polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto
latky se uvolnuji do ovzdusi pti vulkanické erupci, ale hlavnimi zdroji jsou spalovani
fosilnich paliv a ropnych produktl v pribéhu primyslové vyroby a pfi péstovani a

zpracovani potravin.[22, 23]

1.1.4 Klinicky obraz onemocnéni

Rakovina, jak jiz bylo feCeno, je onemocnéni Sirokospektré, postihujici rizné
organy a projevujici se riznymi symptomy. Mezi znaky, které mohou na rakovinu
poukazovat, patii naptiklad nepfirozend a silna bolest, inava, hmatatelna boule, ztrata
hmotnosti, zvySena teplota, nechutenstvi a zazivaci problémy. MiiZze se objevit i
krvaceni, pfedev§im pii onemocnéni traviciho traktu, ledvin, moc¢ového méchyie a plic.
Karcinom plic je charakteristicky silnym kaSlem, ktery neustupuje a omezuje pacienta

v dychani.[24]
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Vcasné ptiznaky rakoviny jsou dost nespecifické a casto jsou pacienty
ptehlizeny. Proto jsou ZN v mnoha pfipadech diagnostikovany az v pokrocilych
stadiich. Obecné plati, Ze ¢im vcasnéjsi diagndza, tim lepsi progndza. Proto se nyni
klade velky diiraz na poskytovani preventivnich vySetfeni, které mohou rozvijejici se
onemocnéni zachytit uz v ranych stadiich. Jedna se pfedevSim o screening rakoviny

dé€lozniho hrdla, prsu, a kolorektalniho karcinomu.[25, 26]

1.1.5 Patofyziologie

Vzniku rakovinného bujeni zpravidla vzdy predchazi mutace v DNA. Mutace
DNA mohou vznikat pfi replikaci ¢i transkripei, oxidaénim stresem, nebo mohou byt
zpusobeny vngj$imi faktory jako UV zafenim ¢i dal§imi mutagennimi latkami.
Poskozeni DNA byva celkem bézné, proto maji bunky velmi propracovany systém
oprav DNA. Nicméné¢ obcas mlze néjaka mutace uniknout kontrole. Vznikld mutace se

pak nemusi viibec projevit, mize vést ke smrti buriky, anebo se mtze dale §ifit.[27]

Zmény v uréitych kritickych genech pak mohou vést pifimo k iniciaci
rakovinného bujeni. Jednim typem té€chto gent jsou protoonkogeny. Jsou to geny, které
koéduji rizné regulacni proteiny nebo receptory, a pii jejich mutaci na onkogen mtize

dojit k poruse signalizace uvnitf buiiky, ktera se tak zacne nekontrolovatelné délit.[28]

Jako modelové signalni drahy lze zminit Ras/PI3K, mTOR a Ras/MAPK.
Ristové faktory aktivuji pies receptorovou tyrosinkinasu (RTK) Ras protein, ktery
prenasi impulsy efektorovymi drahami, hlavné fosfatidylinositol-3-kinasami (PI3K/Akt)
a mitogen-aktivovanou-protein-kinasou (MAPK).[29, 30] PI3K drdhy vedou ke
glykolyze diky zvySené expresi a membranové lokalizaci membranového transportéru
pro glukosu GLUT]1, stimuluji fosfofruktokinasu [31] a aktivuji mammalian target of
rapamycin (mTOR), jenZ se podili na biosyntéze lipidi a celkové ovliviiuje
metabolismus bunky.[32] Jako ptfiklad mutace v této draze lze uvést gen PK3CA,
kodujici podjednotku PI3Ka. Tato mutace, Castd pii rakoviné tlustého stfeva, jater 1
prsu, produkuje vadnou PI3Ka kinasu, kterd je vysoce reaktivni a signalizuje buiice, Ze
ma dale rist a délit se. Velmi ¢asto byva zmutovan i Ras protein, ktery je pak stale

aktivni 1 v nepfitomnosti ristového faktoru.[33]
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Dalsi geny s pfimou spojitosti s rakovinou jsou tumor supresorové geny. Tyto
geny vétSinou koduji proteiny s represivni funkci, které brzdi a reguluji rast bunck.
P11 jejich mutaci opét dochazi k porusSe signalizace uvniti bun¢k, které¢ se dale mohou

delit.[34]

Jedna z nejcastéjSich mutaci rakovinnych bunék je mutace tumor supresorového
genu p53, tzv. strazce genomu. U bunék s touto mutaci dochdzi k porucham oprav
DNA, coz se projevuje dalSimi mutacemi a akceleraci vzniku a S§ifeni rakoviny.
Mimo to, dochédzi i ke zvySenému metabolismus glukosy a zvySenému mnoZstvi

uvoliiovaného laktatu.[35]

Kazda signéalni draha ma jednak aktivétory, tak i represory. Jiz vySe zminéna
signalni draha Ras/PI3K/mTOR je regulovana pomoci proteinu PTEN (phosphatase and
tensin homolog), ktery pfimo potlacuje signaly PI3K. Podili se tak na regulaci
bunééného cyklu, na kontrole bunécného déleni a v piipad¢ potieby se zlicastiuje i

navozeni apoptozy buniky.[36]

Rakovinové bujeni je otevieny, komplexni a adaptivni systém, kde se jednotlivé
slozZky nadorovych bun€k mohou ménit v ase a prostoru a pfizpusobovat se
podminkdm prostfedi. Prechod ze zdravé buniky na bunku nadorovou je proces

vicestupiovy a zahrnuje mnoho procesii a signalnich drah.[37]

1.1.6 Metabolismus nadorovych bun¢k

Rychle se mnoZici buiiky potfebuji hojny a neptetrZity ptisun zivin.[38] Jejich
metabolismus tak spoc¢iva v glykolyze, kdy dochazi ke vzniku mensiho mnozstvi ATP
nez pii oxidativni fosforylaci. Jedna se o tzv. glykolyticky fenotyp, kdy se nador diky
mitochondrialni mutaci adaptuje na hypoxické prostfedi a neni schopen bunécného

dychani.[39]

U rostouciho nadoru dochézi ke vzniku stéle tézsich hypoxickych podminek[40],
proto dochazi ke zméndm v metabolismu glukosy za vzniku laktatu. Takové hypoxické
a kysel¢ prostiedi ndsledné zplsobuje chromozomalni nestabilitu, kterda mulze

zpusobovat vznik dalSich geneticky poskozenych bunék.[41]
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Pro rtst bun¢k je potfebny zvySeny pfisun glukosy a glutaminu. Glukosa se
metabolizuje glykolyzou na pyruvat, ktery vstupuje do Krebsova cyklu, nebo se
vyluCuje v podobé¢ laktatu. Tato pfeména z pyruvatu na laktat je zapotiebi k regeneraci
NAD+, ktery je nutny pro proces glykolyzy. Glukosa spolu s aminokyselinami jsou
dalezité pro vyrobu nukleovych kyselin prostiedim pentosofosfatové cesty. Zvysena

glykolyza spolu s biosyntézou lipidi jsou typické pro rychle se dé€lici buiiky.[42]

Uvolnéni laktatu ptispiva k metabolické acidoze, kterd se u pevnych nadorii
bézné vyskytuje. Kyselé prostiedi brani normalni funkci imunitnich bunék a mize vést
ztraté aktivity T-lymfocyth. Takto lokalné potlacend imunita slouzi jako zéaklad
pro malignitu a jeji dalsi progresi. Metabolicky rozvrat zpusobeny acidozou je také

jednou z pficin mortality rakoviny.[43]
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Obrazek 1. Metabolismus délicich se bunck.[39] Délici buiiky vyzaduji ptisun glukosy,
ktera se prostfednictvim glykolyzy méni na pyruvat, ze kterého nasledné¢ vznika acetyl-
CoA. Ten vstupuje do Krebsova cyklu ve formé citrdtu nebo se vraci zpét do cytosolu,
kde je vyuzit pro syntézu lipidd. Glukosa miiZze byt mimo jiné vyuzita jako zdroj uhliku
pro piipravu ribosy-5-fostatupentosofosfatovou cestou, ze které se produkuje RNA a

DNA. Glykolytické produkty se spolu s glutaminem mohou vyuZivat pro vyrobu dalSich
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aminokyselin a bilkovin. Odpadni latky se vylucuji z buniky ve formé laktatu (vznikajici

vétsinou z glykolyzy) a amoniaku, latky vznikajici z metabolismu aminokyselin.

Vysoké mira proliferujicich nadorovych bunék nuti produkovat vice energie a
dalsi makromolekuly. Kli¢ovou roli hraji pyruvatkinasy (PK), jakozto posledni enzymy
glykolytické drahy, kdy se z fosfoenolpyruvatu stava pyruvat za uvolnéni ATP.
Ze 4 forem PK (L, R, M1 a M2)[44] je PKM2 pievladajici formou PK v rakovinnych
buiikdch a jeji aktivitu lze upravovat bunéénym potiebam.[45] Jeji nizka aktivita

podporuje vznik glykolytickych produktd pro dalsi biosyntetické cesty.[46]
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Obrazek 2. Signalizacni drahy regulujici metabolismus a proliferaci nadorovych

bun¢k.[39] Rastové faktory ovliviiuji metabolismus pfes Ras a PI3K. PI3K a MAPK

nasledné zvysuji glykolyzu a indukuji upregulaci transkripéni faktor SREBP (sterol
regulatory element-binding protein), ktery podporuje lipogenezi. mTOR hraje hlavni
roli metabolického spinace, aktivuje translaci proteinu, glykolyzu a lipogenezi. Myc je
hlavni onkogen podilejici se na upregulaci syntézy glutamatu, také zvySuje glykolyzu a
produkci laktatu. AMPK je kontrolni protein, reagujici na ATP, jehoZ funkce je Casto
v nadorovych buitkéch naruSena, ¢imz umoznuje buitkdm pfepindni mezi metabolismem

a katabolismem podle toho, jak je mnozstvi zZivin vzacné. p53 reguluje latkovou
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vyménu prostiednictvim up-regulace syntézy glutamatu a inhibici syntézy mastnych

kyselin a glykolyzy.

1.2 Lécba rakoviny

V soucasné dob¢ se vyuziva n€kolik 1écebnych procest k 1é¢bé rakoviny. Patfi sem
chirurgicka 1écba, coz je zakladni a nejstar§i metoda zahrnujici odstranéni nadoru
v misté patologického vzniku. Tato metoda je ovSem limitovana velikosti a umisténim
nadoru, napt. pfi nddorech v lymfatickych uzlinach nebo spinalnich nadorech, ale také
pii tvorbé metastaz. Casto se kombinuje s radioterapii nebo chemoterapii, které

umoznuji zmenseni ZN pted operaci, nebo zabranéni recidiv po operaci.

Radioterapie je zalozena na skutecnosti, ze ionizujici zafeni ni¢i nddorové bunky
diky zlomim v DNA. Moderni pfistroje dokdzou velmi piesné zacilit zafeni
na nadorovou tkan, nicméné je radioterapie stale velkou zatézi pro okolni tkané 1 cely
organismus. N¢které buiiky byvaji diky opravnym mechanismiim DNA resistentni, 1 tak

ale patii radioterapie mezi nejucinngjsi a nejcastejsi typy 1écby ZN.

Farmakologickéd (systémova) 1é¢ba se da rozdélit na konvenéni chemoterapii,
cilenou 1écbu, hormonalni terapii a paliativni 1é€bu. Chemoterapie je proces, pfi kterém
pusobi chemické latky na rychle se délici buniky. Vyhodou je, Ze plisobi na primarni
nador i metastdzy, ale velkou nevyhodou je, Ze plsobi cytotoxicky i na buiniky zdravé,

predevsim v oblasti gastrointestindlniho traktu ¢i kostni diené.[1]

Cilena lécba vyuziva Sirokou skalu piimych i nepfimych postupi v 1é¢be
rakoviny (viz dale). Pfimé postupy cili na nadorové signalni drahy bud’ monoklonélnimi
protilatkami, anebo léCivy s malou molekulou. Nepiimé postupy pisobi na nadorové
antigeny, které jsou exprimovany na bunécném povrchu a slouzi jako cil pro ligandy,
které mohou obsahovat rtizné druhy efektorovych molekul. Diky témto pfistupiim mize
terapie presné zacilit na nddorové builky, které obsahuji specifické protilatky nebo

peptidové ligandy, a zastavit déleni nadort.[47]

V sou€asné dobé se uplatituje i mnoho minoritnich typa 1écby ZN. Mimo jiz

zminénych zékladnich typti 1é€by mulZeme zminit i hypertermii, fototerapii nebo
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imunoterapii. Hypertermie zpisobuje 1éze v nadorovych buikach diky teploté
prevysujici 43°C. Takova teplota plsobi cytotoxicky hlavné na bunky v kyselém
prostiedi, jak je tomu pravé u nadoru. Byvé ¢asto pomocnou terapii k chemoterapii a
radioterapii. Fototerapie se vztahuje na pouziti fotosenzitivnich latek, které se akumuluji
v malignich tkanich a pfi piasobeni uréitych vlnovych délek zptisobuji destrukci
zhoubnych nadord. Imunoterapie je strategie vyuzivana do kombinaci k chirurgické
terapii, radioterapii ¢i chemoterapii. Vyuzivd aktivitu T-lymfocytl, které pulsobi
na nadorové buinky diky jejich specifickym antigenim na povrchu. Proto se

imunologické 1écba n¢kdy také fadi do systémové 1écby.[1]

1.2.1 Konven¢ni chemoterapie

Konvencni terapie je formou systémové 1écby rakoviny. Jeji Gcinek spociva
v ovlivnéni zakladnich funkci délicich se bun¢k, hlavné DNA replikace a transkripce a
cytoskeletu, ¢imz dochézi k zastaveni déleni ¢i smrti bunék. Podstatou této 1écby je
vetsi senzitivita nestabilnich a rychle se délicich nadorovych buncék nez bunék
zdravych. V soucasné dob¢ se nejvice vyuzivaji 4 skupiny konvenénich cytostatik. Jsou
to latky tvorici adukty s DNA, poskozujici syntézu DNA a nukleotidl, interagujici

s topoisomerasami a mitotické jedy.

Cytostatika tvofici adukty s DNA navozuji apoptdézu bunck, zplisobenou
kovalentni modifikaci nukleofilnich mist v DNA. Patii sem skupina latek vychézejicich
z dusikatého yperitu (cyklofosfamid, chlorambucil), alkansulfonovych kyselin
(busulfan), triazeny (temozolomid), derivaty nitrosomocCoviny (lomustin), nebo

komplexy platiny (cisplatina, karboplatina).

Antimetabolity poskozuji syntézu nukleotidi a funkci DNA. Mohou
napodobovat pfirozené se vyskytujici struktury jako kyselinu listovou (methotrexat),
purinové baze (merkaptopurin) ¢i pyrimidinové baze (5-fluorouracil, kapecitabin) nebo
mohou blokovat enzym ribonukleotidreduktasu (hydroxyurea), ktery se podili

na syntéze nukleotida.

Latky interagujici s topoisomerasami zpuisobuji pii replikaci zlomy, ¢imz je

u bunék vyvolana apoptoza. Jednd se o kamptoteciny (topotekan, irinotekan), které
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interaguji s topoisomerasou I, o podofylotoxiny (etoposid), které inhibuji topoisomerasu
II. Do této skupiny lze zaradit i internacni latky—antracykliny (doxorubicin, epirubicin),

které se zaclenuji do dvousroubovice DNA a tim také inhibuji topoisomerasu II.

Tzv. mitotické jedy se vazou na délici vieténka a blokuji tak bunéénou M fazi
(mitéza), kdy dochazi k rovnomeérnému bunécnému déleni. Patii sem alkaloidy rodu

Vinca (viblastin, vinkristin, vinorelbin) a Taxany (paklitaxel, docetaxel).[48]

Pfi terapii konvencnimi cytostatiky se pouzivaji maximalni tolerované davky
v opakujicich se intervalech, aby doslo ke zni¢eni co nejvétSiho poctu nadorovych
bunck a zaroveinn nebyl ohrozen pacient. Casto se také podava kombinacni 1é¢ba vice
cytostatiky, pro dosazeni maximalniho plisobeni kombinaci vice mechanismy ucink.
nezadoucich ucinkd. Ty lIze rozdélit na okamzité se projevujici a projevujici se
opozdéné. Rychle se projevujici ucinky jsou piedev§im nechutenstvi, zvraceni, inava,
prijem. Tyto projevy postupem casu odezni. Ptiznaky, které se mohou objevit i delsi
toxicitu, supresi kostni dien¢, naruSeni hormonalni rovnovéhy a kognitivnich funkci,

neuropatii ¢i sekundarni malignitu.[49]

1.2.2 Cilena terapie

Cilena 1écba vyuziva nejnovejSich poznatkii o vzniku jednotlivych typt ZN a
jejich fungovani. LéCiva cilené terapie jsou navrZena tak, aby interagovala se
specifickym cilovym proteinem, ktery ma rozhodujici tlohu v riistu nadoru nebo jeho
progresi. Tento pfistup je tak vrozporu s konvencni terapii, kterd zasahuje bunécné
struktury potfebné k rustu vSech bun¢k. Molekulova identifikace rakovinnych antigeni
otevird nové moZznosti pro vyvoj G€inné imunoterapie, terapie vyuzivajici protilatky, a
pfedev§im pro ligand-cilenou terapii. Mohou se kombinovat s chemoterapii Cci

radioterapii pro zlepSeni selektivity protinddorovych 1é¢iv a sniZeni jejich toxicity.[47]

Cilena léciva existuji ve dvou formach, jako monoklondlni protilatky a
nizkomolekularni inhibitory kinas. Terapie pomoci monoklonalnich protilatek navazuje

na Uspéchy imunoterapie. S pokrocilejsimi technologiemi bylo moZné pfipravit
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protilatky, které dokazou cilit a vazat se velmi specificky na bunécné struktury
nadorovych bunék. Jejich mechanismus je rGzny. Mohou se vazat a blokovat
receptorové tyrosinkinasy (RTK), coz jsou receptory rastovych signalt a u rakovinnych
bunck jsou cCasto nadmérné aktivni. Tzv. protilatkové konjugaty jsou kombinaci
imunoglobulinli nebo jejich fragmenti s vhodnou slozkou. Muze se jednat napf.
o toxiny, cytostatika ¢i radionuklidy. Diky imunoglobulinové ¢ésti, kterda ma antigenni

specificitu, dojde k nasmérovani efektorové slozky ptimo k nddorovym bunkam.[50]

V soucasné dob¢ se vyzkum zamétuje na pouziti nizkomolekularnich inhibitora
RTK 1 preceptorovych tyrosinkinas[51], coz jsou dulezit¢ mediatory signalizac¢nich
kaskad, které nasledné urcuji klicové role v riznych biologickych procesech, jako je
rust, diferenciace, metabolismus ¢i apoptdza. Navic se podileji na angiogenezi a
neovaskularizaci nadorové tkané€. Imatinib je prvni nizkomolekularni 1é¢ivo cilené
terapie v 1écbé nadorového onemocnéni, predevsSim v 1écbé chronické myeloidni
leukémie. Jeho mechanismus U¢inku spociva ve specifické inhibici fuzniho proteinu
BCR-ABL, ktery je specificky jen pro nadorové buiiky, a ktery fosforylaci aktivuje
celou tfadu proteind kliCovych pro proliferaci a diferenciaci hematopoetickych

bunék.[52]
1.3 Vyuziti oprav DNA v 1é¢bé rakoviny
1.3.1 DNA damage response (odpovéd’ na poskozeni DNA)

PoSkozeni DNA ptedstavuje pro buiiku velkou hrozbu, proto se u nich vyvinuly
slozit¢é mechanismy k odhaleni a opraveni DNA 1ézi, souhrnné nazyvané jako DNA
damage response (DDR, Obr. 3). Jedna se o slozitou signaliza¢ni sit’, kterd ma za kol

rozpoznat poSkozeni DNA, pozastavit bunécny cyklus a pokud to Ize, tak poskozeni

opravit, v opa¢ném piipad¢ nasmérovat buniku k apoptoze.

21



Replication stress
Oxidative damage

Chemotherapeutics
Radiation
v T ¥
Base
modifications Cross link
— Bulky lesion
Single-stand repair Nucleotide-excision Non-homologous end joining
Base-excision repair repair Homologous recombination

Obrazek 3. Druhy DNA poskozeni a jejich néasledné signalizacni drahy pro opravu
DNA.[53] Razné typy poskozeni DNA se mohou objevit v bunice v disledku chybné
replikace, vzniku volnych radikalli z oxidac¢niho stresu nebo ionizaci, UV zafenim ¢i
pusobenim chemoterapeutik. Tyto déje mohou zplsobit jedno nebo dvoutetézové zlomy
v DNA, modifikovat baze, zptisobovat kiizové vazby mezi fetézci DNA ¢i objemnymi

Iézemi narusit spiralovitou strukturu DNA.

Typtt DNA 1ézi je celd tada, stejné¢ tak i mechanismu, které nasledné DNA
opravuji. V ramci této diplomové prace se budu vénovat piedev§im dvouretézcovym
zlomim DNA (DSB, double strand breaks), které jsou t€émi nejvaznéjsimi typy DNA
poskozeni. DSB jsou zplUsobovany ionizujicim zafenim, nékterymi typy
chemoterapeutik, napf. inhibitory topoisomeras, reaktivnimi formami kysliku (ROS) a
mechanickym namdhanim chromozomi. Tyto zlomy nasledné aktivuji proteinkinasy

ATR, ATM a DNA-PK_.[54]

V poslednich dvou dekadéach jsou DDR velmi studovany pro svou vyuzitelnost
v ramci terapie nadorovych onemocnéni. VéEtSina soucasné konvencni protinadorové
terapie je zaloZena na poskozeni DNA, coz vede k odumieni nddorovych bunck. Takova
terapie je ale Casto ztizena rezistenci nadorovych bunék, protoze nadorové builky mayji
poskozené signalizacni drdhy pro bunécnou smrt a zaroven jsou schopny poskozenou

DNA opravit. Proto jsou v ramci soucasného vyzkumu zkoumany inhibice jednotlivych
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klicovych slozek systému oprav DNA, které by mohly vést k vyssi ucinnosti 1écby a

zaroven ke snizeni potfebné davky cytotoxickych agens.[55]

Krom¢ toho Ize inhibici cest zodpovédnych za opravu DNA pouzit i
v monoterapii, a to vyuzitim syntetickych letalnich interakci.[56] Synteticka letalita je
typ genetické interakce, kdy vyskyt jedné genetické udalosti neovlivni zivotaschopnost
buiky, ale u dvou udalosti ¢i poruch jiz vede ke smrti bunky ¢i celého organismu
(Obr. 4).[57] Vzhledem k tomu, Ze nddorové bunky obsahuji celou fadu riznych mutaci
a poruch, jsou tyto interakce velmi slibné pro vyvoj novych 1é¢iv. LéCiva piisobici timto
principem by tak méla byt velmi u€inna a naprosto selektivni viici nadorovym buitkam.

Tim to principem pusobi také olaparib, zatim jediné 1é¢ivé tohoto typu.[58]

PLPHO N

4 ¥ q ¥ i ¥

alive alve alive lethal

Obrazek 4. Schematické znazornéni syntetické letality. V tomto ptipadé delece pouze
genu A nebo pouze genu B nemd vliv na zivotaschopnost buiiky, ovSem inaktivace

obou genti najednou je smrtelna.[57]

1.3.2 Olaparib

Je prvni 1€¢iva latka vyuzivajici DDR a syntetické letality, kterd byla schvélena
pro 1é¢bu nadorti prsu a vajecnikli s mutaci v genu breast cancer 1 a 2 (BRCA1/2).
Jedna se o inhibitor poly (ADP ribosa) polymerasy (PARP), coz je dilezitd soucést
kaskady opravujici jednotfetézcové zlomy (SSB) v DNA, které vznikaji napiiklad
poruchami replikace DNA. Olaparib vyuzivd syntetické letality PARP s mutaci
BRCA1/2 tumor supresorovych gent, ktera déla tyto nadorové bunky extrémné citlivé
na inhibici PARP. Mutace BRCA jsou casté, jak uz ndzev napovidd, u rakoviny prsu,
ale vyskytuji se 1 u rakoviny vajec¢nikd. Inhibice PARP v BRCA1/2 mutovanych
buiikach vyvolava nahromadéni SSB a posléze i DSB a nakonec vede aZz k bunécné

smrti. Monoterapie olaparibem je vSeobecné velmi dobie sndsena, nezddouci ucinky se
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projevuji vétSinou ve formé€ nauzey, nechutenstvi, tnavy, prijmu a zmén v krevnim

obraze.[58]

1.3.3 Fosfatidylinositol-3-kinasam ptibuzné kinasy a jejich role v opravach DNA

V ramci DDR existuje mnoho moznych cilti pro inhibici. Mimo jiz zminéné
PARP inhibitory jsou také ve zkoumani inhibitory cyclin dependentnich kinas (CDK)
nebo checkpointkinas 1 a 2 (Chkl1/2). Velky potencidl se ale ocekdva od inhibice
fosfatidylinositol-3-kinasam piibuznych kinas (PIKK), které hraji pti DNA poskozeni
jednu ze zdkladnich roli. PIKK je skupina Sesti atypickych serin/treonin proteinkinas
strukturné odliSnych od klasickych proteinkinas. Jejich kinasovd doména je podobna
pravé PI3K, proto se PIKK nékdy oznacuji jako atypické proteinkinasy. Patii sem
kinasy hrajici roli vopravach DNA: ATM, ATR, DNA-PK, human suppresso
rof morphogenesis in genitalia-1 (hSMG-1), ddle mTOR, ktery hraje roli v metabolismu
buiiky a transformation/transcription associated protein (TRRAP), ktery vSak postrada

kinasovou aktivitu.[59]

Nézev ATM kinasa je odvozen od ataxie-telangiektazie (A-T), coz je
autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutaci v genu ATM. Onemocnéni se
vyznacuje extrémni radiosenzitivitou, chromozomadlni nestabilitou, predispozici
k rakoviné, anomadliemi v bunééném cyklu, imunodeficienci a neuropatologii.[60]Tato
kinasa je zodpovédna pievazné za opravu DSB (Obr. 5). ATR kinasa se pfevazné podili
na opravé SSB vzniklych pii replikaci, ale také se muze spolu s ATM podilet na oprave
DSB.[61] DNA-PK je holoenzym, ktery obsahuje DNA-PK katalytickou subjednotku
(DNA-PKcs) a dvé pevné spojené podjednotky Ku70 a Ku80. Podjednotky Ku dokazou
vytvoftit kruh s vysokou vazebnou afinitou kolem.[62] Pfi DSB se na zlomené konce

DNA navaZzou DNA-PKcs, které autofosforylaci aktivuji opravu DNA.[63]
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Obrazek 5. Systematické znazornéni mechanismu odpoveédi na poskozeni DNA.[64]
ATM, ATR a DNA-PK jsou na vrcholu signaliza¢ni sité. Aktivuji se rychle v zavislosti
na poskozeni Sroubovice DNA a nasledné aktivuji celou fadu substratii. Patii mezi né
predevsim kinasy Chkl a Chk2, které¢ spolu rovnéz fosforyluji centralni regulator a
tumor supresorovy protein p53, ktery nasledné vede k opravé DNA, zastaveni

bunécného cyklu inhibici CDK1 a CDK2 nebo k apoptoze.

Jak jiz bylo feceno, v reakci DSB se aktivuji zejména DNA-PK a ATM, ATR je
aktivovan u SSB.[54] Tyto proteinkinasy pisobi pies rizné mediatory a protein p53
na velké mnozstvi efektord, jako napiiklad CDK, které jsou timto zptisoben inhibovany.
Inhibice CDK zpomaluje nebo dokonce zcela zastavuje bunéény cyklus v kontrolnich
bodech, aby mohla byt DNA pted replikaci ¢i mitdézou opravena. Zaroven se aktivuji
reparac¢ni postupy, které opravi poSkozenou DNA. Opravy DSB se provadi dvéma
mechanismy: homologni rekombinaci (HR) zprostfedkovanou ATM kinasou a
nehomolognim spojenim konci (NHEJ) fizenym hlavné DNA-PK.[65, 66] Pokud je
poskozeni DNA zavazné, nasméruji tyto drahy buiiku k apoptoze.[54]
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1.41Inhibitory fosfatidylinositol-3-kinas pribuznych kinas

Prvnim objevenym inhibitorem PI3K a PIKK byl fungalni metabolit wortmannin
(1, Obr. 6). Kvili jeho nestabilité, vysoké toxicit¢ a hlavn¢ diky ireverzibilni
neselektivni inhibici se dalsiho klinického testovani nezucastnil.[67, 68]Velkym krokem
vpted byl objev syntetického specifického inhibitoru 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4 H-I1-
benzopyran-4-onu tzv. LY294002 (3), jenz strukturné vychazi z kvercetinu (2), ptirodné

vyskytujiciho se bioflavonoidu.[69]

Obrazek 6. Struktury wortmanninu (1), kvercetinu (2) a LY294002 (3).

Vyhodou LY294002 je jeho jednodus$i molekula a mnohem specificté;si
inhibice PI3K. LY294002 inhibuje nejenom PI3K ale také souvisejici proteinkinasy
DNA-PK, mTOR a dale n€kolik nesouvisejicich kinas jako je kaseinkinasa 2 (CK2) ¢i
glykogen synthasakinasa 3 (GSK3). Studie in vitro a in vivo ukazaly, ze LY294002 ma
fadu ucinkli: inhibice ristu bunck, zastaveni bunééného cyklu ve fazi GIl, anti-
angiogenni aktivita a indukce radiosenzitivity. Problémem LY?294002 je jeho Spatna
rozpustnost, nizkd biodostupnost, rychla metabolicka degradace a v neposledni fad¢ i
Siroké spektrum bunécnych cill, které by jist¢€ znamenalo i mnoho neZadoucich

&inkd.[64]

LY?294002 je kompetitivni inhibitor vazebného mista pro ATP na PI3K, které¢ je
velmi podobné i u pfibuznych proteinkinas jako mTOR nebo DNA-PK (Obr. 7).
Nejdilezitéjsi Cast struktury je tvofena morfolinovym kruhem, ktery vytvari vodikovou
vazbu s valinem v aktivnim misté. Tato interakce kinasa-ligand hraje pak klicovou roli
v inhibici enzymu a ptedstavuje tak zdkladni kdmen ve vyvoji novych inhibitort PI3K.
Néhrada morfolinového kysliku sirou, dusikem, hydroxymethylovou skupinou ¢i

methylenovou skupinou vede k vyznamné ztrat€ afinity. Modifikace ostatnich €asti
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struktury zpravidla nevede k tak vyraznému sniZeni inhibice kinas, naopak jsou
vyuzitelné pro ptipravu inhibitort selektivnich k jednotlivym ¢leniim PI3K 1 PIKK.[69]
Strukturnich obmén LY294002 bylo za ucelem ziskani selektivnich a ucinnych
inhibitort PI3K a PIKK provedeno mnoho. Nejcastéji se jednd o PI3K a mTOR
inhibitory, pficemz nejnovéjsi latky jsou origindlni struktuie jiz velmi vzdéaleny. Déle
jsou pfipravovany inhibitory DNA-PK, které¢ jsou LY294002 stale velmi strukturné
podobné. Inhibitori ATM a ATR je zatim velmi malo a vétSinou je jedna o struktury

odlisného pivodu.[64]

Obrazek 7. Molekulovy model interakce inhibitoru LY294002 s aktivnim mistem
PI3K, podjednotkou 110y. Morfolinovy kruh LY294002 je vodikovou vazbou navazan
s valinem (Val882). Chromonovy cyklus napodobuje adeninovy cyklus v ATP.
Karbonylova skupina poskytuje vodikovou vazbu s lysinem (Lys833) a fenyl je umistén

tak, ze odpovida ribose ATP.[64]

1.4.1 DNA-PK inhibitory odvozené od LY294002

VétSina DNA-PK inhibitord je strukturné velmi podobnd struktufe LY294002.
Mezi hlavni konstituéni Upravy patii zaména chromonového jadra za jiny heterocyklus,
ktery obsahuje karbonylovy kyslik, nebo substituce fenylu jinym substituentem. Fuazi

chromonového jadra s dalSim benzenovym kruhem ¢i minimalizaci jadra dochazi
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ke stejné inhibici DNA-PK. Slouceniny tohoto typu pak mohou slouzit jako vychozi
struktury dal§iho vyzkumu (Obr. 8).[70-72]

o]

4 5R=H
5A; R = 4-Cl
5B; R = 4-MeO

Obrazek 8. Struktury DNA-PK inhibitori s rozsifenym a zjednoduSenym jadrem.

Nejvyznamnéj§im derivatem s pfikondenzovanym aromatickym cyklem je
NU7026 (4). Tento derivat vykéazal 50x vyssi selektivitu vii¢i DNA-PK oproti PI3K.
Tento inhibitor zvySoval cytotoxicitu zpisobenou ionizujicim zafenim, ale sam o sobé
nemél na pieziti bunck témeét zadny vliv.[71] Nejvetsim problémem molekuly NU7026
byla jeji nizkd rozpustnost ve vod¢ a jeji rychly metabolismus, hlavné oxidace a
glukuronidace na C2 morfolinovém kruhu.[73] I tak tato latka poskytla velmi cenné
informace pro dal$i vyvoj jak inhibitori DNA-PK, tak i dalSich latek ovliviijicich
DDR.

Minimalizace jadra nabizi vice moZnosti pro zavedeni strukturni riznorodosti
v aromatické oblasti, proto byly tyto derivaty také hojné studovany. Jako vychozi jadra
byly pouzity pyran-4-ony (5, SA, 5B) a thiopyran-4-ony (6, 6A, 6B). Pyran-4-ony a
thiopyran-4-ony s lipofilnimi arylovymi substituenty mély srovnatelnou ¢i vyssi inhibici
DNA-PK v porovnani s LY294002. Oba derivaty maji velmi podobny profil t¢ink,
nicméné¢ pyran-4-ony maji tendenci byt UCinngjsi. Byly zkoumany 1 jiné polohy
aromatickych substituentl na jadrech latek 5 a 6, avSak UCinné byly jen derivaty se

substituci v poloze 6-.[70]
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Obrazek 9. Struktury chromonovych, chinolovych a pyridopyrimidonovych DNA-PK
inhibitord.

Nejvice derivatl vychazi ptirozené ze zékladniho 2-morfolino-chromen-4-onu.
Obdobn¢ jako u predchozich latek, kde vykazovala u¢inek pouze substituce v poloze 6-,
zde vykazovala Ucinek jen substituce v poloze 8-. Pfipojenim dibenzothiofenu vznikl
derivat NU7441 (7, Obr. 9), ktery inhiboval DNA-PK s hodnotou ICso 14nM a vice nez
stonasobnou selektivitou nad PI3K. Sloucenina 7 byla podrobena dal$im vyzkumiim,
které ukazaly jeji silnou buné¢nou radio- a chemo-senzibilizaci na riznych nadorovych
bunécnych liniich.[72, 74] Nejvétsim problémem NU7441 je jeho Spatnd rozpustnost ve

vod¢ a nizké peroralni biologicka dostupnost.[75]

Struktura molekuly NU7441 se stala piedlohou pro dalsi slouceniny
s podobnymi strukturalnimi rysy, jako jsou derivaty 8 a 9, které obsahuji chinolin-4-on
a pyridopyrimidin-4-on jako heterocyklickd jadra. Biologické aktivity téchto derivath
byly velmi podobné s NU7441, jak z hlediska aktivity, tak z hlediska selektivity.[72,
76]
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Obrazek 10. Struktura PI3K/DNA-PK inhibitoru KU-0060648 (10)

Z divodu S$patné rozpustnosti ve vodé a nevyhovujiciho farmakokinetického

profilu byla snaha o modifikaci pfedchozich struktur pfipojenim polarnich substituenti.
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Zavedenim ethylpiperazinu pies acetamidovy mustek vznikla molekula KU-0060648
(10, Obr. 10), ktera ma vysokou potenci pro DNA-PK (ICso 5nM) a navic ptisobi velmi
siln€ 1 na PI3K. To zptlisobuje inhibici ristu bun€k, zvySeni cytotoxicity radiacni terapie

a zvyseni citlivosti bun€k na inhibitory topoisomerasy 11.[77]

®
ﬁo NS CHs (\o
O O\|NrN\) E)\/O\ i :OWN/N\) (\N/\/O OI N\)

N N
0
1

Obrazek 11. Struktura inhibitori DNA-PK s 1,3-benzoxazinovym heterocyklickym
jédrem.

Dalsi obmény spocivaly v pripravé derivati s alternativnimi heterocyklickymi
jadry. Jednim z téchto derivatl je i 2-morfolino-8-fenyl-1,3-benzoxazin-4-on (11, Obr.
11). Jedna se oizoster LY294002, ktery vykazoval zvySeny inhibi¢ni potencial vuci
DNA-PK nez mateiska molekula. Modifikace této struktury probihala trochu odlisné
nez u piedchozich sloucenin. Védci z La Trobe Univerzity v Australii modifikovali tuto
molekulu pfevazné¢ v poloze 7-. Tato samotna substituce vedla sice k derivatim
s nizkou ucinnosti, ale substituce methylovou skupinou v poloze 8- 1,3-benzoxazin-4-
onu pfinesla G¢inné derivaty 12 a 13. Oba tyto inhibitory maji zvySenou aktivitu vici
DNA-PK, nicméné sloucenina 12 je neselektivni a inhibuje stejnou mérou i PI3K,
zatimco 13 je velmi selektivni k DNA-PK. To je pravdépodobné zplisobeno rozdilem

mezi pruznou strukturou methylpiperazinu a plochym pyridinem.[78, 79]
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Obrazek 12. Struktury dalSich morfolinovych DNA-PK inhibitort.

Dalsi typy inhibitord jsou jiz strukturné vice odlisné od struktury LY294002
(Obr. 12). Zaklad struktury vychazi z derivatu hydroxybenzaldehydu — vanilinu (14),
coz je prirozené se vyskytujici slou€enina, kterd ma mirné inhibi¢ni G¢inky na DNA-
PK.[80] Poc¢atecni strukturou byl arylmorfolin, 2-hydroxy-4-morfolin-4-yl-benzaldehyd
(15) a modifikaci této struktury vznikly molekuly 16, 17, 18 se vzristajici aktivitou vici

DNA-PK a vyssi selektivitou pravé viici DNA-PK.[64]

1.4.2 ATM inhibitory odvozené od LY294002

.

S, C

19 20

Obrazek 13. Struktury specifickych inhibitorit ATM kinasy.

Pfi studiu pyranovych inhibitorit DNA-PK byl také objeven prvni selektivni
inhibitor ATM kinasy, KU-55933. Ze vSech morfolinovych derivati pouze
1-thianthrenylovy derivat (19, Obr. 13) vykazoval zvySenou inhibici ATM, a to
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az 100nasobné oproti inhibici DNA-PK[81].Spatna rozpustnost a biologicka dostupnost
opét branily dal§imu vyuzivani a testovani, proto se do struktury molekuly 19 zatadila
2,6-dimethylmorfolin-4-yl skupina do polohy 2 na thioxanthenu, coz vedlo k derivatu
KU-60019 (20), ktery ma zvySenou rozpustnost ve vodé. Byla zachovana 1 preference
k inhibici ATM kinasy (ICsohodnota 6 nM) a navic ziskal 10x v¢&tsi Gcinnost

v radiosenzitizaci lidskych gliovych bun¢k oproti 19.[82]

1.4.3 ATR inhibitory odvozené od LY294002

), )

23 24

Obrazek 14. Struktury pyrimidinovych inhibitor ATR kinasy.
Inhibitory ATR kinas jsou strukturné odliSné oproti DNA-PK a ATM

inhibitorim a vice se podobaji inhibitorim mTOR, které v této diplomové praci
nezminuji. Inhibitory mTOR 1 ATR kinasy se daji rozdélit na dvé hlavni vétve:
morfolinové a ty, kde hlavni vodikovou vazbu s aktivnim mistem zprostiedkovava jiny
heterocyklus.[69] Morfolinové inhibitory ATR AZ20 (23) a AZD6738 (24) strukturné
vychézi z mTOR inhibitoru 21 (Obr. 14), kde doslo k ndhradé 5-indolyl ¢asti molekuly
za 4-indolyl (22). Tato zména byla pro inhibici ATR kinasy rozhodujici a znamenala
témet kompletni potlaceni inhibice mTOR. Dale byla modifikovdna methylenova
jednotka v sulfonovém postrannim fetézci a ptipojeni 3(R)-methylu u morfolinového

kruhu, ktery ma pozitivni vliv jak na potenci, tak na mikrosomalni stabilitu molekuly.
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Takto vznikla latka AZ20 (23), selektivni a i¢inny inhibitor ATR kinasy.[83] Nedavno
byl vyvinut zatim nejpokrocilej§i inhibitor AZD6738 (24), ktery opét spada
do morfolino-pyrimidinové kategorie. Ma vysokou ucinnost, selektivitu, vhodné
farmakokinetické vlastnosti a neddvno vstoupila do klinického testovani jak

v monoterapii, tak v kombinaci s radioterapii.[84]
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Cil prace a design novych inhibitori

Cilem této prace je priprava jedné série novych inhibitortt DNA-PK. Planované
derivaty jsou strukturné podobné zakladnimu neselektivnimu inhibitoru LY294002,
selektivnimu inhibitoru NU7441 (7) a jeho derivatim (8, 9). Podstata téchto novych
inhibitort bude vyuziti 1,9-dihydro-6H-purin-6-onu, resp. 1,7-dihydro-6H-purin-6-onu
jako centralniho heterocyklu misto chromonu a jeho derivati. K tomuto heterocyklu
bude pfipojen morfolin v poloze 2- a rizné aromatické substituenty v polohach 7- a 9-.

Celkem by mélo byt pfipraveno 14 novych inhibitora.

S purinem, jako centralnim heterocyklem, budou mit vysledné slouceniny jinou
geometrii, avSak aromatické substituenty zaujmou podobnou pozici jako
u chromonovych derivati a diky vice atomim dusiku, jakozto akceptorti vodikovych
vazeb, také moznost dalSich interakci v kavité aktivniho mista, coz mize vést k zesileni
ucinku a zvySeni selektivity v ramci PIKK. Jednotlivé aromatické substituenty byly
vybrany tak, aby byla zajisténa urcita rozmanitost. Budou pouzity jak malé substituenty
(fenyl), riizn¢ substituované substituenty (3,4-dichlorofenyl), tak i objemné substituenty

(dibenzothiofen), ktery se osvedcil pii vyvoji DNA-PK inhibitort.

Obrazek 15. Ukazka vzajemného prekrytu molekuly NU7441 a obecné struktury

planovanych mych derivata.
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2.2 Synteticka Cast

2.2.1 Obecné technické metody

TLC byla provadéna na hlinikovych destickach pokrytych silikagelem 60 F254
(Merck, Praha, CR). Sloupcovd chromatografie probihala za atmosférického tlaku
na silikagelu 100 (velikost castic 0,063—0,200 mm, 70—-230 mesh ASTM, Fluka, Praha,

W

CR).

Pro méfeni hmotnostnich spekter byl vyuzit analyticky systém Dionex Ultimate
3000 LC-MS spojeny se spektrometrem Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo Fisher
Scientific, Brémy, Némecko). Systém LC-MS se skldda z binarniho cerpadla HHG-
3400RS, které je spojené s vakuovym odplynovacem. Dale z vyhtivaného sloupcového
kompartmentu TCC-3000, autosampleru WTS-3000 a ultrafialového detektoru VWD-
3000. Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr byl vybaveny elektron-sprejovym
ioniza¢nim zdrojem a data byly zaznamendvana v pozitivnim modu s nasledujicimi
parametry: sprejové napéti bylo 3,2 kV, kapilarni teplota byla 350 °C, teplota plynu
byla 300 °C.

'"H-NMR a 3C-NMR spektra byla zméfena pomoci Varian S500 spektrometru
(500 a 126 MHz) nebo Varian Mercury-Vx BB 300 (300 a 75 MHz) v CD30OD nebo
DMSO-d6. Chemické posuny byly zaznamenany jako hodnoty 6 v ppm a byly neptfimo
vztaZeny k tetramethylsilanu (TMS) prostiednictvim signalu rozpoustédla (3,30 pro 'H,
49,00 pro *C v CD3;0D a 2.50 pro 'H, 39.7 pro *C v DMSO-d6). Multiplicity spini
jsou oznaceny jako s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu), t (triplet) nebo m
(multiplet).

Mikrovinny ohiev byl provadén systémem Discover SP (CEM Corp., USA)
s autosamplerem Explorer Hybrid 6/12.

Teploty tani byly zméfeny pomoci bodotdvku M-565 od firmy BUCHI
LabortechnikAg.
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2.2.2 Obecny postup syntézy

Ptiprava cilovych inhibitorti se ukdzala byt velmi naro¢na. Nejprve bylo nutné
hydrolyzovat vychozi latku 2,6-dichlor-9H-purin (25, Schéma 1) na 2-chlor-1,9-
dihydro-6 H-purin-6-on (26) pomoci 1M roztoku NaOH. Bohuzel byl produkt dobie
rozpustny pouze ve vod¢ nebo v methanolu a tudiz se velmi obtizné ¢istil od vzniklych
soli. Jako nejlepsi zplisob se ukazalo Cisténi sloupcovou chromatografii s ethanolem
jako mobilni fazi. Ve druhém kroku byl pomoci mikrovinného zafeni pfipojen
morfolinovy cyklus. Produkt musel byt ¢istén opét sloupcovou chromatografii a dale
piekrystalizovan k odstranéni nezreagovaného morfolinu. Poté byly piipojovany

aromatické substituenty.

Bylo provedeno né¢kolik rtiznych pokust o pfipojeni aromatického substituentu
jak na vychozi latku 2,6-dichlor-9H-purin (25), tak na 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-
purin-6-on (27). Krom¢ jednoho postupu (viz dale) byly vSechny nelspé$né nebo

probihaly s velmi malymi vytézky.

Zprvu jsem zacala regioselektivniarylaci 25 do polohy 9-, ktera byla pro mne
primédrnim cilem. Jednalo se o reakci pomoci Cu(OAc),, fenantrolinu, molekulovych sit
a arylboronovych kyselin.[85] Reakce byla Gspés$nd, ale s nizkymi vytézky (kolem 30
%). Navic byly produkty velmi Spatné rozpustné ve vode¢, coz znemoznilo potfebnou
hydrolyzu. Proto byla sloucenina 25 nejprve hydrolyzovana pomoci 1M NaOH a poté
byl ptipojen morfolinovy cyklus za vzniku meziproduktu 27. Tyto reakce probihaly
velmi dobfe, nicméné produkty byly velmi dobie rozpustné ve vodé, a proto bylo
obtizné je separovat od vzniklych soli. BohuZel, pfipojeni arylu pomoci vySe popsané
reakce s touto vychozi latkou (VL) 27 neprobihalo. VyzkousSela jsem nékolik dalSich
pristupti.[86-91]

Jako nejlepsi zplisob se ukéazala reakce s arylboronovymi kyselinami, Cul,
tetramethylethylendiaminem (TMEDA) vsuchém methanolu za probublavani
kyslikem.[92] Pii reakci vznikaly produkty s arylaci v poloze 7- nebo 9-. Jednotlivé
izomery byly od sebe oddé€leny sloupcovou chromatografii a jejich struktura byla
potvrzena 2D nuklearni magnetickou rezonanci. Izomer s arylaci v poloze 7- byl

majoritni a byl pfi sloupcové chromatografii eluovan jako prvni.
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2.2.3 Syntéza purinovych inhibitora DNA-PK
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Schéma 1. Syntéza derivati 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin-6-onu s aromatickymi
substituenty v polohach 7- a 9-. Reakéni podminky: 1) 1M NaOH, 100 °C; ii) morfolin,
terc-butanol, 110 °C, 200 W, 300 psi; iii) arylboronova kyselina, Cul, TMEDA, MeOH,
O, 1.t.



Syntéza 2-chlor-1,9-dihydro-6 H-purin-6-onu (26)

Cl\r/ N_ N
HN | N/> 26
o
2,6-dichlor-9H-purin (25; 2 g; 10,58 mmol) byl za michani a pod zpétnym
chladi¢em zahtivan ve vroucim 1M roztoku NaOH (40 ml) po dobu 24 hodin. Poté byla

reakéni smés neutralizovana pomoci 2M HCI, odpafena, susena a CiSténa sloupcovou

chromatografii s ethanolem jako mobilni fazi.

Vzhled: bild pevna latka

Vytézek: 89 %, 1,6 g

'H NMR (500 MHz) & 13,18 (bs, 1H), 8,18 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz) § 155,88, 153,95, 142,71, 141,62, 117,45.

Chemicky vzorec: CsH3CIN4O

Presna molekulova hmotnost: 170,5560

ESI-HRMS: m/z 171,0067 [M+H]" (vypo¢itano pro: [CsH4CIN4O]" 171,0068)

Teplota tani: > 300 °C.

Syntéza 2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-onu (27)

o/\
K/N\r/N |H> i
HN N
0

2-chlor-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (26; 1,0 g; 5,88mmol) byl dan do zkumavky
s morfolinem (1,54 ml; 17,64mmol) a ferc-butanolem (10 ml). Reakce byla provedena
pod mikrovinnym zéafenim pfi teploté 110 °C, vykonu 200 W, maximalnim tlakem 300
psi po dobu 1 hodiny. Terc-butanol byl poté odpaien a produkt byl ¢istén sloupcovou
chromatografii s mobilni f4zi chloroform:methanol 9:1. Produkt byl ptekrystalizovan

z taze methanol/diethylether pro odstranéni zbytku morfolinu.
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Vzhled: bila pevna latka

Vytézek: 91 %, 1,18 g

"H NMR (500 MHz, CDsOD) § 7,88 (s, 1H), 3,83 — 3,79 (m, 4H), 3,62 — 3,58 (m, 4H).
BC NMR (126 MHz, CDs0OD) & 154.47, 145.79, 135.72, 120.45, 104.27, 67.35, 47.18.
Chemicky vzorec: CoH11Ns0O2

Piesna molekulova hmotnost: 221,2200

ESI-HRMS: m/z 222,0985 [M+H]" (vypocitano pro: [CoH12N502]" 222,0986)

Teplota tani: > 300 °C.

Syntéza 7-fenyl-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-onu (28) a 9-fenyl-2-
morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-onu (29)

iy, T .

Pod kyslikovou atmosférou byl v 5 ml suchého methanolu za pokojové teploty
michan jodid médny (86 mg; 0,452 mmol) s TMEDA (68 ul; 0,452 mmol). Po 15
minutach byl do modrého roztoku ptfidan 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin-6-on (27;
0,20 g; 0,904 mmol) a fenylboronova kyselina (0,22 g; 1,808 mmol). Reakce byla
zahiivana na 60 °C do Uplného vymizeni vychozi latky 27 (48 hodin). Pomoci TLC byl
prabéh reakce pribézné kontrolovan. Reakéni smés byla poté odpatfena a jednotliva
analoga 28 a 29 byla odd¢lena sloupcovou chromatografii, za pouziti mobilni faze
chloroform:methanol 40:1. Analog se substituentem v poloze 7- (28) byl majoritni a

z kolony eluovén jako prvni.
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7-fenyl-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (28)
Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 41 %, 0,11 g

'H NMR (500 MHz) & 11,25 (bs, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,62 — 7,57 (m, 2H), 7,51 (dd, J =
8,6, 7,0 Hz, 2H), 7,46 — 7,39 (m, 1H), 3,69 — 3,65 (m, 4H), 3,58 — 3,52 (m, 4H).

Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo méfeno pouze 'H spektrum.

Chemicky vzorec: CisHisNsO;

Presna molekulova hmotnost: 297,3180

ESI-HRMS: m/z 298,1299 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci1sHi1sNsO2]"298,1299)

Teplota tani:> 300 °C.

9-fenyl-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (29)
Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 19 %, 0,05 g

'H NMR (500 MHz) § 11,18 (bs, 1H), 8,19 (s, 1H), 7,78 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7,55 (t, J =
7,7 Hz, 2H), 7,41 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 3,73 — 3,59 (m, 4H), 3,58 — 3,46 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz) § 157,99, 153,41, 150,08, 137,62, 135,57, 129,92, 127,75, 123,35,
118,01, 66,01, 45,85.

Chemicky vzorec: C15sHisNsO2
Presna molekulova hmotnost: 297,3180
ESI-HRMS: m/z 298,1294 [M+H]" (vypogitano pro: [CisHi1sNsO2]"298,1299)

Teplota tani:> 300 °C.
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Analogickym zpusobem byly pripraveny ndsledujici derivaty, jejichz charakterizace je

uvedena:

7-(dibenzo[b,d]furan-4-yl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (30)

0
QYN N
i S 30

N
@)
°
Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 29 %, 0,10 g

'H NMR (500 MH) & 8,45 (s, 1H), 8,28 — 8,22 (m, 2H), 7,73 — 7,68 (m, 2H), 7,58 —
7,52 (m, 2H), 7,48 — 7,43 (m, 1H), 3,70 — 3,66 (m, 4H), 3,58 — 3,53 (m, 4H).

B3C NMR (126 MHz) & 159,87, 156,06, 154,85, 153,36, 149,69, 144,92, 128,64, 125,65,
125,32, 124,10, 123,79, 123,75, 121,98, 121,66, 121,24, 112,45, 109,75, 66,12, 46,37.

Chemicky vzorec: C21H17N503
Presna molekulova hmotnost: 387,3990
ESI-HRMS: m/z 388,1395 [M+H]" (vypocitano pro: [C21HisNsO3]" 388,1404)

Teplota tani:> 300 °C.

9-(dibenzo[b,d]furan-4-yl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (31)

o 0

N.__N__N
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HN N
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Vzhled: bézova pevna latka
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Vytezek:14 %, 0,05 g

'H NMR (500 MHz) & 8,28 (s, 1H), 8,27 — 8,22 (m, 2H), 7,85 (dd, J= 7,9, 1,2 Hz, 1H),
7,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,58 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 7,50 — 7,44 (m, 1H), 3,61 — 3,57 (m,
4H), 3,49 — 3,45 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz) § 157,96, 156,05, 153,43, 150,91, 149,04, 138,61, 128,79, 126,06,
124,53, 124,16, 124,13, 123,65, 122,01, 121,42, 119,95, 117,33, 112,45, 65,94, 45,79.

Chemicky vzorec: C21Hi7Ns503
Piesna molekulova hmotnost: 387,3990
ESI-HRMS: m/z 388,1395 [M+H]" (vypocitano pro: [C21HisNsO3]" 388,1404)

Teplota tani:> 300 °C.

2-morfolino-7-(thiofen-3-yl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (32)

@

Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek:47 %, 0,13 g

'H NMR (500 MHz) & 11,27 (bs, 1H), 8,40 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 8,01 — 7,89 (m, 1H),
7,67 (s, 1H), 7,51 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 3,72 — 3,58 (m, 4H), 3,56 — 3,46 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz) § 160,24, 155,03, 153,20, 144,11, 134,57, 126,81, 124,32, 117,18,
108,61, 66,09, 46,31.

Chemicky vzorec: C13H13N50,S
Piesna molekulova hmotnost: 303,3400

ESI-HRMS: m/z 304,0863 [M+H]" (vypo¢itano pro: [C13H14Ns02S]" 304,0863)
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Teplota tani:> 300 °C.

2-morfolin-9-(thiofen-3-yl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (33)

/=S
07 =
QNYN N
HN | N/> 33
O
Vzhled: bézova pevna latka

Vytézek: 4 %, 0,012 g

'"H NMR (500 MHz) § 11,17 (bs, 1H), 8,29 (s, 1H), 8,06 — 8,00 (m, 1H), 7,77 — 7,66 (m,
3H), 3,70 — 3,64 (m, 4H), 3,64 — 3,56 (m, 4H). Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo

méfeno pouze 'H spektrum.

Chemicky vzorec: C13H13N502S

Piesna molekulova hmotnost: 303,3400

ESI-HRMS: m/z 304,0863 [M+H]" (vypocitano pro: [C13H14N502S]" 304,0863)

Teplota tani:> 300 °C.

7-(dibenzo[b,d]thiofen-4-yl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (34)

o™
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Vzhled: béZova pevna latka

Vytézek: 44 %, 0,16 g
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'"H NMR (500 MHz) & 11,24 (bs, 1H), 8,51 (dd, J = 7,1, 1,9 Hz, 1H), 8,48 — 8,45 (m,
1H), 8,41 (s, 1H), 8,04 — 8,01 (m, 1H), 7,71 — 7,65 (m, 2H), 7,60 — 7,54 (m, 2H), 3,70 —
3,66 (m, 4H), 3,57 — 3,53 (m, 4H). Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo méfeno pouze

'H spektrum.

Chemicky vzorec: C21H17N50:2S

Piesna molekulova hmotnost: 403,4600

ESI-HRMS: m/z 404,1169 [M+H]" (vypogitano pro: [CaiHisNs0.S]* 404,1176)

Teplota tani:> 300 °C.

9-(dibenzo[b,d]thiofen-4-yl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (35)

o G0
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Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 9 %, 0,003 g

'H NMR (500 MHz) & 8,52 (dd, J= 7,3, 1,7 Hz, 1H), 8,49 — 8,44 (m, 1H), 8,15 (s, 1H),
8,08 — 8,02 (m, 1H), 7,74 — 7,67 (m, 2H), 7,60 — 7,55 (m, 2H), 3,59 — 3,54 (m, 4H), 3,46

— 3,41 (m, 4H). Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo méfeno pouze 'H spektrum.
Chemicky vzorec: C21Hi7N502S

Presna molekulova hmotnost: 403,4600

ESI-HRMS: m/z 404,1169 [M+H]" (vypocitano pro: [C21HisNsO2S]"404,1176)

Teplota tani: > 300 °C.
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7-(3,4-dichlorfenyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (36)

o™
K/NH\NK/N |Z\> N

0]
Cl

Cl
Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 12 %, 0,04 g

"H NMR (500 MHz) § 8.40 (s, 1H), 8.01 — 7.98 (m, 1H), 7.83 — 7.77 (m, 1H), 7.64 (s,
1H), 3.68 — 3.64 (m, 4H), 3.57 — 3.52 (m, 4H). Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo

méieno pouze 'H spektrum.

Chemicky vzorec: C15sH13CI2NsO2

Presna molekulova hmotnost: 366,2020

ESI-HRMS: m/z 366,0523 [M+H]" (vypocitano pro: [Ci1sH14ClNsO2]" 366,05129)

Teplota tani:> 300 °C.

9-(3,4-dichlorfenyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (37)

cl

Q/m
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0

Latku se nepodafilo izolovat v dostateném mnoZstvi ani v dostatecné Cistote.
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2-morfolino-7-(4-nitrofenyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (38)

o)

K/N NN
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NO,
Vzhled: Zluta pevna latka
Vytézek: 23 %, 0,07 g

'H NMR (300 MHz) 5 11,38 (bs, 1H), 8,53 (s, 1H), 8,36 (dd, J = 8,9, 1,4 Hz, 2H), 7,91
(dd, J = 8,7, 2,0 Hz, 2H), 3,69 — 3,61 (m, 4H), 3,60 — 3,51 (m, 4H). Vzhledem k nizké

rozpustnosti bylo méfeno pouze 'H spektrum.

Chemicky vzorec: C15sH14NsO4

Piesna molekulova hmotnost: 342,3150

ESI-HRMS: m/z 343,1147 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci1sH1sN6O4]" 343,1149)

Teplota tani:> 300 °C.

2-morfolino-9-(4-nitrofenyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (39)

NO,
07 Q
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Vzhled: zlutd pevna latka
Vytézek: 10 %, 0,03 g

'H NMR (500 MHz) § 11,36 (bs, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,39 — 8,34 (m, 2H), 7,95 — 7,90 (m,
2H), 3,69 — 3,64 (m, 4H), 3,58 — 3,53 (m, 4H).
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3C NMR (126 MHz) § 164,38, 161,00, 154,69, 153,17, 146,10, 144,56, 140,65, 121,97,
107,82, 65,79, 45,96.

Chemicky vzorec: C15sH14N¢O4
Presna molekulova hmotnost: 342,3150
ESI-HRMS: m/z 343,1147 [M+H]" (vypo¢itano pro: [CisHisNe¢O4]" 343,1149)

Teplota tani:> 300 °C.

7-(7-chlorchinolin-4-yl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (40)

Vzhled: bézova pevna latka
Vytézek: 29 %, 0,12 g

'H NMR (500 MHz) § 11.29 (s, 1H), 9.09 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.24 (d, J =
1.8 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 2H), 3.70 — 3.64 (m, 4H), 3.58 —
3.53 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz) § 160.19, 154.75, 153.48, 152.60, 149.37, 145.23, 140.86, 135.40,
128.81, 128.23, 125.78, 123.39, 119.83, 110.54, 66.11, 46.35.

Chemicky vzorec: CisHisCINgO2
Presna molekulova hmotnost: 382,8080
ESI-HRMS: m/z 383.1012 [M+H]" (vypo¢itano pro: [CisHisCINsO2]" 383.1018)

Teplota tani:> 300 °C.

9-(7-chlorchinolin-4-yl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (41)
47
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Latku se nepodafilo izolovat v dostate¢ném mnoZstvi ani v dostate¢né Cistote.
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2.3 Biologicka cast

Biologické testovani probihalo na Katedie 1ékatské biochemie Lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy, pod vedenim profesorky Rezacové. Cilem bylo analyzovat
antiproliferativni a chemosenzibilizacni vlastnosti nové syntetizovanych DNA-PK
inhibitortt v kombinaci s chemoterapeutikem doxorubicinem (DOX) na deviti rdznych
lidskych nadorovych a jedné nenadorové bunécné linii. Testovano bylo 9 inhibitora
(molekuly 28 — 36). Latky 37 — 41 nebyly do testovani zatazeny z divodu jejich velmi

Spatné rozpustnosti jak ve vod¢, tak v organickych rozpoustédlech.

2.3.1 Materialy a metody

2.3.1.1 Bunécéna kultivace a oSetfeni

Vybranych 10 lidskych bunéénych linii — Jurkat (akutni leukémie T-bungk),
A2780 (karcinom vajecniktl), A549 (karcinom plic), HT-29 (kolorektalni
adenokarcinom), AGS (zalude¢ni adenokarcinom), PANC-1 (pankreatické epiteloidni
karcinom), HeLa (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MDF-7 (adenokarcinom prsu),
SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (plicni fibroblast) byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) a byly kultivovany podle pokynli poskytovatele kultiva¢nich
metod. Kazdd bunécna linie se naockovala na dfive stanovenou optimalni hustotu
(500 do 30.10° bunék na jamku) na 96 jamkové desti¢ce a buiiky se nechaly ptes noc
usadit. Derivaty, které¢ mély byt testovany, byly rozpustény v DMSO na zasobni roztoky
(10 mmol/l). Pro experimenty byl zdsobni roztok zifedén vhodnym kompletnim

kultivaénim médiem pro dosaZeni kone¢né koncentrace 10 pmol/l.

Buiiky byly vystaveny inhibitoriim (o koncentraci 10 pumol/l) samostatné nebo
v kombinaci s doxorubicinem po dobu 48 hodin. Koncentrace DOX (Sigma-Aldrich,
USA) byla vybrana stanovenim hodnoty IC50 pro kazdou z bunécnych linii.
Doxorubicin byl pouZit v koncentracnim rozmezi 0,05 az 1 pmol/l. Jurkat, A2780 byly
vystaveny 0,05 pmol/l DOX, A549, AGS, HeLa 0,1 umol/l, HT-29, SAOS-2, MCF-7.
MRC-5 0,2 pmol/l a PANC-1 1 pumol/l DOX. Buniky byly také vystaveny standardnim
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inhibitoriim DNA-PK NU7441 a NU7026 v koncentraci 1 pmol/l a 10 pmol/l v tomto

pofadi. Maximalni koncentrace DM SO v kultivaénim médiu byla 0,1 %.

2.3.1.2 Stanoveni buné¢né proliferace a procentualni vypocet ristu

Reakéni €inidlo WST-1 (Roche, Mannheim, Némecko) bylo pouzito pro urceni
cytotoxického ucinku testovanych latek. Na konci kultivaéniho obdobi byl WST-1 test
proveden v souladu s protokolem vyrobce. Absorbance byla méifena pomoci
TecanInfiniteM200 spektrometru (Tecan Group, Mannedorf, Svycarsko). Kazda
hodnota je prumér tii nezavislych experimentli a ptedstavuje procento proliferace

kontroly neoSetfenych bunék (100 %).

Procentualni hodnota ristu (growth percent, GP) byla vypoétena pro kazdy
testovany inhibitor. GP piestavuje stfedni hodnotu poklesu Zivotaschopnosti

v procentech u vSech deseti bunécnych linii, oSetfenych stejnym inhibitorem.

2.3.2 Vysledky biologického testovani

2.3.2.1 Antiproliferativni vlastnosti inhibitord

Zpocatku byl testovan inhibi¢ni U¢inek kazdé slouceniny samostatné. Na 10
lidskych bunéénych linii bylo testovano 10 inhibitord v koncentraci 10 pumol/l a
standardni inhibitory DNA-PK NU7441 (1 pmol/l) a NU7026 (10 pmol/l) a ATM
inhibitor KU55933 (10 umol/l). Doxorubicin v koncentraci 1umol/l byl pouzit jako

pozitivni kontrola.

Bunééné linie byly vystaveny témto latkdm po dobu 48 hodin a nasledné byla
testovana jejich zivotaschopnost. Proliferace buné€k byla stanovena pomoci WST-1 testu
proliferace, vztahujici se k proliferaci neoSettenych kontrolnich bunck (100 %).
Vysledky ukazaly, ze 7 testovanych inhibitori aplikovanych samostatné¢ nemélo zadny
cytotoxicky ucinek na vSech 10 buné¢énych liniich. Procento zivotaschopnych bunék se
pohybovalo v rozmezi 73 — 121 %. U dvou inhibitorti — 30 a 34 byla pozorovana zna¢né

sniZzend zivotaschonost bunék. Inhibitor 30 byl cytotoxicky nejvice, vykazoval sniZeni
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zivotaschopnosti pod 50 % u 8 bunécnych linii, kde procento zivotaschopnych bunck
kolisalo v rozmezi 4 — 48 %. Pro vyjadfeni obecného antiproliferativniho pisobeni byla
pouzita hodnota GP, coz je stfedni hodnota procentudlniho sniZeni Zivotaschopnosti
vSech testovanych bunéénych linii po plisobeni stejnym inhibitorem (Obr. 16).
Podrobna data ohledn¢ jednotlivych pisobeni inhibitorti na bunééné linie jsou uvedena

v Priloze 1.

120
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Growth percentage

control 28 29 30 31 32 33 34 35 36 NU7441 NU7026 KU55933 DOX

Obrazek 16. Grafické znazornéni primérnych hodnot GP jednotlivych inhibitord i

standardd u deseti bunécnych linii.

2.3.2.2 Chemosenzibiliza¢ni vlastnosti inhibitoru

Dale byly testovany chemosenzibilizacni vlastnosti inhibitorti. Testovani bylo
provedeno opét na 10 lidskych bunéénych liniich (9 nadorovych a 1 nenddorové) se
7inhibitory a standardy NU7441, NU7026 a KU-55933 samostatné a v kombinaci
s vhodnymi davkami DOX. Latky 30 a 34 byly v disledku cytotoxicity z tohoto
testovani vylouceny. Pro vyjadieni celkové inhibicni aktivity kazdého inhibitoru byla

opét vypoctena procentualni hodnota rastu (GP, Obr. 17).

Vyrazna chemosenzibilizace bunécnych linii viici DOX byla prokdzana pouze

u latky 33 (obr. 17 a 18). Kombinace tohoto inhibitoru s DOX vedla k vyraznému
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snizeni zZivotaschopnosti témét vSech nadorovych bunek (vysledné GP 29) ve srovnani
se samotnym u¢inkem doxorubicinu jehoz GP bylo 68. Nejcitlivéjsi nddorové linie byly
HeLa, AGS, A549, nizsi Uc¢inek byl pozorovan u leukemickych bunck Jurkat a bunék
karcinomu vajecnikiit A2780. Buiky plicnich fibroblasti MRC-5 nebyly naSim
inhibitorem témér vibec ovlivnény. Podrobnd data jednotlivych méfeni jsou uvedena

v tabulce v Priloze 2.

Bohuzel nemiizu tyto vysledky porovnat se standardnim DNA-PK inhibitorem
NU7441. Pii testovani nebylo moZné ptipravit roztok NU7441 v koncentraci 10 pmol/l,
bez navySeni procenta DMSO. Proto byl tento inhibitor pouzit v koncentraci 1 pmol/l.
Pii této koncentraci ale tato latka nevyvolala témét zadny ucinek. Mam tedy pouze
srovnani s inhibitorem DNA-PK starsi generace — NU7026, ktery jiz byl pouzit
v koncentraci stejné, jako mé inhibitory a ATM inhibitorem KU-55933. Z obrazku 17 je

patrné, ze latka 33 sensibilizuje nadorové linie silnéji nez standard NU7026.

120

W INH

M INH+DOX

Growth percentage

control 28 29 31 32 33 35 36 NU7441NU7026 DOX

Obrazek 17. Chemosenzibiliza¢ni vlastnosti inhibitor vyjadiené jako primér GP

samostatné a v kombinaci s doxorubicinem.
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Obrazek 18. Chemosenzibiliza¢ni pasobeni nejucinnéjsiho inhibitoru — latky 33

samostatné 1 v kombinaci s doxorubicinem
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3 DISKUZE

Samotna syntéza inhibitort se ukédzala byt velmi naro¢nd. Hlavnim problémem
bylo pfipojeni aromatickych substituentli na purinovy skelet. Na vytvoteni takové C-N
vazby existuje mnoho zplsobu. Daji se k tomu vyuzit aryl halidy i boronové kyseliny a

nejcastéji jsou katalyzovany pomoci komplext médi nebo paladia.[85-91]

Zprvu jsme zacinali s navazovanim aromatickych substituenti na 2,6-
dichloropurin (25). Prvni, CasteCn¢ uspéSny zpisob, byla regioselektivni arylace
v poloze 9- pomoci Cu(OAc),, fenantrolinu, molekulovych sit a arylboronovych
kyselin. Pfi této reakci se nam podafilo pfipravit 9-arylované 2,6-dichlorpuriny. Poloha
9- byla pro mé zaddouci, protoze vice napodobuje znamé DNA-PK inhibitory nez poloha
7-, od které jsem zadnou aktivitu neocekavala. A¢ reakce podle TLC probihala
kompletné, vytézky se diky obtizné izolaci produktu z reakéni smési pohybovaly jen

okolo 30 % a ani rtizné pokusy o optimalizaci nevedly ke vétSim vytéZkam.

Ziskané produkty byly bohuzel prakticky nerozpustné ve vode, a tudiz se
hydroxidem nedaly uc¢inn¢ hydrolyzovat. Bylo tedy nutné nejprve pfipravit 2-
morfolino)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on ~ (27).  Hydrolyza  2,6-dichlor-9H-purinu
hydroxidem byla rychld a kompletni, ale diky velmi dobré rozpustnosti 2-chlor-1,9-
dihydro-6 H-purin-6-onu ve vod¢ jsme museli tento produkt izolovat pomoci sloupcové
chromatografie s EtOH jako mobilni fazi, aby doslo k odstranéni anorganickych latek.
Nasledné pfipojeni morfolinového cyklu jiz bylo bez komplikaci a s vysokym

vytézkem > 90 %.

Arylace purin-6-onového skeletu pomoci regioselektivni arylace, kterd byla
pouzita pro 2,6-dichlor-9H-puriny, bohuzel vtomto piipadé jiz nefungovala. Bylo
vyzkouSeno mnoho zptisobt, (viz. Kapitola 2.2.2) od klasickych metod za pouziti aryl
halidii 1 boronovych kyselin, slou¢enin médi (Cu(OAc), nebo Cul), ligandl (prolin,
fenantrolin, triethylamin a TMEDA). Déle byly pouzity i méné ¢asté metody, naptiklad
s pouzitim benzoové kyseliny ¢i komplexu KF.AlbOs. BohuZel tyto reakce byly
veétSinou neuspésné, nebo vedly k pouze velmi nizkym vytézkim. Az reakce
boronovych kyselin s Cul a TMEDAv suchém MeOH a v kyslikové atmosféfe

probihala Gispésné.
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Byly ziskdny 2 izomery v pfiblizném poméru 2:1 se souhrnnymi vytézky od 30
do 60 %. Prvni izomer byl snadno ziskan sloupcovou chromatografii, izolace druhého
izomeru byla slozitéjsi, pfevazné¢ diky jeho mensimu mnozstvi a Casté kontaminaci
prvnim izomerem. Pomoci 2D NMR experimentii bylo zjisténo, Ze prvni a majoritni
izomer byl derivat s navazanym aromatickym substituentem v poloze 7- a druhy mél
substituent navazany v poloze 9-. To bylo pro piekvapeni, protoze u pivodniho 2,6-
dichlorpurinu se substituenty vazaly preferencné do polohy 9-. Bohuzel byly pro mou
ve vétSich mnozstvich, aby byl pfipraven dostatek pro biologické testovani. Nékteré
derivaty se substituci v poloze 9- se ale i tak nepodafilo pfipravit, pfevazné¢ z divodi
obtizného Ccisténi, ale také velmi Spatné rozpustnosti v riznych organickych
rozpoustédlech 1 vodé€, coz zabrénilo i1 jednozna¢né identifikaci pomoci NMR. Celkem

bylo ptipraveno 12 latek a 9 z nich se dalo testovat.

Latky, které vysly zbiologického hodnoceni jako latky s cytotoxickymi
vlastnostmi, jsou molekuly 30 a 34. Jejich struktury jsou si velmi podobné, v poloze 7-
maji navazany velky tricyklicky heteroaromaticky substituent, ktery se li§i jenom
izosterni zdménou kysliku za siru. Nem@zu zatim ptesné fici, jak tyto latky plsobi. Je
mozné, ze pusobi na PI3K, protoZze Zadny popsany PI3K nema4 tak velkou aromatickou
strukturu, 1 kdyz je to méné pravdépodobné. Zajimavé je, ze takto plisobi pouze latky se
substituci v poloze 7-, a ne v poloze 9-. Tyto latky budou podrobeny dal$im testtim, aby

se zjistilo, ¢im je tato vlastnost zptisobena.

V dal§i fazi byly pfipravené latky testovany v kombinaci s cytostatikem
doxorubicinem. Doxorubicin, jako interkala¢ni latka, zpiisobuje DSB, tudiZ by inhibice
DNA-PK nebo jinych komponent opravnych drah méla vést k vySsi Gi€innosti tohoto
cytostatika. Pfi testech na chemosensibilizaci vysla latka 33ze vSech testovanych latek
nejlépe. Nejcitlivéjsi nadorové linie byly HeLa, AGS, A549, niZsi t¢inek byl pozorovan
u leukemickych bun¢k Jurkat a bunc¢k karcinomu vajecniki A2780. Bunky plicnich
fibroblasti MRC-5 nebyly nasim inhibitorem témét vitbec ovlivnény, coZ je pozitivni,
protoze latka 33 plsobi pravdépodobné jenom na nadorové, a ne na zdravé buiky.
Nemizu vsak s jistotou fict, Ze tato latka plsobi jako inhibitor DNA-PK. Mam jenom
data z chemosenzibilizace, kterd sice napovidaji, ze by to tak mohlo byt, ale mize
inhibovat vice cilli, a proto bude tato latka dale testovdna. Pokud bude pfi poSkozeni

DNA dochazet k fosforylacim Chkl a Chk2, bude to znamenat, Ze ATM a ATR nejsou

55



inhibovéany. Latka 33 bude déale podrobena testliim ke zjisténi hodnot ICso viici DNA-PK

1 PI3K, bude testovana v kombinaci s radiaci a jinymi cytotoxickymi latkami.

Substituent dibenzothiofen v molekulach 34 a 35 je srovnatelny se substituci
uNU7441, nicméné v poloze 9- vySel zbiologického testovani jako nelGcinny a
v poloze 7- byl navic cytotoxicky. Mohlo by to znamenat, ze diky jinému centralnimu
cyklu je posunuta geometrie nepoldrniho substituentu a tim padem uz nezapada
do aktivniho mista, kde mozna zapadéa derivat pouze s malym substituentem thiofenem
v poloze 9- (33). Jedna se o derivat s nejmenSim substituentem, ktery byl piipraven, je
mozné, ze presn¢ zapadd do aktivniho mista. Latka 33 vysla z biologického testovani
1épe nez NU7026, nicmén¢ s NU7441 se porovnavat neda, protoze pii testovani byla

pouzita jina koncentrace.

Bylo by proto vhodné piipravit sérii obdobnych latek vychazejicich z molekuly
33, které by toto tvrzeni mohly potvrdit. Rizn¢ substituovat thiofen alkylovymi zbytky,
izosterni zdménou kysliku nebo dusiku za siru by byly pfipraveny derivaty se substituci
furanem ¢i pyrrolem v poloze 9-. Pfinosné by mozna bylo zménit jadro molekuly, napf.

za pteridin ¢i pyrimido[4,5-d]|pyrimidin.

Bezpecnost téchto latek bude muset byt dale testovana. Jedna se o latky, které
vyfazuji opravu DNA. V biologickém hodnoceni byly nddorové i nenddorové bunécné
linie témto latkdm vystaveny pouze po dobu 48 hodin, nelze proto jasné fici, ze
na nenadorové bunky nepisobi. Vyfazeni drah, které jsou nutné pro opravu DNA, se
muze projevit az pii del§im ¢i opakovaném uzivani téchto latek. Jedna se predevsim

0 mutagenitu a teratogenitu.

Terapeuticky potencial uplatnit se v 1écbé rakoviny tyto nové latky nicméné
maji. Podavaly by se cyklicky s radio a chemoterapii, kde by davka cytostatika byla
niz8i nez pii konvencni terapii, coZ s sebou piindsi snizeni rizika vzniku neZadoucich

ucinkd.
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4 ZAVER

Bylo pfipraveno 12 potencialnich inhibitort DNA-PK, z toho se biologického
testovani, kde se méfily antiproliferativni a chemosenzibilizacni vlastnosti, zucastnilo
zdbvodu Spatné rozpustnosti 9 litek. Dv€é znich byly vylouceny
z chemosenzibiliza¢niho testu pro zjiSténou cytotoxicitu. Latka 33 vykazovala velmi
dobré vysledky, hlavné chemosenzibilizacni efekt na nadorové linie HelLa, AGS a
A549. Navic neovliviiovala MRC-5, coZ znaci, ze nema vliv na nenadorové linie.
Protoze z vysledkl biologického hodnoceni nelze jednoznaéné urcit, zda se jedna o

inhibitor DNA-PK, bude tato latka dale testovana.
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PRILOHY

Piiloha 1. Zivotaschopnost bunék po pouZiti samotnych inhibitort.

28 29 30 31 32 33 34
Jurkat 93+9]  90+7 94+6] 95+7| 9614
A2780 1059 99+9| 26+2| 97+2| 98+3| 83+7| 3346
A549 105£20] 111+19]  29%2| 107+4| 114+14]| 108+8| 83+1
HT-29 120415 101+6| 61+11] 100+2] 119+23] 102+9| 66+5
AGS 98 +£2 93+7 28 +4 103+£2 98 £2 84+3 35+7
HeLa 103+£2]  97+6 22l  95+8| 99+12| 1038
SAOS-2 99+8| 101+7| 3043 102+6| 106+5| 97+1| 5749
PANC-1 89+6| 93+46| 4843 94+9| 100+7| 104+6| 73+5
MCF-7 10542] 114+3] 63+1] 118+13] 101+£9| 103+8| 6546
MRC-5 99+5] 97+ [ 00Al 10342 105+2| 104+4| 61+2
35 36| NU7441| NU7026| KU-5933|  DOX
Jurkat 93+8| 89+8| 99+2| 86+7] 7746
A2780 105+5]  96+9| 94+7| 77+4] 94+3
A549 105+6] 100£2] 103+8] 79+16] 98+8| 6216
HT-29 92+2]  84+9| 104+5| 93+16| 99+4| 5849
AGS 10811 98+5| 92+2] 88+4| 95:12
HeLa 100+1]  89+1]| 105+5] 95410 10645
SAOS-2 99+3| 88+4| 97+3| 93+6| 9842
PANC-1 | 103+3| 86+4| 103+5| 103+5] 114+11| 7249
MCEF-7 101 £6 89+£2 96 + 6 78 £3 106 +3 44 +3
MRC-5 106+2] 96+10] 101+5] 94+7| 103+5| 30£5

26 -50
51-75

Hodnoty ptedstavuji zivotaschopnost bunék po piisobeni inhibitorti a jsou vyjadieny
jako procento Zivotaschopnosti neoSetienych kontrolnich bunck (100 %). Kazda
hodnota je primérem z 3 nezavislych méteni + smérodatna odchylka (SD).

Hodnoty z intervalu 0 — 25 %, 16 — 50 % a 51 — 75 % jsou zvyraznény barevné.
y
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Priloha 2.Chemosenzibiliza¢ni vlastnosti inhibitoru a standardda.

INH control 28 29 31 32
Jurkat 100 93+9| 90+7| 94+6| 95+7
A2780 100 105+9| 99+9| 97+2| 98+3
A549 100 10520 111 +19| 107+4| 114+ 14
HT-29 100| 121 £15| 101+6| 100+2| 119423
AGS 100 98+£2| 93+7| 103+2| 98+2
HeLa 100 103+2| 97+6| 95+8| 99=+12
SAOS-2 100 99+8| 101+7| 102+6| 106+£5
PANC-1 100 89+6| 93+6| 94+9| 100+7
MCF-7 100 105+2| 114+3|118+13| 101+9
MRC-5 100 9945 97+3| 103+2| 105+2

INH 33 35 36| NU7441 | NU7026 | KU55933
Jurkat 96+14| 93+8 89+ 8 99 + 2 86+ 7 77+ 6
A2780 88+7| 1055 96+9| 94+7| 77+4 94+ 3
AS549 108+8| 105+6| 100+£2| 103+£8| 79+16 98 + 8
HT-29 102+9] 922 84+9| 104+5| 93+16 99 + 4
AGS 84+3] 108+ 11 98+5 92+2 88+4| 95+12
HeLa 103+8| 100+1 890+1| 105+5| 95+10] 106+5
SAOS-2 97+1 99+3 88+4| 9743 93+ 6 98 +£2
PANC-1| 104+6| 1033 86+4| 103+5| 103+5| 114=11
MCF-7 103+8| 101+£6 89+£2 96+6| 78+3| 106+3
MRC-5 104+4] 106+2] 96+10] 101+5 94+7| 1035
INH+DOX | control 28 29 31 32 33
Jurkat 100 64+16] 62+9] 71+7| 64+16| 61+3
A2780 100 474+7| 43+6| 44+5| 45+£5| 43+8
A549 100 99+10| 87+15| 98+14| 86+ 12
HT-29 100 64+9| 59+14| 58+13| 41+19
AGS 100 64+9| 58+4| 66+4| 48+12
HeLa 100 65+7| 62+5 65+5| 57+13
SAOS-2 100 65+13| 65+12| 69+14| 61+6
PANC-1 100 5843 53+2] 55+3 45+£7] 2940
MCF-7 100 S50=£11 50+7| 37«8
MRC-5 100 6945 76+ 9 82+6 81+9| 7143

66




INH+DOX 35 36| NU7441| NU7026 | KU55933| DOX

Jurkat 69+6 72+1 69+1| 70=+11 58+3 783
A2780 56+7 5245 55+£8 44+ 4 65+ 8 55+4
A549 83+9 74 £3 81+4 58+£8 75+5 93+5
HT-29 49+ 6 47+ 7 64+9 66+9| 63+23| 54+14
AGS 64+10] 62+16| 82+23| 57+14| 85+17| 76+14
HeLa 687 57+5] 83+18 63+7 597 729

SAOS-2 [ 71£10 62+6| 80+11| 58+10] 56+17 75+9
PANC-1 58+ 1 52+4 63+4 43+ 1 37+3 58+0
MCEF-7 40+9 39+8| 48+12 26£7| 37£11 43+ 7
MRC-5 86+ 3 785 79+19 70+4] 68+10 79+ 7

- 0-25
26 - 50
51-75

Hodnoty ptedstavuji Zivotaschopnost bunék po plsobeni inhibitor a jsou vyjadieny
jako procento Zzivotaschopnosti neoSetfenych kontrolnich bunék (100 %). Kazda
hodnota je primérem ze 3 nezavislych méfeni + smérodatna odchylka (SD).

Hodnoty z intervalu 0 — 25 %, 16 — 50 % a 51 — 75 % jsou zvyraznény barevné.
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