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ABSTRAKT  

 

Univerzita Karlova  

Farmaceutick§ Fakulta v Hradci Kr§lov® 

Katedra Farmaceutick® chemie a kontroly l®ļiv 

Student: KateŚina Vejrychov§ 

Ġkolitel: doc. RNDr. Veronika Opletalov§, Ph.D. 

Konzultant: Mgr. Martin Andrġ 

N§zev DP: Synt®za a biologick® hodnocen² purinovĨch inhibitorŢ fosfatidylinositol-

3-kinas a pŚ²buznĨch proteinkinas II 

 

 Rakovina je z§vaģn® onemocnŊn² s nejistou progn·zou a n§roļnou l®ļbou. 

Moģnosti terapie se neust§le vyv²j², ale st§le nen² k dispozici ¼ļinn§ l®ļba pro vġechny 

typy n§dorŢ, a tak se rakovina st§le Śad² mezi nejļastŊjġ² pŚ²ļiny ¼mrt² v cel®m svŊtŊ. 

Pacienti ļasto podstupuj² konvenļn² cytotoxickou terapii nebo radioterapii, kter® ale 

maj² Śadu neģ§douc²ch ¼ļinkŢ a nejsou vģdy efektivn². Jednou velmi zkoumanou 

moģnost², jak tuto l®ļbu zefektivnit je vyŚazen² opravnĨch mechanismŢ poġkozen² 

DNA, kter§ jsou podstatou ¼ļinku radioterapie a nŊkterĨch chemoterapeutik. Pro tento 

¼ļel jsou vhodn® fosfatidylinositol-3-kinasam pŚ²buzn® proteinkinasy, zejm®na pak 

DNA-dependentn² proteinkinasa (DNA-PK), protoģe se na opravŊ DNA znaļnou m²rou 

pod²l². V r§mci t®to diplomov® pr§ce bylo pŚipraveno 12 potenci§ln²ch inhibitorŢ DNA-

PK, ze kterĨch bylo 9 l§tek testovanĨch samostatnŊ na 9 n§dorovĨch a 1 nen§dorov® 

bunŊļn® linii.  DvŊ l§tky byly cytotoxick®. ZbĨvaj²c²ch 7 slouļenin bylo podrobeno 

chemosenzibilizaļn²mu testu v kombinaci s doxorubicinem za pouģit² stejnĨch 

bunŊļnĨch lini². Pouze jedna slouļenina, (33) vyk§zala velmi vĨraznou 

chemosensibilizaci n§dorovĨch bunŊk a bude podrobena dalġ²m testŢm. 
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ABSTRACT 

 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Kr§lov® 

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 

Student: KateŚina Vejrychov§ 

Supervizor: Assoc. Prof. RNDr. Veronika Opletalov§, Ph.D. 

Consultant: Mgr. Martin Andrġ 

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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SEZNAM POUĢITħCH ZKRATEK  

 

AMPK 

A-T 

AMP-aktivovan§ proteinkinasa 

ataxia-telangiectasia 

ATM kinasa ataxia-telangiectasia mutatedkinasa 

ATR kinasa ataxia-telangiectasia a RAD3-pŚ²buzn§ kinasa 

BRCA1/2 breast cancer 1 a 2 

CDK  cyklin-dependentn² kinasa 

Chk1 a Chk2 checkpointkinasa 1 a 2  

CK2 kaseinkinasa 2  

DCM  dichlormethan 

DDR DNA damage responce 

DMF dimethylformamid 

DNA-PK DNA-dependentn² proteinkinasa 

DNA-PKCS 

DOX 

DNA-PK katalytick§ subjednotka 

doxyrubicin 

DSB  dvouŚetŊzov® zlomy DNA 

GP  growth percentage, procento bunŊk proti kontrole 

GSK3 glykogen synthasakinasa 3 

HR homologn² rekombinace 

hSMG-1 human suppressor of morphogenesis in genitalia-1 

MAPK mitogenem-aktivovan§-proteinkinasa 

mTOR mammalian target of rapamycin 

NHEJ 

NMR 

nehomologn² spojen² koncŢ 

nukle§rn² magnetick§ rezonance 

PARP poly (ADP ribosa) polymerasa 

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa 

PIKK fosfatidylinositol-3-kinasam pŚ²buzn§ kinasa 

PK pyruv§tkinasa 

PTEN phosphatase and tensin homolog 

ROS reaktivn² formy kysl²ku 

RTK receptorov§ tyrosinkinasa 

SD smŊrodatn§ odchylka 

SREBP sterol regulatory element-binding protein 

SSB jednoŚetŊzov® zlomy DNA 

TMEDA tetramethylethylendiamin 
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TRRAP transformation/transcription associated protein 

VL vĨchoz² l§tka  

ZN zhoubnĨ n§dor 
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ĐVOD 

 

Rakovina je nejednotn® onemocnŊn² projevuj²c² se nadmŊrnou bunŊļnou 

proliferac². Existuje v ŚadŊ subtypŢ, z nichģ kaģdĨ m§ odliġn® histopatologick® a 

biologick® vlastnosti. Zhoubn§ onemocnŊn² patŚ² mezi jedna z nejļastŊjġ²ch ¼mrt² 

na cel®m svŊtŊ.  

V r§mci l®kaŚsk®ho vĨzkumu je vĨzkum novĨch l§tek v terapii n§dorov®ho 

onemocnŊn² rychle se rozv²jej²c² se obor. KaģdĨ rok je pŚipravena Śada l§tek, pŚev§ģnŊ 

v r§mci c²len® terapie, kter® mohou bĨt vyuģity k terapii rakoviny. Nicm®nŊ nŊkter® 

typy tohoto onemocnŊn² se c²lenou terapi² l®ļit nedaj², a proto je spousta pacientŢ 

odk§z§na na konvenļn² ġirokospektrou terapii. Ta s sebou pŚin§ġ² rizika z§vaģnĨch 

neģ§douc²ch ¼ļinkŢ.  

Jeden z novĨch pŚ²stupŢ k terapii spoļ²v§ v inhibici syst®mŢ, kter® jsou nezbytn® 

pro opravu poġkozen® DNA n§dorovĨch bunŊk. Tato oblast je intenzivnŊ zkoum§na 

svŊtovĨmi univerzitami i farmaceutickĨmi firmami a ned§vno bylo schv§leno prvn² 

takto pŢsob²c² l®ļivo, inhibitor poly (ADP ribosa) polymerasy (PARP) ï olaparib. Velk® 

nadŊje se vkl§daj² tak® do inhibice tŚ² pŚ²buznĨch kinas: ataxia-telangiectasia mutated 

(ATM), ataxia-telangiectasia RAD3-pŚ²buzn§ (ATR), DNA-dependentn² proteinkinasa 

(DNA-PK). Tyto kinasy jsou na vrcholu sloģitĨch signalizaļn²ch kask§d a od jejich 

inhibice je oļek§van§ vĨrazn§ senzibilizace bunŊk na poġkozen² DNA, ale tak® moģnost 

vyuģ²t jejich syntetickou letalitu, a c²lit na n§dorov® buŔky v monoterapii.   
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1 TEORETICKĆ ĻĆST 

 

1.1 Rakovina 

 

1.1.1 Definice 

 

Rakovina je onemocnŊn² charakterizovan® nekontrolovatelnĨm bunŊļnĨm 

dŊlen²m. N§dorov® buŔky se mohou dŊlit lok§lnŊ v m²stŊ vzniku a d§le mohou napadat 

ļi potlaļovat okoln² tk§nŊ. To mŢģe v®st k selh§n² funkc² a n§slednŊ i ke smrti okoln² 

tk§nŊ. Pomoc² krve ļi lymfatickĨch cest se mohou jednotliv® rakovinn® buŔky dostat 

do jinĨch org§nŢ, kde se pozdŊji mohou mnoģit jako tzv. sekund§rn² n§dory neboli 

metast§za. N§dorov® buŔky se nemus² ġ²Śit pouze krv² ļi lymfou, ale tak® pomoc² 

kontinuity tk§n² nebo kanalikul§rn²ch cest, napŚ. zaģ²vac²m traktem nebo 

tracheobronchi§ln²m stromem.  

N§dory lze dŊlit na malign² a benign². Benign² jsou pomalu rostouc² novotvary 

bez invaze do okoln² tk§nŊ, bez produkce metast§z, a po jejich odstranŊn² jen vĨjimeļnŊ 

vznikaj² recidivy. Naproti tomu malign² n§dory jsou charakteristick® rychlĨm dŊlen²m, 

invaz² do sousedn²ch tk§n², metast§zemi a ļastou recidivou. 

N§dorov® tk§nŊ mohou bĨt dobŚe diferenciovan®, strukturou podobn® 

homologn² tk§ni, nebo naopak mohou bĨt tvoŚeny nediferencovanĨmi embryon§ln²mi 

buŔkami. Solidn² n§dory jsou vytvoŚeny zmnoģen²m zhoubnĨch bunŊk, kter® tak 

vytv§Ś² kus solidn² (pevn®) hmoty. PŚi leuk®mii doch§z² naopak k poġkozen² funkce 

kostn² dŚenŊ a n§slednŊ k deficitu ļervenĨch i b²lĨch krvinek i krevn²ch destiļek.[1] 

 

1.1.2 Prevalence 

 

Rakovina patŚ² mezi nejz§vaģnŊjġ² choroby cel®ho modern²ho svŊta. 

Ve vyspŊlĨch zem²ch je toto onemocnŊn² jednou z nejļastŊjġ²ch pŚ²ļin ¼mrt². Jeho 

incidence rok od roku stoup§, coģ je zpŢsobeno zejm®na rŢstem a st§rnut²m populace, 

ale tak® ¼spŊġnou diagnostikou ranĨch st§di² onemocnŊn².[2, 3] 
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Podle Mezin§rodn² agentury pro vĨzkum rakoviny bylo v roce 2012 na cel®m 

svŊtŊ v²ce neģ 70,5 mili·nŢ pacientŢ trp²c²ch zhoubnĨm onemocnŊn²m.[4] NejļastŊjġ²m 

typem rakoviny jsou kolorekt§ln² karcinom, karcinom prsu, plic a prostaty. Prevalence 

jednotlivĨch onemocnŊn² se liġ² v z§vislosti na geografick® poloze.[4, 5] 

V Ļesk® republice je ¼mrt² zpŢsoben® zhoubnĨm n§dorem (ZN) druh® 

nejļastŊjġ², hned po onemocnŊn² obŊhov®ho syst®mu. V souļasn® dobŊ je v ĻR 

evidov§no bezm§la pŢl mili·nu onkologickĨch pacientŢ a kaģdĨ rok je pŚibliģnŊ 77 000 

pacientŢm zhoubn® onemocnŊn² novŊ diagnostikov§no, coģ je t®mŊŚ dvojn§sobek oproti 

roku 1990. NejļastŊjġ²m typem rakoviny u n§s je kolorekt§ln² karcinom. V porovn§n² se 

zbytkem Evropy je Ļesk§ republika na 1. m²stŊ v incidenci tohoto n§dorov®ho 

onemocnŊn².[6, 7] 

 

1.1.3 Rizikov® faktory 

 

Rakovina je povaģov§na za multifaktori§ln² onemocnŊn², kde hraj² roli jak 

genetick®, tak vnŊjġ² vlivy. NŊkter® faktory se pŚen§ġej² geneticky mezi pŚ²buznĨmi, ale 

vŊtġinŊ rizikovĨch faktorŢ lze pŚedch§zet spr§vnĨm ģivotn²m stylem. Nicm®nŊ vznik 

rakoviny je ļasto velmi nepŚedv²datelnĨm procesem, kterĨ ani spr§vnĨ ģivotn² styl 

nemus² ovlivnit.[8] 

Mezi nejvĨznamnŊjġ² vnŊjġ² vlivy patŚ² kouŚen², alkohol a nevyv§ģen§ strava 

spolu s obezitou a minim§ln² tŊlesnou aktivitou.[8-13] CigaretovĨ dĨm obsahuje 

bezm§la 7000 slouļenin, z nichģ minim§lnŊ 60 je povaģov§no za karcinogenn² l§tky. 

Jedn§ se pŚedevġ²m o aromatick® uhlovod²ky, kter® jsou oxidov§ny enzymy cytochromu 

P450. N§sledn® metabolity aromatickĨch uhlovod²kŢ pak maj² mutagenn² ¼ļinky 

na DNA. Nav²c doch§z² k indukci enzymŢ, pŚedevġ²m cytochromŢ CYP1A1/2, 

CYP2D6 a CYP3A4. T²m doch§z² ke zvĨġen®mu metabolismu, rychlejġ²mu 

odbour§v§n² a sniģov§n² ¼ļinku l§tek vyuģ²vaj²c²ch se pŚi syst®mov® terapii karcinomu 

plic.[14] 

NadmŊrn§ konzumace alkoholu mŢģe pŚispŊt k rozvoji rakoviny v oblasti ¼st, 

j²cnu, ģaludku, jater a tlust®ho stŚeva. Ethanol m§ pŚ²mĨ vliv na buŔky, kde doch§z² 

ke vzniku acetaldehydu. Jedn§ se v prvn² ŚadŊ o buŔky jatern² a buŔky tlust®ho stŚeva. 
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Alkohol podporuje produkci vysoce reaktivn²ch kysl²kovĨch radik§lŢ (ROS), kter® 

mohou poġkodit DNA. D§le usnadŔuje absorpci karcinogenŢ uvolŔovanĨch 

pŚi kouŚen².[15] 

Nevhodn® sloģen² stravy s pŚevahou tuļn®ho a pŚep§len®ho masa spolu 

s nedostatkem ovoce a zeleniny mohou pŚi dlouhodob®m uģ²v§n² v®st aģ 

ke kolorekt§ln²mu karcinomu. Riziko je spojen® s uvolŔov§n²m znaļn®ho mnoģstv² 

dus²katĨch slouļenin a aromatickĨch polycyklickĨch uhlovod²kŢ, kter® maj² vysokou 

mutagenn² aktivitu.[9] Takov® nevhodn® sloģen² potravy stoj² za vysokĨm vĨskytem 

kolorekt§ln²ho karcinomu u n§s.[6, 7] 

U rakoviny prsu nov® studie ukazuj² moģnĨ vliv obezity a vysokĨch hladin LDL 

a VLDL cholesterolu v krvi na vŊtġ² riziko rozvoje ZN prsu, pŚedevġ²m 

u premenopauz§ln²ch ģen.[12, 16, 17] 

Mezi neovlivniteln® faktory patŚ² pŚedevġ²m genetick§ z§tŊģ, kter§ vĨraznŊ 

zvyġuje riziko vzniku rakoviny, ale i postmenopauz§ln² vŊk ģen u rakoviny prsu.[18-21]  

Jedn²m z dŢleģitĨch a tŊģko ovlivnitelnĨch faktorŢ je i sloģen² ģivotn²ho prostŚed². 

Jedn§ se pŚedevġ²m o mutagenn² l§tky typu furanonŢ, nitrofuranŢ, fungicidn² l§tky, 

halogenovan® benzaldehydy, kadmium ļi polycyklick® aromatick® uhlovod²ky. Tyto 

l§tky se uvolŔuj² do ovzduġ² pŚi vulkanick® erupci, ale hlavn²mi zdroji jsou spalov§n² 

fosiln²ch paliv a ropnĨch produktŢ v prŢbŊhu prŢmyslov® vĨroby a pŚi pŊstov§n² a 

zpracov§n² potravin.[22, 23] 

 

1.1.4 KlinickĨ obraz onemocnŊn² 

 

Rakovina, jak jiģ bylo Śeļeno, je onemocnŊn² ġirokospektr®, postihuj²c² rŢzn® 

org§ny a projevuj²c² se rŢznĨmi symptomy. Mezi znaky, kter® mohou na rakovinu 

poukazovat, patŚ² napŚ²klad nepŚirozen§ a siln§ bolest, ¼nava, hmatateln§ boule, ztr§ta 

hmotnosti, zvĨġen§ teplota, nechutenstv² a zaģ²vac² probl®my. MŢģe se objevit i 

krv§cen², pŚedevġ²m pŚi onemocnŊn² tr§vic²ho traktu, ledvin, moļov®ho mŊchĨŚe a plic. 

Karcinom plic je charakteristickĨ silnĨm kaġlem, kterĨ neustupuje a omezuje pacienta 

v dĨch§n².[24] 
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Vļasn® pŚ²znaky rakoviny jsou dost nespecifick® a ļasto jsou pacienty 

pŚehl²ģeny. Proto jsou ZN v mnoha pŚ²padech diagnostikov§ny aģ v pokroļilĨch 

st§di²ch. ObecnŊ plat², ģe ļ²m vļasnŊjġ² diagn·za, t²m lepġ² progn·za. Proto se nyn² 

klade velkĨ dŢraz na poskytov§n² preventivn²ch vyġetŚen², kter® mohou rozv²jej²c² se 

onemocnŊn² zachytit uģ v ranĨch st§di²ch. Jedn§ se pŚedevġ²m o screening rakoviny 

dŊloģn²ho hrdla, prsu, a kolorekt§ln²ho karcinomu.[25, 26] 

 

1.1.5 Patofyziologie 

 

Vzniku rakovinn®ho bujen² zpravidla vģdy pŚedch§z² mutace v DNA. Mutace 

DNA mohou vznikat pŚi replikaci ļi transkripci, oxidaļn²m stresem, nebo mohou bĨt 

zpŢsobeny vnŊjġ²mi faktory jako UV z§Śen²m ļi dalġ²mi mutagenn²mi l§tkami. 

Poġkozen² DNA bĨv§ celkem bŊģn®, proto maj² buŔky velmi propracovanĨ syst®m 

oprav DNA. Nicm®nŊ obļas mŢģe nŊjak§ mutace uniknout kontrole. Vznikl§ mutace se 

pak nemus² vŢbec projevit, mŢģe v®st ke smrti buŔky, anebo se mŢģe d§le ġ²Śit.[27] 

ZmŊny v urļitĨch kritickĨch genech pak mohou v®st pŚ²mo k iniciaci 

rakovinn®ho bujen². Jedn²m typem tŊchto genŢ jsou protoonkogeny. Jsou to geny, kter® 

k·duj² rŢzn® regulaļn² proteiny nebo receptory, a pŚi jejich mutaci na onkogen mŢģe 

doj²t k poruġe signalizace uvnitŚ buŔky, kter§ se tak zaļne nekontrolovatelnŊ dŊlit.[28] 

Jako modelov® sign§ln² dr§hy lze zm²nit Ras/PI3K, mTOR a Ras/MAPK. 

RŢstov® faktory aktivuj² pŚes receptorovou tyrosinkinasu (RTK) Ras protein, kterĨ 

pŚen§ġ² impulsy efektorovĨmi dr§hami, hlavnŊ fosfatidylinositol-3-kinasami (PI3K/Akt) 

a mitogen-aktivovanou-protein-kinasou (MAPK).[29, 30] PI3K dr§hy vedou ke 

glykolĨze d²ky zvĨġen® expresi a membr§nov® lokalizaci membr§nov®ho transport®ru 

pro glukosu GLUT1, stimuluj² fosfofruktokinasu [31] a aktivuj² mammalian target of 

rapamycin (mTOR), jenģ se pod²l² na biosynt®ze lipidŢ a celkovŊ ovlivŔuje 

metabolismus buŔky.[32] Jako pŚ²klad mutace v t®to dr§ze lze uv®st gen PK3CA, 

k·duj²c² podjednotku PI3KŬ. Tato mutace, ļast§ pŚi rakovinŊ tlust®ho stŚeva, jater i 

prsu, produkuje vadnou PI3KŬ kinasu, kter§ je vysoce reaktivn² a signalizuje buŔce, ģe 

m§ d§le rŢst a dŊlit se. Velmi ļasto bĨv§ zmutov§n i Ras protein, kterĨ je pak st§le 

aktivn² i v nepŚ²tomnosti rŢstov®ho faktoru.[33] 
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Dalġ² geny s pŚ²mou spojitost² s rakovinou jsou tumor supresorov® geny. Tyto 

geny vŊtġinou k·duj² proteiny s represivn² funkc², kter® brzd² a reguluj² rŢst bunŊk. 

PŚi jejich mutaci opŊt doch§z² k poruġe signalizace uvnitŚ bunŊk, kter® se d§le mohou 

dŊlit.[34] 

Jedna z nejļastŊjġ²ch mutac² rakovinnĨch bunŊk je mutace tumor supresorov®ho 

genu p53, tzv. str§ģce genomu. U bunŊk s touto mutac² doch§z² k poruch§m oprav 

DNA, coģ se projevuje dalġ²mi mutacemi a akcelerac² vzniku a ġ²Śen² rakoviny. 

Mimo to, doch§z² i ke zvĨġen®mu metabolismus glukosy a zvĨġen®mu mnoģstv² 

uvolŔovan®ho lakt§tu.[35] 

Kaģd§ sign§ln² dr§ha m§ jednak aktiv§tory, tak i represory. Jiģ vĨġe zm²nŊn§ 

sign§ln² dr§ha Ras/PI3K/mTOR je regulov§na pomoc² proteinu PTEN (phosphatase and 

tensin homolog), kterĨ pŚ²mo potlaļuje sign§ly PI3K. Pod²l² se tak na regulaci 

bunŊļn®ho cyklu, na kontrole bunŊļn®ho dŊlen² a v pŚ²padŊ potŚeby se z¼ļastŔuje i 

navozen² apopt·zy buŔky.[36] 

Rakovinov® bujen² je otevŚenĨ, komplexn² a adaptivn² syst®m, kde se jednotliv® 

sloģky n§dorovĨch bunŊk mohou mŊnit v ļase a prostoru a pŚizpŢsobovat se 

podm²nk§m prostŚed². PŚechod ze zdrav® buŔky na buŔku n§dorovou je proces 

v²cestupŔovĨ a zahrnuje mnoho procesŢ a sign§ln²ch drah.[37] 

 

1.1.6 Metabolismus n§dorovĨch bunŊk 

 

Rychle se mnoģ²c² buŔky potŚebuj² hojnĨ a nepŚetrģitĨ pŚ²sun ģivin.[38] Jejich 

metabolismus tak spoļ²v§ v glykolĨze, kdy doch§z² ke vzniku menġ²ho mnoģstv² ATP 

neģ pŚi oxidativn² fosforylaci. Jedn§ se o tzv. glykolytickĨ fenotyp, kdy se n§dor d²ky 

mitochondri§ln² mutaci adaptuje na hypoxick® prostŚed² a nen² schopen bunŊļn®ho 

dĨch§n².[39] 

U rostouc²ho n§doru doch§z² ke vzniku st§le tŊģġ²ch hypoxickĨch podm²nek[40], 

proto doch§z² ke zmŊn§m v metabolismu glukosy za vzniku lakt§tu. Takov® hypoxick® 

a kysel® prostŚed² n§slednŊ zpŢsobuje chromozom§ln² nestabilitu, kter§ mŢģe 

zpŢsobovat vznik dalġ²ch geneticky poġkozenĨch bunŊk.[41] 
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Pro rŢst bunŊk je potŚebnĨ zvĨġenĨ pŚ²sun glukosy a glutaminu. Glukosa se 

metabolizuje glykolĨzou na pyruv§t, kterĨ vstupuje do Krebsova cyklu, nebo se 

vyluļuje v podobŊ lakt§tu. Tato pŚemŊna z pyruv§tu na lakt§t je zapotŚeb² k regeneraci 

NAD+, kterĨ je nutnĨ pro proces glykolĨzy. Glukosa spolu s aminokyselinami jsou 

dŢleģit® pro vĨrobu nukleovĨch kyselin prostŚed²m pentosofosf§tov® cesty. ZvĨġen§ 

glykolĨza spolu s biosynt®zou lipidŢ jsou typick® pro rychle se dŊl²c² buŔky.[42] 

UvolnŊn² lakt§tu pŚisp²v§ k metabolick® acid·ze, kter§ se u pevnĨch n§dorŢ 

bŊģnŊ vyskytuje. Kysel® prostŚed² br§n² norm§ln² funkci imunitn²ch bunŊk a mŢģe v®st 

ztr§tŊ aktivity T-lymfocytŢ. Takto lok§lnŊ potlaļen§ imunita slouģ² jako z§klad 

pro malignitu a jej² dalġ² progresi. MetabolickĨ rozvrat zpŢsobenĨ acid·zou je tak® 

jednou z pŚ²ļin mortality rakoviny.[43] 

 

Obr§zek 1. Metabolismus dŊl²c²ch se bunŊk.[39] DŊl²c² buŔky vyģaduj² pŚ²sun glukosy, 

kter§ se prostŚednictv²m glykolĨzy mŊn² na pyruv§t, ze kter®ho n§slednŊ vznik§ acetyl-

CoA. Ten vstupuje do Krebsova cyklu ve formŊ citr§tu nebo se vrac² zpŊt do cytosolu, 

kde je vyuģit pro synt®zu lipidŢ. Glukosa mŢģe bĨt mimo jin® vyuģita jako zdroj uhl²ku 

pro pŚ²pravu ribosy-5-fosf§tupentosofosf§tovou cestou, ze kter® se produkuje RNA a 

DNA. Glykolytick® produkty se spolu s glutaminem mohou vyuģ²vat pro vĨrobu dalġ²ch 
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aminokyselin a b²lkovin. Odpadn² l§tky se vyluļuj² z buŔky ve formŊ lakt§tu (vznikaj²c² 

vŊtġinou z glykolĨzy) a amoniaku, l§tky vznikaj²c² z metabolismu aminokyselin. 

Vysok§ m²ra proliferuj²c²ch n§dorovĨch bunŊk nut² produkovat v²ce energie a 

dalġ² makromolekuly. Kl²ļovou roli hraj² pyruv§tkinasy (PK), jakoģto posledn² enzymy 

glykolytick® dr§hy, kdy se z fosfoenolpyruv§tu st§v§ pyruv§t za uvolnŊn² ATP. 

Ze 4 forem PK (L, R, M1 a M2)[44] je PKM2  pŚevl§daj²c² formou PK v rakovinnĨch 

buŔk§ch a jej² aktivitu lze upravovat bunŊļnĨm potŚeb§m.[45] Jej² n²zk§ aktivita 

podporuje vznik glykolytickĨch produktŢ pro dalġ² biosyntetick® cesty.[46] 

 

Obr§zek 2. Signalizaļn² dr§hy reguluj²c² metabolismus a proliferaci n§dorovĨch 

bunŊk.[39] RŢstov® faktory ovlivŔuj² metabolismus pŚes Ras a PI3K. PI3K a MAPK 

n§slednŊ zvyġuj² glykolĨzu a indukuj² upregulac² transkripļn² faktor SREBP (sterol 

regulatory element-binding protein), kterĨ podporuje lipogenezi. mTOR hraje hlavn² 

roli metabolick®ho sp²naļe, aktivuje translaci proteinu, glykolĨzu a lipogenezi. Myc je 

hlavn² onkogen pod²lej²c² se na upregulaci synt®zy glutam§tu, tak® zvyġuje glykolĨzu a 

produkci lakt§tu. AMPK je kontroln² protein, reaguj²c² na ATP, jehoģ funkce je ļasto 

v n§dorovĨch buŔk§ch naruġena, ļ²mģ umoģŔuje buŔk§m pŚep²n§n² mezi metabolismem 

a katabolismem podle toho, jak je mnoģstv² ģivin vz§cn®. p53 reguluje l§tkovou 
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vĨmŊnu prostŚednictv²m up-regulace synt®zy glutam§tu a inhibic² synt®zy mastnĨch 

kyselin a glykolĨzy. 

 

 

1.2 L®ļba rakoviny 

 

V souļasn® dobŊ se vyuģ²v§ nŊkolik l®ļebnĨch procesŢ k l®ļbŊ rakoviny. PatŚi sem 

chirurgick§ l®ļba, coģ je z§kladn² a nejstarġ² metoda zahrnuj²c² odstranŊn² n§doru 

v m²stŊ patologick®ho vzniku. Tato metoda je ovġem limitov§na velikost² a um²stŊn²m 

n§doru, napŚ. pŚi n§dorech v lymfatickĨch uzlin§ch nebo spin§ln²ch n§dorech, ale tak® 

pŚi tvorbŊ metast§z. Ļasto se kombinuje s radioterapi² nebo chemoterapi², kter® 

umoģŔuj² zmenġen² ZN pŚed operac², nebo zabr§nŊn² recidiv po operaci.  

Radioterapie je zaloģena na skuteļnosti, ģe ionizuj²c² z§Śen² niļ² n§dorov® buŔky 

d²ky zlomŢm v DNA. Modern² pŚ²stroje dok§ģou velmi pŚesnŊ zac²lit z§Śen² 

na n§dorovou tk§Ŕ, nicm®nŊ je radioterapie st§le velkou z§tŊģ² pro okoln² tk§nŊ i celĨ 

organismus. NŊkter® buŔky bĨvaj² d²ky opravnĨm mechanismŢm DNA resistentn², i tak 

ale patŚ² radioterapie mezi nej¼ļinnŊjġ² a nejļastŊjġ² typy l®ļby ZN. 

Farmakologick§ (syst®mov§) l®ļba se d§ rozdŊlit na konvenļn² chemoterapii, 

c²lenou l®ļbu, hormon§ln² terapii a paliativn² l®ļbu. Chemoterapie je proces, pŚi kter®m 

pŢsob² chemick® l§tky na rychle se dŊl²c² buŔky. VĨhodou je, ģe pŢsob² na prim§rn² 

n§dor i metast§zy, ale velkou nevĨhodou je, ģe pŢsob² cytotoxicky i na buŔky zdrav®, 

pŚedevġ²m v oblasti gastrointestin§ln²ho traktu ļi kostn² dŚenŊ.[1] 

C²len§ l®ļba vyuģ²v§ ġirokou ġk§lu pŚ²mĨch i nepŚ²mĨch postupŢ v l®ļbŊ 

rakoviny (viz d§le). PŚ²m® postupy c²l² na n§dorov® sign§ln² dr§hy buŅ monoklon§ln²mi 

protil§tkami, anebo l®ļivy s malou molekulou. NepŚ²m® postupy pŢsob² na n§dorov® 

antigeny, kter® jsou exprimov§ny na bunŊļn®m povrchu a slouģ² jako c²l pro ligandy, 

kter® mohou obsahovat rŢzn® druhy efektorovĨch molekul. D²ky tŊmto pŚ²stupŢm mŢģe 

terapie pŚesnŊ zac²lit na n§dorov® buŔky, kter® obsahuj² specifick® protil§tky nebo 

peptidov® ligandy, a zastavit dŊlen² n§dorŢ.[47] 

V souļasn® dobŊ se uplatŔuje i mnoho minoritn²ch typŢ l®ļby ZN. Mimo jiģ 

zm²nŊnĨch z§kladn²ch typŢ l®ļby mŢģeme zm²nit i hypertermii, fototerapii nebo 
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imunoterapii. Hypertermie zpŢsobuje l®ze v n§dorovĨch buŔk§ch d²ky teplotŊ 

pŚevyġuj²c² 43ÁC. Takov§ teplota pŢsob² cytotoxicky hlavnŊ na buŔky v kysel®m 

prostŚed², jak je tomu pr§vŊ u n§doru. BĨv§ ļasto pomocnou terapi² k chemoterapii a 

radioterapii. Fototerapie se vztahuje na pouģit² fotosenzitivn²ch l§tek, kter® se akumuluj² 

v malign²ch tk§n²ch a pŚi pŢsoben² urļitĨch vlnovĨch d®lek zpŢsobuj² destrukci 

zhoubnĨch n§dorŢ. Imunoterapie je strategie vyuģ²v§na do kombinac² k chirurgick® 

terapii, radioterapii ļi chemoterapii. Vyuģ²v§ aktivitu T-lymfocytŢ, kter® pŢsob² 

na n§dorov® buŔky d²ky jejich specifickĨm antigenŢm na povrchu. Proto se 

imunologick§ l®ļba nŊkdy tak® Śad² do syst®mov® l®ļby.[1] 

 

1.2.1 Konvenļn² chemoterapie 

  

Konvenļn² terapie je formou syst®mov® l®ļby rakoviny. Jej² ¼ļinek spoļ²v§ 

v ovlivnŊn² z§kladn²ch funkc² dŊl²c²ch se bunŊk, hlavnŊ DNA replikace a transkripce a 

cytoskeletu, ļ²mģ doch§z² k zastaven² dŊlen² ļi smrti bunŊk. Podstatou t®to l®ļby je 

vŊtġ² senzitivita nestabiln²ch a rychle se dŊl²c²ch n§dorovĨch bunŊk neģ bunŊk 

zdravĨch. V souļasn® dobŊ se nejv²ce vyuģ²vaj² 4 skupiny konvenļn²ch cytostatik. Jsou 

to l§tky tvoŚ²c² adukty s DNA, poġkozuj²c² synt®zu DNA a nukleotidŢ, interaguj²c² 

s topoisomerasami a mitotick® jedy. 

Cytostatika tvoŚ²c² adukty s DNA navozuj² apopt·zu bunŊk, zpŢsobenou 

kovalentn² modifikac² nukleofiln²ch m²st v DNA. PatŚ² sem skupina l§tek vych§zej²c²ch 

z dus²kat®ho yperitu (cyklofosfamid, chlorambucil), alkansulfonovĨch kyselin 

(busulfan), triazeny (temozolomid), deriv§ty nitrosomoļoviny (lomustin), nebo 

komplexy platiny (cisplatina, karboplatina). 

Antimetabolity poġkozuj² synt®zu nukleotidŢ a funkci DNA. Mohou 

napodobovat pŚirozenŊ se vyskytuj²c² struktury jako kyselinu listovou (methotrex§t), 

purinov® b§ze (merkaptopurin) ļi pyrimidinov® b§ze (5-fluorouracil, kapecitabin) nebo 

mohou blokovat enzym ribonukleotidreduktasu (hydroxyurea), kterĨ se pod²l² 

na synt®ze nukleotidŢ. 

L§tky interaguj²c² s topoisomerasami zpŢsobuj² pŚi replikaci zlomy, ļ²mģ je 

u bunŊk vyvol§na apopt·za. Jedn§ se o kamptoteciny (topotekan, irinotekan), kter® 
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interaguj² s topoisomerasou I, o podofylotoxiny (etoposid), kter® inhibuj² topoisomerasu 

II. Do t®to skupiny lze zaŚadit i internaļn² l§tkyïantracykliny (doxorubicin, epirubicin), 

kter® se zaļleŔuj² do dvouġroubovice DNA a t²m tak® inhibuj² topoisomerasu II.  

Tzv. mitotick® jedy se v§ģou na dŊl²c² vŚet®nka a blokuj² tak bunŊļnou M f§zi 

(mit·za), kdy doch§z² k rovnomŊrn®mu bunŊļn®mu dŊlen². PatŚ² sem alkaloidy rodu 

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

PŚi terapii konvenļn²mi cytostatiky se pouģ²vaj² maxim§ln² tolerovan® d§vky 

v opakuj²c²ch se intervalech, aby doġlo ke zniļen² co nejvŊtġ²ho poļtu n§dorovĨch 

bunŊk a z§roveŔ nebyl ohroģen pacient. Ļasto se tak® pod§v§ kombinaļn² l®ļba v²ce 

cytostatiky, pro dosaģen² maxim§ln²ho pŢsoben² kombinac² v²ce mechanismy ¼ļinkŢ. 

Kombinace l®kŢ ve vysokĨch d§vk§ch s sebou samozŚejmŊ pŚin§ġ² ġirok® spektrum 

neģ§douc²ch ¼ļinkŢ. Ty lze rozdŊlit na okamģitŊ se projevuj²c² a projevuj²c² se 

opoģdŊnŊ. Rychle se projevuj²c² ¼ļinky jsou pŚedevġ²m nechutenstv², zvracen², ¼nava, 

prŢjem. Tyto projevy postupem ļasu odezn². PŚ²znaky, kter® se mohou objevit i delġ² 

dobu po prodŊlan® terapii, jsou z§vaģnŊjġ². Jedn§ se pŚedevġ²m o alopecii, org§novou 

toxicitu, supresi kostn² dŚenŊ, naruġen² hormon§ln² rovnov§hy a kognitivn²ch funkc², 

neuropatii ļi sekund§rn² malignitu.[49] 

 

1.2.2 C²len§ terapie 

 

C²len§ l®ļba vyuģ²v§ nejnovŊjġ²ch poznatkŢ o vzniku jednotlivĨch typŢ ZN a 

jejich fungov§n². L®ļiva c²len® terapie jsou navrģena tak, aby interagovala se 

specifickĨm c²lovĨm proteinem, kterĨ m§ rozhoduj²c² ¼lohu v rŢstu n§doru nebo jeho 

progresi. Tento pŚ²stup je tak v rozporu s konvenļn² terapi², kter§ zasahuje bunŊļn® 

struktury potŚebn® k rŢstu vġech bunŊk. Molekulov§ identifikace rakovinnĨch antigenŢ 

otev²r§ nov® moģnosti pro vĨvoj ¼ļinn® imunoterapie, terapie vyuģ²vaj²c² protil§tky, a 

pŚedevġ²m pro ligand-c²lenou terapii. Mohou se kombinovat s chemoterapi² ļi 

radioterapi² pro zlepġen² selektivity protin§dorovĨch l®ļiv a sn²ģen² jejich toxicity.[47] 

C²len§ l®ļiva existuj² ve dvou form§ch, jako monoklon§ln² protil§tky a 

n²zkomolekul§rn² inhibitory kinas. Terapie pomoc² monoklon§ln²ch protil§tek navazuje 

na ¼spŊchy imunoterapie. S pokroļilejġ²mi technologiemi bylo moģn® pŚipravit 
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protil§tky, kter® dok§ģou c²lit a v§zat se velmi specificky na bunŊļn® struktury 

n§dorovĨch bunŊk. Jejich mechanismus je rŢznĨ. Mohou se v§zat a blokovat 

receptorov® tyrosinkinasy (RTK), coģ jsou receptory rŢstovĨch sign§lŢ a u rakovinnĨch 

bunŊk jsou ļasto nadmŊrnŊ aktivn². Tzv. protil§tkov® konjug§ty jsou kombinac² 

imunoglobulinŢ nebo jejich fragmentŢ s vhodnou sloģkou. MŢģe se jednat napŚ. 

o toxiny, cytostatika ļi radionuklidy. D²ky imunoglobulinov® ļ§sti, kter§ m§ antigenn² 

specificitu, dojde k nasmŊrov§n² efektorov® sloģky pŚ²mo k n§dorovĨm buŔk§m.[50] 

V souļasn® dobŊ se vĨzkum zamŊŚuje na pouģit² n²zkomolekul§rn²ch inhibitorŢ 

RTK i preceptorovĨch tyrosinkinas[51], coģ jsou dŢleģit® medi§tory signalizaļn²ch 

kask§d, kter® n§slednŊ urļuj² kl²ļov® role v rŢznĨch biologickĨch procesech, jako je 

rŢst, diferenciace, metabolismus ļi apopt·za. Nav²c se pod²lej² na angiogenezi a 

neovaskularizaci n§dorov® tk§nŊ. Imatinib je prvn² n²zkomolekul§rn² l®ļivo c²len® 

terapie v l®ļbŊ n§dorov®ho onemocnŊn², pŚedevġ²m v l®ļbŊ chronick® myeloidn² 

leuk®mie. Jeho mechanismus ¼ļinku spoļ²v§ ve specifick® inhibici f¼zn²ho proteinu 

BCR-ABL, kterĨ je specifickĨ jen pro n§dorov® buŔky, a kterĨ fosforylac² aktivuje 

celou Śadu proteinŢ kl²ļovĨch pro proliferaci a diferenciaci hematopoetickĨch 

bunŊk.[52] 

 

1.3 Vyuģit² oprav DNA v l®ļbŊ rakoviny 

 

1.3.1 DNA damage response (odpovŊŅ na poġkozen² DNA) 

  

Poġkozen² DNA pŚedstavuje pro buŔku velkou hrozbu, proto se u nich vyvinuly 

sloģit® mechanismy k odhalen² a opraven² DNA l®z², souhrnnŊ nazĨvan® jako DNA 

damage response (DDR, Obr. 3). Jedn§ se o sloģitou signalizaļn² s²Š, kter§ m§ za ¼kol 

rozpoznat poġkozen² DNA, pozastavit bunŊļnĨ cyklus a pokud to lze, tak poġkozen² 

opravit, v opaļn®m pŚ²padŊ nasmŊrovat buŔku k apopt·ze.  
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Obr§zek 3. Druhy DNA poġkozen² a jejich n§sledn® signalizaļn² dr§hy pro opravu 

DNA.[53] RŢzn® typy poġkozen² DNA se mohou objevit v buŔce v dŢsledku chybn® 

replikace, vzniku volnĨch radik§lŢ z oxidaļn²ho stresu nebo ionizac², UV z§Śen²m ļi 

pŢsoben²m chemoterapeutik. Tyto dŊje mohou zpŢsobit jedno nebo dvouŚetŊzov® zlomy 

v DNA, modifikovat b§ze, zpŢsobovat kŚ²ģov® vazby mezi ŚetŊzci DNA ļi objemnĨmi 

l®zemi naruġit spir§lovitou strukturu DNA.  

TypŢ DNA l®z² je cel§ Śada, stejnŊ tak i mechanismŢ, kter® n§slednŊ DNA 

opravuj². V r§mci t®to diplomov® pr§ce se budu vŊnovat pŚedevġ²m dvouŚetŊzcovĨm 

zlomŢm DNA (DSB, double strand breaks), kter® jsou tŊmi nejv§ģnŊjġ²mi typy DNA 

poġkozen². DSB jsou zpŢsobov§ny ionizuj²c²m z§Śen²m, nŊkterĨmi typy 

chemoterapeutik, napŚ. inhibitory topoisomeras, reaktivn²mi formami kysl²ku (ROS) a 

mechanickĨm nam§h§n²m chromozomŢ. Tyto zlomy n§slednŊ aktivuj² proteinkinasy 

ATR, ATM a DNA-PK.[54] 

V posledn²ch dvou dek§d§ch jsou DDR velmi studov§ny pro svou vyuģitelnost 

v r§mci terapie n§dorovĨch onemocnŊn². VŊtġina souļasn® konvenļn² protin§dorov® 

terapie je zaloģena na poġkozen² DNA, coģ vede k odumŚen² n§dorovĨch bunŊk. Takov§ 

terapie je ale ļasto zt²ģena rezistenc² n§dorovĨch bunŊk, protoģe n§dorov® buŔky maj² 

poġkozen® signalizaļn² dr§hy pro bunŊļnou smrt a z§roveŔ jsou schopny poġkozenou 

DNA opravit. Proto jsou v r§mci souļasn®ho vĨzkumu zkoum§ny inhibice jednotlivĨch 
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kl²ļovĨch sloģek syst®mu oprav DNA, kter® by mohly v®st k vyġġ² ¼ļinnosti l®ļby a 

z§roveŔ ke sn²ģen² potŚebn® d§vky cytotoxickĨch agens.[55] 

KromŊ toho lze inhibici cest zodpovŊdnĨch za opravu DNA pouģ²t i 

v monoterapii, a to vyuģit²m syntetickĨch let§ln²ch interakc².[56] Syntetick§ letalita je 

typ genetick® interakce, kdy vĨskyt jedn® genetick® ud§losti neovlivn² ģivotaschopnost 

buŔky, ale u dvou ud§lost² ļi poruch jiģ vede ke smrti buŔky ļi cel®ho organismu 

(Obr. 4).[57] Vzhledem k tomu, ģe n§dorov® buŔky obsahuj² celou Śadu rŢznĨch mutac² 

a poruch, jsou tyto interakce velmi slibn® pro vĨvoj novĨch l®ļiv. L®ļiva pŢsob²c² t²mto 

principem by tak mŊla bĨt velmi ¼ļinn§ a naprosto selektivn² vŢļi n§dorovĨm buŔk§m. 

T²m to principem pŢsob² tak® olaparib, zat²m jedin® l®ļiv® tohoto typu.[58] 

 

Obr§zek 4. Schematick® zn§zornŊn² syntetick® letality. V tomto pŚ²padŊ delece pouze 

genu A nebo pouze genu B nem§ vliv na ģivotaschopnost buŔky, ovġem inaktivace 

obou genŢ najednou je smrteln§.[57] 

 

1.3.2 Olaparib 

  

Je prvn² l®ļiv§ l§tka vyuģ²vaj²c² DDR a syntetick® letality, kter§ byla schv§lena 

pro l®ļbu n§dorŢ prsu a vajeļn²kŢ s mutac² v genu breast cancer 1 a 2 (BRCA1/2). 

Jedn§ se o inhibitor poly (ADP ribosa) polymerasy (PARP), coģ je dŢleģit§ souļ§st 

kask§dy opravuj²c² jednoŚetŊzcov® zlomy (SSB) v DNA, kter® vznikaj² napŚ²klad 

poruchami replikace DNA. Olaparib vyuģ²v§ syntetick® letality PARP s mutac² 

BRCA1/2 tumor supresorovĨch genŢ, kter§ dŊl§ tyto n§dorov® buŔky extr®mnŊ citliv® 

na inhibici PARP. Mutace BRCA jsou ļast®, jak uģ n§zev napov²d§, u rakoviny prsu, 

ale vyskytuj² se i u rakoviny vajeļn²kŢ. Inhibice PARP v BRCA1/2 mutovanĨch 

buŔk§ch vyvol§v§ nahromadŊn² SSB a posl®ze i DSB a nakonec vede aģ k bunŊļn® 

smrti. Monoterapie olaparibem je vġeobecnŊ velmi dobŚe sn§ġena, neģ§douc² ¼ļinky se 
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projevuj² vŊtġinou ve formŊ nauzey, nechutenstv², ¼navy, prŢjmu a zmŊn v krevn²m 

obraze.[58] 

 

1.3.3 Fosfatidylinositol-3-kinasam pŚ²buzn® kinasy a jejich role v oprav§ch DNA 

 

V r§mci DDR existuje mnoho moģnĨch c²lŢ pro inhibici. Mimo jiģ zm²nŊn® 

PARP inhibitory jsou tak® ve zkoum§n² inhibitory cyclin dependentn²ch kinas (CDK) 

nebo checkpointkinas 1 a 2 (Chk1/2). VelkĨ potenci§l se ale oļek§v§ od inhibice 

fosfatidylinositol-3-kinasam pŚ²buznĨch kinas (PIKK), kter® hraj² pŚi DNA poġkozen² 

jednu ze z§kladn²ch rol². PIKK je skupina ġesti atypickĨch serin/treonin proteinkinas 

strukturnŊ odliġnĨch od klasickĨch proteinkinas. Jejich kinasov§ dom®na je podobn§ 

pr§vŊ PI3K, proto se PIKK nŊkdy oznaļuj² jako atypick® proteinkinasy. PatŚ² sem 

kinasy hraj²c² roli v oprav§ch DNA: ATM, ATR, DNA-PK, human suppresso 

rof morphogenesis in genitalia-1 (hSMG-1), d§le mTOR, kterĨ hraje roli v metabolismu 

buŔky a transformation/transcription associated protein (TRRAP), kterĨ vġak postr§d§ 

kinasovou aktivitu.[59] 

N§zev ATM kinasa je odvozen od ataxie-telangiekt§zie (A-T), coģ je 

autozom§lnŊ recesivn² onemocnŊn² zpŢsoben® mutac² v genu ATM. OnemocnŊn² se 

vyznaļuje extr®mn² radiosenzitivitou, chromozom§ln² nestabilitou, predispozic² 

k rakovinŊ, anom§liemi v bunŊļn®m cyklu, imunodeficienc² a neuropatologi².[60]Tato 

kinasa je zodpovŊdn§ pŚev§ģnŊ za opravu DSB (Obr. 5). ATR kinasa se pŚev§ģnŊ pod²l² 

na opravŊ SSB vzniklĨch pŚi replikaci, ale tak® se mŢģe spolu s ATM pod²let na opravŊ 

DSB.[61] DNA-PK je holoenzym, kterĨ obsahuje DNA-PK katalytickou subjednotku 

(DNA-PKCS) a dvŊ pevnŊ spojen® podjednotky Ku70 a Ku80. Podjednotky Ku dok§ģou 

vytvoŚit kruh s vysokou vazebnou afinitou kolem.[62] PŚi DSB se na zlomen® konce 

DNA nav§ģou DNA-PKCS, kter® autofosforylac² aktivuj² opravu DNA.[63] 
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Obr§zek 5. Systematick® zn§zornŊn² mechanismu odpovŊdi na poġkozen² DNA.[64] 

ATM, ATR a DNA-PK jsou na vrcholu signalizaļn² s²tŊ. Aktivuj² se rychle v z§vislosti 

na poġkozen² ġroubovice DNA a n§slednŊ aktivuj² celou Śadu substr§tŢ. PatŚ² mezi nŊ 

pŚedevġ²m kinasy Chk1 a Chk2, kter® spolu rovnŊģ fosforyluj² centr§ln² regul§tor a 

tumor supresorovĨ protein p53, kterĨ n§slednŊ vede k opravŊ DNA, zastaven² 

bunŊļn®ho cyklu inhibic² CDK1 a CDK2 nebo k apopt·ze. 

Jak jiģ bylo Śeļeno, v  reakci DSB se aktivuj² zejm®na DNA-PK a ATM, ATR je 

aktivov§n u SSB.[54] Tyto proteinkinasy pŢsob² pŚes rŢzn® medi§tory a protein p53 

na velk® mnoģstv² efektorŢ, jako napŚ²klad CDK, kter® jsou t²mto zpŢsoben inhibov§ny. 

Inhibice CDK zpomaluje nebo dokonce zcela zastavuje bunŊļnĨ cyklus v kontroln²ch 

bodech, aby mohla bĨt DNA pŚed replikac² ļi mit·zou opravena. Z§roveŔ se aktivuj² 

reparaļn² postupy, kter® oprav² poġkozenou DNA. Opravy DSB se prov§d² dvŊma 

mechanismy: homologn² rekombinac² (HR) zprostŚedkovanou ATM kinasou a 

nehomologn²m spojen²m koncŢ (NHEJ) Ś²zenĨm hlavnŊ DNA-PK.[65, 66] Pokud je 

poġkozen² DNA z§vaģn®, nasmŊruj² tyto dr§hy buŔku k apopt·ze.[54] 
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1.4 Inhibitory fosfatidylinositol-3-kinas pŚ²buznĨch kinas 

 

Prvn²m objevenĨm inhibitorem PI3K a PIKK byl fung§ln² metabolit wortmannin 

(1, Obr. 6). KvŢli jeho nestabilitŊ, vysok® toxicitŊ a hlavnŊ d²ky ireverzibiln² 

neselektivn² inhibici se dalġ²ho klinick®ho testov§n² nez¼ļastnil.[67, 68]VelkĨm krokem 

vpŚed byl objev syntetick®ho specifick®ho inhibitoru 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-l-

benzopyran-4-onu tzv. LY294002 (3), jenģ strukturnŊ vych§z² z kvercetinu (2), pŚ²rodnŊ 

vyskytuj²c²ho se bioflavonoidu.[69] 

 

Obr§zek 6. Struktury wortmanninu (1), kvercetinu (2) a LY294002 (3). 

VĨhodou LY294002 je jeho jednoduġġ² molekula a mnohem specifiļtŊjġ² 

inhibice PI3K. LY294002 inhibuje nejenom PI3K ale tak® souvisej²c² proteinkinasy 

DNA-PK, mTOR a d§le nŊkolik nesouvisej²c²ch kinas jako je kaseinkinasa 2 (CK2) ļi 

glykogen synthasakinasa 3 (GSK3). Studie in vitro a in vivo uk§zaly, ģe LY294002 m§ 

Śadu ¼ļinkŢ: inhibice rŢstu bunŊk, zastaven² bunŊļn®ho cyklu ve f§zi G1, anti-

angiogenn² aktivita a indukce radiosenzitivity. Probl®mem LY294002 je jeho ġpatn§ 

rozpustnost, n²zk§ biodostupnost, rychl§ metabolick§ degradace a v neposledn² ŚadŊ i 

ġirok® spektrum bunŊļnĨch c²lŢ, kter® by jistŊ znamenalo i mnoho neģ§douc²ch 

¼ļinkŢ.[64] 

LY294002 je kompetitivn² inhibitor vazebn®ho m²sta pro ATP na PI3K, kter® je 

velmi podobn® i u pŚ²buznĨch proteinkinas jako mTOR nebo DNA-PK (Obr. 7). 

NejdŢleģitŊjġ² ļ§st struktury je tvoŚena morfolinovĨm kruhem, kterĨ vytv§Ś² vod²kovou 

vazbu s valinem v aktivn²m m²stŊ. Tato interakce kinasa-ligand hraje pak kl²ļovou roli 

v inhibici enzymu a pŚedstavuje tak z§kladn² k§men ve vĨvoji novĨch inhibitorŢ PI3K. 

N§hrada morfolinov®ho kysl²ku s²rou, dus²kem, hydroxymethylovou skupinou ļi 

methylenovou skupinou vede k vĨznamn® ztr§tŊ afinity. Modifikace ostatn²ch ļ§st² 
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struktury zpravidla nevede k tak vĨrazn®mu sn²ģen² inhibice kinas, naopak jsou 

vyuģiteln® pro pŚ²pravu inhibitorŢ selektivn²ch k jednotlivĨm ļlenŢm PI3K i PIKK.[69] 

Strukturn²ch obmŊn LY294002 bylo za ¼ļelem z²sk§n² selektivn²ch a ¼ļinnĨch 

inhibitorŢ PI3K a PIKK provedeno mnoho. NejļastŊji se jedn§ o PI3K a mTOR 

inhibitory, pŚiļemģ nejnovŊjġ² l§tky jsou origin§ln² struktuŚe jiģ velmi vzd§leny. D§le 

jsou pŚipravov§ny inhibitory DNA-PK, kter® jsou LY294002 st§le velmi strukturnŊ 

podobn®. InhibitorŢ ATM a ATR je zat²m velmi m§lo a vŊtġinou je jedn§ o struktury 

odliġn®ho pŢvodu.[64] 

 

Obr§zek 7. MolekulovĨ model interakce inhibitoru LY294002 s aktivn²m m²stem 

PI3K, podjednotkou 110ɔ. MorfolinovĨ kruh LY294002 je vod²kovou vazbou nav§z§n 

s valinem (Val882). ChromonovĨ cyklus napodobuje adeninovĨ cyklus v ATP. 

Karbonylov§ skupina poskytuje vod²kovou vazbu s lysinem (Lys833) a fenyl je um²stŊn 

tak, ģe odpov²d§ ribose ATP.[64] 

 

1.4.1 DNA-PK inhibitory odvozen® od LY294002 

 

VŊtġina DNA-PK inhibitorŢ je strukturnŊ velmi podobn§ struktuŚe LY294002. 

Mezi hlavn² konstituļn² ¼pravy patŚ² z§mŊna chromonov®ho j§dra za jinĨ heterocyklus, 

kterĨ obsahuje karbonylovĨ kysl²k, nebo substituce fenylu jinĨm substituentem. F¼z² 

chromonov®ho j§dra s dalġ²m benzenovĨm kruhem ļi minimalizac² j§dra doch§z² 
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ke stejn® inhibici DNA-PK. Slouļeniny tohoto typu pak mohou slouģit jako vĨchoz² 

struktury dalġ²ho vĨzkumu (Obr. 8).[70-72] 

 

 

Obr§zek 8. Struktury DNA-PK inhibitorŢ s rozġ²ŚenĨm a zjednoduġenĨm j§drem. 

NejvĨznamnŊjġ²m deriv§tem s pŚikondenzovanĨm aromatickĨm cyklem je 

NU7026 (4). Tento deriv§t vyk§zal 50Ĭ vyġġ² selektivitu vŢļi DNA-PK oproti PI3K. 

Tento inhibitor zvyġoval cytotoxicitu zpŢsobenou ionizuj²c²m z§Śen²m, ale s§m o sobŊ 

nemŊl na pŚeģit² bunŊk t®mŊŚ ģ§dnĨ vliv.[71] NejvŊtġ²m probl®mem molekuly NU7026 

byla jej² n²zk§ rozpustnost ve vodŊ a jej² rychlĨ metabolismus, hlavnŊ oxidace a 

glukuronidace na C2 morfolinov®m kruhu.[73] I tak tato l§tka poskytla velmi cenn® 

informace pro dalġ² vĨvoj jak inhibitorŢ DNA-PK, tak i dalġ²ch l§tek ovlivŔuj²c²ch 

DDR. 

Minimalizace j§dra nab²z² v²ce moģnost² pro zaveden² strukturn² rŢznorodosti 

v aromatick® oblasti, proto byly tyto deriv§ty tak® hojnŊ studov§ny. Jako vĨchoz² j§dra 

byly pouģity pyran-4-ony (5, 5A, 5B) a thiopyran-4-ony (6, 6A, 6B). Pyran-4-ony a 

thiopyran-4-ony s lipofiln²mi arylovĨmi substituenty mŊly srovnatelnou ļi vyġġ² inhibici 

DNA-PK v porovn§n² s LY294002. Oba deriv§ty maj² velmi podobnĨ profil ¼ļinkŢ, 

nicm®nŊ pyran-4-ony maj² tendenci bĨt ¼ļinnŊjġ². Byly zkoum§ny i jin® polohy 

aromatickĨch substituentŢ na j§drech l§tek 5 a 6, avġak ¼ļinn® byly jen deriv§ty se 

substituc² v poloze 6-.[70] 
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Obr§zek 9.  Struktury chromonovĨch, chinolovĨch a pyridopyrimidonovĨch DNA-PK 

inhibitorŢ. 

Nejv²ce deriv§tŢ vych§z² pŚirozenŊ ze z§kladn²ho 2-morfolino-chromen-4-onu. 

ObdobnŊ jako u pŚedchoz²ch l§tek, kde vykazovala ¼ļinek pouze substituce v poloze 6-, 

zde vykazovala ¼ļinek jen substituce v poloze 8-. PŚipojen²m dibenzothiofenu vznikl 

deriv§t NU7441 (7, Obr. 9), kterĨ inhiboval DNA-PK s hodnotou IC50 14nM  a v²ce neģ 

ston§sobnou selektivitou nad PI3K. Slouļenina 7 byla podrobena dalġ²m vĨzkumŢm, 

kter® uk§zaly jej² silnou bunŊļnou radio- a chemo-senzibilizaci na rŢznĨch n§dorovĨch 

bunŊļnĨch lini²ch.[72, 74] NejvŊtġ²m probl®mem NU7441 je jeho ġpatn§ rozpustnost ve 

vodŊ a n²zk§ peror§ln² biologick§ dostupnost.[75] 

Struktura molekuly NU7441 se stala pŚedlohou pro dalġ² slouļeniny 

s podobnĨmi struktur§ln²mi rysy, jako jsou deriv§ty 8 a 9, kter® obsahuj² chinolin-4-on 

a pyridopyrimidin-4-on jako heterocyklick§ j§dra. Biologick® aktivity tŊchto deriv§tŢ 

byly velmi podobn® s NU7441, jak z hlediska aktivity, tak z hlediska selektivity.[72, 

76] 

 

Obr§zek 10. Struktura PI3K/DNA-PK inhibitoru KU-0060648 (10) 

Z dŢvodu ġpatn® rozpustnosti ve vodŊ a nevyhovuj²c²ho farmakokinetick®ho 

profilu byla snaha o modifikaci pŚedchoz²ch struktur pŚipojen²m pol§rn²ch substituentŢ. 
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Zaveden²m ethylpiperazinu pŚes acetamidovĨ mŢstek vznikla molekula KU-0060648 

(10, Obr. 10), kter§ m§ vysokou potenci pro DNA-PK (IC50 5nM) a nav²c pŢsob² velmi 

silnŊ i na PI3K. To zpŢsobuje inhibici rŢstu bunŊk, zvĨġen² cytotoxicity radiaļn² terapie 

a zvĨġen² citlivosti bunŊk na inhibitory topoisomerasy II.[77] 

 

Obr§zek 11. Struktura inhibitorŢ DNA-PK s 1,3-benzoxazinovĨm heterocyklickĨm 

j§drem. 

Dalġ² obmŊny spoļ²valy v pŚ²pravŊ deriv§tŢ s alternativn²mi heterocyklickĨmi 

j§dry. Jedn²m z tŊchto deriv§tŢ je i 2-morfolino-8-fenyl-1,3-benzoxazin-4-on (11, Obr. 

11). Jedn§ se o izoster LY294002, kterĨ vykazoval zvĨġenĨ inhibiļn² potenci§l vŢļi 

DNA-PK neģ mateŚsk§ molekula. Modifikace t®to struktury prob²hala trochu odliġnŊ 

neģ u pŚedchoz²ch slouļenin. VŊdci z La Trobe Univerzity v Austr§lii modifikovali tuto 

molekulu pŚev§ģnŊ v poloze 7-. Tato samotn§ substituce vedla sice k deriv§tŢm 

s n²zkou ¼ļinnost², ale substituce methylovou skupinou v poloze 8- 1,3-benzoxazin-4-

onu pŚinesla ¼ļinn® deriv§ty 12 a 13. Oba tyto inhibitory maj² zvĨġenou aktivitu vŢļi 

DNA-PK, nicm®nŊ slouļenina 12 je neselektivn² a inhibuje stejnou mŊrou i PI3K, 

zat²mco 13 je velmi selektivn² k DNA-PK. To je pravdŊpodobnŊ zpŢsobeno rozd²lem 

mezi pruģnou strukturou methylpiperazinu a plochĨm pyridinem.[78, 79] 
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Obr§zek 12. Struktury dalġ²ch morfolinovĨch DNA-PK inhibitorŢ. 

Dalġ² typy inhibitorŢ jsou jiģ strukturnŊ v²ce odliġn® od struktury LY294002 

(Obr. 12). Z§klad struktury vych§z² z deriv§tu hydroxybenzaldehydu ï vanilinu (14), 

coģ je pŚirozenŊ se vyskytuj²c² slouļenina, kter§ m§ m²rn® inhibiļn² ¼ļinky na DNA-

PK.[80] Poļ§teļn² strukturou byl arylmorfolin, 2-hydroxy-4-morfolin-4-yl-benzaldehyd 

(15) a modifikac² t®to struktury vznikly molekuly 16, 17, 18 se vzrŢstaj²c² aktivitou vŢļi 

DNA-PK a vyġġ² selektivitou pr§vŊ vŢļi DNA-PK.[64] 

 

1.4.2 ATM inhibitory odvozen® od LY294002 

 

 

Obr§zek 13. Struktury specifickĨch inhibitorŢ ATM kinasy. 

 

PŚi studiu pyranovĨch inhibitorŢ DNA-PK byl tak® objeven prvn² selektivn² 

inhibitor ATM kinasy, KU-55933. Ze vġech morfolinovĨch deriv§tŢ pouze 

1-thianthrenylovĨ deriv§t (19, Obr. 13) vykazoval zvĨġenou inhibici ATM, a to 
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aģ 100n§sobnŊ oproti inhibici DNA-PK[81].Ġpatn§ rozpustnost a biologick§ dostupnost 

opŊt br§nily dalġ²mu vyuģ²v§n² a testov§n², proto se do struktury molekuly 19 zaŚadila 

2,6-dimethylmorfolin-4-yl skupina do polohy 2 na thioxanthenu, coģ vedlo k deriv§tu 

KU-60019 (20), kterĨ m§ zvĨġenou rozpustnost ve vodŊ. Byla zachov§na i preference 

k inhibici ATM kinasy (IC50hodnota 6 nM) a nav²c z²skal 10Ĭ vŊtġ² ¼ļinnost 

v radiosenzitizaci lidskĨch gliovĨch bunŊk oproti 19.[82] 

 

1.4.3 ATR inhibitory odvozen® od LY294002 

 

Obr§zek 14. Struktury pyrimidinovĨch inhibitorŢ ATR kinasy. 

Inhibitory ATR kinas jsou strukturnŊ odliġn® oproti DNA-PK a ATM 

inhibitorŢm a v²ce se podobaj² inhibitorŢm mTOR, kter® v t®to diplomov® pr§ci 

nezmiŔuji. Inhibitory mTOR i ATR kinasy se daj² rozdŊlit na dvŊ hlavn² vŊtve: 

morfolinov® a ty, kde hlavn² vod²kovou vazbu s aktivn²m m²stem zprostŚedkov§v§ jinĨ 

heterocyklus.[69] Morfolinov® inhibitory ATR AZ20 (23) a AZD6738 (24) strukturnŊ 

vych§z² z mTOR inhibitoru 21 (Obr. 14), kde doġlo k n§hradŊ 5-indolyl ļ§sti molekuly 

za 4-indolyl (22). Tato zmŊna byla pro inhibici ATR kinasy rozhoduj²c² a znamenala 

t®mŊŚ kompletn² potlaļen² inhibice mTOR. D§le byla modifikov§na methylenov§ 

jednotka v sulfonov®m postrann²m ŚetŊzci a pŚipojen² 3(R)ïmethylu u morfolinov®ho 

kruhu, kterĨ m§ pozitivn² vliv jak na potenci, tak na mikrosom§ln² stabilitu molekuly. 
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Takto vznikla l§tka AZ20 (23), selektivn² a ¼ļinnĨ inhibitor ATR kinasy.[83] Ned§vno 

byl vyvinut zat²m nejpokroļilejġ² inhibitor AZD6738 (24), kterĨ opŊt spad§ 

do morfolino-pyrimidinov® kategorie. M§ vysokou ¼ļinnost, selektivitu, vhodn® 

farmakokinetick® vlastnosti a ned§vno vstoupila do klinick®ho testov§n² jak 

v monoterapii, tak v kombinaci s radioterapi².[84] 
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2 PRAKTICKĆ ĻĆST 

2.1 C²l pr§ce a design novĨch inhibitorŢ 

 

C²lem t®to pr§ce je pŚ²prava jedn® s®rie novĨch inhibitorŢ DNA-PK. Pl§novan® 

deriv§ty jsou strukturnŊ podobn® z§kladn²mu neselektivn²mu inhibitoru LY294002, 

selektivn²mu inhibitoru NU7441 (7) a jeho deriv§tŢm (8, 9). Podstata tŊchto novĨch 

inhibitorŢ bude vyuģit² 1,9-dihydro-6H-purin-6-onu, resp. 1,7-dihydro-6H-purin-6-onu 

jako centr§ln²ho heterocyklu m²sto chromonu a jeho deriv§tŢ. K tomuto heterocyklu 

bude pŚipojen morfolin v poloze 2- a rŢzn® aromatick® substituenty v poloh§ch 7- a 9-. 

Celkem by mŊlo bĨt pŚipraveno 14 novĨch inhibitorŢ. 

S purinem, jako centr§ln²m heterocyklem, budou m²t vĨsledn® slouļeniny jinou 

geometrii, avġak aromatick® substituenty zaujmou podobnou pozici jako 

u chromonovĨch deriv§tŢ a d²ky v²ce atomŢm dus²ku, jakoģto akceptorŢ vod²kovĨch 

vazeb, tak® moģnost dalġ²ch interakc² v kavitŊ aktivn²ho m²sta, coģ mŢģe v®st k zes²len² 

¼ļinku a zvĨġen² selektivity v r§mci PIKK. Jednotliv® aromatick® substituenty byly 

vybr§ny tak, aby byla zajiġtŊna urļit§ rozmanitost. Budou pouģity jak mal® substituenty 

(fenyl), rŢznŊ substituovan® substituenty (3,4-dichlorofenyl), tak i objemn® substituenty 

(dibenzothiofen), kterĨ se osvŊdļil pŚi vĨvoji DNA-PK inhibitorŢ. 

 

Obr§zek 15. Uk§zka vz§jemn®ho pŚekrytu molekuly NU7441 a obecn® struktury 

pl§novanĨch mĨch deriv§tŢ. 
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2.2 Syntetick§ ļ§st 

 

2.2.1 Obecn® technick® metody 

TLC byla prov§dŊna na hlin²kovĨch destiļk§ch pokrytĨch silikagelem 60 F254 

(Merck, Praha, ĻR). Sloupcov§ chromatografie prob²hala za atmosf®rick®ho tlaku 

na silikagelu 100 (velikost ļ§stic 0,063ï0,200 mm, 70ï230 mesh ASTM, Fluka, Praha, 

ĻR).  

Pro mŊŚen² hmotnostn²ch spekter byl vyuģit analytickĨ syst®m Dionex Ultimate 

3000 LC-MS spojenĨ se spektrometrem Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo Fisher 

Scientific, Br®my, NŊmecko). Syst®m LC-MS se skl§d§ z bin§rn²ho ļerpadla HHG-

3400RS, kter® je spojen® s vakuovĨm odplyŔovaļem. D§le z vyhŚ²van®ho sloupcov®ho 

kompartmentu TCC-3000, autosampleru WTS-3000 a ultrafialov®ho detektoru VWD-

3000. KvadrupolovĨ hmotnostn² spektrometr byl vybavenĨ elektron-sprejovĨm 

ionizaļn²m zdrojem a data byly zaznamen§v§na v pozitivn²m m·du s n§sleduj²c²mi 

parametry: sprejov® napŊt² bylo 3,2 kV, kapil§rn² teplota byla 350 ÁC, teplota plynu 

byla 300 ÁC. 

1H-NMR a 13C-NMR spektra byla zmŊŚena pomoc² Varian S500 spektrometru 

(500 a 126 MHz) nebo Varian Mercury-Vx BB 300 (300 a 75 MHz) v CD3OD nebo 

DMSO-d6. Chemick® posuny byly zaznamen§ny jako hodnoty ŭ v ppm a byly nepŚ²mo 

vztaģeny k tetramethylsilanu (TMS) prostŚednictv²m sign§lu rozpouġtŊdla (3,30 pro 1H, 

49,00 pro 13C v CD3OD a 2.50 pro 1H, 39.7 pro 13C v DMSO-d6). Multiplicity spinŢ 

jsou oznaļeny jako s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu), t (triplet) nebo m 

(multiplet). 

MikrovlnnĨ ohŚev byl prov§dŊn syst®mem Discover SP (CEM Corp., USA) 

s autosamplerem Explorer Hybrid 6/12.  

Teploty t§n² byly zmŊŚeny pomoc² bodot§vku M-565 od firmy B¦CHI 

LabortechnikAg. 
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2.2.2 ObecnĨ postup synt®zy 

PŚ²prava c²lovĨch inhibitorŢ se uk§zala bĨt velmi n§roļn§. Nejprve bylo nutn® 

hydrolyzovat vĨchoz² l§tku 2,6-dichlor-9H-purin (25, Sch®ma 1) na 2-chlor-1,9-

dihydro-6H-purin-6-on (26) pomoc² 1M roztoku NaOH. Bohuģel byl produkt dobŚe 

rozpustnĨ pouze ve vodŊ nebo v methanolu a tud²ģ se velmi obt²ģnŊ ļistil od vzniklĨch 

sol². Jako nejlepġ² zpŢsob se uk§zalo ļiġtŊn² sloupcovou chromatografi² s ethanolem 

jako mobiln² f§z². Ve druh®m kroku byl pomoc² mikrovlnn®ho z§Śen² pŚipojen 

morfolinovĨ cyklus. Produkt musel bĨt ļiġtŊn opŊt sloupcovou chromatografi² a d§le 

pŚekrystalizov§n k odstranŊn² nezreagovan®ho morfolinu. Pot® byly pŚipojov§ny 

aromatick® substituenty.  

Bylo provedeno nŊkolik rŢznĨch pokusŢ o pŚipojen² aromatick®ho substituentu 

jak na vĨchoz² l§tku 2,6-dichlor-9H-purin (25), tak na 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-

purin-6-on (27). KromŊ jednoho postupu (viz d§le) byly vġechny ne¼spŊġn® nebo 

prob²haly s velmi malĨmi vĨtŊģky. 

Zprvu jsem zaļala regioselektivn²arylac² 25 do polohy 9-, kter§ byla pro mne 

prim§rn²m c²lem. Jednalo se o reakci pomoc² Cu(OAc)2, fenantrolinu, molekulovĨch s²t 

a arylboronovĨch kyselin.[85] Reakce byla ¼spŊġn§, ale s n²zkĨmi vĨtŊģky (kolem 30 

%). Nav²c byly produkty velmi ġpatnŊ rozpustn® ve vodŊ, coģ znemoģnilo potŚebnou 

hydrolĨzu. Proto byla slouļenina 25 nejprve hydrolyzov§na pomoc² 1M NaOH a pot® 

byl pŚipojen morfolinovĨ cyklus za vzniku meziproduktu 27. Tyto reakce prob²haly 

velmi dobŚe, nicm®nŊ produkty byly velmi dobŚe rozpustn® ve vodŊ, a proto bylo 

obt²ģn® je separovat od vzniklĨch sol². Bohuģel, pŚipojen² arylu pomoc² vĨġe popsan® 

reakce s touto vĨchoz² l§tkou (VL) 27 neprob²halo. Vyzkouġela jsem nŊkolik dalġ²ch 

pŚ²stupŢ.[86-91] 

Jako nejlepġ² zpŢsob se uk§zala reakce s arylboronovĨmi kyselinami, CuI, 

tetramethylethylendiaminem (TMEDA) v such®m methanolu za probubl§v§n² 

kysl²kem.[92] PŚi reakci vznikaly produkty s arylac² v poloze 7- nebo 9-. Jednotliv® 

izomery byly od sebe oddŊleny sloupcovou chromatografi² a jejich struktura byla 

potvrzena 2D nukle§rn² magnetickou rezonanc². Izomer s arylac² v poloze 7- byl 

majoritn² a byl pŚi sloupcov® chromatografii eluov§n jako prvn². 
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2.2.3 Synt®za purinovĨch inhibitorŢ DNA-PK 

 

 

 

Sch®ma 1. Synt®za deriv§tŢ 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin-6-onu s aromatickĨmi 

substituenty v poloh§ch 7- a 9-. Reakļn² podm²nky: i) 1M NaOH, 100 ÜC; ii) morfolin, 

terc-butanol, 110 ÜC, 200 W, 300 psi; iii) arylboronov§ kyselina, CuI, TMEDA, MeOH, 

O2, r.t. 
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Synt®za 2-chlor-1,9-dihydro-6H-purin -6-onu (26) 

 

2,6-dichlor-9H-purin (25; 2 g; 10,58 mmol) byl za m²ch§n² a pod zpŊtnĨm 

chladiļem zahŚ²v§n ve vrouc²m 1M roztoku NaOH (40 ml) po dobu 24 hodin. Pot® byla 

reakļn² smŊs neutralizov§na pomoc² 2M HCl, odpaŚena, suġena a ļiġtŊna sloupcovou 

chromatografi² s ethanolem jako mobiln² f§z².  

Vzhled: b²l§ pevn§ l§tka  

VĨtŊģek: 89 %, 1,6 g 

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

13C NMR (126 MHz) ŭ 155,88, 153,95, 142,71, 141,62, 117,45. 

ChemickĨ vzorec: C5H3ClN4O 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 170,5560 

ESI-HRMS: m/z 171,0067 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C5H4ClN4O]+ 171,0068) 

Teplota t§n²: > 300 ÁC.  

 

Synt®za 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin -6-onu (27) 

 

2-chlor-1,9-dihydro-6H-purin-6-on (26; 1,0 g; 5,88mmol) byl d§n do zkumavky 

s morfolinem (1,54 ml; 17,64mmol) a terc-butanolem (10 ml). Reakce byla provedena 

pod mikrovlnnĨm z§Śen²m pŚi teplotŊ 110 ÜC, vĨkonu 200 W, maxim§ln²m tlakem 300 

psi po dobu 1 hodiny. Terc-butanol byl pot® odpaŚen a produkt byl ļiġtŊn sloupcovou 

chromatografi² s mobiln² f§z² chloroform:methanol 9:1. Produkt byl pŚekrystalizov§n 

z f§ze methanol/diethylether pro odstranŊn² zbytku morfolinu.  
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Vzhled: b²l§ pevn§ l§tka  

VĨtŊģek: 91 %, 1,18 g 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) ŭ 7,88 (s, 1H), 3,83 ï 3,79 (m, 4H), 3,62 ï 3,58 (m, 4H).  

13C NMR (126 MHz, CD3OD) ŭ 154.47, 145.79, 135.72, 120.45, 104.27, 67.35, 47.18. 

ChemickĨ vzorec: C9H11N5O2 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 221,2200 

ESI-HRMS: m/z 222,0985 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C9H12N5O2]
+ 222,0986) 

Teplota t§n²: > 300 ÁC. 

 

Synt®za 7-fenyl-2-morfolin o-1,7-dihydro-6H-purin -6-onu (28) a 9-fenyl-2-

morfolino-1,9-dihydro-6H-purin -6-onu (29) 

 

Pod kysl²kovou atmosf®rou byl v 5 ml such®ho methanolu za pokojov® teploty 

m²ch§n jodid mŊŅnĨ (86 mg; 0,452 mmol) s TMEDA (68 ɛl; 0,452 mmol). Po 15 

minut§ch byl do modr®ho roztoku pŚid§n 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin-6-on (27; 

0,20 g; 0,904 mmol) a fenylboronov§ kyselina (0,22 g; 1,808 mmol). Reakce byla 

zahŚ²v§na na 60 ÜC do ¼pln®ho vymizen² vĨchoz² l§tky 27 (48 hodin). Pomoc² TLC byl 

prŢbŊh reakce prŢbŊģnŊ kontrolov§n. Reakļn² smŊs byla pot® odpaŚena a jednotliv§ 

analoga 28 a 29 byla oddŊlena sloupcovou chromatografi², za pouģit² mobiln² f§ze 

chloroform:methanol 40:1. Analog se substituentem v poloze 7- (28) byl majoritn² a 

z kolony eluov§n jako prvn².  
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7-fenyl-2-morfolino-1,7-dihydro-6H-purin -6-on (28)  

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka  

VĨtŊģek: 41 %, 0,11 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 11,25 (bs, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,62 ï 7,57 (m, 2H), 7,51 (dd, J = 

8,6, 7,0 Hz, 2H), 7,46 ï 7,39 (m, 1H), 3,69 ï 3,65 (m, 4H), 3,58 ï 3,52 (m, 4H). 

Vzhledem k n²zk® rozpustnosti bylo mŊŚeno pouze 1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C15H15N5O2 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 297,3180 

ESI-HRMS: m/z 298,1299 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C15H16N5O2]
+ 298,1299) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

9-fenyl-2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin -6-on (29) 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka  

VĨtŊģek: 19 %, 0,05 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 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 ï 3,59 (m, 4H), 3,58 ï 3,46 (m, 4H). 

13C NMR (126 MHz) ŭ 157,99, 153,41, 150,08, 137,62, 135,57, 129,92, 127,75, 123,35, 

118,01, 66,01, 45,85. 

ChemickĨ vzorec: C15H15N5O2 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 297,3180 

ESI-HRMS: m/z 298,1294 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C15H16N5O2]
+ 298,1299) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 
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AnalogickĨm zpŢsobem byly pŚipraveny n§sleduj²c² deriv§ty, jejichģ charakterizace je 

uvedena: 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 29 %, 0,10 g 

1H NMR (500 MH) ŭ 8,45 (s, 1H), 8,28 ï 8,22 (m, 2H), 7,73 ï 7,68 (m, 2H), 7,58 ï 

7,52 (m, 2H), 7,48 ï 7,43 (m, 1H), 3,70 ï 3,66 (m, 4H), 3,58 ï 3,53 (m, 4H). 

13C NMR (126 MHz) ŭ 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. 

ChemickĨ vzorec: C21H17N5O3 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 387,3990 

ESI-HRMS: m/z 388,1395 [M+H]+ (vypoļ²t§no pro: [C21H18N5O3]
+ 388,1404) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 
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VĨtŊģek:14 %, 0,05 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 8,28 (s, 1H), 8,27 ï 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 ï 7,44 (m, 1H), 3,61 ï 3,57 (m, 

4H), 3,49 ï 3,45 (m, 4H). 

13C NMR (126 MHz) ŭ 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. 

ChemickĨ vzorec: C21H17N5O3 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 387,3990 

ESI-HRMS: m/z 388,1395 [M+H]+ (vypoļ²t§no pro: [C21H18N5O3]
+ 388,1404) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka  

VĨtŊģek:47 %, 0,13 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 11,27 (bs, 1H), 8,40 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 8,01 ï 7,89 (m, 1H), 

7,67 (s, 1H), 7,51 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 3,72 ï 3,58 (m, 4H), 3,56 ï 3,46 (m, 4H). 

13C NMR (126 MHz) ŭ 160,24, 155,03, 153,20, 144,11, 134,57, 126,81, 124,32, 117,18, 

108,61, 66,09, 46,31. 

ChemickĨ vzorec: C13H13N5O2S 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 303,3400 

ESI-HRMS: m/z 304,0863 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C13H14N5O2S]+ 304,0863) 
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Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 4 %, 0,012 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 11,17 (bs, 1H), 8,29 (s, 1H), 8,06 ï 8,00 (m, 1H), 7,77 ï 7,66 (m, 

3H), 3,70 ï 3,64 (m, 4H), 3,64 ï 3,56 (m, 4H). Vzhledem k n²zk® rozpustnosti bylo 

mŊŚeno pouze 1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C13H13N5O2S 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 303,3400 

ESI-HRMS: m/z 304,0863 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C13H14N5O2S]+ 304,0863) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 44 %, 0,16 g 



44 

 

1H NMR (500 MHz) ŭ 11,24 (bs, 1H), 8,51 (dd, J = 7,1, 1,9 Hz, 1H), 8,48 ï 8,45 (m, 

1H), 8,41 (s, 1H), 8,04 ï 8,01 (m, 1H), 7,71 ï 7,65 (m, 2H), 7,60 ï 7,54 (m, 2H), 3,70 ï 

3,66 (m, 4H), 3,57 ï 3,53 (m, 4H). Vzhledem k n²zk® rozpustnosti bylo mŊŚeno pouze 

1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C21H17N5O2S 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 403,4600 

ESI-HRMS: m/z 404,1169 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C21H18N5O2S]+ 404,1176) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 9 %, 0,003 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 8,52 (dd, J = 7,3, 1,7 Hz, 1H), 8,49 ï 8,44 (m, 1H), 8,15 (s, 1H), 

8,08 ï 8,02 (m, 1H), 7,74 ï 7,67 (m, 2H), 7,60 ï 7,55 (m, 2H), 3,59 ï 3,54 (m, 4H), 3,46 

ï 3,41 (m, 4H). Vzhledem k n²zk® rozpustnosti bylo mŊŚeno pouze 1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C21H17N5O2S 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 403,4600 

ESI-HRMS: m/z 404,1169 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C21H18N5O2S]+ 404,1176) 

Teplota t§n²: > 300 ÜC. 
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7-(3,4-dichlor fenyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6H-purin -6-on (36) 

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 12 %, 0,04 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 8.40 (s, 1H), 8.01 ï 7.98 (m, 1H), 7.83 ï 7.77 (m, 1H), 7.64 (s, 

1H), 3.68 ï 3.64 (m, 4H), 3.57 ï 3.52 (m, 4H). Vzhledem k n²zk® rozpustnosti bylo 

mŊŚeno pouze 1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C15H13Cl2N5O2 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 366,2020 

ESI-HRMS: m/z 366,0523 [M+H]+ (vypoļ²t§no pro: [C15H14Cl2N5O2]
+ 366,05129) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

L§tku se nepodaŚilo izolovat v dostateļn®m mnoģstv² ani v dostateļn® ļistotŊ. 
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2-morfolino-7-(4-nitro fenyl)-1,7-dihydro-6H-purin -6-on (38) 

 

Vzhled: ģlut§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 23 %, 0,07 g 

1H NMR (300 MHz) ŭ 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 ï 3,61 (m, 4H), 3,60 ï 3,51 (m, 4H). Vzhledem k n²zk® 

rozpustnosti bylo mŊŚeno pouze 1H spektrum.  

ChemickĨ vzorec: C15H14N6O4 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 342,3150 

ESI-HRMS: m/z 343,1147 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C15H15N6O4]
+ 343,1149) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: ģlut§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 10 %, 0,03 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 11,36 (bs, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,39 ï 8,34 (m, 2H), 7,95 ï 7,90 (m, 

2H), 3,69 ï 3,64 (m, 4H), 3,58 ï 3,53 (m, 4H). 
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13C NMR (126 MHz) ŭ 164,38, 161,00, 154,69, 153,17, 146,10, 144,56, 140,65, 121,97, 

107,82, 65,79, 45,96. 

ChemickĨ vzorec: C15H14N6O4 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 342,3150 

ESI-HRMS: m/z 343,1147 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C15H15N6O4]
+ 343,1149) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

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

 

Vzhled: b®ģov§ pevn§ l§tka 

VĨtŊģek: 29 %, 0,12 g 

1H NMR (500 MHz) ŭ 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 ï 7.64 (m, 2H), 3.70 ï 3.64 (m, 4H), 3.58 ï 

3.53 (m, 4H). 

13C NMR (126 MHz) ŭ 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. 

ChemickĨ vzorec: C18H15ClN6O2 

PŚesn§ molekulov§ hmotnost: 382,8080 

ESI-HRMS: m/z 383.1012 [M+H] + (vypoļ²t§no pro: [C18H16ClN6O2]
+ 383.1018) 

Teplota t§n²:> 300 ÜC. 

 

9-(7-chlorchinolin -4-yl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin -6-on (41) 
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L§tku se nepodaŚilo izolovat v dostateļn®m mnoģstv² ani v dostateļn® ļistotŊ. 
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2.3 Biologick§ ļ§st 

 

Biologick® testov§n² prob²halo na KatedŚe l®kaŚsk® biochemie L®kaŚsk® fakulty 

Univerzity Karlovy, pod veden²m profesorky řez§ļov®. C²lem bylo analyzovat 

antiproliferativn² a chemosenzibilizaļn² vlastnosti novŊ syntetizovanĨch DNA-PK 

inhibitorŢ v kombinaci s chemoterapeutikem doxorubicinem (DOX) na dev²ti rŢznĨch 

lidskĨch n§dorovĨch a jedn® nen§dorov® bunŊļn® linii. Testov§no bylo 9 inhibitorŢ 

(molekuly 28 ï 36). L§tky 37 ï 41 nebyly do testov§n² zaŚazeny z dŢvodu jejich velmi 

ġpatn® rozpustnosti jak ve vodŊ, tak v organickĨch rozpouġtŊdlech. 

 

2.3.1 Materi§ly a metody 

 

2.3.1.1 BunŊļn§ kultivace a oġetŚen² 

 

VybranĨch 10 lidskĨch bunŊļnĨch lini² ï Jurkat (akutn² leuk®mie T-bunŊk), 

A2780 (karcinom vajeļn²kŢ), A549 (karcinom plic), HT-29 (kolorekt§ln² 

adenokarcinom), AGS (ģaludeļn² adenokarcinom), PANC-1 (pankreatick® epiteloidn² 

karcinom), HeLa (adenokarcinom dŊloģn²ho ļ²pku), MDF-7 (adenokarcinom prsu), 

SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (plicn² fibroblast) byly zakoupeny od firmy Sigma-

Aldrich (St. Louis, USA) a byly kultivov§ny podle pokynŢ poskytovatele kultivaļn²ch 

metod. Kaģd§ bunŊļn§ linie se naoļkovala na dŚ²ve stanovenou optim§ln² hustotu 

(500 do 30.103 bunŊk na jamku) na 96 jamkov® destiļce a buŔky se nechaly pŚes noc 

usadit. Deriv§ty, kter® mŊly bĨt testov§ny, byly rozpuġtŊny v DMSO na z§sobn² roztoky 

(10 mmol/l). Pro experimenty byl z§sobn² roztok zŚedŊn vhodnĨm kompletn²m 

kultivaļn²m m®diem pro dosaģen² koneļn® koncentrace 10 Õmol/l. 

BuŔky byly vystaveny inhibitorŢm (o koncentraci 10 Õmol/l) samostatnŊ nebo 

v kombinaci s doxorubicinem po dobu 48 hodin. Koncentrace DOX (Sigma-Aldrich, 

USA) byla vybr§na stanoven²m hodnoty IC50 pro kaģdou z bunŊļnĨch lini². 

Doxorubicin byl pouģit v koncentraļn²m rozmez² 0,05 aģ 1 Õmol/l. Jurkat, A2780 byly 

vystaveny 0,05 Õmol/l DOX, A549, AGS, HeLa 0,1 Õmol/l, HT-29, SAOS-2, MCF-7. 

MRC-5 0,2 Õmol/l a PANC-1 1 Õmol/l DOX. BuŔky byly tak® vystaveny standardn²m 



50 

 

inhibitorŢm DNA-PK NU7441 a NU7026 v koncentraci 1 Õmol/l a 10 Õmol/l v tomto 

poŚad². Maxim§ln² koncentrace DMSO v kultivaļn²m m®diu byla 0,1 %.  

 

2.3.1.2 Stanoven² bunŊļn® proliferace a procentu§ln² vĨpoļet rŢstu 

 

Reakļn² ļinidlo WST-1 (Roche, Mannheim, NŊmecko) bylo pouģito pro urļen² 

cytotoxick®ho ¼ļinku testovanĨch l§tek. Na konci kultivaļn²ho obdob² byl WST-1 test 

proveden v souladu s protokolem vĨrobce. Absorbance byla mŊŚena pomoc² 

TecanInfiniteM200 spektrometru (Tecan Group, Mannedorf, ĠvĨcarsko). Kaģd§ 

hodnota je prŢmŊr tŚ² nez§vislĨch experimentŢ a pŚedstavuje procento proliferace 

kontroly neoġetŚenĨch bunŊk (100 %).  

Procentu§ln² hodnota rŢstu (growth percent, GP) byla vypoļtena pro kaģdĨ 

testovanĨ inhibitor. GP pŚestavuje stŚedn² hodnotu poklesu ģivotaschopnosti 

v procentech u vġech deseti bunŊļnĨch lini², oġetŚenĨch stejnĨm inhibitorem.   

 

2.3.2 VĨsledky biologick®ho testov§n² 

 

2.3.2.1 Antiproliferativn² vlastnosti inhibitorŢ 

 

Zpoļ§tku byl testov§n inhibiļn² ¼ļinek kaģd® slouļeniny samostatnŊ. Na 10 

lidskĨch bunŊļnĨch lini² bylo testov§no 10 inhibitorŢ v koncentraci 10 Õmol/l a 

standardn² inhibitory DNA-PK NU7441 (1 Õmol/l) a NU7026 (10 Õmol/l) a ATM 

inhibitor KU55933 (10 Õmol/l). Doxorubicin v koncentraci 1Õmol/l byl pouģit jako 

pozitivn² kontrola.  

BunŊļn® linie byly vystaveny tŊmto l§tk§m po dobu 48 hodin a n§slednŊ byla 

testov§na jejich ģivotaschopnost. Proliferace bunŊk byla stanovena pomoc² WST-1 testu 

proliferace, vztahuj²c² se k proliferaci neoġetŚenĨch kontroln²ch bunŊk (100 %). 

VĨsledky uk§zaly, ģe 7 testovanĨch inhibitorŢ aplikovanĨch samostatnŊ nemŊlo ģ§dnĨ 

cytotoxickĨ ¼ļinek na vġech 10 bunŊļnĨch lini²ch. Procento ģivotaschopnĨch bunŊk se 

pohybovalo v rozmez² 73 ï 121 %. U dvou inhibitorŢ ï 30 a 34 byla pozorov§na znaļnŊ 

sn²ģen§ ģivotaschonost bunŊk. Inhibitor 30 byl cytotoxickĨ nejv²ce, vykazoval sn²ģen² 
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ģivotaschopnosti pod 50 % u 8 bunŊļnĨch lini², kde procento ģivotaschopnĨch bunŊk 

kol²salo v rozmez² 4 ï 48 %. Pro vyj§dŚen² obecn®ho antiproliferativn²ho pŢsoben² byla 

pouģita hodnota GP, coģ je stŚedn² hodnota procentu§ln²ho sn²ģen² ģivotaschopnosti 

vġech testovanĨch bunŊļnĨch lini² po pŢsoben² stejnĨm inhibitorem (Obr. 16). 

Podrobn§ data ohlednŊ jednotlivĨch pŢsoben² inhibitorŢ na bunŊļn® linie jsou uvedena 

v PŚ²loze 1. 

 

 

Obr§zek 16. Grafick® zn§zornŊn² prŢmŊrnĨch hodnot GP jednotlivĨch inhibitorŢ i 

standardŢ u deseti bunŊļnĨch lini². 

 

2.3.2.2 Chemosenzibilizaļn² vlastnosti inhibitorŢ 

 

D§le byly testov§ny chemosenzibilizaļn² vlastnosti inhibitorŢ. Testov§n² bylo 

provedeno opŊt na 10 lidskĨch bunŊļnĨch lini²ch (9 n§dorovĨch a 1 nen§dorov®) se 

7inhibitory a standardy NU7441, NU7026 a KU-55933 samostatnŊ a v kombinaci 

s vhodnĨmi d§vkami DOX. L§tky 30 a 34 byly v dŢsledku cytotoxicity z tohoto 

testov§n² vylouļeny. Pro vyj§dŚen² celkov® inhibiļn² aktivity kaģd®ho inhibitoru byla 

opŊt vypoļtena procentu§ln² hodnota rŢstu (GP, Obr. 17).  

VĨrazn§ chemosenzibilizace bunŊļnĨch lini² vŢļi DOX byla prok§z§na pouze 

u l§tky 33 (obr. 17 a 18). Kombinace tohoto inhibitoru s DOX vedla k vĨrazn®mu 
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sn²ģen² ģivotaschopnosti t®mŊŚ vġech n§dorovĨch bunŊk (vĨsledn® GP 29) ve srovn§n² 

se samotnĨm ¼ļinkem doxorubicinu jehoģ GP bylo 68. NejcitlivŊjġ² n§dorov® linie byly 

HeLa, AGS, A549, niģġ² ¼ļinek byl pozorov§n u leukemickĨch bunŊk Jurkat a bunŊk 

karcinomu vajeļn²kŢ A2780. BuŔky plicn²ch fibroblastŢ MRC-5 nebyly naġ²m 

inhibitorem t®mŊŚ vŢbec ovlivnŊny. Podrobn§ data jednotlivĨch mŊŚen² jsou uvedena 

v tabulce v PŚ²loze 2. 

Bohuģel nemŢģu tyto vĨsledky porovnat se standardn²m DNA-PK inhibitorem 

NU7441. PŚi testov§n² nebylo moģn® pŚipravit roztok NU7441 v koncentraci 10 Õmol/l, 

bez navĨġen² procenta DMSO. Proto byl tento inhibitor pouģit v koncentraci 1 Õmol/l. 

PŚi t®to koncentraci ale tato l§tka nevyvolala t®mŊŚ ģ§dnĨ ¼ļinek. M§m tedy pouze 

srovn§n² s inhibitorem DNA-PK starġ² generace ï NU7026, kterĨ jiģ byl pouģit 

v koncentraci stejn®, jako m® inhibitory a ATM inhibitorem KU-55933. Z obr§zku 17 je 

patrn®, ģe l§tka 33 sensibilizuje n§dorov® linie silnŊji neģ standard NU7026. 

 

Obr§zek 17. Chemosenzibilizaļn² vlastnosti inhibitorŢ vyj§dŚen® jako prŢmŊr GP 

samostatnŊ a v kombinaci s doxorubicinem. 
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Obr§zek 18. Chemosenzibilizaļn² pŢsoben² nej¼ļinnŊjġ²ho inhibitoru ï l§tky 33 

samostatnŊ i v kombinaci s doxorubicinem 
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3 DISKUZE  

 

Samotn§ synt®za inhibitorŢ se uk§zala bĨt velmi n§roļn§. Hlavn²m probl®mem 

bylo pŚipojen² aromatickĨch substituentŢ na purinovĨ skelet. Na vytvoŚen² takov® C-N 

vazby existuje mnoho zpŢsobŢ. Daj² se k tomu vyuģ²t aryl halidy i boronov® kyseliny a 

nejļastŊji jsou katalyzov§ny pomoc² komplexŢ mŊdi nebo paladia.[85-91] 

Zprvu jsme zaļ²nali s navazov§n²m aromatickĨch substituentŢ na 2,6-

dichloropurin (25). Prvn², ļ§steļnŊ ¼spŊġnĨ zpŢsob, byla regioselektivn² arylace 

v poloze 9- pomoc² Cu(OAc)2, fenantrolinu, molekulovĨch s²t a arylboronovĨch 

kyselin. PŚi t®to reakci se n§m podaŚilo pŚipravit 9-arylovan® 2,6-dichlorpuriny. Poloha 

9- byla pro mŊ ģ§douc², protoģe v²ce napodobuje zn§m® DNA-PK inhibitory neģ poloha 

7-, od kter® jsem ģ§dnou aktivitu neoļek§vala. Aļ reakce podle TLC prob²hala 

kompletnŊ, vĨtŊģky se d²ky obt²ģn® izolaci produktu z reakļn² smŊsi pohybovaly jen 

okolo 30 % a ani rŢzn® pokusy o optimalizaci nevedly ke vŊtġ²m vĨtŊģkŢm.  

Z²skan® produkty byly bohuģel prakticky nerozpustn® ve vodŊ, a tud²ģ se 

hydroxidem nedaly ¼ļinnŊ hydrolyzovat. Bylo tedy nutn® nejprve pŚipravit 2-

morfolino)-1,9-dihydro-6H-purin-6-on (27). HydrolĨza 2,6-dichlor-9H-purinu 

hydroxidem byla rychl§ a kompletn², ale d²ky velmi dobr® rozpustnosti 2-chlor-1,9-

dihydro-6H-purin-6-onu ve vodŊ jsme museli tento produkt izolovat pomoc² sloupcov® 

chromatografie s EtOH jako mobiln² f§z², aby doġlo k odstranŊn² anorganickĨch l§tek. 

N§sledn® pŚipojen² morfolinov®ho cyklu jiģ bylo bez komplikac² a s vysokĨm 

vĨtŊģkem > 90 %.  

Arylace purin-6-onov®ho skeletu pomoc² regioselektivn² arylace, kter§ byla 

pouģita pro 2,6-dichlor-9H-puriny, bohuģel v tomto pŚ²padŊ jiģ nefungovala. Bylo 

vyzkouġeno mnoho zpŢsobŢ, (viz. Kapitola 2.2.2) od klasickĨch metod za pouģit² aryl 

halidŢ i boronovĨch kyselin, slouļenin mŊdi (Cu(OAc)2 nebo CuI), ligandŢ (prolin, 

fenantrolin, triethylamin a TMEDA). D§le byly pouģity i m®nŊ ļast® metody, napŚ²klad 

s pouģit²m benzoov® kyseliny ļi komplexu KF.Al2O3. Bohuģel tyto reakce byly 

vŊtġinou ne¼spŊġn®, nebo vedly k pouze velmi n²zkĨm vĨtŊģkŢm. Aģ reakce 

boronovĨch kyselin s CuI a TMEDAv such®m MeOH a v kysl²kov® atmosf®Śe 

prob²hala ¼spŊġnŊ.  



55 

 

Byly z²sk§ny 2 izomery v pŚibliģn®m pomŊru 2:1 se souhrnnĨmi vĨtŊģky od 30 

do 60 %. Prvn² izomer byl snadno z²sk§n sloupcovou chromatografi², izolace druh®ho 

izomeru byla sloģitŊjġ², pŚev§ģnŊ d²ky jeho menġ²mu mnoģstv² a ļast® kontaminaci 

prvn²m izomerem. Pomoc² 2D NMR experimentŢ bylo zjiġtŊno, ģe prvn² a majoritn² 

izomer byl deriv§t s nav§zanĨm aromatickĨm substituentem v poloze 7- a druhĨ mŊl 

substituent nav§zanĨ v poloze 9-. To bylo pro pŚekvapen², protoģe u pŢvodn²ho 2,6-

dichlorpurinu se substituenty v§zaly preferenļnŊ do polohy 9-. Bohuģel byly pro mou 

pr§ci dŢleģitŊjġ² deriv§ty se substituc² v poloze 9-, proto bylo nutn® pŚipravovat reakce 

ve vŊtġ²ch mnoģstv²ch, aby byl pŚipraven dostatek pro biologick® testov§n². NŊkter® 

deriv§ty se substituc² v poloze 9- se ale i tak nepodaŚilo pŚipravit, pŚev§ģnŊ z dŢvodŢ 

obt²ģn®ho ļiġtŊn², ale tak® velmi ġpatn® rozpustnosti v rŢznĨch organickĨch 

rozpouġtŊdlech i vodŊ, coģ zabr§nilo i jednoznaļn® identifikaci pomoc² NMR. Celkem 

bylo pŚipraveno 12 l§tek a 9 z nich se dalo testovat.  

L§tky, kter® vyġly z biologick®ho hodnocen² jako l§tky s cytotoxickĨmi 

vlastnostmi, jsou molekuly 30 a 34. Jejich struktury jsou si velmi podobn®, v poloze 7-  

maj² nav§zanĨ velkĨ tricyklickĨ heteroaromatickĨ substituent, kterĨ se liġ² jenom 

izostern² z§mŊnou kysl²ku za s²ru. NemŢģu zat²m pŚesnŊ Ś²ci, jak tyto l§tky pŢsob². Je 

moģn®, ģe pŢsob² na PI3K, protoģe ģ§dnĨ popsanĨ PI3K nem§ tak velkou aromatickou 

strukturu, i kdyģ je to m®nŊ pravdŊpodobn®. Zaj²mav® je, ģe takto pŢsob² pouze l§tky se 

substituc² v poloze 7-, a ne v poloze 9-. Tyto l§tky budou podrobeny dalġ²m testŢm, aby 

se zjistilo, ļ²m je tato vlastnost zpŢsobena. 

V dalġ² f§zi byly pŚipraven® l§tky testov§ny v kombinaci s cytostatikem 

doxorubicinem. Doxorubicin, jako interkalaļn² l§tka, zpŢsobuje DSB, tud²ģ by inhibice 

DNA-PK nebo jinĨch komponent opravnĨch drah mŊla v®st k vyġġ² ¼ļinnosti tohoto 

cytostatika. PŚi testech na chemosensibilizaci vyġla l§tka 33ze vġech testovanĨch l§tek 

nejl®pe. NejcitlivŊjġ² n§dorov® linie byly HeLa, AGS, A549, niģġ² ¼ļinek byl pozorov§n 

u leukemickĨch bunŊk Jurkat a bunŊk karcinomu vajeļn²kŢ A2780. BuŔky plicn²ch 

fibroblastŢ MRC-5 nebyly naġ²m inhibitorem t®mŊŚ vŢbec ovlivnŊny, coģ je pozitivn², 

protoģe l§tka 33 pŢsob² pravdŊpodobnŊ jenom na n§dorov®, a ne na zdrav® buŔky. 

NemŢģu vġak s jistotou Ś²ct, ģe tato l§tka pŢsob² jako inhibitor DNA-PK. M§m jenom 

data z chemosenzibilizace, kter§ sice napov²daj², ģe by to tak mohlo bĨt, ale mŢģe 

inhibovat v²ce c²lŢ, a proto bude tato l§tka d§le testov§na. Pokud bude pŚi poġkozen² 

DNA doch§zet k fosforylac²m Chk1 a Chk2, bude to znamenat, ģe ATM a ATR nejsou 
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inhibov§ny. L§tka 33 bude d§le podrobena testŢm ke zjiġtŊn² hodnot IC50 vŢļi DNA-PK 

i PI3K, bude testov§na v kombinaci s radiac² a jinĨmi cytotoxickĨmi l§tkami.  

Substituent dibenzothiofen v molekul§ch 34 a 35 je srovnatelnĨ se substituc² 

u NU7441, nicm®nŊ v poloze 9- vyġel z biologick®ho testov§n² jako ne¼ļinnĨ a 

v poloze 7- byl nav²c cytotoxickĨ. Mohlo by to znamenat, ģe d²ky jin®mu centr§ln²mu 

cyklu je posunuta geometrie nepol§rn²ho substituentu a t²m p§dem uģ nezapad§ 

do aktivn²ho m²sta, kde moģn§ zapad§ deriv§t pouze s malĨm substituentem thiofenem 

v poloze 9- (33). Jedn§ se o deriv§t s nejmenġ²m substituentem, kterĨ byl pŚipraven, je 

moģn®, ģe pŚesnŊ zapad§ do aktivn²ho m²sta. L§tka 33 vyġla z biologick®ho testov§n² 

l®pe neģ NU7026, nicm®nŊ s NU7441 se porovn§vat ned§, protoģe pŚi testov§n² byla 

pouģita jin§ koncentrace. 

Bylo by proto vhodn® pŚipravit s®rii obdobnĨch l§tek vych§zej²c²ch z molekuly 

33, kter® by toto tvrzen² mohly potvrdit. RŢznŊ substituovat thiofen alkylovĨmi zbytky, 

izostern² z§mŊnou kysl²ku nebo dus²ku za s²ru by byly pŚipraveny deriv§ty se substituc² 

furanem ļi pyrrolem v poloze 9-. PŚ²nosn® by moģn§ bylo zmŊnit j§dro molekuly, napŚ. 

za pteridin ļi pyrimido[4,5-d]pyrimidin.  

Bezpeļnost tŊchto l§tek bude muset bĨt d§le testov§na. Jedn§ se o l§tky, kter® 

vyŚazuj² opravu DNA. V biologick®m hodnocen² byly n§dorov® i nen§dorov® bunŊļn® 

linie tŊmto l§tk§m vystaveny pouze po dobu 48 hodin, nelze proto jasnŊ Ś²ci, ģe 

na nen§dorov® buŔky nepŢsob². VyŚazen² drah, kter® jsou nutn® pro opravu DNA, se 

mŢģe projevit aģ pŚi delġ²m ļi opakovan®m uģ²v§n² tŊchto l§tek. Jedn§ se pŚedevġ²m 

o mutagenitu a teratogenitu.  

TerapeutickĨ potenci§l uplatnit se v l®ļbŊ rakoviny tyto nov® l§tky nicm®nŊ 

maj². Pod§valy by se cyklicky s radio a chemoterapi², kde by d§vka cytostatika byla 

niģġ² neģ pŚi konvenļn² terapii, coģ s sebou pŚin§ġ² sn²ģen² rizika vzniku neģ§douc²ch 

¼ļinkŢ.  
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4 ZĆVŉR 

 

Bylo pŚipraveno 12 potenci§ln²ch inhibitorŢ DNA-PK, z toho se biologick®ho 

testov§n², kde se mŊŚily antiproliferativn² a chemosenzibilizaļn² vlastnosti, z¼ļastnilo 

z dŢvodu ġpatn® rozpustnosti 9 l§tek. DvŊ z nich byly vylouļeny 

z chemosenzibilizaļn²ho testu pro zjiġtŊnou cytotoxicitu. L§tka 33 vykazovala velmi 

dobr® vĨsledky, hlavnŊ chemosenzibilizaļn² efekt na n§dorov® linie HeLa, AGS a 

A549. Nav²c neovlivŔovala MRC-5, coģ znaļ², ģe nem§ vliv na nen§dorov® linie. 

Protoģe z vĨsledkŢ biologick®ho hodnocen² nelze jednoznaļnŊ urļit, zda se jedn§ o 

inhibitor DNA-PK, bude tato l§tka d§le testov§na.  
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PřĉLOHY 

 

PŚ²loha 1. Ģivotaschopnost bunŊk po pouģit² samotnĨch inhibitorŢ. 

 

  28 29 30 31 32 33 34 

Jurkat  93 Ñ 9 90 Ñ 7 4 Ñ 0 94 Ñ 6 95 Ñ 7 96 Ñ 14 11 Ñ 1 

A2780 105 Ñ 9 99 Ñ 9 26 Ñ 2 97 Ñ 2 98 Ñ 3 88 Ñ 7 33 Ñ 6 

A549 105 Ñ 20 111 Ñ 19 29 Ñ 2 107 Ñ 4 114 Ñ 14 108 Ñ 8 83 Ñ 1 

HT-29 121 Ñ 15 101 Ñ 6 61 Ñ 11 100 Ñ 2 119 Ñ 23 102 Ñ 9 66 Ñ 5 

AGS 98 Ñ 2 93 Ñ 7 28 Ñ 4 103 Ñ 2 98 Ñ 2 84 Ñ 3 35 Ñ 7 

HeLa 103 Ñ 2 97 Ñ 6 12 Ñ 2 95 Ñ 8 99 Ñ 12  103 Ñ 8 23 Ñ 6 

SAOS-2 99 Ñ 8 101 Ñ 7 30 Ñ 3 102 Ñ 6 106 Ñ 5 97 Ñ 1 57 Ñ 9 

PANC-1 89 Ñ 6 93 Ñ 6 48 Ñ3 94 Ñ 9 100 Ñ 7 104 Ñ 6 73 Ñ 5 

MCF-7 105 Ñ 2 114 Ñ 3 63 Ñ 1 118 Ñ 13 101 Ñ 9 103 Ñ 8 65 Ñ 6 

MRC-5 99 Ñ 5 97 Ñ 3 24 Ñ 3 103 Ñ 2 105 Ñ 2 104 Ñ 4 61 Ñ 2 

          35 36 NU7441 NU7026 KU-5933 DOX 

 Jurkat  93 Ñ 8 89 Ñ 8 99 Ñ 2 86 Ñ 7 77 Ñ 6 2 Ñ 1 

 A2780 105 Ñ 5 96 Ñ 9 94 Ñ 7 77 Ñ 4 94 Ñ 3 3 Ñ 1 

 A549 105 Ñ 6 100 Ñ 2 103 Ñ 8 79 Ñ 16 98 Ñ 8 62 Ñ 16 

 HT-29 92 Ñ 2 84 Ñ 9 104 Ñ 5 93 Ñ 16 99 Ñ 4 58 Ñ 9 

 AGS 108 Ñ 11 98 Ñ 5 92 Ñ 2 88 Ñ 4 95 Ñ 12 7 Ñ 6 

 HeLa 100 Ñ 1 89 Ñ 1 105 Ñ 5 95 Ñ 10 106 Ñ 5 12 Ñ 6 

 SAOS-2 99 Ñ 3 88 Ñ 4 97 Ñ 3 93 Ñ 6 98 Ñ 2 17 Ñ 1 

 PANC-1 103 Ñ 3 86 Ñ 4 103 Ñ 5 103 Ñ 5 114 Ñ 11 72 Ñ 9 

 MCF-7 101 Ñ 6 89 Ñ 2 96 Ñ 6 78 Ñ 3 106 Ñ 3 44 Ñ 3 

 MRC-5 106 Ñ 2 96 Ñ 10 101 Ñ 5 94 Ñ 7 103 Ñ 5 30 Ñ 5 

  

0 - 25 

26 - 50 

51 - 75 

 

Hodnoty pŚedstavuj² ģivotaschopnost bunŊk po pŢsoben² inhibitorŢ a jsou vyj§dŚeny 

jako procento ģivotaschopnosti neoġetŚenĨch kontroln²ch bunŊk (100 %). Kaģd§ 

hodnota je prŢmŊrem z 3 nez§vislĨch mŊŚen² Ñ smŊrodatn§ odchylka (SD).  

Hodnoty z intervalu 0 ï 25 %, 16 ï 50 % a 51 ï 75 % jsou zvĨraznŊny barevnŊ. 
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PŚ²loha 2.Chemosenzibilizaļn² vlastnosti inhibitorŢ a standardŢ. 

 

INH  control 28 29 31 32 

 Jurkat  100 93 Ñ 9 90 Ñ 7 94 Ñ 6 95 Ñ 7 

 A2780 100 105 Ñ 9 99 Ñ 9 97 Ñ 2 98 Ñ 3 

 A549 100 105 Ñ 20 111 Ñ 19 107 Ñ 4 114 Ñ 14 

 HT-29 100 121 Ñ 15 101 Ñ 6 100 Ñ 2 119 Ñ 23 

 AGS 100 98 Ñ 2 93 Ñ 7 103 Ñ 2 98 Ñ 2 

 HeLa 100 103 Ñ 2 97 Ñ 6 95 Ñ 8 99 Ñ 12  

 SAOS-2 100 99 Ñ 8 101 Ñ 7 102 Ñ 6 106 Ñ 5 

 PANC-1 100 89 Ñ 6 93 Ñ 6 94 Ñ 9 100 Ñ 7 

 MCF-7 100 105 Ñ 2 114 Ñ 3 118 Ñ 13 101 Ñ 9 

 MRC-5 100 99 Ñ 5 97 Ñ 3 103 Ñ 2 105 Ñ 2 

 

       INH  33 35 36 NU7441 NU7026 KU55933 

Jurkat  96 Ñ 14 93 Ñ 8 89 Ñ 8 99 Ñ 2 86 Ñ 7 77 Ñ 6 

A2780 88 Ñ 7 105 Ñ 5 96 Ñ 9 94 Ñ 7 77 Ñ 4 94 Ñ 3 

A549 108 Ñ 8 105 Ñ 6 100 Ñ 2 103 Ñ 8 79 Ñ 16 98 Ñ 8 

HT-29 102 Ñ 9 92 Ñ 2 84 Ñ 9 104 Ñ 5 93 Ñ 16 99 Ñ 4 

AGS 84 Ñ 3 108 Ñ 11 98 Ñ 5 92 Ñ 2 88 Ñ 4 95 Ñ 12 

HeLa 103 Ñ 8 100 Ñ 1 89 Ñ 1 105 Ñ 5 95 Ñ 10 106 Ñ 5 

SAOS-2 97 Ñ 1 99 Ñ 3 88 Ñ 4 97 Ñ 3 93 Ñ 6 98 Ñ 2 

PANC-1 104 Ñ 6 103 Ñ 3 86 Ñ 4 103 Ñ 5 103 Ñ 5 114 Ñ 11 

MCF-7 103 Ñ 8 101 Ñ 6 89 Ñ 2 96 Ñ 6 78 Ñ 3 106 Ñ 3 

MRC-5 104 Ñ 4 106 Ñ 2 96 Ñ 10 101 Ñ 5 94 Ñ 7 103 Ñ 5 

 

 

INH+DOX  control 28 29 31 32 33 

Jurkat  100 64 Ñ 16 62 Ñ 9 71 Ñ 7 64 Ñ 16 61 Ñ 3 

A2780 100 47 Ñ 7 43 Ñ 6 44 Ñ 5 45 Ñ 5 43 Ñ 8 

A549 100 99 Ñ 10 87 Ñ 15 98 Ñ 14 86 Ñ 12 12 Ñ 7 

HT-29 100 64 Ñ 9 59 Ñ 14 58 Ñ 13 41 Ñ 19 20 Ñ 12 

AGS 100 64 Ñ 9 58 Ñ 4 66 Ñ 4 48 Ñ 12 10 Ñ 6 

HeLa 100 65 Ñ 7 62 Ñ 5 65 Ñ 5 57 Ñ 13 7 Ñ 10 

SAOS-2 100 65 Ñ 13 65 Ñ 12 69 Ñ 14 61 Ñ 6 25 Ñ 5 

PANC-1 100 58 Ñ 3 53 Ñ 2 55 Ñ 3 45 Ñ 7 29 Ñ 0 

MCF-7 100 50 Ñ 11 50 Ñ 7 37 Ñ 8 17 Ñ 11 14 Ñ 3 

MRC-5 100 69 Ñ 5 76 Ñ 9 82 Ñ 6 81 Ñ 9 71 Ñ 3 
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INH+DOX  35 36 NU7441 NU7026 KU55933 DOX 

Jurkat  69 Ñ 6 72 Ñ 1 69 Ñ 1 70 Ñ 11 58 Ñ 3 78 Ñ 3 

A2780 56 Ñ 7 52 Ñ 5 55 Ñ 8 44 Ñ 4 65 Ñ 8 55 Ñ 4 

A549 83 Ñ 9 74 Ñ 3 81 Ñ 4 58 Ñ 8 75 Ñ 5 93 Ñ 5 

HT-29 49 Ñ 6 47 Ñ 7 64 Ñ 9 66 Ñ 9 63 Ñ 23 54 Ñ 14 

AGS 64 Ñ 10 62 Ñ 16 82 Ñ 23 57 Ñ 14 85 Ñ 17 76 Ñ 14 

HeLa 68 Ñ 7 57 Ñ 5 83 Ñ 18 63 Ñ 7 59 Ñ 7 72 Ñ 9 

SAOS-2 71 Ñ 10 62 Ñ 6 80 Ñ 11 58 Ñ 10 56 Ñ 17 75 Ñ 9 

PANC-1 58 Ñ 1 52 Ñ 4 63 Ñ 4 43 Ñ 1 37 Ñ 3 58 Ñ 0 

MCF-7 40 Ñ 9 39 Ñ 8 48 Ñ 12 26 Ñ 7 37 Ñ 11 43 Ñ 7 

MRC-5 86 Ñ 3 78 Ñ 5 79 Ñ 19 70 Ñ 4 68 Ñ 10 79 Ñ 7 

 

0 - 25 

26 - 50 

51 - 75 

 

Hodnoty pŚedstavuj² ģivotaschopnost bunŊk po pŢsoben² inhibitorŢ a jsou vyj§dŚeny 

jako procento ģivotaschopnosti neoġetŚenĨch kontroln²ch bunŊk (100 %). Kaģd§ 

hodnota je prŢmŊrem ze 3 nez§vislĨch mŊŚen² Ñ smŊrodatn§ odchylka (SD).  

Hodnoty z intervalu 0 ï 25 %, 16 ï 50 % a 51 ï 75 % jsou zvĨraznŊny barevnŊ. 

 


