Souhrn

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

DNA-PK je serin/threoninova kinasa, ktera je aktivovana dvoufetézcovymi zlomy
DNA, jez jsou povazovany za nejletalnéjsi typ poskozeni zpisobené radiaci a nékterymi
chemoterapeutiky. Aktivace této kinasy spousti signaliza¢ni kaskady, které mohou vést
k opravé DNA, zastavé bunééného cyklu nebo apoptdze. Inhibici této kinasy mizeme
docilit blokace opravného mechanismu, ktery byl spustén vlivem chemoterapeutika
¢1 radiacniho zafeni. Nadorové bunky se vyznacuji vysokou mirou proliferace a maji
znacnou rychlost metabolické aktivity. Tato skutecnost je pravdépodobné zplisobem,
kterym je inhibitor schopny zaméfit pravé nadorové buiiky a ne buiiky zdravé.

Cilem diserta¢ni prace bylo studium cytotoxického efektu nové syntetizovanych
chinazolinovych a purinovych derivata in vitro za pouziti panelu nadorovych bunéénych
linii a normalnich lidskych fibroblastii. Purinové derivaty byly podrobeny screeningu
na deseti bunécnych liniich a testovany jejich chemosezitizacni schopnosti. Cytotoxicita
chinazolinovych derivati byla testovana na panelu 17 bunécnych linii a rovnéZz byla
zkoumana schopnost potencovat U€inky standardniho chemoterapeutika doxorubicinu.
Bunécna proliferace a viabilita byla sledovana za pomoci WST-1 testu. Po zékladnim
screeningu byl vybran nejucinngjsi inhibitor 14d a nejvhodnéjsi nadorova bunééna linie
HT-29 pro detailnéjsi studium molekularnich mechanismii G¢inku. Za pomoci sledovani
aktivity kaspas (-3/7, -8 a -9) bylo pozorovano zvySeni apoptotického ucinku
pii kombinaci inhibitoru 14d s doxorubicinem. Vliv na bunéény cyklus byl stanoven

prutokovou cytometrii a byla zaznamenana akumulace bunék v G2 fazi bunééného cyklu.



Klicové proteiny ucastnici se zastavy rastu ¢i indukce apoptozy byly detekovany
elektroforeticky s naslednym Western blottingem. Cilem bylo vyloucit inhibici proteint
ATM a ATR, které se rovnéz Gicastni opravnych mechanismu. Byl sledovan protein p53,
Chk1 a Chk2. Protein p53, ktery slouZi coby substrat pro ATM, byl vlivem kombinované
1é¢by fosforylovan na Ser 15. Dale jsme pozorovali fosforylaci Chk1 na Ser 345 a Chk2
na Thr 68. Jelikoz jsou tyto kinasy aktivovany pomoci ATR ¢i ATM, mizeme
konstatovat, ze nami testovany inhibitor tyto drahy neovliviioval. Vyzkumem in vivo
na samicich outbrednich mysi byla stanovena maximalni tolerovana davka. Projevila
se relativné nizka toxicita studované latky. Inhibitor 14d se projevil jako velmi atraktivni
sloucenina, kterd muze slouzit jako templat pro syntézu dalSich 1é¢iv specifickych

pro inhibici DNA-PK.



