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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Lenka Hudacova

Skolitel’: Prof. Ing. Vladimir Wsol, Ph.D.

Nazov diplomové prace: Vliv inhibice bosutinibu, neratinibu a ibrutinibu na aktivitu

vybranych reduktaz z nadrodiny AKR a SDR

Antracyklinové antibiotikd (ANT) patria do skupiny antineoplastickych liekov.
Radime k nim daunorubicin (DAUN), ktory sa pouziva k liecbe akutnej leukémie.
Enzymy nadrodin aldo-ketoreduktaz (AKR) areduktdz/dehydrogenaz s kratkym
retazcom (SDR) redukujit DAUN na prislusny C-13 alkohol daunorubicinol (DAUNOL),
ktory mé vysSiu kardiotoxickd, menS$iu antineoplasticku aktivitu a podiela sa tak na

vzniku antracyklinovej rezistencie.

Hlavnym cielom predkladanej diplomovej prace bolo stanovit potencidlne
inhibi¢né G¢inky bosutinibu, neratinibu a ibrutinibu na aktivitu enzymov z nadrodin SDR

a AKR.

K stanoveniu Specifickej aktivity enzymov a inhibi¢nych G¢inkov sme vyuzili
systém ultra vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (UHPLC), v ktorom sme
stanovili produkt in vitro enzymovej reakcie (DAUNOL). K stanoveniu cytotoxickych

ucinkov DAUN a ibrutinibu na bunkové linie HCT 116 sme pouzili MTT test.

In vitro namerana Specifickd aktivita rekombinantnych enzymov klesala v poradi
CBR1 > AKRIC3 > AKRIB1 > AKR1Al > AKR7A2 > AKRI1B10 > AKRICI >
AKRI1C2 > AKRIC4 > CBR3. NajefektivnejSim inhibitorom bol ibrutinib, ktory
najintenzivnejsie inhiboval enzym AKR1C3 (Ki = 2,1 pM, nekompetitivny typ inhibicie;
ICso = 1,5 uM). V experimentoch na bunkovych linidich HCT116 kombinacia DAUN

a ibrutinibu znizila viabilitu buniek nadmerne exprimujucich AKR1C3.

Z vysledkov vyplyva, ze kombinacia DAUN a ibrutinibu ma potencial zvysit
terapeuticky ucinok a bezpecnost’ ANT inhibiciou enzymu AKR1C3.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Bc. Lenka Hudacova
Supervisor: Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.

Title of diploma thesis: The influence of bosutinib, neratinib and ibrutinib inhibition on

the activity of selected reductases from AKR and SDR superfamilies

Anthracycline antibiotics (ANTs) are antineoplastic drugs. Daunorubicin
(DAUN) is used in the treatment of acute leukaemia. Enzymes from aldo-keto reductase
(AKR) and short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamilies mediate the
reduction of DAUN to its C-13 alcohol metabolite daunorubicinol (DAUNOL), which is

more cardiotoxic, less antineoplastic and is causing anthracycline resistance.

In my diploma thesis, I examined the inhibitory effect of bosutnib, neratinib and

imatinib on the activity of enzymes from the SDR and AKR superfamilies.

The specific enzyme activity and inhibitory effect were estimated on the base of
in vitro enzymatic production of DAUNOL by the ultra-high-performance liquid
chromatography (UHPLC) system. MTT assay was used to measure DAUN and ibrutinib
cytotoxicity effect on HCT116 cell culture.

In vitro enzymatic activities for recombinant enzymes were decreased in order
CBR1 > AKRIC3 > AKRIB1 > AKR1A1 > AKR7A2 > AKR1B10 > AKRIC1 >
AKR1C2 > AKR1C4 > CBR3. The most effective inhibitor was ibrutinib. It inhibited the
most enzyme AKRI1C3 (non-competitive mode of inhibition, Ki = 2,1 uM; ICso = 1,5
uM). Furthermore, experiments on HCT116 demonstrated that the combination of DAUN

with ibrutinib decreased viability in AKR1C3 overexpressing cells.

Based on these findings, it is possible to presume that combination of DAUN and
ibrutinib may have the potential to enhance the therapeutic effectiveness and safety of

ANT via inhibition of AKR1C3.



OBSAH

L6270 OO O OO 8
1 Antracyklinove antibiotiKa...........c.eeeeiieieiiiriiieeie e e e 9
1.1 Mechanizmus ucinku antracyklinovych antibiotik ...........ccccccovveeivienciiieniinenee. 10
1.2 Metabolizmus antracyklinovych antibiotik...........cccceevivieiiiieiiieciiece e, 11
1.3 Hlavné enzymy 2-elektronovej redukcie .........coeeevvieeiiieeiiiieieeceece e, 12
1.4 Kardiotoxicita antracyklinovych antibiotik .............ccccceeeviiiiiiieeiiieeieeeeeee, 16
1.5 DaAUNOTUDICIN . ..coutiiiiiiiiieeie ettt ettt ettt sttt et esaee et e e saeeenneeenee 20
1.5.1 Indikacie pre podanie daunorubiCinU..........ccccvveevvieeiiieeiieeeie e 20
1.5.1.1  AKGNE [EUKEMIC .....eoueiiiiiieiiiiiieiceeeeee e 21

1.5.1.2 Kaposiho sarkom asociovany so syndromom ziskané¢ho imunodeficitu .. 26

2 Farmakologicka stratégia vyuzitia inhibitorov tyrozinkindz k redukcii toxicity

antracyklinovych antibiotiK ............cccuieiiiiiiiiiiiiecc e 27
3 CHEL PIACE ..ottt ettt sttt et e e eas 30
4 Materidl @ MEtOdIKa. ......ooouiiiiieiiiiiee e s 31
4.1 MALETIAL ..ot ettt ettt ettt earaeas 31
4.1.1 ChemikAalie @ TEAZENCIC .....ccveeveriiiriieieeiteeieeteete ettt 31
4.1.2  Rekombinantne pripravené eNZymy ........ccocceceeeerrerruereeneeieeneenesseeneens 31
4.1.3  INRIDIEOTY eeeiiiiieiiee e 32
4.1.4  BUNKOVE HNI@ ....eoiiiiiiieiieiiecieeee ettt 32
4.1.5  POMOCKY @ PIISTIOJE ..eevuvreeeiieeeiieeiieeesteeerieeeeee et eeve et eeeaeeeeavee s 32

A o 4 112 (o) [PPSR 33
4.3 Princip pouZivane] 1€aKCIE ........cccveeviuvreriiieeiiieecieeerteeesveeeveeeseeeeeereesaeeesveeenes 34
4.4 TN Vitro @XPEITMENLY ....eceiuvieeiiieeieieeeiieeeiteeesteeesaeeessseeessseeassseesssseessseesssseesssseesns 34
44.1 Priprava 10ZtOKOV......ccueiiiiiieciie ettt 34
4.4.2  Priprava reakénych zmesi a preinkubacia...........ccccvveeviiencieencieeeieeen, 36
4.43  Vlastnd enzymova 1€aKCIa ........cccueeruieriiieniieeieeiieeieeiee et 38



4.44  Priprava vzorku a analyza UHPLC.............ccccooiiiiiiiniiiee 39
4.4.5 Spracovanie nameranych dat ............cccceeriieiienieiiieieeee e 39

4.5 Experimenty na bunkovych Hnidch...........ccoooeviiiiiiiniiieiiiniicieeeeee e 41
4.5.1 Priprava rOZtOKOV.......couiiiiieiiieiiecieeee ettt 41
4.5.2  Vlastna enzymova reakcia a zmeranie viability buniek............................ 42
453 Spracovanie nameranych dat ...........ccccecvvieiiieiiiiiecieeee e 43

S Vysledky @ diSKUSIA .....ccocuviiiiiiiciiece ettt e e 44

5.1 Porovnanie $pecifickych aktivit vybranych karbonyl redukujucich enzymov voci

SUDSTIATU DIATUN ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeaanaans 44

5.2 Skrining schopnosti vybranych TKi inhibovat’ aktivne DAUN redukujice

CIIZYTIIY. ©uuveeeutieeeuteeeaeteeesuteeessseeesseeansseeansseesnsseeanssaeansaeeanssesansseessseeeanseeennseeeanseesaseennns 46
521 BOSUHNID ..ouiiiiiiiiciccccccc s 47
522 NEratinib c..coeeiiiiiiiiiiie s 49
523 IBIUHNID weoeiiiiii s 51
5.2.4  Suhrn inhibi¢nych u¢inkov bosutinibu, neratinibu a ibritinibu ................ 53

5.3 Stanovenie ICso, K a typu inhibicie pre inhibitor ibrutinib a enzym AKR1C3 . 54

5.3.1

532

Stanovenie hodnoty ICso pre inhibitor ibrutinib a enzym AKRIC3 ......... 55

Stanovenie typu inhibicie a hodnoty Ki.......c.cccoceeviriiiniininiinininicnn 56

5.4 Inhibi¢ny uc€inok ibrutinibu na aktivitu enzymu AKR1C3 v bunkovych liniach 57

0 ZLAVET e e e et ———— et ———— e et ———eet—————eta——aaen—————————— 62
7 Z0znam SKratiek @ ZNACIEK .....oeeeeieeeeeee e et e e e e e e e e e e es 64
8 LIEETATUTA ..o eeeeeeeeeee et e e e e ettt e e e e e e et e e e aeeeeeeeaaaeneaeeeeeeeaaanaanes 66



UvVOoD

Antracyklinové antibiotikd (ANT) patria do skupiny antineoplastickych liekov,
ktoré sa pouzivaju k liecbe nadorovych ochoreni. Mechanizmus ich ucinku spociva
v interkalécii cytostatika do molekuly deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) a v inhibicii
a izoméru enzymu topoizomeraza II (TOPOIla). Tieto zasahy do nadorovej bunky
sposobia zastavu replikdcie DNA, delenia bunky a jej zdnik. Medzi neziaduce ucinky
vysokych davok a dlhotrvajucej liecby ANT patri zivot ohrozujuca kardiotoxicita. Jej
vznik indukuji okrem iné¢ho aj prislusné alkoholové metabolity ANT, ktoré zaroven
vykazujii menSiu antineoplasticku aktivitu. Oba faktory, tak prispievaju k zlyhaniu

antineoplastickej liecby.

Medzi zndmych zastupcov ANT patri daunorubicin (DAUN), ktory sa vyuziva
najme v hematoonkologii k dosiahnutiu remisie u pacientov s akutnou myeloidnou

leukémiou (AML) a akttnou lymfoblastickou leukémiou (ALL).

Bosutinib, neratinib a ibrutinib patria do skupiny liekov inhibujucich aktivitu
tyrozinkindz (TKi), membranovych adenozintrifosfat viaZzucich transportérov (ABC
transportéry) a Specifickych enzymov podielajucich sa na metabolizme DAUN
a ostatnych ANT. Jedna sa o karbonyl redukujiice enzymy z nadrodin aldo-keto reduktaz
(AKR) adehydrogendz/reduktaz s kratkym retazcom (SDR), ktoré katalyzuji
2-elektronova redukciu ANT na ich prislusné alkoholy, teda premenu DAUN na
daunorubicinol (DAUNOL).

Hlavnym cielom predkladanej diplomovej prace bolo Stidium potencialnych
inhibi¢nych u¢inkov vybranych TKi (bosutinib, neratinib, ibrutinib) na aktivitu DAUN
redukujicich enzymov z nadrodin SDR (karbonylreduktdzy (CBR) 1 a 3) a AKR
(AKR1A1, AKRIB1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2, AKRI1C3, AKR1C4, AKR7A2).

Ziskanie aktivneho inhibitora najaktivnejSich enzymov voci substratu DAUN by
mohlo viest k zlepSeniu terapie. Inhibiciou enzymov sa dosiahne zvySenie

antineoplastického uc¢inku DAUN a znizi sa tak kardiotoxicita liecby.



1 ANTRACYKLINOVE ANTIBIOTIKA

ANT patria do skupiny protinadorovych liekov, ktoré sa pouzivaji od roku 1960
k liecbe neoplastickych ochoreni (hematoonkologickych 1 solidnych tumorov)
v monoterapii alebo v kombinacii s inymi lieckmi. DAUN a doxorubicin (DOX) boli
1zolované z Streptomyces peucetius, ale aj d’alSich druhov baktérii. Od ich struktury bolo
nasledne odvodenych mnozstvo analdégov, napriklad idarubicin (IDA), epirubicin (EPI),
karminomycin, pirarubicin, aclarubicin, valrubicin a zorubicin (Edwardson et al. 2015).
Mechanizmus ich a¢inku spociva v interkalacii cytostatika do molekuly DNA a v inhibicii
o izoméru enzymu topoizomeraza II (TOPOIla). Tieto zasahy do nadorovej bunky
sposobia zastavu replikacie DNA, delenia bunky a jej desStrukciu (Klener Pavel a jr.
Klener Pavel 2009). ANT su podavané intravendzne, metabolizované peceiou,
vylucované zl¢ou a Ciastocne mocom (Puma et al. 2008). Pocas liecby
chemoterapeutikami v niektorych pripadoch vznika rezistencie a vedl'ajSie toxické ucinky,
nie je tomu zial' inak ani pri liecbe ANT. Ich uZzivanie je znacne limitované Zzivot

ohrozujucou kardiotoxicitou (Puchnerova et al. 2016).

Na obr. 1 je zdkladnd chemicka Struktira ANT. Su to planarne molekuly
obsahujuce rigidny hydrofobny tetracyklinovy kruh s daunosaminovym cukrom, ktory je
viazany glykozidickou vézbou. Chinénové a hydrochindnové substituenty na dvoch zo 4

planarnych kruhov, zohravaji dolezita rolu pri ich metabolizme (Edwardson et al. 2015).

Obr. 1 Zakladna Struktara ANT (Menna et al. 2007)
DOX: -R1: CH20H, -R2: OCH3,-R3: OHax, DAUN: -R1: CHs, -R2: OCH3, -R3: OHax;
EPI: -R1: CH>OH, -R2: OCH3, -R3: OHeq, IDA: -R1: CHs, -R2: H, -R3: OHax



1.1  Mechanizmus tuéinku antracyklinovych antibiotik

ANT st schopné vytvarat nekovalentné, vodikovymi mostikmi viazané komplexy
s DNA. Inkorporuju sa medzi DNA bazické pary (Obr. 2) a sposobuji v molekule
DNA nédorovych buniek vznik zlomov, inhibiciu polymerazovej aktivity, procesov
replikdcie, transkripcie DNA a syntézy ribonukleovej kyseliny (RNA). Tymto spésobom
zasahuju do procesu génovej expresie (QUIGLEYt et al. 1980, Klener Pavel a Klener jr.
Pavel 2009).

Obr. 2 Interkalacia do molekuly DNA (Cytostatika 2018)

ANT su okrem interkalacie do molekuly DNA schopné inhibicie aktivity enzymu
TOPOIla v nadorovych bunkéch. Topoizomeraza II (TOPOII) je enzym potrebny pre
priebeh replikacie a transkripcie DNA. Stiepi oba retazce pravotodivej konformécie
dvojvldknovej deoxyribonukleovej kyseliny (dsDNA) za spotreby dvoch molekul
adenozintrifosfatu (ATP). Miestom preruSenia nasledne premiestni druhy neporuseny
dsDNA tsek a ret'azce opat’ zaceli, zavadza tak negativne seperhelikalne otacky (Hande
2008). Mechanizmus katalytickej aktivity TOPOII je zobrazeny na obr. 3. ANT sa viaZe
a stabilizuje komplex DNA — TOPOIla, ¢im znemozni priebeh procesov replikacie

a transkripcie DNA (Lehmann et al. 2004; Vavrova et al. 2013).
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Obr. 3 Mechanizmus katalytickej aktivity TOPOII (Schoeffler a Berger 2005)

1.2 Metabolizmus antracyklinovych antibiotik

U T'udi je ista ¢ast ANT vylucenych z tela bez akychkol'vek zmien v ich Strukture,

zvys$na Cast’ je spracovand v jednej z troch hlavnych metabolickych ciest (Obr. 4), ktorych

metabolity podporuji alebo naopak potlacaju antineoplasticky uc¢inok ANT, niektoré su

zas pric¢inou neziaducich u¢inkov uzivania lieku.

2-elektronova redukcia na karbonylovej skupine uhliku C-13 je katalyzovana

skupinou heterogénnych, ubikviternych cytozolickych
a nikotinadenindinukleotidfosfat (NADP(H))-dependentnych reduktaz. Do
tejto skupiny patria enzymy nadrodin SDR a AKR. Vysledkom tejto cesty
biotransformécie je prislusny sekundarny alkohol, v pripade DAUN je to
DAUNOL (Minotti et al. 2004).

1-elektronova redukcia je katalyzovana redukdzou cytochromu P450,

NADP(H)-dehydrogenadzov,  syntdzou  oxidu  dusnat¢tho  (NOs),
xantinoxiddazov a vedie k premene chinénov na semichinénovy radikal
(Edwardson et al. 2015).

Redukénd deglykozidacia tvori priblizne 1-2% metabolizmu ANT, je

katalyzovana NADP(H)-dependentnymi hydroldzami a reduktizami typu
glykozidaz, NADP(H)-chinénoxidoreduktdzou, NADP(H)-cytochrém P450
reduktdzou a xantindehydrogendzou (Mordente et al. 2003). Reduk¢nou
deglykoziddciou sa odStiepi daunosamin za vzniku 7-deoxyaglykonu

(v mitochondriach) a hydroxyagykonu (v cytozole) (Licata et al. 2000).
11



1-elektronova
redukcia

2-elektronova

- ¢ : T~ redukcia
Cast’ interkalujuca n 0 I~ R
do DNA  mmiiie- | ! '
W i Deglykondacia
R, o OH 0 :
|
HyC o
H’ HgH

Obr. 4 Metabolizmus ANT (Menna et al. 2007, s vlastnou Upravou)

1.3  Hlavné enzymy 2-elektronovej redukcie
SDR a AKR st velké nadrodiny reduktdz aldehydov a keténov. Katalyzuju

2-elektronovi redukciu ANT za vzniku ich sekundarnych alkoholov.

SDR su jednou z najrozsiahlejSich nadrodin enzymov. Doteraz bolo u ¢loveka
identifikovanych viac nez 80 clenov. Napriek spolo¢nym Struktirnym vlastnostiam,
akymi su vizbové miesto pre kofaktor a katalytickd tetrada, tak vzajomne zdielaju
priblizne len 20% aminokyselinovej (AK) sekvencie. St to nikotinamidadenindinukleotid
(NAD(H)) alebo NADP(H)-dependentné oxidoreduktdzy, medzi ich substraty patria
cukry, retinoidy, lipidy, steroidy a xenobiotika. Ovplyviiuji tak intermedidrny
metabolizmus, signdlne molekuly a redoxny stav RNA signalizacie (Bhatia et al. 2015,
Bray et al. 2009, Zemanova et al. 2019). Subcelularne st lokalizované v cytozole,
mitochondrialnej matrix, hladkom endoplazmatickom retikule a peroxizémoch (Bhatia et

al. 2015).

Z SDR nadrodiny premenu DOX na doxorubicinol (DOXOL) podla vysledkov
studii katalyzuju CBR1, CBR3 lokalizované v cytozole (Forrest et al. 2000, Schaupp et
al. 2015, Bains et al. 2010, Kassner et al. 2008). Miernu aktivitu vykazuje aj enzym
mitochondrialnej matrix CBR4 (Bains et al. 2010b).

Z SDR nadrodiny premenu DAUN na DAUNOL podla vysledkov Studii
katalyzuji CBR1, CBR3 a v mensSej miere aj CBR4 (Bains et al. 2010b).

12



CBRI1 (SDR21C1) je jeden z najdolezitejSich cytozolickych
NADP(H)-dependentnych reduktdz katalyzujicich redukciu réznych endogénnych
(prostaglandiny, S-nitrozoglutation,) a xenobiotickych (o-chinony a p-chinény, ANT,
DOX, DAUN, haloperidol, warfarin,) ketonov a chinénov (UniProtKB 2019). Tento
enzym je exprimovany vo vicSine l'udského tkaniva. Najmid v peceni, obli¢kach,
vajecnikoch, prsnikoch a vaskularnych endoteliarnych bunkach. Znizena expresia CBR1
je asociovana so zvysenou proliferaciou a tumorgenézou spojenou so stratou expresie E-
kadherinu a aktivaciou metaloproteinaz matrixu. ZniZzena expresia sa uz typicky
vyskytuje pri rakovine maternice, vaje¢nikoch, kr€ku maternice a rakovine dlazdicovych
buniek ustnej dutiny. Nizka expresia CBR1 sa stala ukazatel'om zlej progndzy a vysokej
pravdepodobnosti vzniku metastdz do lymfatickych uzlin (Nishimoto et al. 2018;

Yamanouchi et al. 2018).

CBR3 (SDR21C2) je taktiez cytozolicki NADP(H)-dependentnad reduktaza.
Napriek tomu, ze s CBRI zdiel'a 72% AK sekvencie, tak ma d’aleko vyssiu substratova
selektivitu (o-chindny, isatin, oracin, doxorubicin, DAUN), a vd¢Sinou vykazuje len mali
afinitu k substratom CBRI1. Pri¢inou je predovsetkym odlisny tvar aktivnych miest

a vlastnosti povrchov (Rotondo et al. 2016; Pilka et al. 2009).

AKR st nadrodinou  cytozolickych  oxidoreduktdz  vyuZivajlcich
NAD(H)/NADP(H) ako kofaktor pri redukcii ketonov a aldehydov na ich sekundarne
a primarne alkoholy. Pre ich priestorové usporiadanie je charakteristicka pritomnost’
(o/B)s alebo triosafosfatizomerazovy sudkového motivu. Vich nomenklatire prva
arabska Cislica predstavuje zaradenie do jednej zo 16 rodin (zhoda minimélne v 40% AK
sekvencie), nasledujuce pismeno predstavuje zaradenie do prislusnej podrodiny
(minimélne 60% zhoda v AK sekvencii), posledna arabska ¢islica reprezentuje unikéatnu
proteinova sekvenciu jedného zo 190 ¢lenov nadrodiny. AKR su charakteristické nizkou
substratovou selektivitou, maji schopnost katalyzovat' ako premenu endogénnych
(sacharidy, ketosteroidy, ketoprostaglandiny), tak iexogénnych latok (nikotinové
nitrozaminy, polycyklické aromatické uhl'ovodiky, trans-dihydrodioly) (Edwardson et al.

2015; Penning 2015).

Z AKR premenu DOX na DOXOL podrla vysledkov stadii katalyzuji AKRI1A1,
AKRIBI1, AKRIB10, AKR1C3, AKR1C4 (Bains et al. 2010, Kassner et al. 2008),

13



a v mens$ej miere aj AKR1C1, AKR1C2, AKR7A2 (Bains et al. 2010b; Takanashi et al.
2008; Kassner et al. 2008).

Z AKR premenu IDA na idarubicinol (IDAOL) podl'a vysledkov studii katalyzuja
AKR1B10 a AKR1C3 (Hofman et al. 2014; Zhong et al. 2011).

Z AKR premenu DAUN na DAUNOL podla vysledkov stadii katalyzuja
AKR1A1, AKR1B1, AKRIB10, AKRIC3, AKR1C4, AKR7A2 (Bains et al. 2010b;
Kassner et al. 2008; Takanashi et al. 2008; Breyer-Pfaff et al. 2004; Zhong et al. 2011,
Hofman et al. 2014), a miernu aktivitu prejavuju AKR1C1, AKR1C2 (Bains et al. 2010b).

AKR1A1 je ubikviterny cytozolicky enzym, najviac zastipeny v mozgu,
oblickéach, hrubom a tenkom creve, peceni a Stitnej zl'aze. Katalyzuje redukciu Sirokého
spektra aromatickych a alifatickych aldehydov so stredne dlhym retazcom na ich
prislusné  alkoholy. = Vysoki  afinitu ma4 k  p-karboxybenzaldehydom,
p-nitrobenzaldehydom, pyridin-3-aldehydom, pyridin-4-aldehydom, D-glukuronatu
a chemoterapeutiku DAUN. Z fyziologickych substratov katalyzuje redukciu mevaldatu
na mevalonova kyselinu, glyceraldehydu na glycerol, ¢im sa zapaja do biosyntézy
cholesterolu a triacylglycerolov. Enzym AKR1A1 je vSak schopny aj oxidacie trans-
dihydrodiolovych metabolitov polycyklickych aromatickych uhl'ovodikov na o-chinony,
ktoré predstavuji vysoko karcinogénne aktivne latky (Palackal et al. 2001). Taktiez
vykazuje aktivitu prostaglandin-F-syntdzy v endometriu. Podobne ako AKR1C3 sa mdze
podielat’ na vzniku patologickych stavoch asociovanych so Zenskym reprodukénym

systémom a ischemickym stavom (Lacroix Pépin et al. 2013).

AKRIBI1 katalyzuje redukciu aldehydov vznikajucich pri peroxidécii lipidov,
steroidov aich derivatov , retinoidov, xenobiotik a prostaglandinov. Zohrava hlavnu
ulohu pri vzniku komplikacii u diabetes mellitus. Katalyzuje prvy krok v polyolovej cesty,
redukuje glukéozu na sorbitol za spotreby kofaktoru NADPH, sorbitol je
sorbitoldehydrogendzou (vyuziva NAD® ako kofaktor) premeneny na fruktozu.
Za normoglykemickych podmienok st len 3% zglukdézy premenené na sorbitol.
Za hyperglykemickych podmienok mdze dojst’ k premene az 30% glukozy na sorbitol
a dochadza k jeho hromadeniu. Vysledkom je osmoticky stres bunky a nerovnovaha
piridin nukleotid redoxného stavu. Dojde k poklesu antioxida¢nych schopnosti bunky.
U diabetes mellitus je tento dej pri¢inou vzniku konecnych produktov pokrocilej

neenzymove] glykacie, tzv. AGEs. Vedu ku vzniku mikroangiopatie, neuropatie,
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retinopatie, periférnej neuropatie a katarakty (Seliger et al. 2018). Vysoka expresia
enzymu AKRIC3 sa tiez spdja s rakovinou hrubého creva, kataraktou, mnohocetnym
myelémom, akutnou lekémiou (TCF3-PBX1; 1123 MLL) (Laffin a Petrash 2012).
Enzym AKRI1BI1 disponuje funkciou prostaglandin-F-syntazy a podiel'a sa na vzniku
patologickych stavoch asociovanych SO zenskym reprodukénym

systémom, ischemickymi a zépalovymi stavmi (Bresson et al. 2012).

AKRIBI10 je enzym exprimovany v zl'aze nadobli¢iek, tenkom a hrubom creve.
Zvysena expresia AKR1B10 bola zachytena uz v prekanceréznych tkanivach a nasledne
u rakoviny pluc, pankreasu a hepatocelularneho karcinomu. Naopak znizena expresia
enzymu bola zachytena pri rakovine gastrointestinalneho traktu (Huang et al. 2016).
Enzym AKR1B10 reguluje procesy bunkovej proliferacie a diferenciacie cez prenylaciu
onkoproteinov (protein Ras) a metabolizmus retinoidov. Membranové proteiny ako Ras
a proteinu Ras pribuzné guanosintrifosfat-viaziicé proteiny sa zapéjaju do procesov
bunkového rastu a diferenciacie. Tato ich funkcia je zavisla od prenylacie. V tomto kroku
zohrava velku rolu enzym AKRIBI10, ktory redukuje farnesal a geranylgeranial
na farnesol a geranylgeraniol. Dalej su fosforylované na farnesyl a geranylgeranyl
pyrofosfaty, dva hlavné intermedidty syntézy cholesterolu a prenylacie proteinov.
ZvySend expresia AKRIB10 v neoplastickych bunkach zintenzivni prenylaciu
protoonkoproteinov a akceleruje sa vznik nddorového ochorenia. (Seliger et al. 2018).
Dal$ou tlohou enzymu AKR1B10 je redukcia retinaldehydov na ich prislusné retinoly.
Pricom sa zniZuje bunkova koncentracia retinovej kyseliny, signalnej molekuly zapojenej
do bunkovej proliferacia a diferenciacie (Huang et al. 2016). AKR1B10 taktiez podporuje
rast buniek a ich preZivanie cez moduléciu syntézy lipidov a funkcii membran. ZniZuje
degradaciu acetylkoenzym-A-carboxylazy-a, enzymu, ktorym je regulovand syntéza
mastnych kyselin cez ubikvitin — proteasomovu cestu, napriklad mastné kyseliny, ktoré
st esencidlnym komponentom bunkovych membran rakovinovych buniek prsnika (Ma et

al. 2008; Wang et al. 2009).

AKRIC3 ma dolezitu tlohu v premene androstendionu na testosteron a estronu
na estradiol. Je exprimovany v peceni, prostate a v mliecnej ZI'aze (Edwardson et al.
2015). Enzym AKR1C3 je zaroven exprimovany aj pri patologickych stavoch, napriklad
rakovine prostaty, prsnika, maternice, krvi, pl'ic, mozgu a obliiek. Hladina zvySene;j
expresie vacsinou koreluje so stupiiom invazie a agresie tumoru. Podiel'a sa na vzniku

hormon dependentnych a independentnych typov rakovin. U rakoviny prostaty AKR1C3
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v tlohe 17B-hydroxysteroiddehydrogendzy konvertuje androstendion na testosteron,
ktory aktivuje androgenové receptory a podporuje rast tumoru. U rakoviny prsnika je
zvySena expresia AKR1C3 dévodom zvysSenej produkcie testosteronu, ktory je
aromatazou konvertovany na 178 — estradiol. Ten stimuluje proliferaciu rakovinovych
buniek prsnika a endometria. NavySe enzym AKRI1C3 je schopny priamo redukovat
estron a progesterén na 17 — estradiol a 20a — hydroxyprogesterone. AKR1C3 v ulohe
prostaglandin-F-syntazy katalyzuje premenu prostaglandinu H» na prostaglandin Faq
aredukciu prostaglandinu D> na 9a,11p-prostaglandin F>. U oboch izomérov
prostaglandinu F» boli potvrdené proliferativne a prozépalové ucinky. NavySe ich
produkciou dochadza k znizeniu produkcie protizépalového, antineoplasticky
posobiaceho a differencidciu podoporujiceho prostaglandinu Jo z prostaglandinu D,
(Byrns et al. 2011). Prave tento metabolizmus prostaglandinov je pri¢inou zastavenia
diferenciacie leukemickych buniek (Khanim et al. 2009). Enzym AKR1C3 je zaroven ako
enzym prvej fazy biotransformacie zodpovedny za vznik rezistencie pri liecbe r6znych
nadorovych ochoreni. Podiel'a sa na premetie antineoplasticky aktivnych aldehydov
a ketonov na ich prislusné hydroxy metabolity so zvySenou rozpustnostou vo vode
a urychlenou elimindciou z tela. K takto eliminivanym liekom napriklad patria DAUN,

idarubicin, cisplatin (Hofman et al. 2014; Matsunaga et al. 2013).

AKR7A2 je enzym najviac exprimovany v mozgu, peceni, obli¢kach. Plni
predovietkym fyziologicka funkciu. Uastni sa na metabolizme y-aminomaslovej
kyseliny v centralnom nervovom systéme (Picklo et al. 2001).Vykazuje aktivitu voci
produktom lipoperoxidécie, chrani organizmus pred ROS aplni ddlezitd Glohu pri
chorobach spojenych s oxidativnym stresom. Interaguje s cytoglobinom, globinovou
bielkovinou podiel'ajiicou sa rovnako na ochrane buniek pred ROS, reaktivnymi formami

dusika, stavom hypoxie a oxidaénym stresom (Li et al. 2016).

1.4  Kardiotoxicita antracyklinovych antibiotik

Pocas liecby ANT dochadza k StruktGrnym a funkénym zmendm v srdci, ku
vzniku akutnej a chronickej kardiotoxicity (Singal a Iliskovic 1998; Bristow et al. 1978).
Ich toxické posobenie narusa progenitorové bunky srdca, fibroblasty, vedie k poskodeniu
mikrovaskularnej Struktary a kontraktility srdcového svalu. Pre oslabené srdce je naro¢né
sa zotavit’ z toxického poSkodenia o to viac ak sa u pacienta vyskytuji niektoré rizikové

faktory:
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- prekrocenie odporicanej hodnoty kumulativnej davky ANT

- vek: deti mladsie ako 4 roky a dospely nad 65 rokov

- pohlavie: viac ohrozené su Zeny

- rizikové faktory vzniku kardiovaskuldrnych ochoreni: hypertenzia,
hypelipidemia, nadvaha, diabetes, zivotosprava (nedostatok pohybu, fajcenie,
pozivanie alkoholu, stres, nezdrava strava)

- choroby pecene

- Cierna rasa

- Downov syndrom (trizémia 21)

- kombinovanie chemoterapie s radioterapiou

- stcasné podavanie inych chemoterapeutik (cyklofosfamid, fluorouracil,
bleomycin, vinkristin, mitoxantron, trastuzumab).

- jednonukleotidové polymorfizmy (SNP), ktoré interindividudlne ovplyviiuju
aktivitu enzymov metabolizujicich ANT (Puma et al. 2008; Singal a Iliskovic
1998; Reinbolt et al. 2016; Sadurska 2015).

- SNP, ktor¢ interindividudlne ovplyviiuji prenos lie€iv cez membranové ABC

transportéry (Megias-Vericat et al. 2017).

Akutna kardiotoxicita manifestuje zmenami v elektrokardiografe, miernou
hypotenziou, srdcovou arytmiou, perikarditidou a myokarditidou. Subakutna
kardiotocixita sa prejavuje ako znizenie ejekcnej frakcie l'avej komory srdca.. Medzi
chronické priznaky uz vacSinou ireverzibilného poskodenia srdcového svalu patri
spociatku vd’aka kompenzaénym mechanizmom asymptomatickd kardiomyopatia, ktora
prechadza do zlyhania systolickych a diastolickych funkcii srdca az néhleho infarktu
myokardu (Sadurska 2015; Puchnerova et al. 2016).

Zvlastnu pozornost’ by mal onkolég venovat minimalizacii vzniku chronicke;j
kardiotoxicity zv1ast’ pri liecbe pacientov detského veku, nakol’ko po dosiahnuti remisie
musia s ndsledkami poskodenia srdca Zit’ po cely zivot (Puma et al. 2008). Napriek tomu
vysledky Statistickych prieskumov hovoria, ze akutne priznaky (1-1,6%) kardiotoxicity
sa pocas liecby ANT u deti prejavuju menej Casto ako subakutne (57%) a chronické
(16%) priznaky. Celkovo st kardiovaskularne problémy az 8-krat CastejSou pricinou

smrti u pacientov liecenych ANT v porovnani s beZznou populaciou (Puma et al. 2008).
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Patofyziolégia ANT kardiotoxicity je zlozitym a komplexnym mechanizmom,
ktory nie je dodnes uplne objasneny. Vdaka rozsiahlym vedeckym §tadiam in vitro a in

vivo vedci navrhli niekol’ko mechanizmov, ktorymi kardiotoxicita moze vznikat'.
Hypotéza oxida¢ného stresu

1-elektronovou redukciou ANT sa tvori semichindénovy radikal, ktory je stabilny
v neoxigenacnych podmienkach. V pritomnosti kyslika 'ahko reoxiduje na parentny
chinon za tvorby superoxidu, ktory moze byt’ d’alej konvertovany na peroxid vodika alebo
hydroxilovy anién, ¢o st vysoko reaktivne formy kyslika (ROS). Vysledkom ich
vzajomného posobenia je peroxidécia lipidov bunkovych membran, degradacia proteinov,

poskodenie DNA (Reinbolt et al. 2016).

Srdce je organom bohatym na mitochondrie aZzial' najviac subcelularne
poskodenou organelou kardiomyocytov su mitochondrie, a to z ddvodu Ze obsahuji mélo
metabolicky aktivnych antioxidantov (peroxiddza, kataldza, superoxid dizmutéza,
glutationperoxidaza) a nedokazu sa branit’ pred ROS. PoSkodenim energetického centra
dojde k destrukceii bunky, pri vi¢Som pocte 1 srdcového svalu a samotného srdca (Ghigo

et al. 2016).
Ovplyviiovanie signaliza¢nych drah vol’ného Zeleza

Alkoholy ANT (-0l metabolity) tvoria komplexy s volnym trojmocnym iénom
zeleza a spolo¢ne sa podiel’aju na tvorbe ROS (Fentonové reakcia, tvorba hydroxylového
radikalu), ktoré su pravdepodobne schopné narusit’ Struktaru feritinu a uvolnit’ z neho
dalsie Zelezo. Dalej interferuju s proteinmi, ktoré reguluju transkripciu hlavnych Fe
transportnych a viazucich proteinov. Znizuju tak syntézu feritinu a zvySuji expresiu
transferinového receptoru. Vysledkom je zvySenie koncentracie vol'ného Zeleza v bunke

a poskodenie bunky (Ghigo et al. 2016; Menna et al. 2007).
Vplyv na NOs

NOs katalyzuje premenu AK L-argininu na L-citrulin za uvol'nenia radikalu oxidu
dusnatého. Endoteliarna NOs je lokalizovand v endotelidlnych koronarnych bunkéch.
Hlavnou tlohou vyprodukovaného oxidu dusnatého je vazodilaticia, teda regulacia
krvného tlaku. ANT sa viaze na reduktazovi doménu endotelidlnej NOs. V pritomnosti
NADPH dgjde k 1-elektrénovej redukcii ANT za vzniku semichinonu, ktorého toxicku

ulohu sme uz popisali v kapitole 1.4. ANT indukuji tiez transkripciu endotelidlnej NOs.
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Vo vysledku dochddza k znizenej syntéze oxidu dusnatého (narusenie regulacie krvného
tlaku), zvysenej syntéze endotelidlnej NOs a k produkcii ROS (Vasquez-Vivar et al. 1997,
Jang et al. 2013).

Degradacia kontraktilnych proteinov srdca

Titin je velky elasticky protein sarkomer, dolezity pre spravne fungovanie
svalového stahu. Jeho degradéaciou (najme v désledku posobenia ROS) sa spusti postupna
degradacia myofilamentov srdca, ktora vedie az k dysfunkcii diastoly a systoly. Dalgim
potencionalnym cielom posobenia ANT je dystrofin. Jeho degradacia by mohla byt

pri¢inou vzniku dilatacnej kardiomyopatie (Chen et al. 2011).
Vplyv na fyziolégiu bunkovych a organelovych membran

Lipofilné metabolity ANT, aglykony, sa vmedzeruyju do bunkovych
a organelovych membran (napriklad do mitochondrii bohatych na kardiolipin)
a ovplyviluju ich tvar i permeabilitu. NavySe ANT tak moézu pasivne prechadzat’ do
intracelularneho priestoru bunky/organely a zvySovat’ svoje toxické pdsobenie (Neidle

a Sanderson 1984).
Naru$enie Ca?* homeostazy

ANT metabolity 2-elektronovej redukcie, alkoholy ako napriklad DAUNOL
inhibuji uvolnenie Ca®" zo sarkoplazmatického retikula a potladaju expresiu Ca’*
kanalov sarkoplazmatického retikula (Menna et al. 2007). V kardiomyocyte sa narusi
pravidelne prebiehajiica fyziologickd zmena koncentracie Ca*", ktora je potrebnd na
priebeh svalovej kontrakcie, narusi sa inotropny a lusitropny stav (pozitvne inotropny

a negativne lusitropny) (Piska et al. 2017).
Inhibicia B izoméru topoizomerazy II (TOPOII)

Antineoplasticky ucfinok ANT spociva vinterakcii s TOPOIlo a DNA
v nadorovej bunke. V jadre a v mitochondridch kardiomyocytov sa vSak nachadza
TOPOIIP, naktortt sa ANT viaze a iniciuje poskodenie mitochondrii, tvorbu ROS,
a zanik kardiomyocytov (Marinello et al. 2018; Ghigo et al. 2016; Cappetta et al. 2017;
Vavrova et al. 2013).
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1.5 Daunorubicin
(8S5,108)-8-acetyl-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-lyxo-hexopyranosyl)oxy]-
6,8,11trihydroxy-1-methoxy-5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-5,12-dion-hydrochlorid
(Obr. 5), smolekulovym vzorcom Cy7H30CINOj9o a molekulovou hmotnost'ou
563,99 g/mol. Patri medzi ANT, ktor¢ sa vyuzivaju najme k liecbe hematoonkologickych
ochoreni. Liek je dostupny v podobe oranzovocerveného prasku alebo uz pripraveného
roztoku na intravendzne podanie. Davkovanie lieku zavisi od indikécie, veku pacienta,
renalnych a hepatalnych funkcii (Drug record daunorubicin 2018). Medzi vedlajSimi
ucinkami lie¢by sa najCastejSie vyskytuje supresia krvotvornej funkcie kostnej drene
(KD), nausea, zvracanie, hnacky, alopecia, podrazdenie koze, cervena farba
mocu, horacka. Niekedy mdze dojst’ k zvySeniu hladiny sérovych transaminédz, vzniku
veno-okliznej choroby pecene a akltnemu zlyhaniu pecene. Vysoké davky
a dlhotrvajica liecba mozu sposobit’ zdvaznu kardiotoxicitu, vid. kapitolu 1.4 (Drug
report daunorubicin 2018). V nasej diplomovej praci sa budeme venovat’ prave inhibicii

vzniku kardiotoxického metabolitu DAUNOLU.

MNH.

Obr. 5 DAUN (Daunorubicin 2019)

1.5.1 Indikéacie pre podanie daunorubicinu

DAUN je $iroko vyuzivany v hematoonkologii k dosiahnutiu remisie u dospelych
pacientov s AML (myeloidnej, monocytarnej, erytroidnej vyvojovej rady) (Gong et al.
2015),u deti a dospelych s ALL (Du et al. 2017). Liposomélna forma DAUN je dostupna
ako liek prvej volby u Kaposiho sarkomu associovaného so syndrémom ziskaného
imunodeficitu (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) (American Academy of
HIV Medicine 2017).
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1.5.1.1 Akutne leukémie

Akutne leukémie s klonalne zhubné nadorové chorenia 'udského organizmu.
Vznikaju malignou transformaciou hematopoetickej kmenovej bunky. Podla toho, ¢i
maligna transformacia postihuje bunky myeloidného alebo lymfoidného radu, delime
akutne leukémie do dvoch zakladnych skupin AML a ALL. Ob¢as moze leukemicky klon
vykazovat’ znaky oboch linii vtedy hovorime o tzv. akutnych leukémidch nejasnej linie.
Kazd4 z tychto zdkladnych skupin nésledne podlieha osobitnému deleniu, ktoré je zhrnuté

v tab. 1 (Kubisz et al. 2006).

Tab.1 Klasifikacia akutnych leukémii podl'a Svetovej zdravotnickej organizécie

(Sustkova a Ra¢il 2016)

1. AML s rekurentnymi genetickymi abnormalitami
AML s 1(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNXIT1
AML s inv(16)(p13.1g22) alebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Akttna promyelocytarna leukémia s t(15;17)(q22;q12) (PML-RARa)
AML s t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
AML s t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21.3926.2) alebo t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (mekaryoblastovd) s t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
AML s mutovanym NPM1
AML s bialelickou mutaciou CEBPA

2. AML s myelodysplastickymi zmenami

3. AML vzniknuté v suvislosti s liecCbou

4. Akutne leukémie inak nekategorizované
AML minimalne diferencovana
AML bez mutacie
AML s mutaciou
Akutna myelomonocytarna leukémia
Akutna monoblastova a monocytarna leukémia
Akutna erytroidna leukémia
Akttna bazofilné leukémia
Akutna panmyelosis s myelofibrézou

5. Myelosarkom

6. Myeloidné proliferacie suvisejuce s Downovym syndrémom
tranzientna abnormalna myelopoéza
myeloidnd leukémia asociovand s Downovym syndromom

ALL

1. B-ALL blizsie nespecifikované

2. B-ALL s rekurentnymi genetickymi abnormalitami
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B-ALL s t(9;22)(q34.1;q11.2);BCR-ABL1
B-ALL s t(v;11923.3);KMT2A prestavba
B-ALL s t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1
B-ALL s hyperdiploidiou
B-ALL s hypodiploidiou
B-ALL s t(5;14)(q31.1;q32.3) IL3-IGH
B-ALL s t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

3. T-ALL

akutna nediferencovana leukémia

akutna leukémia so zmieSanym fenotypom s t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
akutna leukémia so zmieSanym fenotypom s t(v;11q23.3); MLL

prestavba akutnej leukémie so zmieSanym fenotypom B/myeloidna blizSie
nespecifikovana

akutna leukémia so zmieSanym fenotypom T/myeloidna blizsie neSpecifikovana

Akutna myeloidna leukémia

AML su Sirokou skupinou malignych ochoreni krvotvorby, ktoré vznikaju
malignou transforméciou kmenovej hematopoetickej bunky diferencovanej v myeloidné
alebo myelomonocytarne blasty, menej Casto v blasty erytroidené ¢i megakaryocytarne.
Typické je ukoncenie diferenciacia buniek na urovni blastov, ktoré sa akumuluji v KD
(tvoria >20% jadrovych buniek v KD) utlacaju fyziologicku krvotvorbu a vyplavaju sa
do periférnej krvi.

Tvoria 80% vSetkych akutnych leukémii dospelych, ALL tvoria zvySnych 20%
(Krejci et al. 2008). Vekovy priemer vyskytu AML je 67 rokov, zatial’ ¢o v detskom veku
incidencia dosahuje hodnoty rozmedzi 2 —3/100 000, po 70. roku Zivota incidencia stipa

az k hodnotam 15/100 000 (Sustkova a R&gil 2016).

Etiolégia AML nie je uplne objasnend. Vznik ochorenia m6ze indukovat radiacné
ziarenie, kancerogénne chemikalie (cytostatika, herbicidy, pesticidy, derivaty benzénu,
tricyklické uhlovodiky). ZvySené riziko vzniku AML je spojené s niektorymi
hereditarnymi chorobami s vysSou fragilitou chromatinu (Downov syndrém (trizémia 21),
Klineferterov sy (XXY), Patauuv syndrom (trizomia 13), Bloomov syndrém, Fanconiho
anémia, Wiskottov-Aldrichov syndréom). Vo vlastnej patofyziologii maju zasadny
vyznam chromozomalne prestavby — vznik translokacii, fuznych génov, zmena
transkripénych faktorov az dysreguladcia vyvoju kmenovej hematopoetickej bunky

a vznik leukémie (Kubisz et al. 2006; Krejci et al. 2008).
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Klinické priznaky suvisia najme s nedostatkom funkénych buniek v cirkulacii:

nedostatok  erytrocytov: slabost, dusnost, malatnost, manifestacia

ischemickej choroby srdca

- nedostatok trombocytov: krvacanie, hematomy, petechie, epistaxe, metroragie,
intenzivnejsie krvacanie po poraneni

- insuficiencia imunitnej obrany: tazka angina, stomatitida, pneumonia

- mozeme pozorovat’ aj prejavy leukostazy pri poéte leukocytov nad 100.10%/1

(Adam et al. 2007a).

Stanovenie diagnézy zaina vySetrenim mikroskopického diferencidlneho
krvného obrazu, kde sa nachadza >5% blastov a nie su pritomné vyvojové Stadia
granulocytov — myelocyty a metamyelocyty. Dalej je znizeny podet erytrocytov, poéet
leukocytov nebyva diagnosticky nakol’ko moéze byt zvySeny ¢i znizeny. Lekar moze
pristipit’ aj k cytologickému vySetreniu KD, kde je >20% blastov. Na klasifikaciu
leukémie slizia cytochemické vySetrenia aspiratu KD (pozitivna myeloperoxidaza, lipidy,
nespecificka esterdza). V sucasnej dobe je tato metdoda nahradzovana flow-cytometrickou

analyzov diferencia¢nych znakov (CD) na povrchu leukemickych blastov (Pecka 2006).
Akitna lymfoblasticka leukémia

ALL vznika malignou transforméciou hematopoetickej kmenovej bunky, ktora sa
diferencuje do lymfoblastov. Ku vzniku maligneho klonu dochadza v réznych Stadiach
diferenciacie lymfoidného blastu. Postupne utlacaju fyziologicka krvotvorbu a infiltruja

d’alSie organy, najCastejsie pecen, slezinu, lymfazické uzliny (Pecka 2006).

Ochorenie sa CastejSie vyskytuje v detskom veku. Najvyssia incidencia je u deti
okolo 4 rokov (>7/100 000), potom klesd a znova sa zvySuje u os6b nad 50 rokov
(1,0 — 1,5/100 000). Biologicky charakter ALL u deti a dospelych je rozdielny. Svedc¢ia
o tom aj vysledky liecby. Az 90% dlhodobych remisii sa dosiahne u deti a 30-40%
u dospelych (Sustkova a Ragil 2016; Krejéi et al. 2008). Priblizne 75% ALL dospelych
tvoria leukémie B-radu (Pecka 2006).

Vznik ochorenia indukuji podobné faktory ako AML. K najsilnejSim kancerogénom
patria alkylacné cytostatikd, organické rozpustadla typu benzén ¢i toulén a radioaktivne

ziarenie. TaktieZ sa vznik ALL popisuje v suvislosti s virusom Epsteina a Barrové, zrelou
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B-bunkovou ALL, virusom nedostatku 'udskej imunity (HIV), endemickou T-bunkovou

leukémiou a s huménnym lymfotropnym virusom I (Doubek 2001).

Zdravotné tazkosti vyplyvaju z anemického ahemoragického syndrom.
Humoralna abunkovd imunita je oslabena, nakolko blastické bunky maju vel'mi
obmedzent funkéni maturaciu. Casté s pritomné infekéné komplikacie s atypickym
priebehom nereagujuce na liecbu ATB (Kubisz et al. 2006). U deti byva pritomna bolest’
kibov a kosti (Adam et al. 2008). Casto sa objavuju priznaky infiltracie tkaniv a organov
leukemickymi bunkami (hepatosplenomegalia, lymfadenopatia), vo vynimoc¢nych
pripadoch moze dojst’ az k syndromu leukostazy (postihnutie CNS, semennikov a koze)

(Kubisz et al. 2006).

K stanoveniu diagnézy sa vysetruje mikroskopicky diferencialny krvny rozpocet
leukocytov v perifernej krvy, az u90% chorych st pritomné lymfoblasty. Z odberu
sternalnej punkcie sa stanovy myeologram, v ktorom byva patrnd infiltracia KD blastami
(pocet blastov tvori >25% zo vSetkych bunkovych elementov) so zndmkami potlacenia
fyziologickej krvotvorby. Flow-cytometrické vySetrenie pomaha priradit’ blasty do B
alebo T radu (Adam et al. 2007b).

Prognostické faktory akutnych leukémii

Na planovanie terapeutického postupu ma vel’ky vplyv stanovenie prognozy. Jeden

z hlavnych nezévislych prognostickych faktorov je vyssi vek pacientov v obdobi
stanovenia diagnozy. Celkové prezitie pacientov z 50 — 60% klesa vo vekovej skupine
nad 60 rokov na 15% (Sustkova a Racil 2016). Cytogenetické a molekuldrno-biologické
vySetrenie aspiratu z KD ur¢i pritomnost’/nepritomnost’ prognosticky zavaznych

translokéci, ktoré tvoria zaklad pre stanovenie prognozy pacienta, vid tab. 2 a 3.
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Tab. 2 Delenie AML na zéklade prognézy (Sustkova a Ragil 2016)

Riziko

5-ro¢né
prezitie (%)

Cytogenetické a molekularno-genetické vySetrenia

Nizke

55-65

t(8;21) bez ¢-KIT mutacie
t(15;17)

Mutéacie CEBPA

NK + mutacie NPM1 bez FLT3-1TD

inv(16) alebo t(16;16) bez c-KIT mutécie

Stredné

25-40

NK
+8
t(9;11)

iné cytogenetické zmeny

inv(16); t(16;16) s mutaciou c-KIT

Vysoké

5-14

1(6;9) (p23;q34)

t(9;22)

translokacia 11g23okrem t(9;11)
-5 alebo del(5q); -7 del (7q)

NK + mutacia FLT3-ITD

Tab.3 Delenie ALL na zéklade prognozy (Sustkovéa a Ra¢il 2016)

Komplexny karyotyp (> 3 klonalne abnormality)

. . 5-rocné

Riziko preditie (%) B-ALL T-ALL
Remisia po 1. indukcii
Leukocytdza pri diagndze <30x10°/1 | Remisia po L.

Standardné 56 Common-B fenotyp (CD10+) indukcii Tymicka

Nepritomnost’ t(4;11)/MLL-AF4 T-ALL
Nepritomnost’ t(9;22)/BCR-ABL
Remisia azZ po II. indukecii Remisia az po II.

Vysoké 36 Leukocytdza pri diagnoze >30x10%/1 in(viukc,ii
Pro-B fenotyp ev.t(4;11)/MLL/AF4 | V¢asna T-ALL
Nepritomnost’ t(9;22)/BCR-ABL Zreld T-ALL

Velmi 18 T(9;22)/BCR-ABL

vysoké
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1.5.1.2 Kaposiho sarkom asociovany so syndromom ziskan¢ho imunodeficitu
Infekcia virusom ziskanej l'udskej imunodeficiencie vrcholi chorobou AIDS,
pocas ktorého Casto manifestuji r6zne oportunne infekcie a Kaposiho sarkéom. (Krejsek

etal. 2016).

Kaposiho sarkém je vo svojej klasickej podobe indolentnou malignitou, ktora
postihuje predovsetkym kozu a najme muzov nad 60 rokov s etnickym pdvodom na
Stredozemi (Zidovska populacia) (Krejsek et al. 2016). Kaposiho sarkom u T'udi s AIDS
je naopak agresivne maligné ochorenie, ktoré mdze postihovat’ nielen kozu ale aj iné
organy. Dochadza k tvorbe mnohopocetnych cievnych uzlov v kozi a inych organoch.
Vznik ochorenia sa spojuje s 'udskym herpes virusom typu 8 (HHV-8). Pévod bunky je
nejasny, predpoklada sa Ze ide o pluripotentni mezenchymovu kmeiiovi bunku alebo
viac diferencovanu endotelidlnu bunku (najpravdepodobnejsie) krvného alebo

lymfatického systému.

Charakteristickym morfologickym rysom je tvorba cievnych priestorov , medzi
ktorymi st lymfoplazmocytarne infiltraty a vretenovité nadorové bunky. Ich pocet
a hustota sa zvySuje s progresiou nddorového ochorenia. Krvacanie do alebo z dolezitych
organov byva smrtel'nou komplikaciou (Zden¢k et al. 2002, American Academy of HIV
Medicine 2017).

Vyskytuje sa u 15% vsetkych chorych s AIDS. Vznik Kaposiho sarkému je 300x
vy$§i nez u inak imunosuprimovanych pacientov. Prezitie pacientov s AIDS a Kaposiho

sarkdémov nebyva dlhSie ako 24 mesiacov (Zden¢k et al. 2002).
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2 FARMAKOLOGICKA STRATEGIA VYUZITIA
INHIBITOROV TYROZINKINAZ K REDUKCII TOXICITY
ANTRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK

Tyrozinkindzy (TK) katalyzujt prenos fosfatovej skupiny z nukleotidtrifosfatu na
AK tyrozin, ktora je sucastou proteinov. Fosforylaciou proteinu sa zmeni jeho
konformaécia, ¢o mdze vyvolat’ zmenu jeho katalytickej aktivity a umozni interakciu
s inymi proteinmi. Zapojuju sa tak do signalnych drah prenosu extracelularneho signalu
cez membranu do jadra bunky, kde aktivaciou alebo inhibiciou transkripnych faktorov
ovplyviiuji expresiu cielovych génov. Cez jednotlivé signalne drahy sa TK podiel’aji na
riadeni bunkového cyklu, procesov proliferacie a diferenciacie buniek, anti-apopticke;j
signalizdcie a programovanej smrti bunky. Abnormality v Struktire alebo funkeii
signalnych drah TK vedu k dysregulécii. Vysledkom je zvysenie bunkovej proliferacie,
vyhybanie sa apoptoze, inicidcia onkogenickej transformécie bunky a vznik nddorového
ochorenia (Shukla et al. 2012). Terapeutickym ciel'om pri liecbe takychto nadorovych
ochoreni sa preto stali malé molekuly, ktoré su schopné inhibovat’ katalyticku aktivitu

TK, tzv. TKi (Ozvegy-Laczka et al. 2005).

Liecba TKi, vSak nebola vzdy G¢inné, dovodom bol vznik rezistencie. Jednym
z hlavnych mechanizmov podielajucich sa na jej vzniku je interindividudlne zvySena
expresia membranovych ABC transportérov, ktoré vyuzivaju energiu z ATP k transportu
TKi cez membranu proti koncentraénému gradientu von z nadorovej bunky (Kathawala

et al. 2015; Neul et al. 2016).

Pocas studii, ktoré sa snazili priradit’ jednotlivym TKi Specificky ABC transportér
sa zistilo Ze niektoré TKi st zdroven schopné inhibovat’ niektoré ABC transportéry. Tato
ich vlastnost’ sa zacala vyuZivat" v kombindcii s inymi liekmi, napr. s cytostatikmi,
ktorych koncentracia v bunke sa vd’aka inhibicii pre nich Specifického ABC transportéru
zvysSila. Zabranilo sa efluxu cytostatik z nddorovych buniek a zvysil sa ich cytotoxicky
ucinok (Kathawala et al. 2015). Napriklad TKi imatinib sa pévodne pouzival k liecbe
CML (inhibuje BCR-ABL TK). Neskorsie stadie ukdzali Ze je schopny inhibovat’ eflux
sprostredkovany ABCCI10 a zvysit tak koncentraciu liekov, ktoré¢ sa ABCC10

transportované von z bunky, napr. paklitaxel a vinkristine (Shen et al. 2009).

Stadie liekovych interakcii ukazali, ze TKi ovplyviuji uéinok liekov aj inym
spOsobom, ako len inhibiciou ABC transportérov a to inhibiciou Specifickych enzymov,
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ktoré sa podiel’aju priamo na ich metabolizme. Jedna sa o inhibiciu enzymov z nadrodin
AKR aSDR, ktoré katalyzuji  metabolizmus ANT, premenu DAUN na jeho
kardiotoxicky a antineoplasticky menej aktivny metabolit DAUNOL, vid'’. kapitolu 1.4
(Piska et al. 2017). Oba faktory prispievaju k zlyhaniu antineoplastickej liecby. TKi sa
z tohto dovodu stali ciel'om naSho Studia nakol’ko ide o skupinu liekov, ktord ma potencial

inhibovat’ enzymy katalyzujice premenu DAUN na DAUNOL.

Bosutinib (SKI-606)
Patri medzi druhu generaciu TKi. Primarne bol syntetizovany k peroralnej lie¢be
na imatinib rezistentnych pacientov s CML typickou somatickou mutaciou v BCR-ABL.

Okrem BCR-ABL TK, inhibuje aj Src, HCK a LYN TK (Neul et al. 2016).

- |

Obr. 6 Bosutinib - chemicky vzorec (Bosutinib 2019)

Neratinib (HKI-272)

Patri medzi peroralne uZivany inhibitor TK receptoru epidermalného rastového
faktora (HER), ktory ireverzibilne inhibuje HER1 (alebo EGFR), HER2, HER4, ¢o vedie
k redukcii fosforylacie a aktivacie signalnych drah podiel’ajlicich sa na vzniku karcindmu

pltc, kolorektalneho karcindmu, rakoviny prsnika (Tiwari et al. 2016).
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Obr. 7 Neratinib - chemicky vzorec (Neratinib 2019)

Ibrutinib (PCI-32765)

Peroralne podavany ireverzibilny inhibitor Brutonovej tyrozinkinazy (BTK),
ktory sa pouziva k liecbe B-lymfoproliferativnych ochoreni. vytvara kovalentni vizbu
s cysteinovym reziduom BTK (Cys 481), brani tak jej fosforylacii a blokuje signalne
drahy B-bunkového receptoru adalSich receptorov. Znemoziuje prezivanie
a proliferaciu  nadorovych B-lymfocytov, brzdi ich migraciu a inhibuje sekréciu

niektorych cytokinov (CCL3, CCL4). Jeho chemicka Struktara je na obr. 8.
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Obr. 8 Ibrutinib — chemicky vzorec (Ibrutinib 2019)
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3 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo stidium potencionalneho t¢inku vybranych

TKi, na aktivitu 'udskych karbonylreduktaz CBR a AKR s vyuzitim DAUN ako substratu.

Ciel’ experimentalnej Casti mozno rozdelit’ do niekol’kych cCasti:

1.

Stanovenie a porovnanie hodnot Specifickej aktivity enzymov AKRIAI,
AKRI1BI1, AKR1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4, AKR7A2,
CBR1, CBR3 voci substratu DAUN.

Skrining schopnosti vybranych TKi (bosutinib, neratinib, ibrutinib) inhibovat’
aktivne DAUN redukujuce enzymy.

Stanovenie inhibi¢nej konStanty (Ki), poloviénej maximadlnej inhibi¢nej
koncentracie (ICso) a typu inhibicie u najviac aktivneho inhibitora.

Overenie inhibi¢ného ucinku najaktivnejsieho inhibitora v experimentoch in

vitro na bunkové arovni.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1  Material
4.1.1 Chemikalie a reagencie

NADP" (Roche Diagnostics, Nemecko)
Glukoza-6-fosfat (Applichem, Nemecko)
Glukoéza-6-fosfatdehydrogenaza (Roche Diagnostics, Nemecko)
MgCl; (0,1M, Sigma-Aldrich, Nemecko)

NaP pufor (pH=7.4; 0,1M, Sigma-Aldrich, Nemecko)
Daunorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Destilovana voda (Braun, CR)

Metanol (Penta, CR)

DMSO (MP Biomedicals, Cina)

Kyselina mravéia, 0,1% (Penta. CR)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemecko)

API voda (Braun, CR)

PBS (Sigma-Aldrich, Nemecko)

MTT (Sigma-Aldrich, Nemecko)

DMEM (BioWhittaker, Canada)

4.1.2 Rekombinantne pripravené enzymy

Rekombinantné enzymy boli pripravené pomocou expresného systému E. coli
BL21(DE3) arozpustené v 0,1M NaP pufre a 20% glycerole, pH 7,4. Pripravené na
Katedre biochemickych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové.

AKRI1AT1 (1,7 mg/ml)
AKRI1BI1 (1,63 mg/ml)
AKRI1B10 (1,61 mg/ml)

AKRIC1 (1,84 mg/ml)
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AKRIC2 (1,96 mg/ml)
AKRI1C3 (1,3 mg/ml)
AKRI1C4 (1,77mg/ml)
AKR7A2 (1,13 mg/ml)
CBRI1 (2,11 mg/ml)
CBR3 (1,93 mg/ml)

4.1.3 Inhibitory
V mraziacom boxe skladované v zasobnej koncentracii 10mM. Pripravené na

Katedre biochemickych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové.
neratinib (Sigma-Aldrich, Nemecko)
bosutinib (Sigma-Aldrich, Nemecko)
ibrutinib (Sigma-Aldrich, Nemecko)

4.1.4 Bunkové linie

Bunky HCT116 boli dodané firmou Sigma-Aldrich (Nemecko). Na katedre
biochemickych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové boli transfekované
plazmidom s AKR1C3 (pAKR1C3), a prazdnym plazmidom (pCI). Obe bunkové linie
boli nasadené do 96 jamkovej dosticky v pocte 15 000 na jednu jamku v 0,1ml rastového

média.
HCT116 transtekované pAKR1C3
HCT116 transfekované pCI

4.1.5 Pomocky a pristroje
Pomécky

Automatické pipety (0,5 — 1000 ul, Eppendorf, Nemecko)
pipetovacie Spicky (Sartorius Biohit)

nadoba na l'ad

stojan na skimavky (Eppendorf, Nemecko)

skimavky (1,5 ml, 2ml, Sml, Eppendorf, Nemecko)
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navazovacie lyzicky (Thermo Fisher Scientific, USA)

rukavice (Vulcan Medical, CR)

stopky (Thermo Fisher Scientific, USA)

plastové injek¢na striekacka (Terumo, Japonsko)

injek¢na ihla (0,9 x 40 mm, Braun, CR)

striekaCkovy filter s membranou (0,2uM PTFE, UK)

inserty (Agilent, Technologies, Kalifornia USA)

sklenené vialky 1 ml (Agilent Technologies, Kalifornia, USA)

viecka k vialkam so zavitom (Agilent Technologies, Kalifornia, USA)
septa k vialkam (Agilent Technologies, Kalifornia, USA)

Sterilné pomocky pre pracu v lamindrnom boxe: Spicky, automatické pipety, stojany na

skamavky, pinzeta, vanicka (Eppendorf, Nemecko)

4.2  Pristroje

Pristroj na vyrobu l'adovej trieste (Scotsman, UK)
Analytické vahy (T-Scale, Taiwan)

Centrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Nemecko)
Termomixer (Thermomixer compact, Eppendorf)
Ttepacka (Biotech, CR)

UHPLC Agilent 1290 Series (Agilent Technoligies, USA)
Kolona (2.1 x 50 mm, 1.8 um, Zorbax Eclipse Plus C18
Inkubator (Biotech, CR)

Laminéarny box (Euroclone, Taliansko)

Odsavacia pumpa (P-Lab, CR)

Citacka kultivaénych dosti¢iek (Tecan, Svajéiarsko)
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4.3  Princip pouZivanej reakcie
DAUN podlieha 2-elektronovej redukcii na karbonylovej skupine uhliku C-13.
Reakcia je katalyzovana karbonyl redukujucimi enzymami, NADPH-dependentnymi

CBR a AKR (Obr. 9). Vysledkom reakcie je sekundarny alkohol DAUNOL.

(0]

NADPH NADP+ OH
)'—CHS U CH,
9 ibrutinib ;

bosutinib

neratinib

Obr. 9 Schéma 2-elektronovej redukcie katalyzovanej cytozolickymi CBR/AKR,
z DAUN vznika sekundarny alkohol DAUNOL (Kaiserova a Kvasnickova 2005,

s vlastnou upravou)

4.4  Invitro experimenty
4.4.1 Priprava roztokov

Regenerac¢ny systém

Regeneracny systém (RS) zaistuje regeneraciu NADPH (Obr. 10), ktory je
potrebny k spravnej katalytickej funkcii testovanych karbonylreduktdz. RS obsahuje
NADP', MgCl,, NaP pufor, enzym glukéza-6-fosfatdehydrogendzu a jeho
substrat gluk6zu-6-fosfat.

NADP~ NADFH

\/

Glukoza-6-fosfatdehydrogenaza
Glukéza-6-fosfat |::> 6-fosfoglukonolakton

Obr. 10 Mechanizmus RS

Navazky NADP™" a glukozy-6-fosfat boli najprv kompletne rozpustené v NaP
pufru. Nasledne boli pridané MgCl, a glukoza-6-fosfatdehydrogenéza. Tab. 4 popisuje

mnozstva jednotlivych zloziek RS potrebnych pre jednu 100 pl reaként zmes. Hotova
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zmes RS bola uchovévana na lade. Z pripravenej zmesi RS bolo do reakénej zmesi

pipetovanych 20 pl RS.

Tab. 4 Priprava RS pre jednu 100 pul reakciu

NADP* 0,2 mg
rozpustit’ v 10 pl pufru
Glukoza-6-fosfat 0,6 mg
MgClz 10 pl
Glukoza-6-fosfatdehydrogenaza 0,5 ul

Roztoky enzymov

Rekombinantne pripravené enzymy boli nariedené¢ NaP pufrom zo zésobnej
koncentracie na pracovna koncentraciu 0,1; 0,15; a 0,5 mg/ml. Do reakénej zmesi sa
pipetovalo 10 ul ¢o zodpoveda prislusnym 1; 1,5; 5 ug enzymu na reakénu zmes 100 pl.

Hotové pracovné roztoky enzymov boli uchovavané na l'ade.

V inkubéciach pre porovnanie aktivity enzymov sa pouzilo mnozstvo 5 pg pre
AKRI1A1, AKR7A2, AKR1BI, AKR1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4,
CBR1, CBR3.

V inkubéciach pre skrining schopnosti vybranych TKi (bosutinib, neratinib,
ibrutinib) inhibovat aktivne DAUN redukujuce enzymy bolo pouzit¢ mnozstvo 1 pg
enzymu na reakéni zmes 100 pl u AKRIA1, AKR1C3 a CBRI, mnozstvo 3 pg u
AKR1B10, AKR7A2 a mnozstvo 5 pg u AKR1BI.

V inkubdciach pre stanovenie ICsp a Kjbolo pouzité¢ mnozstvo 1,5 ng AKR1C3 na

100 pl reakéntt zmes.

Roztok substratu DAUN

V reakciach na porovnanie enzymovej aktivity a stanovenie ICso bol pracovny
roztok DAUN o koncentracii SmM pripraveny rozpustenym odpovedajicej navazky
v destilovanej vode. Do reakénej zmesi bolo pipetovanych 10 pl, jeho finalna

koncentracia v 100 pl reakénej zmesi tak bola 500 pM.

V inkubécidch pre stanovenie inhibi¢nej konstanty K;i bol DAUN nariedeny na
pracovné roztoky o koncentraciach 20 000; 10 000; 8000; 6000; 4000; 2000 uM, jeho
finalna koncentracia v reakénej zmesi 100 pl tak bola 2000; 1000; 800; 600; 400
a 200 pM.
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Roztoky inhibitorov

Zasobné roztoky inhibitorov (10mM, skladované v mraziacom boxe) boli
v skriningu ich inhibicie nariedené roztokom DMSO na pracovnu koncentraciu 500 uM
a 2500 uM. Do reakcénej zmesi bolo pipetovanych 2 ul, ich finalna koncentracia v 100 pl
reakcnej zmesi tak bola 10 a 50 uM.

V inkubacidch pre stanovenie hodnoty ICso bol ibrutinib nariedeny na pracovné
roztoky o koncentraciach 5000; 2500; 500; 250; 50; 37,5; 25; 12,5; 5; 0,5 uM. Do
reakénej zmesi bolo pipetovanych 2 pl, ich findlna koncentracia v 100 pl reakénej zmesi

bola 100; 50; 10; 5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,01 uM.

V inkubécidch pre stanovenie inhibi¢nej konstanty K; bol ibrutinib nariedeny na
pracovné roztoky o koncentraciach 500; 250 a 50 uM. Do reakénej zmesi bolo

pipetovanych 2 pl, jeho findlna koncentracia v reakénej zmesi 100 pl bola 10; 5; a 1 pM.

4.4.2 Priprava reakénych zmesi a preinkubacia

Az na kontrolné reakéné zmesi bez enzymu a substratu, ktoré sa pripravili
v duplikate, vSetky ostatné reakéné zmesi sa pripravili a merali v triplikate. Ako prvé bolo
do 1,5 ml eppendorf skimaviek napipetovany NaP pufor, nasledoval RS a prenesenie
skimaviek na l'ad. Nasledne sa pripipetoval analyzovany AKR/CBR, u inhibovanych
reakcii 1 inhibitor. Substrat slizil k spusteniu enzymovej reakcie a pipetoval sa az po 10
min preinkubdcii pri 37°C. U kontrolnych reakénych zmesi bez substratu, bol DAUN
nahradeny vodou, u kontrolnych reakénych zmesi bez enzymu, bol dany objem
CBR/AKR néhradny zvySenim objemu NaP pufru, u kontrolnych reakénych zmesi
s DMSO bol namiesto inhibitora pipetovany DMSO. V tab. 5, 6, 7 a 8 st popisané objemy

reagencii pipetovanych do jednotlivych reakénych zmesi.

Tab. 5 VSeobecné pipetovacie schéma pre pripravu neinhibovanych reakénych zmesi

Substrat
Reak¢éna zmes Pufor (ul) | RS (ul) | Enzym (ul) (500 pnM)
()
Neinhibovana reakcia 60 20 10 10
s Bez substratu 60 20 10 10 (destil.voda)
£
E Bez enzymu 70 20 - 10
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Tab. 6 VSeobecné pipetovacie schéma pre pripravu inhibovanych reakénych zmesi

Inhibitor Substrat
Pufor | RS | Enzym
Reak¢éna zmes (10/50 nM) (500 pM)
(u) | (uD) | (ubD
(nl) ()
Neinhibovana reakcia 60 20 10 - 10
DSMO 58 20 10 2 (DMSO) 10
]
£ Bezsubstratu 60 | 20 10 - 10 (destil.voda)
g
2 Bezenzymu 70 20 ; ; 10
§ 50 uM 58 20 10 2 10
=
= 10 uM 58 20 10 2 10
=
Tab. 7 VSeobecné pipetovacie schéma pre stanovenie ICso
Inhibitor Substrat
Pufor | RS | Enzym
Reakéna zmes (0,01-100 (500 uM)
(D) | (uD) | (uD)
uM) (ul) (uD)
Neinhibovana reakcia 60 20 10 - 10
DSMO 58 20 10 2 (DMSO) 10
]
§ Bez substratu 60 20 10 - 10 (destil.voda)
=
%  Bezenzymu 70 | 20 ] ] 10
100 uM 58 20 10 2 10
50 uM 58 20 10 2 10
10 uM 58 20 10 2 10
= 5uM 58 20 10 2 10
;5 1 uM 58 20 10 2 10
=
= 0,75 uM 58 20 10 2 10
0,5 uM 58 20 10 2 10
0,25 uM 58 20 10 2 10
0,1 uM 58 20 10 2 10
0,01 uM 58 20 10 2 10
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Tab. 8 VSeobecne pipetovacie schéma pre stanovenie Ki

Inhibitor Substrat
Pufor | RS | Enzym
Reakéna zmes (1-10 pM) | (2000 — 100 pM)
() | (ub | (uD
(nl) (nl)
Neinhibovana reakcia 60 20 10 - 10
- DMSO 58 20 10 | 2(DMSO) 10
§ Bezsubstrdtu | 60 | 20 | 10 ] 10 (destil.voda)
=]
< Bez enzymu 70 20 - - 10
. inhibitor I yM | 58 20 10 2 10
§ inhibitor 5 uM | 58 | 20 10 2 10
| inhibitor 10 uM | 58 20 10 2 10
. inhibitor | yM | 58 20 10 2 10
é‘ inhibitor 5 pM | 58 | 20 10 2 10
=~ inhibitor lopuM | 58 | 20 10 2 10
inhibitor I yM | 58 20 10 2 10
=
= 3 inhibitor 5 pM | 58 20 10 2 10
£ =
2 | inhibitor 10 pM | 58 20 10 2 10
=
N
inhibitor | yM | 58 20 10 2 10
=
2 inhibitor 5 uM 58 20 10 2 10
| inhibitor 10 uM | 58 20 10 2 10
inhibitor I yM | 58 20 10 2 10
=
Z| inhibitor 5 uM | 58 20 10 2 10
(e
Y inhibitor 10 pM | 58 20 10 2 10
inhibitor 1 uM 58 20 10 2 10
=
Z| inhibitor 5 uM | 58 20 10 2 10
S
Y inhibitor 10 uM | 58 20 10 2 10

4.4.3 Vlastna enzymova reakcia
In vitro reakcie boli spustené substrdtom DAUN. Vlastna inkubdcia pri 37°C

v termomixeru trvala 30min, vynimkou bol enzym AKRIBI, ktory sa inkuboval
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s inhibitormi 120 minut. Priebeh enzymovych reakcii bol ukonceny pridanim 300 pl

metanolu a uchovavanim skimaviek este aspon po dobu 10 min na l'ade.

4.4.4 Priprava vzorku a analyza UHPLC

Kvoli ochrane separacnej kolony v systéme UHPLC sa vSetky vzorky prefiltrovali
cez injek¢ny filter do sklenenych inzertov vo vialkéch. Na systéme UHPLC bol stanoveny
produkt enzymovej reakcie — DAUNOL vyhodnoteny kvalitativne na zaklade Specifickej
hodnoty retencného casu a kvanlitativne na zéklade porovnania hodnoty plochy

chromatografického piku s kalibracnou krivkou.

Parametre UHPLC analyzy: izokraticka elucia, prietok 0,8ml/min, mobilna faza
0,1% kyselina mravcia a acetonitril a objemovom pomere 74:26, teplota 40 °C, tlak:
535 bar, staciondrna faza: kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1 x 50 mm, 1.8 um),
detektor: fluorescenény detektor (excitaéna vinova dizka 480 nm, emisna vlnova dizka

560nm).

4.4.5 Spracovanie nameranych dat

Mnozstvo DAUNOL v ng ziskané analyzou reakénej zmesi v UHPLC bolo
pouzité pre vypocet Specifickej aktivity vztahujicej sa na hmotnost’ prislusného enzymu,
vyjadrenej ako nmol (DAUNOL)/1 mg (enzymu)/1 min. V programe Microsoft Excel
boli spracované vSetky vysledky vzoriek z UHPLC podl'a postupu uvedeného v tab.9.

Tab. 9 Postup pre vypocet Specifickej aktivity jednotlivych enzymov

1. | Priemerné mnozstvo | Hodnota DAUNOL v ng je vynasobend koeficientom

DAUNOL (ng) | riedenia K (K=80; podiel objemu celej reakénej zmesi
v celom objeme | 400ul a objemu nastrekovaného na kolonu 5pul).
vzorky (400ul)

2. | Mnozstvo DAUNOL | Mnozstvo DAUNOL (ng) vypocitané v prvom kroku je
Vv prepocte na | prepocitané na mnozstvo DAUNOLU ziskaného 1mg
ng/mg/30min enzymu.

3. | Specificka  aktivita | Mnozstvo DAUNOL vng je prepoditané na latkové
enzymu  vyjadrend | mnoZstvo.
nmol/mg/30min N=m/Mr; Mrpaunor=529,54 g/mol

4. | Specificka aktivita | MnoZstvo DAUNOL vypogitané v tretom kroku sa vydeli

enzymu vyjadrena v

nmol/mg/min

poctom minut trvania inkubdcie. Vysledkom je hodnota

Specifickej aktivity enzymu.
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Pre vypocet a grafick¢é vyhodnotenie ICso, Ki atypu inhibicie bol pouzity
pocitatovy program GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software, Kalifornia, USA).

Hodnotu ICso definujeme ako koncentraciu latky (v naSom pripade ibrutinib),
ktora znizi aktivitu daného enzymu na polovi¢nu hodnotu. Pre jej stanovenie sa zvolilo
koncentracné rozpdtie (0,01 uM az 100uM ibrutinib) tak, aby bol zahrnuty cely inhibi¢ny

rozsah ibrutinibu.

Inhibi¢na konstanta K; charakterizuje vztah medzi enzymom a inhibitorom, je to

[E]-[1]
[EI]

vlastne disocia¢na konstanta komplexu enzym — inhibitor K; = .Cim je hodnota Ki

mensSia tym je afinita inhibitoru k enzymu vyssia a opacne.

Z hladiska mechanizmu posobenia inhibitorov na katalyticki w¢innost’
enzymovych reakcii rozozndvame Styri typy inhibicie, ktoré mézeme rozlisit’ kinetickym
meranim — porovnanim vel'kosti Michaelisovej konStanty a medznej rychlosti namerane;j

bez (Kwm, V) a za pritomnosti inhibitora (Km', V').
Kineticky odlisite'né typy inhibicie su:

1. Kompetitivna, kedy inhibitor neovplyviiuje meznt rychlost (V=V'), ale

zvySuje Michaelisovu konstantu (Ky' > Kw).

2. Nekompetitivna, kedy inhibitor nevyvola zmenu Michaelisovej konStanty

(Km'=Kwm), ale zniZzuje meznt rychlost’ (V < V').

3. Akompetitivna, kedy inhibitor zniZuje mezni rychlost 1 Michaelisova

konStantu, ale tak Ze sa nemeni ich pomer (Kum'/ Km=V'/V).

4. ZmieSana, kedy inhibitor meni Michaelisovu konsStantu, meznu rychlost’ a ich

pomer.

Rovnice, ktoré platia pre rychlost’ inhibovanych reakcii a tvar zavislosti 1/vna 1/S
udavatab. 10. Z tvaru ziskanej zavislosti nameranej pri r6znych koncentraciach inhibitora

a substratu je mozné rozhodnut o aky typ inhibicie ide (Vodrazka et al. 1998).
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Tab. 10 Vyhodnotenie typu inhibicie katalytickej aktivity enzymov podla

Lineweaver-Burka

Kompetitivna |
1iv K
_ Ky ( 1) 1 1
—= (14+—=)-=+
v Vmax Ki/ S Vmax
/
£
11[S]
Nekompetitivna L
K
1 M (1+ l) 1+ (1+ l) e
v Vuax Ki/ S Vmax K;
1/[S]

114 tga=K,/V ..
Akompetitivna 1lv go

1_KM 1+ (1+1)
v Vmax S Vwmax K;

AIK, 1K, 0 18]

4.5  Experimenty na bunkovych liniach
Pri vSetkych experimentoch sa pracovalo s bunkovymi liniami HCTI116

pAKRI1C3 a HCT116 pCIL.

4.5.1 Priprava roztokov

Roztok média s DAUN

Zasobny roztok DAUN o koncentracii 5SmM sa pripravil rozpustenym
odpovedajucej navazky v API vode. Nésledne sa zriedil médiom DMEM na pracovné
koncentracie 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,01; 0,001 uM. Do jednej jamky s bunkami HCT116
bolo pipetovanych 100 pl.
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Roztok média s inhibitorom

Zasobny 10mM roztok inhibitora ibrutinibu bol nariedeny médiom DMEM na
pracovnu koncentraciu 5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,01 uM. Do jednej jamky s bunkami
HCT116 bolo pipetovanych 100 pl.

Roztok média pre kombinacie

Médium pre kombindacie obsahuje substrat DAUN a zéarovei aj inhibitor ibrutinib.
Pripravuje sa zriedenim zasobného roztoku ibrutinibu (10mM, skladovany v mraziacom
boxe) roztokom DMSO na koncentracie 125; 250 a 1250 uM. Tieto pracovné
koncentracie sa d’alej zriedia médiom DMEM na findlne koncentracie ibrutinibu 0,5; 1;
5 uM. Ako dalsi sa pripravil rozpustenim odpovedajucej navazky v API vode 5 mM
DAUN. Nasledne sa pouzili roztoky finalnych koncentrécii ibrutinibu (0,5; 1; 5 uM)
k nariedeniu troch stipajucich radov koncentracii DAUN:1,000; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1;
0,01; 0,001 uM. Do jednej jamky s bunkami HCT116 bolo pipetovanych 100 pl.

Roztok negativnej kontroly viability buniek

Pracovny roztok negativnej kontroly sa pripravil ako 10% roztok DMSO,
k riedeniu sa pouzilo médium DMEM. Do jednej jamky s bunkami HCT116 bolo
pipetovanych 100ul.

Roztok MTT

Pracovny roztok MTT o koncentracii 3mg/ml bol pripraveny rozpustenym
odpovedajucej navazky v PBS. Do jednej jamky s bunkami HCT116 bolo pipetovanych
50 pl.

4.5.2 Vlastna enzymova reakcia a zmeranie viability buniek

Z jednotlivych jamiek na dosticke sa odsalo médium a k bunkdm bolo pridanych
100 pl pripravenych roztokov média s latkami. Kazdy roztok sa pipetoval v triplikate a na
kazdej dosticke sa urobila negativna ipozitivna kontrola (pridanie cistého média)
viability buniek. Po 72 hod v inkubatore sa k bunkam pridalo 50 pl roztoku MTT. Zlto
sfarbeny roztok MTT je mitochondridlnymi enzymami dychacieho ret'azca redukovany
na fialovy formazanovy derivat, ktory zostava vo vnutri buniek vo forme nerozpustnych
grandl. Po 15min inkubaci sa médium s MTT odsaje a bunky sa zlyzuja pridanim 100 pl

DMSO. Déjde k uvolneniu farebnych granil z buniek. Po 15minttach na trepacke
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vznikne €iri roztok vhodny k fotometrickému stanoveniu viability buniek. Absorbancia

sa merala na ¢itacke kultivacnych dostic¢iek (570nm a 690 nm ako referenciu).

4.5.3 Spracovanie nameranych dat

Pre vypocet a grafické zobrazenie hodnot ICso (vyjadruje hodnotu koncentracie
ibrutinibu, ktord znizi viabilitu buniek na ich polovicu) a viability bunkovych linii za
roznych inkubac¢nych podmienok bol pouzity pocitatovy program GraphPad Prism 7.03
(GraphPad Software, Kalifornia, USA).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednou =z hlavnych ciest metabolizmu DAUN je 2-elektronové redukcia
karbonylovej skupiny uhliku C-13. Vyslednym produktom je metabolit DAUNOL, ktory
moze viest ku vzniku rezistencie, zlyhaniu liecby avzniku ZzZivot ohrozujuceho
poskodenia srdca (Zhong et al. 2011). Prave preto som sa zamerala na enzymy, ktoré
katalyzuju tito metabolicku cestu, enzymy nadrodin AKR a SDR a moznost’ ich inhibicie

vybranymi TKi (bosutinib, neratinib, ibrutinib).

5.1 Porovnanie Specifickych aktivit vybranych karbonyl redukujuicich enzymov
voc¢i substratu DAUN

K zisteniu a k vzajomnému porovnaniu $pecifickej aktivity karbonyl redukujucich
enzymov voci substraitu DAUN boli z nadrodiny AKR vybrané enzymy AKRIAI,
AKRI1B1, AKR1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4, AKR7A2 a z nadrodiny
SDR enzymy CBR1 a CBR3..

Tab. 11 obsahuje prepocet nameraného mnozstva produktu enzymovej reakcie
DAUNOL v ng na Specifickli enzymovu aktivitu v nmol/mg/min a to podla postupu
uvedené¢ho v kapitole 4.4.5. Priemernd Specificka aktivita enzymov je nasledne uvedena
vtab. 12 aich grafické porovnanie na obr 11. Podla vysledkov enzym CBR3
nekatalyzoval enzymovu reakciu alebo mnozstvo vytvoreného produktu DAUNOL bolo
pod detekénym limitom detektoru UHPLC. Enzymy AKRIC1, AKR1C2 a AKR1C4
vykazovali vel'mi nizku aktivitu 2,5 - 3,1 nmol/mg/min. U ostatnych enzymov uzZ boli
namerané podstatne vysSie hodnoty Specifickych aktivit. Najviac aktivnymi enzymami
v podmienkach in  vitro boli CBRI (938,7 nmol/mg/min) a AKRIC3
(703,1 nmol/mg/min), d’alej nasledovali AKRIBI (547,9 nmol/mg/min), AKR1AI
(485,0 nmol/mg/min), AKR7A2 (183,3 nmol/mg/min) a AKRI1BI10
(137,5 nmol/mg/min). Na tychto Siestich enzymoch s najvyssimi priemernymi hodnotami
Specifickej aktivity boli dalej skiimané inhibicné ucCinky bosutinibu, neratinibu

a ibrutinibu.

Podobné vysledky dosiahli aj Bains et al. (2010a) a Bains et al. (2010b), ktori
namerali taktieZ najvyssiu aktivitu v skupine testovanych enzymov u CBR1 a AKR1C3,
nasledne Specifickd enzymova aktivita klesala v poradi AKR7A2 > AKRI1Al >
AKE1B10 > a u enzymov AKR1B1 > AKR1C4 > CBR3 > AKR1C1 > AKR1C2 >CBR4

Specificka aktivita dosahovala minimalne hodnoty.
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Tab. 11 Porovnanie Specifickej enzymovej aktivity

Mnozstvo DAUNOL

v nastreku | V 400 pl |

Specificka aktivita enzymu

Vzorka UHPLC vzorke v prepocte na
[ng] [ng] ng/1mg/30min | nmol/mg/30min | nmol/mg/min
CBR1/1 867 69375 13875088 26202,2 873,4
CBR1/2 969 77489 15497744 29266,4 975,5
CBR1/3 960 76833 15366640 29018,8 967,3
CBR3/1 0 0 0 0,0 0,0
CBR3/2 0 0 0 0,0 0,0
CBR3/3 0 0 0 0,0 0,0
AKR1A1/1 530 42406 8481296 16016,3 533,9
AKR1A1/2 480 38419 7683792 14510,3 483,7
AKRI1A1/3 434 34752 6950368 131253 437,5
AKRI1B1/1 416 33271 6654176 12566,0 418,9
AKRIB1/2 577 46148 9229648 17429,6 581,0
AKRIBI1/3 640 51163 10232592 19323,5 644,1
AKRI1B10/1 136 10886 2177184 4111,5 137,0
AKR1B10/2 146 11679 2335824 4411,0 147,0
AKRI1B10/3 128 10210 2042032 3856,2 128,5
AKRIC1/1 3 223 44576 84,2 2,8
AKRIC1/2 2 191 38144 72,0 2.4
AKRIC1/3 3 204 40880 77,2 2,6
AKRI1C2/1 58 4619 923888 1744,7 58,2
AKR1C2/2 86 6863 1372672 25922 86,4
AKR1C2/3 85 6779 1355712 2560,2 85,3
AKR1C3/1 3 262 52384 98,9 3,3
AKRI1C3/2 4 283 56560 106,8 3,6
AKR1C3/3 3 210 42064 79,4 2,6
AKRI1C4/1 3 222 44352 83,8 2,8
AKR1C4/2 3 210 42048 79,4 2,6
AKRI1C4/3 3 240 47952 90,6 3,0
AKR7A2/1 253 20227 4045392 7639,4 254.6
AKR7A2/2 152 12185 2437040 4602,2 153,4
AKR7A2/3 141 11287 2257376 4262.,9 142,1
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Tab. 12 Priemerna Specificka aktivita enzymov voci substratu DAUN

Vzorka Priemerna Specificka aktivita
n=3 enzymu nmol/mg/min
CBR1 938,7 £ 46,3
AKRIC3 703,1 + 8,8
AKRIBI1 547,9 £ 94,8
AKRIA1 485,0 + 39,3
AKR7A2 183,3 £ 50,6
AKRI1B10 137,5+ 7,5
AKRICI1 3,1+£0,3
AKRIC2 2,8+0,1
AKRI1C4 2,510,1
CBR3 0,0 £ 0,0

Dvojitou ¢iarou je oddelenych Sest’ najaktivnejSich enzymov, ktoré boli d’alej pouzité

v skriningu inhibi¢nych G¢inkov bosutinibu, neratinibu a ibrutinibu.
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Obr. 11 Grafické porovnanie priemernej Specifickej aktivity enzymov voci substratu

DAUN

5.2 Skrining schopnosti vybranych TKi inhibovat’ aktivhe DAUN redukujuce
enzymy.

Vysoké hodnoty Specifickej enzymovej aktivity predstavuju problém
u nddorovych ochoreni, kde s prislusné enzymy nadmieru exprimované a podiel'aji sa

na zlyhaniu lie¢by. Tento problém nie je mozné vykompenzovat zvySenim davky DAUN,
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nakol’ko je vznikajici metabolit kardiotoxicky. RieSenie ponukaju inhibitory aktivnych

DAUN redukujicich enzymov.

TKi su lieky pouzivané pri liecbe nadorovych ochoreni, ktoré wvznikli
z dysregulacie TK signalnych dréh. Pri ich blizSom skimani sa ukdzalo Ze su schopné
inhibicie aj niektorych enzymov z nadrodin AKR a SDR. V podkapitolach 5.2.1, 5.2.2
a 5.2.3 popisujem vplyv TKi bosutinibu, neratinibu a ibrutinibu na Specificka aktivitu
Siestich najaktivnejSich enzymov. Kazdy typ enzymovej reakcie bol merany v triplikate,
jednotlivé tabulky a obrazky obsahuju uz priemerné hodnoty nameranych vysledkov.
Specificka aktivita enzymu namerana v kontrolnej reakénej zmesi s DMSO (roztoky
inhibitorov boli pripravené zriedenim s roztokom DMSO, ktory mohol nésledne
ovplyvnit aktivitu enzymov) bola povazovana za maximalnu hodnotu Specifickej aktivity
daného enzymu a sluzila k porovnaniu a kvantifikacii inhibi¢nych ucinkov. Nizka
Specificka aktivita v reakénej zmesi AKRIB1 (DMSO) nebola spdsobend inhibiciou
roztokom DMSO ale poruchou na UHPLC, ktory detekoval falo$ne nizke mnozstvo (ng)
DAUN.

5.2.1 Bosutinib

Bosutinib preukazal inhibi¢né Uc¢inky a znizil Specificku aktivitu vSetkych
testovanych enzymov, vid. tab 13. Najviac znizil aktivitu AKRIC3 ato na 64%
(bosutinib 10 uM) a 42% (bosutinib 50 pM), druhym najviac ovplyvnenym enzymom bol
AKR7A2, tu doslo k zniZeniu na 61,3% (bosutinib 10 uM) a 62,9% (bosutinib 50uM)
Aktivity ostatnych enzymov z nadrodiny AKR (AKR1A1, AKR1B1, AKRI1B10) neboli
zniZzené pod 86%. Z nadrodiny SDR bola u enzymu CBR1 zniZena aktivita na 76,3%
(bosutinib 10 pM)a 80,2% (bosutinib 50 uM) (Obr. 12). Bosutinib ma teda najlepSie
inhibi¢né ucinky vo¢i AKRI1C3 kedy znizil Specificka aktivitu enzymu o 36 %
(226,1 mmol/mg/min, bosutinib 10uM) a 58% (364,5 mmol/mg/min, bosutinib S0uM).
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Tab. 13 Vplyv bosutinibu na Specifickt aktivitu enzymov

Vzo_rka nmol/mg/min §peciﬁ?k{1 aktivita enzy;ll:)lzfiel:}i;ililtivity
(n=3) enzymu (%) (%)
CBR1 (DMSO) 2002,6 = 90,0 100,0 £4,5
bosutinib 10 uM 1528,7 £ 49,5 76,3 +2,5 23,7
bosutinib 50 uM 1606,2 + 38,3 80,2+2,0 19,8
AKR1A1 (DMSO) 736,2 £20,8 100,0 £2,8
bosutinib 10 uM 708,0 + 6,3 96,2+ 0,9 3,8
bosutinib 50 uM 683,3+£8,3 92,8 +1,1 7,2
AKR1B1(DMSO) 10,4+1,2 100,0+ 11,6
bosutinib 10 uM 10,2 +0,3 98,3+2,9 1,7
bosutinib 50 uM 9,3+0,5 89,0+ 5,1 11,0
AKR1B10 (DMSO) 191,1 £12,9 100,0 £ 6,7
bosutinib 10 uM 175,9+£5,6 92,0+ 3,0 8,0
bosutinib 50 uM 165,0 £5,5 86,3 3,0 13,7
AKRIC3 (DMSO) [ 28,0+ 36,8 100,0 + 5,9
bosutinib 10 uM 401,9 £28,5 64,0 4,5 36,0
bosutinib 50 uM 263,5+9,0 42,0+1,4 58,0
AKR7A2 (DMSO) 203,4 +29.4 100,0 = 14,4
bosutinib 10 uM 124,6 £ 7,7 61,3+3,8 38,7
bosutinib 50 uM 127,9 £9.,8 62,9+4,8 37,1
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Obr. 12 Grafické vyhodnotenie u¢inku bosutinibu na $pecificka aktivitu enzymov

5.2.2 Neratinib

Neratinib preukdzal inhibicné ucinky a znizil Specificka aktivitu takmer

u vsetkych enzymov, vid. tab. 14. Vynimkou bol enzym AKRI1A1, u ktorého naopak

doslo k zvyseniu jeho Specifickej aktivity o 12,8% (neratinib 10 pM) a 11,1% (neratinib
50 uM), vid’ obr. 13. Neratinib najviac znizil aktivitu AKR1C3 a to na 70,6% (neratinib
10 uM) a 36,6% (neratinib 50 uM). U ostatnych enzymov (CBR1, AKR1B1, AKR1B10,

AKR7A2) neboli Specifické aktivity znizené pod 81%. Neratinib mal teda najlepsie

inhibi¢né U¢inky voci enzymu AKR1C3 kedy znizil Specifickt aktivitu enzymu o0 29,4 %
(184,3 mmol/mg/min, neratinib 10uM) a 63,4% (398,2 mmol/mg/min, bosutinib 50uM).
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Tab. 14 Vplyv neratinibu na Specificku aktivitu enzymov

\Zlo:gl;a nmol/mg/min spe:;‘;;;i?;/t:)v ita ezlnzl)l'fllll)lloc\lfzj
aktivity (%)
CBR1 (DMSO) 2002,6 % 90,0 100 + 4,5
neratinib 10 pM 1706,8 + 268,0 852+ 134 14,8
neratinib 50 uM 1716,3 = 85,7 85,742 14,3
AKRI1A1 (DMSO) 736.2 + 20,8 100,0 £ 2,8
neratinib 10 uM 830,6 £17,2 112,8+2.3 -12,8
neratinib 50 pM 817,6 + 88,0 111,1£12,0 -11,1
AKRI1B1(DMSO) 10,4+ 1,2 100 £ 11,6
neratinib 10 pM 10,0 £ 0,1 95,8+ 0,8 42
neratinib 50 uM 9,6 0,3 91,7+ 3,0 8,3
AKRI1B10(DMSO) 1912+ 12,9 100 + 6,7
neratinib 10 pM 167,0 + 30,5 87,4+ 16,0 12,6
neratinib 50 pM 158,5+6,0 82,9+£3,2 17,1
AKRIC3 (DMSO) 628.,0 + 36,8 100+5,9 0,0
neratinib 10 pM 443,7+42.,6 70,6 + 6,8 29,4
neratinib 50 pM 2298 £3,3 36,6 +0,5 63,4
AKR7A2 (DMSO) 181,0 + 39,7 100 + 22,0
neratinib 10 pM 157,6 = 6,4 87,1 £3,5 12,9
146,6 £ 15,4 81,0+38,5 19,0

neratinib 50 uM
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Obr. 13 Grafické vyhodnotenie u¢inku neratinibu na Specifickt aktivitu enzymov

5.2.3 Ibrutinib

Ibrutinib preukazal inhibi¢né ucinky vin vitro podmienkach len u dvoch
(AKR1B10, AKR1C3) z testovanych enzymov. U ostatnych enzymov CBR1, AKRI1A]I,
AKRI1B1 AKR7A2 doslo naopak k zvySeniu ich enzymove;j aktivity vid’. Tab. 15 a obr.
14. Z toho vyplyva, ze ibrutinib ma aj ucinky slabého aktivatora na niektoré enzymy.
Avsak odporac¢ame zopakovat jednotlivé enzymové reakcie, nakol’ko mohlo dojst
k neznamej preanalytickej chybe. Ibrutinib inhiboval enzym AKR1B10, znizil jeho
Specifickll enzymovu aktivitu na 95,9% (ibrutinib 10 uM) a 35,2% (ibrutinib 50 uM).
Vel'mi vyznamne inhiboval enzym AKR1C3 aZ na hodnotu 6% (ibrutinib 10 uM) a 3,6%
(ibrutinib 50 uM) ¢o zodpoveda inhibicii az 94% (575,4 mmol/mg/min, ibrutinib 10uM)
a 96,4% (589,9 mmol/mg/min, ibrutinib 50uM) pdvodnej Specifickej enzymove;j aktivite.



Tab. 15 Vplyv ibritinibu na Specificka aktivitu enzymov

V(f::;;a nmol/mg/min spe:;‘;;;i?;/t:)v ita ezlnzl)l'fllll)lloc\lfzj
aktivity (%)

CBR1 (DMSO) 22525+ 168,5 100,0 £ 7,5

ibrutinib 10 uM 2251,5+103,8 100,0 £4,6 0,0

ibrutinib 50 uM 2593,0 £ 129,3 115,1 £5,7 -15,1
AKR1A1 (DMSO) 761,4 £22.,9 100,0 £ 3,0

ibrutinib 10 uM 808,7 + 25,4 106,2 + 3,3 -6,2

ibrutinib 50 uM 800,0 + 24,5 105,1 +£3,2 -5,1
AKR1B1(DMSO) 209+ 1,7 100,0 + 8,2

ibrutinib 10 uM 20,1 +1,1 95,9+5,4 4,1

ibrutinib 50 uM 25,1+ 1,9 119,9+£9,0 -19,9
AKR1B10 (DMSO) 172,5+7,9 100,0 + 4,6

ibrutinib 10 uM 109,7 £ 0,7 63,6 £ 0,4 36,4

ibrutinib 50 uM 60,7 £2,2 352+ 1,3 64,8
AKR1C3 (DMSO) 611,9+£53,2 100,0 £ 8,7

ibrutinib 10 uM 36,5+ 7,1 6,0£ 1,2 94,0

ibrutinib 50 uM 22,0+ 64 36+1,1 96,4
AKR7A2 (DMSO) 162,9+ 14,0 100,0 £ 8,6

ibrutinib 10 uM 163,5 £ 8,8 100,4 £5.4 -0,4

ibrutinib 50 uM 210,4 £25,1 129,2 £ 15,4 -29,2
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Obr. 14 Grafické vyhodnotenie uc¢inku ibrutinibu na Specificku aktivitu enzymov

5.2.4 Siuhrn inhibi¢nych u¢inkov bosutinibu, neratinibu a ibritinibu

Spomedzi testovanych enzymov boli najintenzivnejSie inhibované AKRIC3,
AKRIB10 a AKR7A2, u ostatnych enzymov (CBR, AKRI1A1, AKRIBI) nedoslo ku
vyraznej inhibicii, vid’ obr. 15. Enzymu AKR7A2 sa Specificka aktivita zniZila na 61,3
a 62,9 % vplyvom inhibi¢nych ucinkov bosutinibu (bosutinib 10; 50 uM), enzymu
AKRI1B10 na 63,6 a 35,2 % inhibitorom ibrutinib (10; 50 uM). Enzym AKRI1C3 bol
inhibovany najCastejSie a najintenzivnejSie vSetkymi troma inhibitormi. Najviac
inhibovany bol ibrutinibom (10; 50 uM ) na hodnoty 6% a 3,6%, jeho aktivita bola teda
znizend az 0 94,0 a 96,4 %. V hodnotach Specifickej aktivity enzymu to predstavuje
rozdiel az 575,4 mmol/mg/min a 589,9 mg/mg/min. Vel'mi prinosnym vysledkom je
vysoky inhibi¢ny tc¢inok ibrutinibu az 94% Specifickej enzymovej aktivity AKR1C3 uz

pri nizkej koncentrécii inhibitora, len 10 pM. Pre klinickl prax by to mohlo znamenat’

nizke u¢inné davky a minimalne zatazovanie organizmu d’al$im liekom.
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Zatial’ nie st dostupné studie, ktoré by dané inhibitory pouzili na rovnaky ucel ako
my v naSej praci. Nakol'ko sa doterajSie $tidie zameriavaju skor na povodné indikacie
padania jednotlivych TKi suvisiace s ich t¢inkami na TK a ABC transportéry. Preto
namerané¢ data nemame s ¢im porovnat. Odpora¢ame sa zamerat na d’alSie lieky zo
skupiny TKi nakol'ko sa medzi nimi mézu nachadzat’ d’alSie potencionélne inhibitory.
Vyuzivat in silico metddy na vyhladavania dalSich potenciondlnych Struktirne

pribuznych inhibitorov.

CBRI1

AKR7A2 @/@\ AKRIAI

\ 2
AKRIC3 AKRIBI
AKRIBI10
—O—bosutinib 10 uM O—bosutinib 50 uM
©-neratinib 10 uM O-neratinib 50 uM
—O—ibrutinib 10 uM —O—1ibrutinib 50 uM

Obr. 15 Porovnanie inhibi¢nych t¢inkov bosutinibu, neratinibu a ibritinibu na $pecifickl
aktivitu enzymov.Grafické znazornenie inhibicie enzymovej aktivity (%) zo Stvrtého

stipca tab.13, 14 a 15.

5.3  Stanovenie ICso, Ki a typu inhibicie pre inhibitor ibrutinib a enzym AKR1C3
Podrobne;jsi pohl'ad na priebeh a charakter samotnej inhibicie prinieslo stanovenie

hodnét ICso, Kj a typu inhibicie.
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5.3.1 Stanovenie hodnoty ICso pre inhibitor ibrutinib a enzym AKR1C3
Pre inhibitor ibrutinib a enzym AKR1C3 sa hodnota ICso = 1,5 uM (tab. 16, obr.
16). Tato nizka hodnota indikuje vysoky inhibi¢ny G€inok ibrutinibu na enzym AKR1C3

uz pri nizkych koncentraciach inhibitora v podmienkach in vitro.

Tab. 16 Specifickd aktivita AKR1C3 vo vybranych koncentraciach ibrutinibu, ktoré

sluzili k uréeniu hodnoty ICso

X . . , . Inhibicia
Vzorka nmol/mg/min Specificka enzymova enzymovej aktivit
n=3 g aktivita (%) y (O/J) y
0
AKRI1C3 (DMSO) | 1422 +37 100,00 + 2,6
0,01 1343 + 30 94,5+ 2.1 5,5
0,10 1268 + 15 89,2+ 6,3 10,8
0,25 1151 +58 81+4,1 19,0
% 0,50 1097 + 82 772+58 22,8
= 0,75 1034 + 142 72,8 + 10,0 27,2
i 1,00 781 + 20 549+ 1,4 45,1
=
S 5,00 313+£22 2+1,6 78,0
10,00 193 + 12 13,5+0,9 86,5
50,00 46 + 1 3,3+ 0,1 96,7
100 30+3 2,1£0,2 97,9
g 100+ ¥
g ICSCI = 1,5 'LJ.M
= 95% CI=1,3-1,7 uM
(4]
2
-3
—
=
2
S:L. 0 L] 1 1 1
oA -6 -3 0 3

log koncentracia ibrutimbu (pM)

Obr. 16 Zavislost' Specifickej aktivity enzymu AKRIC3 (os y) na log koncentracii

ibrutinibu (os x), z ktorej je ur¢ena hodnota ICso (CI = konfiden¢ny interval)
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5.3.2 Stanovenie typu inhibicie a hodnoty Ki

Vysledkom dalSich kineticky merani bolo zistenie, ze enzymom AKRI1C3
katalyzovana redukcia DAUN je podla Lineweaver-Burka inhibovana nekompetitivne
inhibitorom ibrutinib s hodnotou Ki=2,1 uM (Obr. 17). Ibrutinib sa neviaze do aktivneho
miesta AKR1C3 a neovplyviluje ani vdzbu DAUN do aktivneho miesta enzymu, ale viaze
sa na vol'ny AKR1C3 alebo na jeho komplex s DAUN. ZvySenie koncentracie DAUN
inhibiciu neovplyvni (Obr. 18), ¢o predstavuje pre klinicki prax d’alSie pozitivum

nakol’ko navySenie davky DAUN neovplyvni inhibi¢ni Gi¢inok ibrutinibu.

Nizka hodnota Ki anekompetitivny typ inhibicie podla Lineweaver-Burka
naznacuju Zeby ibrutinib mohol byt’ neStandardnym typom inhibitora, tzv. ,.tight binding
inhibitor.“ Je preto potrebné esSte uskutocnit’ d’alSie dopliujuce merania a overit’ i sa
hodnota ICso bude menit’ s meniacou sa koncentraciou enzymu AKRI1C3 a stanovit
skuto¢ny typ inhibicie pre tight binding inhibitor sledovanim toho, ako sa ICso inhibitora

meni s meniacou sa koncenradciou DAUN (Copeland 2000).

00104

0

]

:'_'-:‘. # nemnlnbovana reakoa

ﬁ = ® brutuunb 1 pM

= E 0,003 4 _

ST ¥ brutmb 5 pM

5 E :

L —= B brotiub 10 phd

2 e

=Rl Ki=21 M

= 95% CI=1.9-2.4 1M

= nekompetitivia
mlubicia

-0,005 0.005

[1/DAUN] [1/uM]

Obr. 17 Urc€enie typu inhibicie podl'a Lineweaver-Burka
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Obr. 18 Zmena Specifickej aktivity enzymu (os y) v zavislosti na roznej koncentracii

substratu (os x) a inhibitora

Pre klinicka prax nizke hodnoty Ki (2,1 uM) a ICs (1,5 uM) znamenaju nizke
hodnoty efektivnej terapeutickej davky a minimalne zat'azenie organizmu d’al$im liekom.

Ibrutinib sa tak stava potencionalne vyhovujucou kombinaciou pre lick DAUN.

5.4  Inhibi¢ny ucinok ibrutinibu na aktivitu enzymu AKR1C3 v bunkovych

liniach

Niektoré latky maji tendenciu sa spravat’ odliSne v zéavislosti od podmienok,
v ktorych sa nachadzaji. Ibrutinib inhiboval rekombinantny enzym AKRIC3
v podmienkach in vitro. Na Grovni bunkovych linii nemusi vykazovat’ rovnaké vysledky.
Ibrutinib méZe byt cytotoxicky alebo moZze mat problém preniknut’ do cielovych buniek.
Preto sme schopnost’ ibrutinibu inhibovat’t AKR1C3 otestovali na bunkovych liniach.
Bunky kolorektalneho karcindmu ¢loveka HCT116 za normalnych okolnosti exprimuju
zanedbatel'né mnozstvo AKRIC3, preto boli na katedre biochemickych vied
transfekované pAKRI1C3 apCl. Po 72 hodindch sme inkubaciu ukoncili MTT
cytotoxickym testom. Pre normalizédciu hodndt absorbancie, bola hodnota absorbancie
z buniek s ¢istym médiom povaZovana za viabilitu 100% a hodnota absorbancie z buniek
s negativnou kontrolou za viabilitu 0%. Kazdy pokus bol vykonani v triplikate

a jednotlivé uvedené obrazky a vysledky sa vzt'ahujil uz na ich priemernt hodnotu.
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Z porovnania vysledkov viability HCT116 pAKR1C3 (Obr. 19) a HCT116 pCI
(Obr. 20) je zrejmé ze bunky HCT 116 pAKR1C3 boli schopné sa branit’ cytotoxickému
posobeniu samotného DAUN viac ako bunky HCT116 pCIl. V bunkdch HCT116
pAKRI1C3 bol DAUN redukovany enzymom AKRI1C3 na svoj menej cytotoxicky
metabolit DAUNOL, ¢o umoznilo bunkdm prezit’.

Lo 8 .. S
© g & &2 . e o
1004 8 = 13 fas 8 .
_L =] - P = - .
2 [ oo ©°
—_ new 8 =
\a 0w W %
<
]
:_'_‘E
=50+
=
0 T T I
3 \‘_\Q’\ Q\Q\ \QF,"}’ ﬁjj"k\ ‘)Q’Q ’\a,jt\ ‘QQ’Q
QO NE Qn NG Q- NE NS
koncentracia DAUN (M)
5N DAUN ] DAUN + ibrutinib 1 pM

[ DAUN + ibrutinib 0.5 uM [ DAUN + ibrutinib 0.5 uM

Obr. 19 Viabilita buniek HCT116 pAKR1C3 pri r6znej koncentracii DAUN a ibrutinibu

1004212 15 mrEc 73
£ 504
=
0- T T
Q Q,Q\ Q’\Qa \Q‘QA ﬁljjg Q’\\,Q /\f,j‘l\ Q‘Q
Q Q Q- Q- Q- Q- N
koncentracia DAUN (uM)
=N DAUN

1 DAUN + ibrutinib 1 uM
] DAUN + ibrutinib 0,5 pM [ DAUN + ibrutinib 5 pM

Obr. 20 Viabilita buniek HCT116 pClI pri roznej koncentracii DAUN a ibrutinibu
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Porovnanim inkubacie HCT116 pAKRI1C3 v médiu skombindciou DAUN
a ibrutinibu s inkubéciou bunieck HCT116 pAKR1C3 v médiu len s DAUN je viditel'né,
ze viabilita buniek bola vzdy niZSia u buniek s inhibitorom. Ibrutinib inhiboval AKR1C3

a doslo k kvantitativnemu poklesu redukcie DAUN na DAUNOL.

Stanovené hodnoty ICso su pre HCT116 pAKR1C3 na obr. 21 a pre HCT116pCI
na obr. 22. Vinkubaciach HCT116 pAKRI1C3 len s DAUN sa ICso = 0,6 uM,
v kombina¢nych inkubaciach sa hodnota znizila na ICso = 0,3; 0,4; 0,3 uM (pre
koncentraciu ibrutinibu 0,5; 1; 5 pM). Na rozdiel od inkubdcii bunieck HCT116 pCI,
u ktorych bola hodnota ICso = 0,2 uM pre vsetky inkubacné podmienky. Hodnota ICso
pre bunky HCT116 pAKRI1C3 poklesla v pritomnosti ibrutinibu, pretoze inhibitor
uspesne vstipil do buniek a inhiboval enzym AKRIC3 a inhiboval intracelularny
metabolizmus redukcie DAUN na DAUNOL a doslo k plnému vyuzitiu cytotoxického
uc¢inku DAUN. Pravdepodobne ide o ucinok aditivny, pre presné urcenie musime
vykonat’ d’al§ie merania (z troch inkubacii HCT116 pAKR1C3 s ibrutinibom st dostupné
validné data len z jedného pokusu. Preto nemdzeme porovnat’ samostatné ti¢inky DAUN
a ibrutinibu s ich uc¢inkom v kombindcii). Pre presnej$i pohl'ad na inhibiciu redukcie
DAUN doporucujeme pouzit’ rovnaka metddou ako pri in vitro experimentoch a stanovit’
metabolit DAUNOL na UHPLC. TaktieZ sme si vedomi velkych odchylok medzi
jednotlivymi pokusmi. Ich pric¢inou mdze byt rozdielna uspeSnost’ transfekcie medzi
jednotlivymi pokusmi, od ktorej nésledne zavisi miera expresia AKR1C3. Potrebné je
uskutoc¢nit’ eSte niekol’ko opakovani pokusov na bunkovych linidch, aby ziskané data boli
Statisticky vyznamné. Napriek tomu dosiahnuté vysledky v jednotlivych pokusoch uz
naznacuju prospesnost kombindcia DAUN s ibrutinibom. V kombinécii zvySuju

antineoplasticky u¢inok DAUN a zniZuju viabilitu buniek G¢innejSie ako samotny DAUN.
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Obr. 21 Viabilita buniek HCT116 pAKR1C3 pri roznej logaritmickej koncentrcii
DAUN a ibrutinibu, ktoré sluzili k stanoveniu hodnoty 1Csg
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Obr. 22 Viabilita buniek HCT116 pCI pri rdznej logaritmickej koncentrcii DAUN a
ibrutinibu, ktoré sluzili k stanoveniu hodnoty I1Cso

Dalej by sme pred klinickou §tidiou odporuéili vykonat d’alsie pokusy uz na
leukemickych bunkovych linidch a otestovat’ inhibi¢né Uc¢inky ibrutinibu priamo na
patologickych bunkach, sledovat spravanie buniek, zmeny expresie AKRI1C3

a pripadnua snahu buniek o vznik rezistencie.
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V roku 2012 skupina vedcov Endo et al. objavila u latky bacchrain, izolovaniej
z brazilského propolisu inhibi¢né t¢inky na enzym AKR1C3 v PC3 bunkach prostaticke;j
rakoviny, s ICso = 30 uM a Ki= 5,6 nM pre kompetitivny inhibitor. V roku 2018 na
katedre biochemickych vied farmaceutickej fakulty Karlovej univerzity vedecky
pracovnici Novotna et al. (2018) objavili u latok purvavol A a roscovitin nekompetitivne
inhibi¢né U¢inky na enzym AKRIC3 potvrdené aj na bunkovej urovni HCT116
pAKR1C3 s Ki=5,5;1,4 uM a ICso = 6,4; 3,7 uM. Vsetky tieto a mnoh¢é d’alSie inhibitory
spolu s ibrutinibom maji potencial nie len v znizeni vnutrobunkového metabolizmu
2-elektronovej redukcie DAUN, ale aj pri liecbe inych AKRIC3 dependentnych
patologickych stavov. Napriklad antineoplastikum cisplatin sa pouziva pri liecbe
rakoviny hrubého creva, jeho cytotoxické metabolity su detoxifikované AKRI1C3
a AKRI1CI. Inhibiciou tychto enzymov sa dosiahne zvySenie antineoplastického ucinku
cisplatinu (Matsunaga et al. 2013). Dalej na spomalenie rastu a k lie€be hormanalne
zavislych (inhibicia AKRI1C3 vo funkcii 17B- hydroxysteroid dehydrogenazy ktora sa
podiel'a na vzniku rakoviny prsnika a prostaty) a hormonélne nezdvislych malignit
(inhibicia AKR1C3 vo funkcii PGF2, syntazy) (Endo et al. 2012;). V neposlednom rade
nesmieme zabudnut’ na schopnost’ ibrutinibu inhibovat’ ABCCI1 transportér a moznost’
vyuzit' tito jeho schopnost’ v kombindacii s lieckmi, ktoré st tymto transportérom

prenasané (Wu a Fu 2018).
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6 ZAVER

V predkladanej diplomovej praci sme sa zamerali na inhibiciou enzymov
z nadrodin AKR a SDR redukujucich DAUN. Liek je zo skupiny ANT, ktory sa pouziva
k liecbe ALL a AML. Produktom enzymami katalyzovanej redukcie je metabolit
DAUNOL, ktory vykazuje vyssiu kardiotoxickl a mens$iu antineoplasticku aktivitu. Stoji
tak za zlyhanim liecby. Za potencidlne inhibitory sme vybrali niektoré TKi (bosutinib,
neratinib, ibrutinib). V tejto skupine liekov boli zistené inhibi¢né ucinky na aktivitu

enzymov z nadrodin AKR a SDR.

Namerané hodnoty S$pecifickej aktivity DAUN redukujicich enzymov klesali
v poradi CBR1 > AKR1C3 > AKR1B1 > AKR1A1 > AKR7A2 > AKR1B10 > AKR1C1
> AKRI1C2 > AKR1C4 > CBR3.

Z najviac aktivnych enzymov (CBR1, AKR1C3, AKRIBI, AKR1A1, AKR7A2,
AKRI1B10) boli najintenzivnejsie inhibované enzymy AKR1C3, AKRIB10 a AKR7A2.
Enzgym AKRIC3 bol inhibovany najCastejSie a najintenzivnejSie vSetkymi troma
inhibitormi. Najviac inhibovany bol 10 a 50 uM ibrutinibom. Aktivita AKR1C3 sa zniZila
0 94 a 96,4% z pdvodnej Specifickej enzymovej aktivity.

Pri inhibicii enzgmu AKR1C3 ibrutinibom sa ICso = 1,5 uM. Tato nizka hodnota
indikuje vysoky inhibi¢ny ucinok uZ pri nizkych koncentraciach inhibitora. Pre klinicka
prax by to mohlo znamenat’ nizke hodnoty efektivnej terapeutickej davky a minimalne
zatazenie organizmu d’al$im liekom. Stanovenim hodnoty Ki = 2,1 uM a z tvaru krivky
Lineweaver-Burka sme zistili ze sa jednd o nekompetitivny typ inhibicie. ZvySenie
koncentracie DAUN teda inhibiciu neovplyvni, ¢o pre klinicku prax predstavuje d’alSie

pozitivum, modulacia davky DAUN neovplyvni inhibi¢ni u¢inok ibrutinibu.

Porovnanim experimentov na bunkovych linidch HCT116 pAKR1C3 a HCT116
pCl sme potvrdili ubuniek transfekovanych pAKRIC3 schopnost branit sa
cytotoxickému posobeniu DAUN. Porovnanim inkubéacie HCT116 pAKR1C3 v médiu
s kombinaciou DAUN a ibrutinibu s inkubéciou buniek HCT116 pAKR1C3 v médiu len
s DAUN sme potvrdili zniZenie viability u buniek s inhibitorom. Ibrutinib je teda
aktivnym inhibitorom enzymu AKRI1C3 a vedie k inhibicii 2-elektronovej redukcie
DAUN. Toto zistenie rozSiruje mozZnosti vyuzitia ibrutinibu pri liecbe AKRIC3
dependentnych patologickych stavov.

62



Chceme pokracovat’ v testovani TKi pre moznost’ vyskytu aj d’alSich aktivnych
inhibitorov enzymov z nadrodin AKR a SDR. Taktiez su v plane kinetické merania
s inhibitorom ibrutinib, ktoré budi zamerané na potvrdenie/vyvratenie charakteru tzv.
,tight binding inhibitor. Pred zahdjenim klinickych $tudii bude potrebné otestovat’ aj
ucinky kombindcie DAUN s ibrutinibom priamo na leukemickych bunkéch a sledovat’

spravanie leukemickych buniek.
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7 ZOZNAM SKRATIEK A ZNACIEK

ABC transportér ~ Adenozintrifosfat viazuce transportéry

AIDS Syndrémom ziskaného imunodeficitu

AML Akutna myeloidna leukémia

ANT Antracyklinové antibiotika

ALL Akutna lymfoblastova leukémia

ATP Adenozintrifostat

AKR Aldo-ketoreduktazy

AK Aminokyseliny

BTK Brutonova tyrozinkinaza

CD Diferenciacné znaky ,,Cluster of differentiation®
CBR Karbonylreduktazy

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DAUN Daunorubicin

DAUNOL Dounorubicinol

DOX Doxoribicin

DOXOL Doxorubicinol

dsDNA Dvojvlaknové deoxyribonukleova kyselina
EPI Epirubicin

pAKR1C3 plazmid s genetickou informéciou pre syntézu AKR1C3
pCI prazdny plazmid

IDA Idarubicin

IDAOL Idarubicinol

KD Kostna dreni
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NADP(H)

Nikotinadenindinukleotidfosfat

NAD(H) Nikotinamidadenindinukleotid
NOs Syntdza oxidu dusnatého

TK Tyrozinkindza

TKi Inhibitory tyrozinkindz

TOPOII Topoizomeraza 11

TOPOIla o izomér topoizomerazy II
TOPOIIB B izomér topoizomerazy 11

ROS Reaktivne formy kyslika

RS Regeneracny systém

RNA Ribonukleova kyselina

SDR Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retazcom
SNP Jednonukleotidovy polymorfizmus
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