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Leukémie piedstavuji maligni onemocnéni krvetvorby, jehoz podstatou je maligni
transformace hematopoetické kmenové bunky na rizném stupni vyzravani a zvySena
prolifera¢ni aktivita. Zlatym standardem v lé€beé leukémii je chemoterapie. Jednim
z mnoha léCebnych postupli je vyuziti antracyklinovych chemoterapeutik, predevsim
daunorubicinu (DAU). V klinické praxi jsou antracykliny hojné vyuzivany, avSak maji
vysoké kardiotoxické Uc¢inky, které omezuji jejich davkovani. Jednou z hlavnich pficin
vzniku nezddoucich ucinki je redukce antracyklinového chemoterapeutika na ptislusny
toxicky metabolit, ktery se hromadi vsrdci. Do této redukce jsou =zapojeny
karbonylredukujici enzymy z nadrodin aldo-ketoreduktaz (AKR)
a dehydrogenaz/reduktdz s kratkym fetézcem (SDR). Zaroven bylo prokazano, Ze
karbonylredukujici enzymy jsou zapojeny do mechanismil zpisobujicich rezistenci
nadorovych bunék vii¢i antracyklinim, ¢imz dochazi ke snizeni inhibice rtstu téchto
bunck.

Vramci diplomové prace jsme zjistili, Ze vybrané inhibitory tyrosinkinaz
(akalabrutinib, ibrutinib) inhibuji aktivitu enzymu AKR1C3 na buné¢né trovni. Pro
stanoveni inhibicniho u¢€inku jsme zvolili bunéénou linii HCTI116 pifechodné
transfekovanou plazmidem kodujicim enzym AKRI1C3. Vysledky prokazaly schopnost
akalabrutinibu a ibrutinibu inhibovat AKR1C3 a tim redukci DAU na daunorubicinol.
Dale jsme stanovovali vliv kombinace DAU s akalabrutinibem a ibrutinibem na bunéénou
linii KGla s pfirozenou expresi AKR1C3. Z vysledkti vypliva, Ze kombinace DAU
s ibrutinibem sniZzuje viabilitu KGla vice nez samotny DAU nebo ibrutinib. Tato
skutecnost naznacuje, Ze schopnost ibrutinibu inhibovat redukci DAU lze vyuzit ke
zvyseni terapeutického ucinku DAU a zaroveii snizeni vzniku nezaddoucich t¢inkti DAU.

U akalabrutinibu jsme neprokéazali vyznamny vliv na viabilitu KG1a bunééné linie.
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Leukemia presents malignant diseases of hematopoiesis, which essence is the
malignant transformation of a hematopoietic stem cell at various levels of maturation and
increased proliferative activity. Chemotherapy is the gold standard in the treatment of
leukemia. One of the many treatments is the use of anthracycline chemotherapeutics,
especially daunorubicin (DAU). Anthracyclines are widely used in clinical practice but
have high cardiotoxic effects that limit their dosage. One of the main causes of side effects
is the reduction of an anthracycline chemotherapeutic to the appropriate toxic metabolite,
which accumulates in the heart. Carbonyl, reducing enzymes from the superfamily
aldo-ketoreductase (AKR), and short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) are involved
in this reduction. At the same time, carbonyl reducing enzymes, has been shown to be
involved in the mechanisms that cause tumor cells to be resistant to anthracyclines,
thereby reducing the inhibition of the growth of these cells.

In the diploma thesis we found that selected tyrosine kinase inhibitors
(acalabrutinib, ibrutinib) inhibit the activity of the enzyme AKR1C3 at the cellular level.
To determine the inhibitory effect, we selected the HCT116 cell line transiently
transfected with a plasmid encoding the AKR1C3 enzyme. The results demonstrated the
ability of acalabrutinib and ibrutinib to inhibit AKRIC3 and thus reduce DAU to
daunorubicinol. We further determined the effect of the combination of DAU with
acalabrutinib and ibrutinib on the KGla cell line with natural AKRI1C3 expression. The
results show that the combination of DAU with ibrutinib reduces the viability of KGla
more than DAU or ibrutinib alone. This suggests that the ability of ibrutinib to inhibit
DAU reduction can be used to increase the therapeutic effect of DAU while reducing the
incidence of DAU side effects. We did not show a significant effect on the viability of
the KGla cell line with acalabrutinib.
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1 UVOD

Maligni onemocnéni piredstavuji jeden z hlavnich problémut soucasné mediciny.
Z hlediska epidemiologie patii Ceské republika mezi nejzatizen&jsi staty Evropy i svéta.
Nejcastéji pozorujeme zhoubné novotvary v zazivacim traktu, plicich, dale karcinomy
prsu u zen a karcinomy prostaty u muzu (Krska et al., 2014). Stoupajici trend v incidenci
malignich onemocnéni vyzaduje neustaly pokrok v diagnostice 1 1€cbé.

Leukémie predstavuji maligni onemocnéni krvetvorby, jehoZz podstatou je maligni
transformace hematopoetické kmenové bunky na rizném stupni vyzravani a dale zvysSena
proliferacni aktivita noveé vzniklych patologickych bunék. Tvoii se vice leukemickych
bunék, nez jich zanika a dochazi tak k jejich nadmérnému hromadéni. Naristajici pocet
leukemickych buné€k zplisobuje naruseni a potlaceni normalni krvetvorby.

Zakladem 1é€by hematologickych malignich onemocnéni je chemoterapie.
Jednim z mnoha 1é¢ebnych postupti je vyuziti antracyklinovych chemoterapeutik.
Predpoklada se, ze antracykliny inhibuji proliferaci rychle se délicich bunék. V klinické
praxi jsou antracyklinova chemoterapeutika hojné vyuzivana, avSak mechanismus u¢inku
ma piimou souvislost s jejich nezddoucimi ucinky, které omezuji jejich davkovani. Na
vzniku nezddoucich ucinkG se podili pfitomné karbonylredukujici enzymy, které
metabolizuji antracykliny na jejich ptislusné metabolity. Obecné se tato reakce povazuje
za inaktivacni nebo detoxika¢ni krok, protoZe vysledny alkohol se snadnéji eliminuje
z organismu. AvSak né€ktera 1éCiva se po redukci stavaji vice toxickymi pro organismus.

V protinddorové terapii Casto vznika na chemoterapeutickd 1éciva rezistence.
Vlivem vyse zminénych karbonylredukujich enzymii dochézi k redukci antracyklind na
alkoholy, které jsou vyznamné méné¢ G¢inné v inhibici rGstu nadorovych bunék. Jednou
z moZnosti ke zvyseni u¢inku antracyklinovych chemoterapeutik a zaroven sniZeni jejich
kardiotoxickych uc¢inki je vyuziti inhibitort antracyklinreduktdz. Nékteré nedavné studie
poukézaly na schopnost inhibitorii tyrosinkinaz inhibovat karbonylredukujici enzymy
podilejici se na pfeméné antracyklinovych chemoterapeutik na jejich sekundérni
alkoholy. Jako ptiklad I1ze uvést buparlisib, u kterého bylo prokazéano, Ze inhibuje také
enzym AKR1C3 (Bukum et al., 2019).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit potencidlni inhibicni G¢inek vybranych
inhibitori tyrosinkindz (akalabrutinib, ibrutinib) na aktivitu karbonylredukujiciho
enzymu AKRIC3 na bunééné urovni a dale stanovit ucinek antracyklinového

chemoterapeutika daunorubicinu v kombinaci s t€émito inhibitory.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 LEUKEMIE

Leukémie piedstavuje maligni onemocnéni krvetvorby. Podstatou maligni
transformace je chromozomalni aberace hematopoetické kmenové builky na riizném
stupni vyzravani a dale zvySend proliferani aktivita nové vzniklych patologickych
bunck. Tento defekt se dale pfenasi do dalSich bunéénych generaci (Pecka 2006,
Safrankova & Nejedla 2006).

Onemocnéni vznika pfestavbou DNA. Vlivem této zmény dochazi k pfeméné
genu. Takto zménény gen je zodpovédny za preménu bunky. K maligni transformaci
muze dojit na jakékoliv urovni zralosti bunécné populace nejcastéji z neznadmé pficiny.
Z hematopoetické kmenové bunky, kterd je spolecna vSem budoucim bunéénym
populacim, vznikaji dalsi dvé zakladni populace:

a) myeloidni, kterd dava vznik granulocytim, erytrocytiim a trombocytim
b) lymfocytarni, ktera dava vznik lymfocytim (Pecka 2006, Safrankova &
Nejedla 2006).

Leukemie se rozd€luji do mnoha druhti. Podle bunééné populace, kterou postihuji,
oznacujeme leukémie jako myeloidni ¢i lymfoidni. Myeloidni leukémie vychazeji
z pluripotentni kmenové bunky, kterd smétuje vyvoj k myeloidni fad¢, jejiz konecnymi
stadii jsou naptiklad granulocyty, monocyty, které ptisobi jako obrana proti infekcim.
Druhym typem jsou lymfoidni leukémie, které postihuji tvorbu lymfocytl. Dale
se leukémie déli podle rychlosti pribéhu onemocnéni na akutni ¢i chronické. Akutni
leukémie jsou charakteristické pfedev§im maturacni a diferencia¢ni poruchou, dochazi
k akumulaci nezralych hematopoetickych bunék v kostni dieni. Maji rychly prubéh
a neléceny vedou velmi rychle ke smrti nemocného. Chronickd leukémie postupuje
pomaleji a umoznuje produkci vyzralejSich forem prekurzorovych bungk, avsak tyto
buiiky nejsou schopny plnit svou funkci spravné (Alsalem et al. 2018, Penka & Tesatova

2011).

2.1.1 Akutni leukémie

Akutni leukémie ptedstavuji zna¢né heterogenni skupinu malignich onemocnéni

krvetvorby. U pacienta pak existuji v organismu dvé bunééné populace. Jedna vychazi

10



ze zdravych kmenovych bun€k a druhd zleukemickych, které vznikly maligni
transformaci normalnich kmenovych bunc¢k. Tato maligni transformace se nazyva
blasticky zvrat, nebot obvykle pievazuji nezralé builky oznacCovany jako blasty,
a to v kostni dfeni i periferni krvi (Pecka 2006, Safrankova & Nejedla 2006).

Hlavnim defektem je porucha ve vyzravani, kterd je zptisobena blokadou
diferenciace, jejiz pti¢ina neni dosud objasnéna. Pravdépodobné zde hraji roli faktory
zevniho prostiedi (ionizujici zafeni, chemikalie, cytostatika ¢i viry). V ramci
hematopoézy dochazi ke zvysené proliferaci. Tvoii se vice leukemickych bunék, nez jich
zanik4 a dochazi tak k jejich nadmérnému hromadéni. Nartistajici pocet leukemickych
bun¢k zpisobuje naruseni a potlaceni normalni krvetvorby (Pecka, 2006).

Z pohledu dnesnich poznatkll 1ze vyc¢lenit fadu podskupin. K podrobnému déleni
akutnich leukémii se vyuziva Francouzsko-Americko-Britska klasifikace (FAB)
¢i klasifikace dle Svétové zdravotnické organizace (WHO). FAB klasifikace rozlisuje
leukémie na zéklad¢ vySetfeni natéru periferni krve a kostni dfené¢ pod svételnym
mikroskopem na sedm riznych forem akutni myeloidni leukémie, ale pro klasifikaci
akutni lymfoblastové leukémie se nehodi. Pro potvrzeni diagndzy akutni leukemie
vyzaduje nalez alespont 30 % leukemickych blasti. Klasifikace WHO klade diraz
predevsim na genetické, molekularné genetické odchylky a imunofenotypové vlastnosti

(Klener 2003, Penka & Tesatova 2011).

2.1.1.1 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) predstavuje maligni onemocnéni
hematopoézy. Progenitorové bunky ztraceji schopnost diferenciace na zralé krvinky
a maji nekontrolovatelnou proliferani aktivitu. Dusledkem tohoto procesu dochézi
k akumulaci nezralych prekurzort a selhani krvetvorby s néslednou neutropenii, anemii
a trombocytopenii. Nediferencované myeloblasty tedy ve velké mife piechazeji
do periferni krve, ¢imz je zvysen celkovy pocet leukocytli (Bloomfield et al. 2008, Mayer
2016).

Diagn6éza AML podle FAB klasifikace vyZaduje pfitomnost > 30 % myeloidnich
blastli v aspiratu kostni dfen¢ nebo v periferni krvi. FAB vyuziva vySetfeni krevniho
obrazu s mikroskopicky hodnocenym diferencidlnim rozpoctem. Identifikace je zaloZena
na morfologii a stanoveni po¢tu myeloblastli. Dale se provadi cytochemické vySetfeni,

ktera vyuzivaji k prikazu specifické chemické reakce. Zahrnuji reakce pro prikaz
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myeloperoxiddzy (MPO), nespecifickych esteraz (NE), kyselé fosfatdzy ¢&i PAS

(Periodic Acid-Schiff) reakci. Nedilnou soucasti diagnostiky je histologické vySetieni

sternalni punkce kostni dien¢. AvSak FAB klasifikace je dnes jiz zastarala a mnoho

se nevyuziva. Francouzsko-Americko-Britsky systém klasifikoval AML do sedmi

subtypii, FAB M0 az M7 (Tab. 1) (Narayanan & Weinberg 2019, Pecka, 2006).

Tab. 1 FAB Kklasifikace akutnich myeloidnich leukémii. Upraveno dle (Pecka 2006,
Penka & Tesarova 2011, Schiffer & Stone 2003).

Typ AML FAB subtyp Kritéria pro klasifikaci
Nalez > 30 % nediferencovanych
myeloidnich blastu,
AML s minimalni MO blasty jsou < 3 % MPO nebo SBB pozitivni,
diferenciaci 1ze nahradit specifickou protilatkou proti MPO,
od akutni lymfoblastové leukémie je rozliSena
negativitou na lymfoidni markery.
Nalez > 90 % blastii a < 10 % promyelocyti,
AML M1 pozitivni reakce na MPO nebo SBB (> 3 %),
bez vyzravani nckteré blasty mohou obsahovat granulaci,
ojedinéle Auerovy tyce.
Populace vyzrava do promyelocyt (> 10 %),
nékdy i vyzralejSich forem,
AML hojny vyskyt Auerovych tyci,
i M2 y N . 1
s vyzravanim zfeteln€jsi granulace (Casto abnormalng),
translokace mezi chromozomy 8 a 21
(ptiblizné 20 % ptipadi).
Typicky abnormdlni poc€et promyelocyti, atypicka
Akutni Velikos‘E a hypevr,gram,llarita, 0
(o Auerovy ty€e uspotadané do snopcti,
promyelocytarni M3/ M3v S e
leukémie (APL) s11ng POZ}thlta na MPO,
charakteristicka translokace t(15;17)
= fizni gen PML/RARA.
Nalez > 30 % blastl, vykazuji znaky z obou fad,
Akutni nalez > 20 % bun¢k z monocytarni linie,
myelomonocytarni M4 nalez > 20 % bunék z granulocytarni linie,
leukémie pozitivita na MPO, NE

(Ize snizit pfidanim NaF, pouze u monocyti)
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Tab. 1 Pokracovani

MSA Nalez
Akutni . malo . >80 % . Vyraznd pozitivita NE
monoblasticka/ | diferencovana monoblasti (blokovatelna NaF),
monocytarni Nalez translokace t(9;11),
leukémie M5B <80 % vyrazna erytrofagocytoza.
vyzravajici o
monoblastil
Prevysuje erytroidni fada,
vysoky podil erytroblastii (> 50 %),
Akutni M6 pozitivni PAS reakce a
erytroleukémie protilatky proti glykoforinu A,
Casty nalez prstencitych sideroblastu,
negativni MPO, SBB.
m%l:lig;lyo- M7 Blas‘t}‘/ prevazné megakaryocytérniho puvodu,
blastickd leukémie pozitivni PAS reakce, negativni MPO a SBB

MPO = myeloperoxidaza

SBB = sudanova cern B

NE = nespecificka esteraza

NaF = fluorid sodny

PAS = Periodic acid Schiff (reakce s kyselinou jodistou a Schiffovym ¢inidlem)

V soucasné dob¢ umoziuje podrobngjsi zafazeni AML klasifika¢ni systém WHO
z roku 2001, ktery vychazi z klasickych cytochemickych a imunofenotypickych znak,
dale jsou v ném zohlednény cytogenetické a molekularné biologické znaky. Pro zatfazeni
vyuziva metod pritokové cytometrické analyzy exprese CD povrchovych antigenti, dale
polymerazové fetézové reakce, nebo vyuziva fluorescen¢ni in situ hybridizaci k detekci
numerickych odchylek (Adam et al. 2008, Mayer 2016).

Klasifikace dle WHO také snizila prah pro identifikaci na pfitomnost > 20 %
myeloidnich blastli v aspiratu kostni dien€ nebo v periferni krvi. Diagnéza AML vSak
muze byt stanovena 1 pii niz§ich hodnotich, pokud se prokaze piitomnost
charakteristickych cytogenetickych abnormalit (Mayer 2016, Narayanan & Weinberg
2019). Piehled jednotlivych typit AML dle WHO je uveden v Tabulce 2.
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Tab. 2 WHO Kklasifikace akutnich myeloidnich leukémii. Upraveno dle (Bain & Béné

2019, Penka & Tesarova 2011).

Typ AML

Klasifikace

AML s rekurentni genetickou
abnormalitou

AML s 1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNXITI

AML s inv(16)(p13.1;q22) & t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYHI1

APL s t(15;17)(q24.1;q21.2); PML-RARA

AML s t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3

AML s (6:9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML s inv(3)(q21.3;q26.2) ¢i t(3;3)(q21.3;926.2);
GATA2, MECOM

AML megakaryoblasticka s t(1;22)(p13.3;q13.1);
RBM15-MKL1

AML s 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

AML s mutovanym NPM1

AML s bialelickymi mutacemi CEBPA

AML s mutovanym RUNX1

AML spojena s
myelodysplatickymi zmé&nami

vyvoj podobny s MDS ¢i MDS/MPN
provézena stejnou cytogenetickou abnormitou jako
MDS s prikazem multi-linearni dysplazie

Myeloidni neoplazie spojené s
lécbou

t-AML

t-MDS

t-MDS/MPN

AML jinak neurcené (NOS)

AML s minimalni diferenciaci

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukemie

akutni monoblastickd a monocytarni leukémie

akutni erytroidni leukémie

akutni megakaryoblastické leukemie

akutni bazofilni leukemie

akutni panmyel6za s myelofibrozou
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Tab. 2 Pokrac¢ovani

z myeloblastii, myelomonocytarni, monoblasticky,
myeloidni sarkom trilinedrni, predevsim z erytroblastl ¢i
megakaryoblastl

myeloidni proliferace spojené s

Downovym syndromem piechodnd abnormalni myelopoéza

myeloidni leukémie spojena s Downovym
syndromem

neoplazie z blastickych
plazmocytoidnich dendritickych
bunck

MDS = myelodysplasticky syndrom
MPN = myeloproliferativni neoplazie
t — translokace

inv — inverze

Akutni myeloidni leukémie je jednou z nejcastéjSich leukémii u dospé€lé populace.
Predstavuje asi 80 % vSech ptipadi. U tohoto onemocnéni maji vét§i prevahu muzi
ve srovnani se Zenami. AML se mohou vyskytovat v kterémkoliv v€ku, avSak jako
u vétSiny onemocnéni jejich incidence nariista s vyssim vékem (Internet 11).

Prestoze pokroky v 1é¢bé AML vedly k vyznamnému zlepSeni vysledki
u mladSich pacientli, prognéza u starSich pacientli, ktefi pfedstavuji vétSinu novych
ptipadi, zlistava nizka. I pfi soucasné 1€cbé zemie az 70 % pacientl starSich 65let. (De

Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016).

2.1.1.2 Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL) pfedstavuje agresivni maligni
lymfoproliferativni onemocnéni nezralyjch B nebo T lymfocyt. Radi se mezi
nejrozsitenéjsi naddorové onemocnéni v détském veéku (Mayer, 2016).

Onemocnéni je charakterizovano nekontrolovatelnou proliferaci abnormalnich,
nezralych lymfocytl a jejich progenitori. Dochédzi k naruSeni krvetvorby a masivni
infiltraci pfedevsim kostni diené, jater, sleziny a lymfatickych uzlin. Divodem vzniku
splenomegalie je snaha sleziny o odstranéni lymfoblasti z krve (Roberts, 2018).

Akutni lymfoblasticka leukémie byla rozdé€lena podle FAB klasifikace na zakladé
morfologie na podtypy L1, L2 a L3 (Tab. 3). Morfologické a cytochemické vySetieni

odliSuje lymfoidni a myeloidni leukemie na zaklad¢ velikosti buné€k, cytoplazmy,
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basofilie ¢i pozitivni PAS reakce, ktera vSak miize byt pozitivni i pro AML (Adam et al.,

2008).

Tab. 3 FAB Kklasifikace ALL. Upraveno dle (Adam et al. 2008, Internet 1).

Podtypy
ALL

Kritéria

ALL - LI

Malé, uniformni blasty s velkym pomérem jadro/cytoplazma,
pravidelnym jadrem s homogennim jadernym chromatinem,
bazofilni cytoplazmou a nendpadnym jadérkem
(pfedevsim T-ALL a détské ALL)

ALL -L2

Heterogenni blasty, rizné velikosti,
nepravidelny tvar jadra s variabilnim jadernym chromatinem,
proménlivé mnozstvi cytoplazmy vzhledem k jadru s variabilni bazofili,
jednim nebo vice jadérky
(ptedevsim B-ALL)

ALL -L3

Velké, uniformni blasty s pravidelnymi jadry a jemnym chromatinem,
prominentnimi jadérky a siln¢ bazofilni cytoplazmou,
vyrazné cytoplazmatickd vakuolizace
(podobné buiikdm Burkittova lymfomu)

Podobné jako u AML se i pro ALL vyuziva pfedev§im WHO Kklasifikace. Pro

uréeni diagndzy zistavaji rozhodujici cytogenetické parametry a pifitomnost > 20 %

lymfoidnich blasti. Rozfazeni jednotlivych typi ALL podle WHO je uvedeno

v Tabulce 4.

Tab. 4 WHO Klasifikace ALL. Upraveno dle (Wenzinger et al., 2018).

B-lymfoblasticka leukémie/lymfom

B-ALL s opakujicimi se
genetickymi abnormalitami

B-ALL s t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

B-ALL s t(v;11923); KMT2A ptestavba [diive MLL]

B-ALL s t(12;21)(p13;q22.1); ETV6-RUNXI
[diive TEL-AML]

B-ALL s hyperdiploidii (pfitomnost > 50 chromozomil)

B-ALL s hypodiploidii (pfitomnost < 46 chromozom1l)

B-ALL s t(15;14)(q31,1;q32,1); IGH /IL3

B-ALL s t(1;19)(q23;p13,3); TCF3-PBX1
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Tab. 4 Pokracovani

Prozatimni nova entita: B-ALL, BCR-ABLI-like

Prozatimni nova entita: B-ALL s iAMP21

B-ALL, jinak neurcené (NOS)

T-lymfoblasticka leukémie/lymfom:

Prozatimni nova entita: ¢asna T-lymfocytarni prekurzorova lymfoblasticka leukémie

Prozatimni nova entita: lymfoblasticka leukémie/lymfom z NK bun¢k

Zakladni metodou pro stanoveni diagndzy je diferencialni rozpocet leukocytii
z periferni krve a vysSetieni kostni diené, které vyzaduje ptitomnost > 20 % lymfoidnich
blastli. Za vyznamnou soucdst je také povazovdna imunofenotypizace prutokovou
cytometrii povrchovych CD znak, jenz potvrzuje kone¢nou diagndzu, umoziuje rozlisit
mezi T-ALL a B-ALL a dale rozd€luje blasty podle miry vyzravani (Paul et al. 2016,
Wenzinger et at. 2018). Zastoupeni jednotlivych CD znakl obsahuje Tabulka 5.

Tab. 5 Imunologicka klasifikace ALL. Upraveno dle (Adam et al. 2008, Wenzinger et
al. 2018).

B-ALL Spole¢né znaky pro vSechny B-ALL:
CD19+ a/nebo CD79a+ a/nebo CD22+

B-1 Pro-B Exprese pouze spole¢nych znakli pro B-linie; TdT+
B-II Common Navic CD10+ (CALLA+); TdT+
B-III Pre-B Navic CD10+; cytoplazmatické IgM+; TdT+
B-1V Mature Navic cytoplazmatické nebo povrchové x nebo 4; TdT-
T-ALL Spole¢né znaky pro vSechny T-ALL:

cytoplazmatické nebo povrchové CD3+ a témér vzdy CD7+
T-1 Pro-T CD4-, CDS§-; TdT+
T-II Pre-T Navic CD2+ a/nebo CD5+; CD4-, CD8-; TdT+
T-I1T (Tjﬁ;trlr‘l’f:T Navic CDla+, CD4+, CD8+; TdT+
T-1IV Medullary Navic CD4+ a/nebo CD&8+, mCD3+; CDla-; TdT+/-

TdT pomaha kategorizovat buiiky podle zralosti:
Pozitivni: nezralé blasty,
Negativni: zralé lymfocyty.
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Akutni lymfoblastickd leukémie se vyskytuje pfedevS§im u déti, avSak neni
vyjimkou ani u dosp&lé populace, kde je spojena se $patnou prognézou. Castdji
ji nachazime u déti s Downovym syndromem a dalsimi genetickymi poruchami. VétSina
piipadi (az 80 %) vychézi z prekurzori B-lymfocyta (Paul et al., 2016).

Podobné jako pti lé€bé AML je i zde zékladem systémova chemoterapie a cilena
1é¢ba. V prvnich fazich 1écby jsou podavany glukokortikoidy (prednison). Nésledné
navazuje indukcéni terapie, pii niz jsou opét podavany glukokortikoidy, spolu
s antracyklinovymi chemoterapeutiky (daunorubicin). Vzhledem k vysoké intenzité

1é¢by dochézi k fad¢ toxickych komplikaci (Mayer, 2016).
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2.1.2 Chronicka leukémie

Chronické leukémie, podobné jako akutni leukémie, pfedstavuji hematologické
maligni onemocnéni. I zde ztraceji buiikky svou schopnost diferenciace a maji veétsi
proliferacni aktivitu, avSak na rozdil od akutnich leukémii buiiky vyzravaji do zralejSich
stadii bez schopnosti dozrat tpln¢. Leukemické buiiky vypadaji jako pIné zralé leukocyty,
ale nejsou schopny plnit své funkce a ziji déle. Déli se taktéz jako akutni leukémie, podle

typu zmnozenych bun€k na myeloidni ¢i lymfocytarni chronické leukémie (Internet 2).

2.1.2.1 Chronicka myeloidni leukémie

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je Siroce popisované onemocnéni
vychazejici z transformované kmenové pluripotentni hematopoetické buiky. Vyskytuje
se vetSinou u dospélych (tvoti az 20 % vSech ptipadl leukémie), u déti se vyskytuje velmi
vzacné (Flis & Chojnacki, 2019).

Charakteristickym znakem leukemickych bunék CML je pritomnost
tzv. Filadelfského chromozomu. Dochazi k reciproké translokaci mezi chromozomy 9;22
pfi niz vznikd fuzni gen BCR/ABL. Takto piestavény gen produkuje proteiny
s tyrozinkinazovou aktivitou, dochédzi k abnormalni aktivaci signalnich drah a bunky
se stavaji nezavislé na pfitomnosti riistovych faktorti. Vyznacuji se zvySenou proliferacni
aktivitou, rezistenci vi¢i apoptdze a genetickou nestabilitou (Flis & Chojnacki, 2019).

Klinicky pribéh CML ma tii faze: chronickd, akcelerovand a blasticka krize
(Haferlach et al., 2014). Jednotliva stadia chronické myeloidni leukémie jsou popsana

v nasleduji Tabulce 6.
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Tab. 6 Definice klinickych stadii CML podle WHO Kritérii. Upraveno dle (Haferlach
et al. 2014, Mayer 2016).

Stadium Charakteristika

e leukocytoza se zvySenou granulopoézou
Chronicka e blastli <2 % v periferni krvi
faze e bazofilie a eozinofilie
e izolovana Filadelfska translokace t(9;22)/BCR-ABL

e perzistujici nebo zvysujici se leukocytoza (zvetSena slezina)
e 10 % - 19 % blastl v periferni krvi
Akcelerace e > 20 % bazofili v periferni krvi

¢ Klondlni evoluce (tj. pfidatné cytogenetické zmény), mutace v
BCR-ABL

Blasticka e Podil blastti > 20 % v periferni krvi
krize e Extramedularni blasticka infiltrace

Cilem lécby je prevence progrese do pokrocilejSich stadii, snizeni rizika umrti
a prodlouzeni zivota pacienta. Zakladem je co nejvétSi snizeni poctu leukemickych

bunék, ¢ehoz je docileno po zavedeni inhibitort tyrozinkinaz (Flis & Chojnacki, 2019).

2.1.2.2 Chronicka B-lymfocytarni leukémie

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferatni onemocnéni
charakterizované klonalni proliferaci a akumulaci zralych B-lymfocytt v periferni krvi,
kostni dfeni, slezin€ a lymfatickych uzlinach. Obvykle je diagnostikovana u osob starSich
50let, castéji u muzi nez u zZen. Je nejcastéjsi leukémii v rozvinutych zemich (Hallek et
al., 2018).

Charakteristicky imunofenotyp pro B-CLL je pfitomnost povrchovych znaki
B-lymfocytti CD19, CD20 a typicka pozitivita CD5 znaku, ktery je na fyziologickych
B-lymfocytech exprimovan pouze minoritné (Hallek et al., 2018).

V ranych stadiich onemocnéni neni indikovana Zadna 1écba, pouze aktivni dozor
nad pacientem. Divodem pro indikaci 1éCby je vétSi ztrdta hmotnosti, progresivni
lymfocytdza, anemie ¢i trombocytopenie. Standardni 1écbou je chemoimunoterapie Casto
doplnénd o 1écbu antibiotiky. Pacienti maji vysoké riziko infek¢nich komplikaci, které
souvisi s defekty imunity 1 indikovanou imunosupresivni 1écbou (Mayer 2016, Strati et

al. 2018).
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2.1.2.3 Vlasatobunécna leukémie

Vlasatobunécna leukémie (HCL, hairy cell leukaemia) je vzacna indolentni
malignita z B-lymfocytl spojena s pancytopenii a splenomegalii. Podstatou onemocnéni
je proliferace zralych, patologicky zménénych lymfocytd, které maji charakteristické
cytoplazmatické vybeézky tzv. viasate bunky (Roider et al., 2018).

Diagnéza je zalozena na morfologickém vySetfeni a detekci jedinecného
imunofenotypu (CD25+, CD103+) pomoci prutokové cytometrie. Dale se vyuziva
sekvenéni analyza na pfitomnost mutace BRAFV600E a cytochemicka reakce
na pfitomnost tartarat-rezistentni kyselé fosfatdzy (Mayer, 2016).

Lécbou prvni volby jsou nukleosidova analoga. Po jejich zavedeni bylo dosaZeno
vysokého poctu dlouhodobych kompletnich remisi. Relaps je popisovan pouze u 25 %

v prvnich 5Sletech od zah4jeni 1¢cby (Mayer, 2016).

2.1.2.4 Prolymfocytarni leukémie

Prolymfocytarni leukémie (PLL) jsou zralé lymfoidni malignity B-lymfocyta (B-
PLL) nebo T-lymfocyti (T-PLL). Jsou obvykle agresivni s rychlym nastupem ptiznakt
a $patnou prognézou. Castéji se vyskytuje T-PLL, aviak obecné se fadi mezi vzacna

onemocnéni (Cross & Dearden, 2019).
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2.2 KARBONYLREDUKUJICI ENZYMY

Xenobiotika neboli latky télu cizi jsou casto vysoce lipofilni slouceniny.
Metabolismus xenobiotik, mezi néz jsou fazeny také 1éCivé pripravky, obecné vede
k biotransformaci a bezpecné eliminaci. Za urcitych podminek vsak mohou tyto reakce
vést k tvorbé reaktivnich metabolitl, které jsou toxictejsi nez ptivodni 1é¢ivo (Corsini &
Bortolini, 2013).

Biotransformacni reakce jsou rozdéleny do dvou fazi. Prvni faze biotransformace,
oznaCovana jako konverze, zahrnuje piedevsim zakladni reakce (oxidace, redukce
¢1 hydrolytické reakce). Druha faze biotransformace zahrnuje predevSim konjugacéni
reakce vzniklych metabolitti s malymi endogennimi latkami, jejichz funkei je zvySovat
hydrofilitu a snizovat biologickou aktivitu, ¢imz je umoznéna snadné&jSi eliminace
z organismu (Corsini & Bortolini 2013, Skéalova 2017).

Béhem prvni faze biotransformace plvodniho I1é¢iva dochazi k piidani
hydroxylovych, karboxylovych, amino ¢i thiolovych skupin nezbytnych pro naslednou
konjugacni reakci, diky niz je vysledny metabolit hydrofiln€j$i. Hlavni metabolické
enzymy spojené¢ sreakcemi prvni biotransformacni faze jsou cleny nadrodiny
cytochromu P450 (CYP450), které pfrispivaji k metabolismu Siroké Skaly xenobiotik
a endogennich slou€enin. Dale mezi tyto enzymy patii 1 rodina flavinovych
monooxygenaz. Nemén¢ vyznamna, avSak mén¢é znama je skupina reduktdz, do nichz
fadime nadrodinu aldo-ketoreduktaz (AKR), dehydrogendz/reduktaz s kratkym fetézcem
(SDR) a dehydrogenaz/reduktdz se stfedné¢ dlouhym fetézcem (MDR) (Corsini &
Bortolini 2013, Skalova 2017).

Xenobiotika  nesouci  karbonylovou  skupinu  jsou  transformovana
karbonylredujicimi enzymy. Pfi této reakci dochazi k vytvoreni hydroxylové skupiny
z aldehydové ¢i ketonové skupiny za vzniku alkoholu (Obr. 1). Obecné se tato reakce
povazuje za inaktivaéni nebo detoxikacni krok, protoZe vysledny alkohol se snadnéji
eliminuje z organismu. Do t&€chto detoxifika¢nich cest je také fazena redukce chinonu na
semichinonovy radikal, ktery mtize byt redukovan az na hydrochinon. Enzymy podilejici

se na redukci karbonylu jsou zévislé na NAD(P)(H) (Malatkova et al., 2010).
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Obr. 1 Hlavni metabolicka pfeména sloucenin obsahujicich karbonylovou skupinu.
ALDH = aldehyddehydrogenédza; QR = chinonreduktdza. Upraveno dle (Oppermann &
Maser, 2000).

Dnes je ziejmé, Ze karbonylredukujici enzymy jsou vyznamnou soucasti
metabolismu velkého mnozstvi endogennich latek i xenobiotik, véetné farmakologicky
a akumulaci toxickych karbonylovych slougenin (Hoffmann & Maser 2008, Skarydové
& Wsol 2012).

Studium karbonylredukujicich enzymi je v dneSni dobé jeden z dulezitych cila
ve vyvoji novych léCivych piipravkl nebo ve studiu nékterych onemocnéni.
Z farmakologického hlediska byl prokdzan vyznam redukce karbonylu v rGznych
inaktiva¢nich procesech 1éciv. Z toxikologického pohledu vSak tato redukce hraje
opacnou roli. Nekterd 1éc¢iva, jako je daunorubicin (DAU) ¢i doxorubicin (DOX),
se stavaji po redukeci vice toxickymi pro organismus (Hoffmann & Maser, 2008).

V protinadorové terapii Casto vznika na tyto chemoterapeuticka léciva rezistence.
Antracykliny, jako jsou DAU a DOX jsou nejcennéjSimi cytostatiky v chemoterapii,
ale jejich Uc¢innost je omezena rezistenci, kterd je zpuisobena mimo jiné také vlivem
karbonylredukujicich enzymu. Tyto enzymy redukuji vySe zmin€né 1é¢iva na alkoholy,

které jsou vyznamné& méné t€inné v inhibici ristu nddorovych bunék (Obr. 2). V lidskych
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jatrech byly identifikovany hlavni enzymy schopné katalyzovat tuto redukci karbonylu,
napt.: AKRIA1, AKR1C1, AKRIC2, CBR1 ¢i 11B8-HSD1 (Hoffmann & Maser 2008,
Skarydova & Ws6l 2012).

CBR1
AKRI1A1
AKRI1BI1
AKRI1C2

CHy = CH;

HO HO
NH, NH
DAUNORUBICIN DAUNORUBICINOL

Meéné aktivni metabolit

Obr. 2 Schéma redukce DAU na daunorubicinol. Upraveno dle (Hoffmann & Maser,
2008).

2.2.1 Aldo-ketoreduktazy (AKR)

Nadrodina aldo-ketoreduktaz (AKR) predstavuje skupinu oxidoreduktaz, které
metabolizuji Siroké spektrum endogennich latek a xenobiotik. VéEtSina AKR katalyzuje
obousmérné reakce, ale uptednostituje piredevsim redukéni pred oxidacnimi reakcemi.
Vétsina AKR vyuziva pii redukci kofaktor NADPH. V metabolicky aktivnich buiikach
je piitomen NADP™ nejéastéji v redukované formé, a proto je vyhodné&jsi vyuziti redukce
neZ oxidace. VétSina AKR jsou monomerni proteiny o 34-37 kDa, avSak nalezneme
v této nadroding 1 multimerni proteiny, napi. AKR2, AKR6 a AKR7 (Barski et al. 2008,
Jin & Penning 2007).

Navrzeny systém nomenklatury je podobny systému nadrodiny cytochromu P450,
ale na rozdil od tohoto systému pouziva pro srovnani aminokyselinové sekvence. Obecny
format je nasledujici: zdkladem je kofenovy symbol ,,AKR®, ktery symbolizuje
aldo-ketoreduktazu, arabska cislice oznacuje rodinu (1-15), jednotlivi ¢lenové jsou
roztazeni do rodin na zaklad¢€ shody v aminokyselinové sekvenci (shoda alesponi 40 %).
Poté nésleduje pismeno piredstavujici podrodinu, jenz je definovdna shodou ve > 60 %
aminokyselinové sekvence. Poslednim znakem je opét arabska Cislice, kterd predstavuje

jedine¢nou proteinovou sekvenci (Internet 7).
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Aldo-ketoreduktdzy jsou fazeny mezi enzymy prvni faze biotransformace, jejichz
funkci je redukce 1éCiv s karbonylovou skupinou na odpovidajici metabolity (primarni
a sekundarni alkoholy), ¢imz je zvySena jejich rozpustnost ve vodé a usnadnén proces
eliminace. Substraty pro AKR zahrnuji také steroidni hormony, prostaglandiny,
monosacharidy, produkty peroxidace lipidd, aflatoxiny, polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAH) a dalsi toxické latky (Hoffmann & Maser 2008, Hofman et al. 2014,
Jin & Penning 2007, Matsunaga et al. 2006, Penning & Drury 2007).

Siroké spektrum studii poukazuje na vyznamnou roli AKR ve vyvoji malignich
onemocnéni. Naptiklad se lidské AKR (AKR1A1, AKRICI1) podileji na metabolické
aktivaci PAH. PAH jsou karcinogenni latky vyskytujici se ve znecisténém ovzdusi. Jsou
to produkty spalovani fosilnich paliv, déale jsou pfitomny ve vyfukovych plynech,
tabakovém koufi ¢i grilovanych potravinach. Aktivované PAH jsou karcinogenni latky
onemocnéni plic i dalSich malignich onemocnéni (Hofman et al. 2014, Jin & Penning
2007).

Redukce karbonylové skupiny je €astou a velmi nezddouci metabolickou cestou
pro antracyklinovd chemoterapeutika. Vysledné alkoholy jsou zodpovédné za zivot
ohrozujici nezadouci ucinky, jako je kardiotoxicita. Kromé vznikl¢ kardiotoxicity
dochézi ke sniZeni protinadorové aktivity a zvySeni odolnosti malignich bunék vici
puvodnimu lé¢ivu. V malignich bunikach rezistentnich na antracykliny byla pozorovéana
zvySena hladina AKR1A1, AKRIB1, AKRIC1, AKRIC2, AKRIC3 (Jin & Penning
2007, Matsunaga et al. 2014) a CBR1 (karbonylreduktidza 1) enzymi (Gonzalez et al.,
1995).

2.2.1.1 AKRI1AI1 (aldehydreduktaiza)

AKRI1AT je monomerni cytosolickh NADPH-dependentni oxidoreduktaza, ktera
je vysoce exprimovana a Siroce distribuovana témét ve vSech tkénich, predevsim
v proximalnich tubulech ledvin a jatrech (Alzeer & Ellis, 2014). AKR1A1 je enzym
s nizkou substratovou selektivitou. Upfednostiiuje negativné nabité substraty obsahujici
karboxylovou skupinu. Mtuze také katalyzovat redukci Siroké Skdly steroidnich,
aromatickych ¢i alifatickych aldehydii na jejich odpovidajici alkoholy (Barski et al.,
2008).
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Podili se na biosyntéze cholesterolu a triacylglycerolt redukei D-glyceraldehydu
na glycerol a redukci mevalditu na kyselinu mevalonovou (prekurzor skvalenu pfi
syntéze sterolll). Je zapojen do metabolismu antracyklint, jako je DAU a DOX, ¢imz
prispivaji k rezistenci na chemoterapeutickou lécbu. AKRI1A1 je dale spojovana
s inhibici bunééné¢ smrti pisobenim na p53. Podporuje tak vznik radiorezistence

malignich bunék nddorového onemocnéni hrtanu (Kim et al., 2012).

2.2.1.2 AKR1BI1 (aldozareduktiza)

Clenové AKRIB sdileji spoleénou vlastnost, a to schopnost redukovat velké
mnozstvi substratd, jako jsou steroidy a jejich vedlejsi produkty, glukoza, produkty
peroxidace lipidl 1 xenobiotika (akrolein, daunorubicin) (Singh et al., 2017).

Aldézareduktaza, nazvand AKRIBI je jednim z nejvice studovanych enzymd.
Primarni funkci je regulace osmolality prostfednictvim polyolové drahy, kdy dochazi
k premén¢ glukdzy na sorbitol. Tato redukce je spojovana s komplikacemi u onemocnéni
diabetes mellitus. V reakci na hyperglykémii u pacientll dochazi ke zvySené pieméné
glukozy, coZ zplsobuje vyvoj tkadnového poskozeni (Pastel et al. 2012, Singh et al. 2017).

Dalsi funkce, v nichz je AKR1B1 zapojena, zahrnuji naptiklad metabolismus
lipidi. Byla prokazana zvySena hladina triacylglycerolt v krvi diabetickych pacientti
(Pastel et al., 2012). Enzym také katalyzuje reakce spojené s kyselinou arachidonovou,
kterd je metabolizovana na prostaglandiny (PG). Redukci vznika produkt PGF2a, jenz
moduluje bunécnou adhezi, migraci a invazi u karcinomu endometria (Wu et al., 2017).
Nekteré studie také poukazuji na roli AKR1B1 v karcinomu tlustého stieva a dalSich
procesech souvisejicich s nddorovymi onemocnénimi, jako je zanét, angiogeneze
¢i epitelidlné mezenchymalni ptrechod (EMT) (Laffin & Petrash, 2012).

Bylo zjisténo, Ze nadmérné exprese AKR1B1 je spojena se zkracenym pfezivanim
pacienti s akutni myeloidni leukémii ¢i mnohocetnym myelomem. AKR1B1 se tak stava
slibnym cilem pii 1é€bé nadorovych onemocnéni jeho inhibitory maji potencial jako

1é¢ivé pripravky (Laffin & Petrash, 2012).

2.2.1.3 AKR1B10 (aldozareduktaza tenkého stieva)

Cytosolickd NADPH-dependentni reduktdza AKR1B10 je dalSim vyznamnym
¢lenem podrodiny AKRI1B. Hlavni funkci toho enzymu je redukce cytotoxickych

26



karbonylovych slouc¢enin, véetné produkti oxidac¢niho stresu a riznych 1é¢iv. Prevadi tak
nékteré vysoce toxické karbonylové slou¢eniny na méné toxické. Takto AKR1B10 chrani
bunky pfed jejich toxickymi Uc€inky, v jinych piipadech se ale AKR1B10 podili také
na aktivaci nékterych prokarcinogenti (PAH trans-dihydrodioly) (Huang et al. 2016,
Quinn et al. 2008).

Na rozdil od AKRIBI, ktery je vSudypfitomné exprimovan, AKRIBI0
nalezneme predevsim v gastrointestinalnim traktu, jako je tenké a tlusté sttevo ¢i zaludek.
Rovnéz lze enzym nalézt v maligné¢ zménénych tkanich (hepatocelularni karcinom,
karcinom prsu, plic, endometria, dé¢lozniho ¢ipku), kde je nadmérné exprimovan. Enzym
ma také vliv na leukemické buiiky, kdy jeho nadmérna exprese zvySuje proliferacni
aktivitu (Huang et al. 2016, Li et al. 2017).

Fyziologicky je zapojen do redukce kyseliny retinové. AKR1B10 redukuje
all-trans-retinal na retinol. Kyselina retinova se podili na regulaci bunécné proliferace
a diferenciace. Avsak jeho nadmérna exprese mtze zpisobit snizeni hladiny kyseliny
retinové a naslednou ztratu funkce, ¢imz dochézi k rozvoji karcinomu (Barski et al. 2008,
Rizner 2012)

Nadméma exprese tohoto enzymu je proto povazovana za jeden z cennych
biomarkert a prognostickych indikéatort nddorovych onemocnéni. Cileni na AKR1B10

pomoci specifickych inhibitori mize byt novou strategii v 1écbé (Huang et al., 2016).

2.2.1.4 AKRI1C1-1C4 (hydroxysteroiddehydrogendzy)

Lidské aldo-ketoreduktazy AKRIC hraji zésadni roli v metabolismu vSech
steroidnich hormonti, konjugovanych steroid, Zluovych kyselin, biosyntéze
neurosteroidi a syntetickych terapeutickych steroiddi (hormondlni substitucni terapie,
steroidni protizanétliva léciva). Tyto enzymy katalyzuji NAD(P)(H)-dependentni redukci
steroidt v pozicich C3, C5, C17 a C20 za vzniku 3a/B-, 17B- a 20a-hydroxymetabolitt
v riznych koncentracich (RiZner & Penning, 2014). Podrodina AKRI1C sdili vysoké
procento aminokyselinové sekvencéni identity, ktera se pohybuje v rozmezi 84 az 98 %.
Naptiklad AKRICI a AKR1C2 se lisi pouze sedmi aminokyselinovymi zbytky (Zeng et
al., 2017).

Vsechny enzymy podrodiny AKR1C jsou exprimovany v jaterni tkani. Navzajem
se li§i svou extrahepatélni distribuci. V jaterni tkani je primarné exprimovan AKR1C4,

zatimco geny AKRI1C2 a AKRIC3 jsou hojn€ exprimovany v prostaté¢ a prsni tkéni.
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Modulace v expresi jednotlivych AKR1C enzymi souvisi s vyvojem karcinomu prostaty,
prsu a endometria. Mutace jsou zodpovédné za dysgenezi pohlavniho vyvoje (Rizner &
Penning, 2014). Naptiklad AKR1C3 je vysoce exprimovan v tkani karcinomu prostaty
a prsu, kde stimuluje proliferaci malignich bun¢k, ¢imz se stal slibnym biomarkerem
a potencialnim terapeutickym cilem (Tian et al., 2016).

Protein AKRIC3 ma nejvyssi katalytickou uc¢innost ze vSech ¢lenti podrodiny
AKRIC, katalyzuje pfeménu prostaglandini H2 a D2 na PGF2a a 9a,11B-PGFa.
Dale reverzibilné redukuje estrogen a progesteron, a podili se na pfeméné
A4-androsten-3,17-dionu na testosteron. Timto mechanismem se nadmérné exprimovany
AKR1C3 aktivné podili na karcinomu prostaty ¢i prsni tkané (Zeng et al., 2017).

Podobné jako AKRIC3 je i AKRICI vysoce exprimovan v tkani karcinomu
prostaty. Ucastni se také karcinomu plic, kde je hojn& exprimovan v bronchialnim epitelu,
pfedevsim pro schopnost metabolické aktivace PAH obsazenych v tabakovém koufi.
Nedavné studie prokazaly, ze snizend exprese tohoto enzymu je spojena se snizenym
prezitim u pacientl s karcinomem prsu (Zhu et al., 2018).

Kromé toho se AKRICI i AKR1C3 ucastni metabolismu 1é¢iv, ¢imZ zplsobuyji
Iékovou rezistenci. Pfikladem miize byt DAU a DOX, kter¢ jsou metabolizovany na méné

ucinné sekundarni alkoholy (Tian et al. 2016, Zeng et al. 2017).

2.2.1.5 AKR7A2 (aflatoxinreduktaiza)

Aldo-ketoreduktaza 7A2 (AKR7A2) je jednim z ¢lent nadrodiny oxidoreduktaz
zavislych na NADP(H), které redukuji aldehydy a ketony na jejich primarni a sekundérni
metabolity (alkoholy). Nazev aflatoxinreduktaza je odvozen od schopnosti metabolizovat
dialdehyd aflatoxinu B1 na netoxicky alkohol. Na rozdil od monomernich enzymu
nadrodiny AKRI jsou proteiny AKR7 funkéni dimery (Barski et al. 2008,
Quifiones-Lombraia et al. 2019).

Enzym je pfitomen v mnoha tkénich, v€etné mozku, jater ¢i ledvin. Déle byla
prokazéana jeho akumulace ve specifickych oblastech mozku pti Alzheimerové chorobé
(Singh et al., 2015). Metabolizuje Sirokou Skédlu endogennich 1 exogennich sloucenin
obsahujicich karbonylovou skupinu, vcetné¢ antracyklinovych chemoterapeutik
(Quinones-Lombrana et al., 2019).

Pivodné byl AKR7A2 identifikovan jako sukcinat-semialdehydreduktaza

v lidském mozku ucastnici se metabolismu 7y-aminomdselné kyseliny (GABA).
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Zde je zodpovédny za redukci sukcinat-semialdehydu (metabolit neurotransmiteru
GABA) na y-hydroxybutyrat (GHB). Enzym se také podili na detoxifika¢nich drahdch
prostiednictvim redukce toxickych karbonylovych slouc¢enin vznikajicich pti peroxidaci
lipidd, coz naznacuje jeho ochranou roli vii¢i produktim oxida¢niho stresu (Singh et al.,
2015).

AKR7A2 je nejhojngji se vyskytujici enzym metabolizujici antracyklinova
chemoterapeutika v lidském myokardu, ¢imz pfispiva k syntéze kardiotoxickych
metabolitd. Riziko kardiotoxicity souvisi s celkovou kumulativni expozici, vékem,
pohlavim ¢i trizomii 21 chromozomu (Downtiv syndrom) (Quifiones-Lombraiia et al.,
2019).

Lécba antracykliny také mize vést ke zméndm v expresi a struktuie AKR7A2.
Jednou z pficin je metylace DNA. Hoefer et al., 2016 ve své studii predstavil metylaci
DNA v mistech dinukleotidu CpG -865 a CpG -232, ktera je spojena se syntézou

kardiotoxického daunorubicinolu.

2.2.2 Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem (SDR)

Nadrodina enzyml SDR je povaZovéana za nejrozsahlej$i nadrodinu skladajici
se z vice nez 47 000 ¢lent. Proteiny této nadrodiny vykazuji vysokou divergenci. Sdili
spole¢nou zakladni strukturu, tzv. Rossmantiv zahyb, skladajici se z o/f fetézct. Diky
této struktufe jadra je enzym schopny vazat NAD(P)(H). AvSak kromé zékladni struktury
sdili pouze nizkou podobnost v sekvenci aminokyselin (20-30 %) (Beck et al., 2017).

SDR enzymy se podileji na metabolismu celé fady molekul, vcetné steroidnich
hormont, zluCovych kyselin, prostaglandintl, retinoidd, mastnych kyselin, aminokyselin
sacharidli, krom¢ toho se TUcCastni 1 metabolismu xenobiotik. SDR jsou
NAD(P)(H)-dependentni enzymy s oxidoreduktdzovou aktivitou (Beck et al. 2017,
Kavanagh et al. 2008).

V lidském genomu bylo identifikovano vice nez 80 genti kodujicich SDR enzymy.
Navrzeny systém nomenklatury oznacuje dehydrogenazy/reduktazy s kratkym fetézcem
zakladnim kofenovym symbolem ,,SDR*. Nasleduje ¢islo rodiny a pismeno oznacujici
typ SDR. Celkem bylo popsano 7 riznych typua: ,,Classical (C)“, ,.Extended (E)“,
»Intermediate (1), ,,Divergent (D), ,,Complex (X)*, ,,Atypical (A)* a ,,Unassigned (U)*
(Persson et al. 2009, Persson & Kallberg 2013, Skalova 2017).
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Enzymy metabolizuji pfedev§im fyziologické endogenni slouceniny, avSak
ncékteré SDR se ucastni také metabolismu 1éCiv. Byly zkoumany jako potencidlni
terapeutické cile a vyvoj jejich inhibitort je jednim ze slibnych cilti v 1é¢bé malignich

onemocnéni (Skalova, 2017).

2.2.2.1 CBR1

Karbonylreduktaza 1 (CBR1, SDR21C1) je vSudypiitomny enzym vyuzivajici
jako kofaktor NADPH, ktery patfi do nadrodiny dehydrogenaz/reduktaz s kratkym
fetézcem. Jedna se o monomerni cytosolicky enzym (30kDa), ktery nalezneme
zastoupeny v mnoha riznych tkanich vcetné jater, CNS ¢i placenté¢ (Matsunaga et al.
2015, Skalova 2017). Katalyzuje redukci vyznamného mnoZstvi endogennich
karbonylovych sloucenin, jako jsou prostaglandiny, chinony, ketosteroidy, cytotoxické
aldehydy odvozené od peroxidace lipidi (Matsunaga et al., 2015).

CBR1 plni ulohu fyziologického regulatoru metabolismu prostaglandinti jako
9-ketoreduktdza. Enzym katalyzuje pireménu prostaglandinu E> (PGEz), jenz
je mediatorem horecky, na méné aktivni metabolit PGFa (Gonzalez-Covarrubias et al.,
2007).

Dal§im substrdtem CBR1 je 4-oxo-2-nonenal, ktery je redukovan na
4-hydroxy-2-nonenal, 4-oxo-2-nonenol a 4-oxononanal, ¢imz dochazi k inaktivaci této
vysoce reaktivni slou¢eniny (Matsunaga et al., 2015).

Jednim z nejvyznamngjSich substratl jsou chinony, vcetné ubichinonu-1
¢1 tokoferolchinonu. Ubichinon neboli koenzym Q je konstitutivnim faktorem v dychacim
fetézci a tokoferolchinon chrani lipidy biologickych membran pied peroxidaci lipidi
(Jang et al., 2012).

Enzym také ucinné katalyzuje pfeménu riznych exogennich karbonylovych
sloucenin, napt. antracyklinovych chemoterapeutik ¢i akroleinu. Pti redukci DOX a DAU
vznikaji pfislusné sekundarni alkoholy. Takto zredukované lé¢ivo vede k rozvoji
rezistence malignich bunék, protoZe vzniklé alkoholy maji snizeny protinddorovy t¢inek.
Bylo publikovano, ze zvysSena exprese CBR1 je spojena s metabolismem DAU u AML
blastli a se zvySenou intraceluldrni hladinou daunorubicinolu (Jordheim et al. 2015,
Matsunaga et al. 2015).

Nékteré studie prokézaly vliv CBR1 na terapii akutni promyelocytarni leukémie

pomoci As20O3;. Nadmérna exprese CRB1 ¢ini leukemické bunky odolné vici této
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sloucening, coz zplsobuje jejich rezistenci k apoptoze. Potlaceni exprese tak mize byt

potencidlnim cilem v 1€¢bé riznych leukémii (Jang et al., 2012).
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2.3 ANTRACYKLINOVA CHEMOTERAPEUTIKA

Antracykliny jsou Siroce pouzivané a ucinné chemoterapeutické latky. Ziskavaji
se zbakterii rodu Streptomyces. Pouzivaji se k 1é¢bé leukémii a mnoha dalSich
hematologickych malignit. V klinické praxi jsou antracykliny hojné¢ vyuzivany, avsak
maji vysoké kardiotoxické ucinky, které omezuji jejich ddvkovani (Shaul et al., 2013).

Mezi nejbéznéjsi antracykliny fadime: DOX, DAU, epirubicin ¢i idarubicin.
Jednotlivé derivaty maji podobnou tetracyklickou strukturu, ale lisi se svymi funkénimi
skupinami, ¢imz je rozdilna také jejich mira protinadorové aktivity a kardiotoxicity.

Prvnimi zavedenymi v klinické praxi byly DOX a DAU (Shaul et al., 2013).

2.3.1 Chemicka struktura

Antracykliny sdileji podobnou tetracyklickou aglykonovou strukturu tvorenou
¢tyfmi cyklohexanovymi fetézci s daunosaminovou cukernou slozkou na uhliku C7
a sousedni chinon-hydrochinonovou skupinou na B a C kruhu. Na uhliku C4 je navazéna
methoxy skupina, C13 uhlik obsahuje karbonylovou skupinu a C9 uhlik ma navazany
kratky postranni fetézec (Obr. 3) (McGowan et al., 2017).

DAU a DOX maji podobnou strukturu. Jediny rozdil mezi témito dvéma
slouceninami je v primarnim fetézci, kde DOX je zakoncen hydroxylovou skupinou,

zatimco DAU methylovou skupinou (Mele et al., 2016).

Daunorubicin Doxorubicin

Obr. 3 Struktura antracyklint. Upraveno dle (Tripaydonis et al., 2019).
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2.3.2 Metabolismus antracyklint

Znalost metabolismu antracyklinii je zdkladem pro pochopeni mechanismi
kardiotoxicity indukované témito 1éky. Antracykliny mohou prochazet tfemi riznymi
cestami  metabolismu: dvouelektronovou redukci, jednoelektronovou redukci

a deglykosidaci. Cast antracyklint se z téla vyluéuje beze zmény (Mele et al., 2016).

Dvouelektronova redukce

Vysledkem dvouelektronové redukce karbonylové skupiny navazané na uhlik
C13 je vznik sekundarnich alkoholli (doxorubicinol, daunorubicinol). Do redukce jsou
zapojeny karbonylredukujici enzymy. Vzniklé alkoholy jsou vyrazné polarnéjsi, hromadi
se v srdci a vytvari dlouhodoby toxicky rezervoar, ktery je jednou z pfi¢in kardiotoxicity.
Tato cesta je povaZzovana za primarni metabolickou cestu (Obr. 4) (Mele et al. 2016,

Menna & Salvatorelli 2017).

Jednoelektronova redukce

Chinonova skupina na C kruhu antracyklinii je nachylna k jednoelektronové
redukci. V tomto typu redukce hraji roli pfedev§im NADH a NADPH, které pusobi jako
koenzymy a darci elektront. Antracyklin pfijimé elektron a pfidava ho k chinonové
skupiné na C kruhu. Vznikd volny semichinonovy radikal, ktery rychle regeneruje
puvodni chinon redukei kysliku, ¢imz vznikaji reaktivni formy kysliku (superoxid anion
a peroxid vodiku). Vzniklé volné radikaly jsou vysoce toxické a reaguji s lipidy, proteiny

1 nukleovymi kyselinami (Obr. 4) (Mele et al. 2016, Menna & Salvatorelli 2017).
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| | Anthracycline Reservoir

CARDIOTOXICITY

Obr. 4 Metabolismus antracyklinii jednoelektronovou a dvouelektronovou redukci.
ROS = reaktivni formy kysliku; DOX = doxorubicin; DOXOL = doxorubicinol.
Upraveno dle (Menna et al., 2008).

Deglykosidace

Dalsim redukénim procesem, ke kterému dochdzi pifi metabolismu
je deglykosidace, jenz predstavuje piiblizné 1-2 % metabolismu antracyklind. Dochazi
ke $tépeni glykosidické vazby a karbonylové skupiny postranniho fetézce. Vysledkem
je vznik 7-deoxyaglykont a hydroxyaglykonti. (Edwardson et al. 2015, Mele et al. 2016).
Bylo popsano, Zze do této metabolické drahy jsou zapojeny glykosiddzy (hydrolazy,
reduktdzy) zévisle na NADPH (napfiklad NADPH chinonoxidoreduktazy
a NADPH-cytochrom P450 reduktazy (Mele et al. 2016).

Oxidacni degradace

Nedéavno bylo popsano, ze kromé vyse uvedenych metabolickych drah zaloZzenych
na redukcénich procesech, mize DOX podléhat oxida¢ni degradaci katalyzované

peroxiddzami. Ukdazalo se, ze produktem této reakce je méné toxickd latka nez
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puvodni DOX. Oxida¢ni degradace, tak predstavuje zpusob, jakym lze snizit

kardiotoxicitu antracyklinti (Mele et al., 2016).

2.3.3 Mechanismus uc¢inku

Pfesny mechanismus, kterym antracykliny piisobi na buiiky, neni dosud zndm,
avSak je pravdépodobné, ze bude multifaktoridlni. Mechanismy ptisobeni antracyklina
jsou zaloZeny na interakci s jadrem, mitochondriemi ¢i biologickymi membranami.
Predpoklada se, ze antracykliny inhibuji proliferaci rychle se délicich bunék. Maji
schopnost interkalace mezi sousedni pary bazi DNA, zesitovat je a tvofit adukty. Bylo
také zjiSténo, ze antracykliny inhibuji topoizomerazu II ¢i jsou schopné vytvaret volné
radikaly, ¢imz zpasobuji poskozeni DNA a oxidaci lipidd. Mechanismus uc¢inku
antracyklinii ma pfimou souvislost s jejich nezadoucimi ucinky (Edwardson et al. 2015,
Mele et al. 2016).

Tohoto mechanismu se hojné vyuziva v 1écbé malignich onemocnéni. Topoizomerazy
jsou zodpovédné za organizaci tercialni struktury, ¢imz zabraiiuji nadmérné torzi
a poSkozeni DNA, dale hraji roli v pritbéhu bunécného dé€leni (Internet 10).

Existuje nékolik typt délenych na zaklad¢ struktury a mechanismii. Monomerni
topoizomeraza | katalyzuje tvorbu jednovldknovych zlomi, zatimco topoizomeraza II
se vaze na oba fet€ézce DNA (Marinello et al.,, 2018). Topoizomeraza II (Top2)
se vyskytuje ve dvou izoforméach: alfa a beta. Top2a je vysoce exprimovan v bunikach
s prolifera¢ni aktivitou (maligni i nemaligni buiiky), ma schopnost rozstépit ob¢ vldkna
DNA béhem replikace a transkripce. Tato izoforma enzymu je hlavnim cilem
antineoplastické 1écby antracykliny (Mele et al., 2016). Druha izoforma, Top2p,
je typicka ptedevs§im pro klidové bunky (kardiomyocyty) a jeho exprese se v pribchu
bunécéného cyklu neméni (McGowan et al., 2017).

Mechanismus inhibice topoizomerazy, vyuzivany pii 1écb€ antracykliny, je jejich
schopnost navazat se na Top2a a DNA. Dochézi tak k inhibici enzymu a stabilizaci zlomu
DNA. Zastaveni replikace DNA nasledné iniciuje u nadorovych buné€k apoptdzu

(Capeloa et al., 2020).
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2.3.4 Kardiotoxicita

Vzhledem k vysoké ti¢innosti jsou antracyklinovd chemoterapeutika zahrnuta do
1écby nadort, leukémii a jinych hematologickych onemocnéni. AvSak jednim
z limitujicich nezadoucich ucinki je kardiotoxicita.

Toxicky ucCinek antracyklinii vede k pfimé ztrat¢ kardiomyocytl, sniZeni
kontraktility srdecnich svali a poskozeni mikrovaskulatury (tj. arterioly, prekapilary,
kapilary a venuly). Antracykliny navic ovliviiuji srde¢ni progenitorové bunky
a fibroblasty, kter¢ fyziologicky napomahaji reparaci jiz poSkozeného srdce (Sadurska,
2015).

Kardiotoxicita zahrnuje mnoho slozitych mechanismt, které stale nejsou zcela
objasnény. Existuje nékolik hypotéz, které popisuji a vysvétluji vznik. Hypotéza
oxidacniho stresu byla povazovana za jednu z hlavnich ptic¢in kardiotoxicity. Dochazi pti
ni k indukei vzniku volnych radikalt a peroxidaci lipidi tvoficich bunééné membrany
(Sadurska, 2015). Presny mechanismus uc¢inku je popsan vySe v kapitole 2.3.2. Krom¢
enzymového mechanismu muze dochéazet k tvorbé volnych radikali také formovanim
komplexi metabolismem vzniklych alkoholii (daunorubicinol) s trojmocnym Zelezem
(Puchnerova et al., 2016).

Nov¢jsi studie prokazuji, Ze hypotéza oxidacniho stresu neposkytuje dostatecné
vysvétleni vSech aspektl toxicity. Ackoli pfesné mechanismy nebyly zcela vysvétleny,
predpokladd se, ze antracykliny poSkozuji né€které hlavni proteiny, které reguluji
kontraktilitu srdecniho svalu. Jednim znich je titin, jenZ vytvafi myofilamenta
a dystrofin, jehoZz poskozeni zvySuje riziko dilata¢ni kardiomyopatie (Sadurska, 2015).

Dalsi pfi¢inou toxicity je afinita antracyklini k vnitini sloZce mitochondrialni
membrany zvané kardiolipin. Kardiolipin, jehoz naboj je zaporné nabity, ma vysokou
afinitu k antracyklinovym chemoterapeutikim, jenzZ maji kladny néboj. Spolecné
vytvareji ireverzibilni komplex. Diky nému mohou antracykliny pasivné vstupovat do
buiikky a hromadit se. Dochazi k tvorb& reaktivnich forem kysliku, jenz pfispivaji
k peroxidaci lipidd, poskozeni proteini 1 signalnich molekul. Kardiolipin je duleZity pro
aktivaci fady enzymi pifitomnych v dychacim fetézci. Vzhledem ktomu, ze
je v komplexu s antracykliny, nemiZze jiz aktivovat enzymy a v mitochondriich pak
nasledné dochdzi inhibici dychaciho fetézce, ¢imz snizuji produkci energie ve formé
ATP. Antracykliny tak mohou nendvratné poskodit produkci energie, ¢imz narusuji

schopnost vyvolavat odpovidajici kontrakci (Puchnerova et al. 2016, Renu et al. 2018).
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V posledni dobé¢ je znacnd Céast odpovédnosti za kardiotoxicitu pfipisovana
inhibici Top2. Jak jiz bylo zminéno v piedchozi kapitole, inhibice topoizomeraz se
vyuziva pii 1écbé antracykliny. Vzhledem k tomu, Ze kardiomyocyty jsou pievazné
ned¢licimi se bunkami, byl jejich u¢inek zpocatku povazovan za pouze antineoplasticky
(Bernstein, 2018). AvSak topoizomeraz je vice typu, napiiklad jiz zminéna Top2a, jenz
hraje pfi antracyklinové 1é€bé vyznamnou roli. Naopak, druhy typ topoizomerdzy II —
Top2p, je spojovan s dlouhodobymi vedlejSimi nezddoucimi G¢inky. Enzym se nachazi
predevsim u dospélych zdravych bunék (kardiomyocyty). V tomto pfipadé se
antracykliny vazi, podobné jako u Top2a, na enzym (Top2p) i DNA, avSak jejich zanik
probiha jinym zptisobem (Puchnerova et al., 2016). Dochazi k potlaceni receptoru
aktivovaného peroxisomovym proliferdtorem (PPAR), ktery reguluje oxidaéni
metabolismus v mitochondriich. To vede k mitochondridlni dysfunkci, zvySené apoptdze
a tvorbé volnych radikalii (McGowan et al., 2017).

Dalsi pric¢inou, pii které opét vznikaji volné radikaly a ROS, je jednoelektronova
redukce antracyklinli katalyzovana syntdzou oxidu dusnatého (Edwardson et al., 2015).

Rizikovymi faktory pro vznik kardiotoxicity jsou vék (pfedevsim déti a star$i
osoby), jind jiz existujici kardidlni onemocnéni, hypertenze a radioterapie v oblasti levé
hrudni stény a prsu. Daéle mezi rizikové faktory patii soucasné podavéani jinych
kumulativni davka antracyklinti. S nariistajici ddvkou narlsta i riziko kardiotoxicity: pii
kumulativni ddvce 450 mg/m? je nariist rizika 4 %, pii davce vyssi nez 500 mg/m? je
nartst az 10 %. Pouziti antracyklind v 1écbé malignich onemocnéni je tedy limitované
kumulativni davkou. Sila Gi¢inku zavisi na podané dédvce, jenz se lisi u jednotlivych 1é€iv

1 pacientl (Petrakova 2011, Svoboda 2010).
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2.4 VYBRANE INHIBITORY TYROSINKINAZ

Kinazy se fadi mezi enzymy, které¢ ptendseji fosfatovou skupinu na protein,
zatimco fosfatdzy odstraiuji fosfatovou skupinu z proteinu. Spolecné se tyto dva
enzymatické procesy podileji na posttranslacni modifikaci proteinti a jejich aktivity
v bunice (Bhullar et al., 2018).

Tyrosinkinazy (TK) jsou podskupinou enzymt patficich do skupiny proteinkindz
(PK), které katalyzuji ptenos y-fosfatové skupiny z ATP na tyrosinové zbytky proteint.
Fosforylace ovliviiuje Sirokou Skalu vlastnosti proteinii a hraje dtlezitou roli v riznych
regulacnich procesech bunky. Dochazi ke konformacnim zménam, ¢imz je zménéna
katalyticka aktivita a ovlivnéna funkce proteinu (Obr. 5). Tento dilezity mechanismus je
klicovy pro regulaci bunécné aktivity v reakci na podnéty a pro mediatory signalni
kaskady uvnitt bunky. Signdly jsou pfendSeny pres membrany do jadra bunky, kde
aktivaci €i inhibici transkripénich faktorG dochazi k ovlivnéni exprese cilovych genli
(Bhullar et al. 2018, Internet 4). Takto se TK podileji na bunécném déleni, diferenciaci,
rustu, migraci, metabolismu ¢i apoptoze (Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Klasifikace rozd¢luje TK na receptorové a nereceptorové proteinové kinazy podle
jejich struktury. Receptorové tyrosinkindzy (RTK) jsou membranové proteiny, které
se podileji na transmembranové signalizaci pfenosem extracelularnich signalti z povrchu
buiiky do cytoplazmy (Arora & Scholar, 2005). RTK maji tfi ¢asti: extracelularni doménu
vazajici ligand, transmembranovou oblast a intracelularni katalytickou doménu s vlastni
tyrosinkindzovou aktivitou. Neaktivni RTK je prezentovan jako monomer, jakmile
se navaze specificky ligand (extracelularni signalni molekula) na extracelularni doménu
dojde k indukci dimerizace receptoru, ktera vede ke konformacni zméné a nasledné
kiizové fosforylaci tyrosinovych zbytkli. Aktivované fosforylované zbytky
se shromazd'uji jako signdl, ktery iniciuje kaskadu intraceluldrnich signalnich drah

a ovliviiyje tak buné¢nou proliferaci ¢i apoptdzu (Shukla et al. 2012, Wu & Fu 2018).
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Obr. 5 Mechanismus plsobeni TK. Upraveno dle (Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Mezi RTK se tadi receptor epidermélniho rustového faktoru (EGFR), receptor
rustového faktoru z desticek (PDGFR), receptor fibroblastového rustového faktoru
(FGFR) a inzulinovy receptor (IR) (Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Naopak nereceptorové tyrosinkinazy (NRTK) jsou cytoplazmatické proteiny, coz
ukazuje na nepfitomnost extracelularni domény a transmembranové oblasti. Jejich funkci
je prenos signalu do jadra. Nachazeji se v cytosolu, jadie a na vnitini stran¢ plazmatické
membrany. Jsou aktivovany intracelularnimi signdly a Ize je povaZovat za downstream
faktory spousténé RTK (Wu & Fu, 2018). Podle podobnosti ve struktufe domény
se NRTK rozd€luji na rodiny, napf. protonkogen tyrosin-protein kinazy (SRC),
Abelsonovy tyrosinkinazy (ABL), fokalni adhezni kindzy (FAK) ¢i Janusovy kinazy
(JAK) (Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Nedavny pokrok ve studiu TK prokézal jejich roli v patofyziologii nadorovych
onemocnéni. Aktivita TK v jadie zahrnuje kontrolu bunééného cyklu a vlastnosti
transkripcnich faktorti (Internet 4). Fyziologicky je fosforylace pevné fizena ucinkem
tyrosinkindzy a tyrosinfosfatdzy, avSak existuje n€kolik mechanismii (mutace, nadmérna
exprese genu), diky kterym mulze dochazet ke zmeéné jejich funkce. (Paul &

Mukhopadhyay, 2004). Nepfetrzita aktivace signdlnich drah a abnormalita ve struktufe
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¢i funkci vede k naruSeni pfenosu signdlu, a tim ke zvySené bunééné proliferaci a snizené
apoptéze. Tato nerovnovaha vede k zahajeni procesu onkogenni transformace
normalnich bun¢k na maligné zvrhlé (Shukla et al. 2012, Wu & Fu 2018).

Jednou ze strategii pro kontrolu transformované aktivity TK je inhibice jeji
katalytické aktivity, ¢imz dochazi k blokaci naslednych signalnich drah vedoucich do
jédra bunky. Hlavni cilem bylo vyvinout inhibitory s malymi molekulami, které mohou
blokovat fosforylaci zprostfedkovanou kindzami. Inhibitory tyrosinkinaz (TKI)
predstavuji syntetické ¢i pifirodni molekuly, jejichz vyvoj zacal v poloviné 70. let.
Nejvétsi prulom nastal v roce 2001, kdy byl imatinib schvalen pro 1écbu CML. Bylo
vyvinuto né€kolik tfid inhibitorh, které inhibuji aktivitu transformovanych kinaz na
ruznych Grovnich (Bhullar et al., 2018).

Inhibitory proteinkinaz (PKI) jsou déleny do kategorii podle jejich schopnosti
katalyzovat ptenos terminalniho fosfatu ATP na substrat. Zpocatku byly PKI s malymi
molekulami klasifikovany do tfi tfid, oznaCovany jako inhibitory kinazy typu I, II a III.
Dar a Sakot (2011) definovali inhibitory kinazy typu I jako ,,malé molekuly vézajici se
na aktivni konformaci kindzy v misté¢ fosforylace,” inhibitory typu II jako ,,malé
molekuly vézajici se na neaktivni konformaci kindzy*“ a inhibitory typu III jako
alosterické inhibitory. Pozdé&ji Gavrin a Saiah (2013) rozdélili alosterické inhibitory typu
IIT do dvou podtiid (IIT a IV). Poté byly pfidany také bivalentni molekuly, oznacené jako
inhibitory typu V (kovalentni inhibitory) (Bhullar et al., 2018).

Mechanismus pusobeni vétSiny TKI spoc¢ivd v kompetici o vazebné misto na
katalytické doméné s molekulou ATP, tim dochazi ke sniZeni fosforylace TK 1 pferuSeni
naslednych signélnich drah. Tento proces vede k inhibici prolifera¢ni aktivity malignich
bunék, cozZ vede k zastaveni bunécného riistu a indukci apoptdzy (Jiao et al. 2018, Wu &
Fu 2018).

Soucasna terapie pomoci TKI ¢i chemoterapeutickymi latkami v§ak zaznamenala
vznik rezistence malignich bunék a znacny cytotoxicky Uc¢inek. Vlastni nebo ziskana
rezistence je jednim z diivodil selhani 1écby, coz vede k recidivé onemocnéni a nakonec
k relapsu az smrti pacienta (Wu & Fu, 2018).

Nékteré nedavné piehledy se rozsdhle zabyvaly interakcemi TKI s ABC
transportéry. Ukdzalo se ze, TKI mohou byt inhibitory tyrosinkindz 1 ABC transportért.
Tyto transportéry funguji jako obranny systém malignich bun€k proti
chemoterapeutickym 1é¢iviim prostiednictvim aktivniho efluxniho mechanismu, coz

vede ke snizené intracelularni koncentraci dan¢ho 1é¢iva v buiice a sniZeni jeho u€innosti.
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TKI jsou schopny branit tomuto procesu v ABC transportérech, podporovat tak
akumulaci 1é¢iva v bufice a zvySovat jeho u¢innost (Wu & Fu 2018, Zhang et al. 2014).

Ukazalo se, ze nékteré TKI maji schopnost inhibovat karbonylredukujici enzymy
podilejici se na pieméné antracyklinovych chemoterapeutik na jejich sekundarni
alkoholy. Jako piiklad lze uvést buparlisib. TKI, u kterého bylo prokazano, ze inhibuje
také enzym AKR1C3 (Bukum et al., 2019).

2.4.1 Ibrutinib

Ibrutinib (Obr. 6) je prvnim ireverzibilnim peroraln¢ podavanym inhibitorem
s malou molekulou, ktery se vdZe na Brutonovu tyrosinkindzu (BTK). BTK se castni
signalnich drah B-bunécného receptoru (BCR) nezbytna pro proliferaci B-lymfocytu,
ktera hraje vyznamnou roli v etiopatogenezi B-lymfoproliferativnich onemocnéni
(Feckova Mihalyova et al. 2016, Wu et al. 2016).

Mechanismus uc¢inku ibrutinibu je zalozen na kovalentni vazbé s cysteinovym
zbytkem (Cys481) BTK. Vazbou dochazi k zamezeni fosforylace substrati ¢imz dochazi
k inhibici signdlnich drah v receptorech B-lymfocyti. Takto ibrutinib G¢inn€ znemoziuje
pfezivani a proliferaci nadorovych bunék B-lymfocyti (Feckova Mihalyova et al. 2016,
Internet 5).

Ibrutinib neni zcela selektivnim inhibitorem. Kromé inhibice BTK byl popsany
inhibi¢ni efekt 1 na dalsi kindzy v normélnich 1 nadorovych B-lymfocytech. U ibrutinibu
byla také prokdzana schopnost inhibovat karbonylredukujici enzymy (AKRIBI10,
AKRIC3). Nejucinnéji byl inhibovan AKR1C3 na urovni rekombinantniho enzymu.
Experiment byl proveden s vyuZitim DAU jako substratu, ktery byl redukovdn na méné
aktivni daunorubicinol (Hudacova, 2019).

Byly také pozorovany nezadouci u¢inky, mezi které patii napiiklad prijem,
unava, krvaceni, vyrazka ¢i fibrilace sini. Ve vétSiné ptipadi jde o nezdvazné komplikace
nevyzadujici pferuSeni 1écby (Feckova Mihalyova et al. 2016, Wu et al. 2016).

V terapii hematoonkologickych onemocnéni se ibrutinib fadi mezi nejucinné;jsi
inhibitory. Je indikovan pro lécbu chronické myeloidni leukémie (CLL), lymfomu

z plastovych bunck (MCL) a Waldenstromovy makroglobulinémie (Wu et al., 2016).
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Obr. 6 Chemicka struktura ibrutinibu. Pievzato z (Internet 5).

2.4.2 Akalabrutinib

Nov¢jsim ireverzibilnim inhibitorem BTK s malou molekulou je akalabrutinib
(Obr. 7), jenz je tazen do druhé generace inhibitorti. Byl navrzen za tcelem zvySeni
selektivity a schopnosti inhibice oproti ibrutinibu, a pfitom vykazoval snizeni
nezadoucich ucinkl pfedevsim diky minimalizaci plsobeni inhibitoru na jiné cile nez
BTK (Internet 6).

Podobné jako ibrutinib se i akalabrutinib vaze kovalentni vazbou na Cys481
ve vazebné doméné ATP, coz vede k inhibici enzymatické aktivity BTK. Ma zrychlenou
peroralni absorpci s kratkym polocasem rozpadu, coz vede k mensi toxicité a snizeni
nezadoucich ucinkl (Vreman et al., 2019).

U akalabrutinibu byla, na tirovni rekombinantniho enzymu, prokdzéna schopnost
inhibice enzymu AKR1C3 (Tomanova, 2019).

Tento inhibitor BTK je v soucasné dobé indikovan k 1é¢be dospélych pacientii
s lymfomem z plastovych bun¢k (MCL), kteti jiz podstoupili alespoii jednu piedchozi
terapii. Nedavno byl také schvalen pro 1écbu CLL (Internet 6).
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Obr. 7 Chemicka struktura akalabrutinibu. Pfevzato z (Internet 6).
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3 CIL PRACE

Akalabrutinib a ibrutinib inhibuji aldo-ketoreduktazu 1C3 a tim redukci DAU na
daunorubicinol na Grovni rekombinantniho enzymu (Hudacova 2019, Tomanova 2019).
Cilem této diplomové prace bylo studium potencidlniho inhibi¢niho ucinku
akalabrutinibu a ibrutinibu na aktivitu AKR1C3 na arovni bunétné linie HCT116
piechodné transfekované plazmidem kodujicim AKR1C3. Dalsim cilem bylo stanovit
vliv DAU v kombinaci s témito inhibitory na viabilitu bunééné linie KGla, kterd

piirozen¢ exprimuje AKR1C3 (Birtwistle et al., 2009).

Dil¢imi ukoly bylo:

1) Transfekce bunééné linie HCT116 plazmidem pCl a plazmidem pCI
se sekvenci kodujici AKRIC3 (pCI_AKR1C3).

2) Zjistit, zda studované TKI inhibuji pfeménu DAU na daunorubicinol
u HCT116 bunck se zvysSenou expresi AKRIC3. Pokud ano, stanovit
koncentraci inhibitoru potfebnou ke snizeni aktivity AKR1C3 na polovinu
(ICs0).

3) Stanovit vliv DAU, akalabrutinibu a ibrutinibu na viabilitu bunééné linie
KGla.

4) Stanovit vliv DAU v kombinaci se studovanymi TKI na viabilitu buné¢né linie

KGla a vyhodnotit, zda TKI zvySuji citlivost bunék viaci DAU.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 MATERIAL

4.1.1 Chemikalie a reagencie

Acetonitril (Sigma-Aldrich)
Antibiotika (PEN, STREP, AMP-B) (Lonza)
API voda (Braun)

Daunorubicin hydrochlorid (Toronto Reasearch Chemicals)

DMEM (Lonza)

DMSO (MP Biomedicals)

Ethylacetat (Sigma-Aldrich)

FBS (Sigma-Aldrich)

IMDM (Sigma-Aldrich)

JetPrime (PolyPlus)

JetPrime pufr (PolyPlus)

Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)

L-glutamin (Sigma-Aldrich)

Lyzaéni pufr (Katedra biochemickych véd, (KBV))

PBS (Sigma-Aldrich)

PMS (Sigma-Aldrich)

Trypanovéa modf (Sigma-Aldrich)

XTT (Sigma-Aldrich)
4.1.2 Inhibitory

Akalabrutinib (Selleck Chemicals)

Ibrutinib (Selleck Chemicals)
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4.1.3 Bunécéné linie

HCT116 (linie lidského kolorektalniho karcinomu) (Sigma-Aldrich, ECACC)
KGla (linie lidské kostni dfené s akutni myeloidni leukémii) (Sigma-Aldrich, ECACC)
Plazmid pCI (Generi Biotech)

Plazmid pCI_AKRI1C3 (KBV)

4.1.4 Pomiicky a pristroje

Pomuicky:
24-jamkova desticka (TPP)
96-jamkova desticka (TPP)
Automatické mikropipety (0,5 pl—1 000 pl) (Sartorius Biohit)
Flakonky (VWR)
Filtry (VWR)
Gumova septa (Agilent Technologies)
Kultiva¢ni lahve (Fisherbrand)
Mikrozkumavky (1,5 ml, 2 ml, 5 ml) (Eppendorf)

Navazovaci lodicky

Nitrilové rukavice

Pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25ml) (Eppendorf Research)
Plastova stiikacka

Plastové Spicky (Sartorius Biohit)
Plastova vicka na vialky

Polystyrenovy box na led

Stopky

Vialky sklenéné, Iml (Agilent Technologies)

Sterilni pomiicky v laminarnim boxe: Spic¢ky, automatické pipety, stojany na

zkumavky, pinzeta, vanicka
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Pristroje:

Analytické vahy Scaltec SBC 22

Centrifuga MiniSpin Plus

Fluorescencni mikroskop

Inkubator CO;

Laminarni box

Ptistroj na vyrobu ledové tiist¢ Scotsman AF80
Spektrofotometr

Termomixér Thermomixer compact

Ttepacka a minitfepacka Vortex Genius 3
Ttepacka

Ttepacka

UHPLC Agilent 1 290 Series
(Ultravysokotlakd kapalinova chromatografie)
Vakuovy koncentrator Concentrator plus
Vodni lazen

Vyvéva
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4.2 METODIKA

4.2.1 Experimenty na bunééné linii HCT116

4.2.1.1 Kultivace

Buiikky lidského kolorektalniho karcinomu (HCT116) byly kultivovany
v kultivaénim médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), které bylo z 10 %
doplnéno o fetdlni bovinni sérum (FBS). Toto sérum je pfidavano pro doplnéni
organickych latek (ristové faktory, bilkoviny, stopové prvky). Do média nebyla ptidana
zadna antibiotika. Kultivace probihala v inkubatoru za standardnich podminek (37 °C,

5% COy).

4.2.1.2 Pasazovani

Po urcité dobé je nutno buitkdm vyménit médium. Tim, Ze pocet bunck neustale
stoupd, dochazi k vy€erpani zivin obsazenych v médiu, coz zpisobuje odumirani bungk.
Proto je nutné ¢ast bunck odebrat a smisit s Cerstvym médiem. Diky tomu lze buiiky
dlouhodobé prechovavat.

Pti pasazovani se pracovalo ve vysterilizovaném laminarnim boxu. Z kultivaéni
lahvi¢ky (25 cm?) bylo nejprve odsato staré médium, nasledné byly adherované butiky
oplachnuty sterilnim pufrem PBS (5 ml), kterym je vymyt zbytek starého média, ¢imz je
usnadnéno nasledné plisobeni pridaného trypsinu. Po pfidani 1 ml trypsinu se kultivacni
lahvicka vlozila zpét do inkubdtoru na 1-5 minut za standardnich podminek, dokud
nedoSlo k uvolnéni bunék puasobenim pifidaného trypsinu. Uvolnovani bunék bylo
prubézné kontrolovano pod mikroskopem. Po uplynuti pfedepsan¢ho Casu se reakce
zastavila pfidanim 4 ml ptfedehiatého kultivacniho média (37 °C), pokud by se trypsin
nechal pusobit pfili§ dlouho, mohlo by dojit k natrdveni bun&k. Za zastaveni reakce je
zodpoveédny FBS piidavany do média, jenZ je schopen inaktivovat trypsin.

Pro naslednou kultivaci bunék bylo do nové kultivaéni lahvicky pfeneseno urcité
mnozstvi suspenze. Toto mnoZstvi bylo zjiS§téno pomoci mikroskopu z ptedchozi
lahvicky a nasledné doplnéno kultivaénim médiem na poZadovany objem 7 ml. Takto
pfipravena lahvicka byla lehce promisena a pienesena do inkubatoru, kde byla dale

inkubovéna za standardnich podminek.
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4.2.1.3 Transfekce

Transfekce je proces, pii kterém dochazi k zavedeni ciziho genetického materialu
bun¢k. Metody pouzivané pro pienos genetické informace se déli na fyzikalni
(elektroporace), chemické (napf. fosfore¢nanem vapenatym) a biologické (Internet 8).

K transfekci byl vyuzit plazmid pCI AKRIC3 se zakodovanym AKRIC3
enzymem i samotny pCI. Jako kontrola Gspésnosti transfekce byl pouzit plazmid kodujici
GFP (Green Fluorescence Protein).

Bunky HCT116 (300 000/1ml/jamka) byly pied samotnou transfekci nasazeny na
24-jamkovou desticku a inkubovany 24 hodin v inkubatoru pii standardnich podminkach.
Mnozstvi suspenze bun€k nasazené na desticku bylo vypocitano pomoci Biirkerovy
pocitaci komurky.

Pod kryci sklicko komtrky bylo napipetovano 10 ul suspenze bunék s trypanovou
modii, ktera byla pfiddna v poméru 1:1. Barvivo je pouzivano pro odliSeni mrtvych
a zivych bunék, jeho mechanismus je zaloZzen na aktivnim transportu ptfes bunécnou
membranu. Takto pfipravend Biirkerova pocitaci komiirka byla vloZena pod svételny
mikroskop, kde v kalibrovaném pocitacim poli o pfesné definovanych rozmérech byly
bunky spocitany. Pro ziskani poctu bunék v 1 ml byl celkovy pocet bun¢k ze vSech
9 ¢tvercil z nichz se pole sklada vydé€len poctem ctvercli a vynasoben fedicim faktorem.

Bunky byly nasazovany v koncentraci (300 000/1ml/jamka). MnoZstvi bunétné
suspenze a média, které bylo potieba pro smichéni dostatecného mnozstvi o pozadované
koncentraci bunék byla vypocitdna pomoci sméSovaci rovnice. Do kazdé jamky byl
pipetovan 1 ml buné¢né suspenze.

Samotna transfekce byla provedena 24 hodin po nasazeni bunck. Transfekéni
smési byly pfipraveny smichanim jetPRIME pufru s 0,75 pl transfekéniho c¢inidla
jetPRIME a 0,25 pg pCI. AKR1C3, pCI nebo plazmidu kodujiciho GFP. Celkovy objem
transfekéni smési byl 37,5 pl. Takto ptipravené smési byly inkubovany po dobu 10 minut
pfi pokojové teploté. Mezitim bylo z desticky odsato staré médium a vyménéno za 500 pl
Cerstvého média. Po inkubaci byly vzniklé smési ptepipetovany po kapkach do
jednotlivych jamek desticky s nasazenymi HCT116 buitkami. Nasledovala 24-hodinova

inkubace v inkubétoru za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO»).
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4.2.1.4 Priprava inhibitoru

Zasobni roztoky TKI akalabrutinibu a ibrutinibu (10 mM) byly pfipraveny
z inhibitort zakoupenych v praskové formé od firmy Selleck Chemicals a rozpustény
v dimethylsulfoxidu (DMSO), poté byly roztoky alikvotovany a v malych mnozstvi
uchovavany v mrazaku pfi teploté -20 °C.

DAU, téz zakoupeny v praskové formé od firmy Toronto Reasearch Chemicals
byl rozpustén v ultraCisté vodé (API) na zasobni roztok 5 mM. Roztoky byly
ptfipravovany v laminarnim boxu v den experimentu, aby nedoslo k jejich degradaci.

Zasobni roztok DAU byl pro potieby experimentu ziedén na koncentraci 1 uM,
a to smichanim 22 ml média a 4,4 ul DAU (5 mM). Roztok DAU v médiu byl nasledné
pouzit pro postupné fedéni akalabrutinibu a ibrutinibu (Tab. 7). Pro fedéni byla
pfipravena fada ctyt Eppendorf zkumavek. Do prvni zkumavky bylo napipetovano
1 973 ul média obsahujiciho 1 uM DAU a smichano s 2 ul TKI o koncentraci 10 mM.
Smés byla dikladné promichana. Takto byla pfipravena zkumavka obsahujici médium
s 10 uM TKI a 1 uM DAU. Nasledné bylo z prvni zkumavky odebrano 975 ul a smichano
s 975 ul média obsahujiciho 1 uM DAU. Obdobnym zplsobem bylo pokracovéano pii

ptipravé dalSich koncentraci (Tab. 7).

Tab. 7 Pipetovaci schéma pro fedéni akalabrutinibu, ibrutinibu

, Objem roztoku Ob,j om

Koncentrace Cellfovy obsahujiciho TKI (ul) med.la
TKI Faktor fedéni objem . J KD obsahujiciho
(M) (ul) (ptedchozi koncentrovanéjsi | uM DAU

roztok)
(uh
10000,000

10,000 1000,00 1975,0 2,0 1973,0

5,000 2,00 1950,0 975,0 975,0

1,000 5,00 2250,0 450,0 1800,0

0,500 2,00 1500,0 750,0 750,0

4.2.1.5 Proces inkubace

Po 24-hodinové inkubaci byla desticka s transfekovanymi bunkami HCT116
pfenesena do laminarniho boxu, kde bylo pfed inkubaci s pfipravenymi roztoky inhibitort

odsato veskeré médium pomoci vakuové pumpy, tak aby nedoslo k odsati adherovanych
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bunck. Thned po odsati média, v case 0, bylo pipetovano 500 pl nového média
obsahujiciho 1 uM DAU bez inhibitoru (neinhibovana reakce) nebo s inhibitorem
o koncentraci 0,5; 1; 5 a 10 uM (inhibované reakce) k bunkdm transfekovanym
pCIl _AKR1C3. Médium obsahujici 1 uM DAU bez ptidaného inhibitoru bylo pipetovano
také k bunkam transfekovanym plazmidem pClI (negativni kontrola). Po 2,5 a 5 hodinach
inkubace za standardnich podminek byl supernatant kultury ptenesen do ptipravenych
Eppendorf zkumavek a k adherovanym buitkdm na desticce bylo piidano 200 pul
lyza¢niho pufru (25 mM Tris-HCI, pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 % z Triton X-100), ktery
se nechal ptisobit 10 minut. Poté byl bunécny lyzat odebran a smichan se supernatantem
ve zkumavce. Nésledovala dvakrat provedena metabolitova extrakce, kdy ke smési byl
pfidan 1 ml etylacetatu, ktery byl po dobu 20 minut tfepan na tfepacce. Poté byly smési
odstfedény v centrifuze po dobu 2 minut pfi 14 500 rpm. Odstiedénd organicka faze se

shromazdila a odpaftila ve vakuu pti 37 °C, odpatfené vzorky byly nasledné zamrazeny.

4.2.1.6 Priprava vzorku na UHPLC

Pted analyzou pomoci UHPLC byly vzorky nejprve rozmrazeny. Poté bylo
pridano 50 ul UHPLC mobilni faze (HCOOH:ACN v poméru (v/v) 74:26), ve které byly

vzorky rozpustény. Takto pfipraveny vzorek byl pfepipetovan do vialek.

4.2.1.7 Analyza pomoci UHPLC

Daunorubicinol vytvoieny enzymatickou pfeménou DAU byl detekovan pomoci
chromatografického systému. Pro analyzu byl vyuzit UHPLC Agilent 1 290 Series, ktery
byl vybaven kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm; 1,8 um) a Infinity 1 290
filtrem.

Nastavené¢ parametry byly nasledujici: isokratickd eluce, pratokova
rychlost 0,7 ml/min, mobilni faze: 0,1 % kyselina mravenci/acetonitril v poméru
74:26 (v/v), teplota 40 °C, detektor: fluorescencni detektor (excitaéni vlnova délka
480 nm, emisni vlnova délka 560 nm). Objem nastfiku vzorku na kolonu ¢inil 10 pl.

Vyhodnocovanym kvalitativnim parametrem byl retencni Cas, jehoz hodnota
je specificka pro daunorubicinol. Kvantitativnim parametrem zde byla koncentrace, ktera
byla pocitana porovnanim hodnoty plochy pod pikem daunorubicinolu s kalibra¢ni

kiivkou.
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4.2.2 Experimenty na bunééné linii KGla,

4.2.2.1 Kultivace

Buriky lidské kostni dfené s akutni myeloidni leukémii (KG1a) byly kultivovany
v kultivacnim médiu IDMEM (Iscove’s DMEM), které¢ bylo z 20 % doplnéno o teplem
inaktivované FBS, déale o L-glutamin (2 mM) a antibiotika (penicilin, streptomycin,
amfotericin B). Kultivace probihala v inkubatoru za standardnich podminek (37 °C,

5% CO»).

4.2.2.2 Pasazovani

Podobné jako v pfedchozim experimentu s HCT116 buiikami je nutno buiikdm
ménit médium. Pfi pasdZovani se opét pracovalo ve vysterilizovaném laminarnim boxu.
Nejprve byl cely obsah kultivaéni lahvicky pfenesen do odpovidajici falkonky a stocen
na centrifuze (750 rpm/5 min). Nasledné bylo odsato veskeré staré médium. K buitkam
na dné falkonky bylo pfiddno malé mnozstvi nového kultivacniho média a buiky byly
spocitany pomoci Biirkerovy komurky pod mikroskopem. Pro néslednou kultivaci bunék
bylo do nové kultivacni lahvi¢ky pfeneseno takové mnozstvi suspenze, Ze vysledna
koncentrace bunék v nové lahvicce byla 100 000 bunc¢k v 1 ml média. Takto pfipravena
lahvicka byla lehce promisena a prenesena do inkubatoru, kde byla dale inkubovana

za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO»).

4.2.2.3 Test cytotoxicity na bunécné linii KGla

Nasazeni bunééné linie KGla

Pfed samotnym experimentem byly builky KGla nasazeny na 96-jamkovou
desticku. MnozZstvi suspenze bun¢k nasazené na desticku bylo taktéz vypocitano pomoci
Biirkerovy pocitaci komlrky. Bunééna suspenze byla nanesena na 96-jamkovou desticku,
kdy do kazdé jamky bylo pipetovano 50 pl v koncentraci 20 000 bun¢k/50 pl. Nakonec

byla desticka popséana a vlozena do inkubatoru. Buiiky byly nasazeny v den experimentu.
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Piiprava inhibitori pro kombinaéni studie a proces inkubace

Roztoky pro kombinacni studie byly pfipravovany v lamindrnim boxu v den
experimentu, aby nedoslo k jejich degradaci.

KGla patfi mezi suspenzni bunééné linie. U téchto linii nelze odebrat médium
a vymenit jej za médium obsahujici studovanou latku. Z tohoto diivodu bylo v priabéhu
experimentu nutné k 50 pl bunécné suspenze KGla nasazené na 96-jamkové desticce
ptidat 50 pl média obsahujici studovanou latku ve dvojnasobné koncentraci.

Nejprve byly piipraveny tii 5 ml Eppendorf zkumavky obsahujici médium
s akalabrutinibem v koncentraci 1, 2 a 10 uM a jedna 5 ml Eppendorf zkumavka
s ibrutinibem v koncentraci 1 uM. Takto piipravené roztoky byly dale pouzity pro
postupné fedéni DAU (Tab. 8).

V prvni zkumavce bylo smichano 781,7 ul média obsahujiciho TKI s 1,6 ul DAU
(1 mM) a vzniklad smés byla dikladné promichdna. Z této zkumavky bylo odebrano
483,3 ul a pipetovano do druhé zkumavky obsahujici 161,1 pl média s TKI. Do kazdé
dalsi mikrozkumavky bylo nésledné pipetovano predepsané mnozstvi smési z predchozi
mikrozkumavky a smichdno s médiem obsahujicim TKI podle Tabulky 8.

Kromé kombinacnich studii byl testovan také vliv samotného DAU, jehoz
jednotlivé koncentrace byly pfipraveny podle Tabulky 8. Na rozdil od kombina¢nich
studii zde bylo vyuzito €isté médium bez ptidavku inhibitoru. Métfen byl také samotny
TKI, ktery byl podobné jako samotny DAU, fedén ¢istym médiem. Pro fedéni byl vyuZit
zésobni roztok inhibitoru (10 mM). Redici schéma je popsano v Tabulce 9.

K nasazenym bunkdm na 96-jamkové destiCce bylo pipetovano 50 pl vySe
ptipravenych roztokl. Testovana byla také 100 % viabilita bun¢k (pozitivni kontrola),
kdy bylo pipetovano 50 pl ¢istého média a 0 % viabilita bunék (negativni kontrola), ktera
byla tvotena 10% DMSO, tato koncentrace je dostate¢na pro uhynuti v§ech bunék. Takto

piipravena desticka byla inkubovéna 72 h v inkubatoru pfi standardnich podminkéch.
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Tab. 8 Pipetovaci schéma pro redéni DAU

Objem
Koncentrace Celkovy Objem roztoku obsahujiciho élgtého
DAY | ikt ebem |, oWl |sdele e
(uM) (ul) (pfedchozi koncentrovanéjsi | média s
roztok) TKI
(ub
1000,000
2,000 500,00 783.,3 1,6 781,7
1,500 1,33 6444 4833 161,1
1,000 1,50 516,6 3444 172,2
0,500 2,00 4332 216,6 216,6
0,200 2,50 333,0 133,2 199,8
0,020 10,00 330,0 33,0 297,0
0,002 10,00 300,0 30,0 270,0
Tab. 9 Pipetovaci schéma pro Fedéni akalabrutinibu, ibrutinibu
Koncentrace CHIw Objem roztoku obsahujiciho ij em
TKI Faktor fedéni | objem . TKI () oxs 01s:[e1.10
(M) (ul) (pfedchozi koncentrovanéjsi média
roztok) (ul)
10000,000
20,000 500,00 355,8 0,7 355,1
2,000 10,00 558,3 55,8 502,5
1,000 2,00 516,6 258,3 258,3
0,500 2,00 433,2 216,6 216,6
0,200 2,50 333,0 133,2 199.8
0,020 10,00 330,0 33,0 297,0
0,002 10,00 300,0 30,0 270,0

Cytotoxicky test — XTT

Cytotoxicky test XTT je kolorimetrickou metodou, ktera vyuziva tetrazoliové

barvivo (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfenyl)-(2H)-tetrazolium-5-karboxanilid) pro

kvantifikaci viability bun€k. Principem testu je méfeni bunééné metabolické aktivity

neboli méteni schopnosti zivotaschopnych buné¢k metabolizovat barvivo na rozpustny,

oranzové zbarveny derivat. Pouzivd se pro méfeni bunécné proliferace ¢i nepiimému

méfeni

chemoterapeutickych ptipravka (Internet 9).
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Po 72-hodinové inkubaci bylo k buiikam ptipipetovano 50 pl smési roztoku XTT
a fenazinmethosulfat (PMS) dle instrukci vyrobce kitu. XTT roztok byl pfipraven
z praskové formy XTT a pufru PBS (4 mg XTT ve 4 ml PBS). Roztok PMS je piidavan
pro zvyseni citlivosti testu.
Kvantifikace probihala pomoci spektrofotometru Tecan pfi vinové délce 492 nm.
Absorbance pozadi byla zméfena pti vinové délce 690 nm a odectena. Méfend intenzita
absorbance je pfimo umérnd mnozstvi zivotaschopnych bun¢k. K vyhodnoceni ziskanych
dat byly pouzity programy Excel a GraphPadPrism 8.0.1. (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA).

Statisticka analyza

Ke statistickému vyhodnoceni ziskanych dat byl pouZit GraphPad Prism
verze 8.0.1. (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). K ziskani hodnot p byl pouzit
neparovy ¢-test s Welchovou koreketi, *p<0,05 statisticky vyznamna zména; ns statisticky

nevyznamna zména.
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5 VYSLEDKY

51 VLIV AKALABRUTINIBU A
REDUKCI DAUNORUBICINU U
HCT116 EXPRIMUJICI AKR1C3

IBRUTINIBU NA
BUNECNE LINIE

Cilem experimentu bylo zjistit, zda akalabrutinib a ibrutinib mohou inhibovat
redukci DAU katalyzovanou enzymem AKRI1C3 na bunééné urovni. HCT116
transfekované plazmidem pCI_ AKR1C3 byly inkubovany s 1 uM DAU (neinhibovana
reakce) nebo s 1 uM DAU a TKI o koncentracich 0,5-10 uM (inhibované reakce).
Jednotlivé reakce byly testovany v triplikatu. Jako kontrola endogenniho metabolismu
bunck HCT116 byly pouzity buniky transfekované prdzdnym plazmidem pClI, které byly
inkubovany s 1 uM DAU.

Inkubace byly ukonceny po 2,5 a 5 hodindch. Primér z namétenych hodnot véetné
smérodatnych odchylek ziskanych ze tii nezavislych pokust je uveden v Tabulce 10 a na
obrazku 8. U pétihodinové inkubace byla stanovena hodnota stfedni inhibi¢ni
koncentrace ICso. Mnozstvi daunorubicinolu (ng) (Obr. 8 A, B) bylo pfevedeno na
procenta a v programu GrapPad byla spocitana hodnota ICso (Obr. 8 C, D). Za 100%

aktivitu AKR1C3 bylo povazovdno mnoZstvi daunorubicinolu vzniklého po 5 hodinach

u neinhibované reakce u bun¢k transfekovanych pClI._ AKRIC3.

Tab. 10 Vliv akalabrutinibu a ibrutinibu na mnozstvi daunorubicinolu ziskaného

redukci DAU u bunécné linie HCT116 se zvySenou expresi AKR1C3

MnozZstvi daunorubicinolu (ng)
Kon"en“(a:&i)nhibi“’m akalabrutinib ibrutinib
2,5 hodiny 5 hodin 2,5 hodiny 5 hodin

0 71,3+£20,1 [130,1+28.6| 78,6+20,8 |[141,2+258
0,5 452+158 | 87,1+293 | 63,1+272 |114,0+293

1 384147 |91,0£359 | 52,0+13,0 | 98,2+1,9
5 21,7£79 | 403+21,5| 314+12,8 | 77.3+12,9
10 20,5 £ 0* 38,9+£20,3 24,9+7,0 56,2 £ 18,6

* Hodnota byla stanovena pouze v ramci jednoho nezavislého experimentu.
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Obr. 8 Vliv akalabrutinibu a ibrutinibu na reduk¢éni metabolismus DAU u transfekované
bunécné linie HCT116. Vzorky byly odebrany po 2,5 a 5 hodindch. MnoZstvi

daunorubicinolu ziskaného redukci DAU vng (A, B).

Mnozstvi ziskaného

daunorubicinolu (ng) pfevedené na procenta a pouzité k vypoctu ICso (C, D). Za 100%
aktivitu bylo povaZzovano mnozstvi daunorubicinolu ziskaného po 5 hodinach
u neinhibované reakce u bun¢k transfekovanych pCI.__ AKRIC3.

Z grafu (Obr. 8) je patrné, Ze mnoZzstvi ziskaného daunorubicinolu je vyznamné

mensi po pfidani inhibitoru. V obou piipadech klesd mnoZzstvi vzniklého daunorubicinolu

nepiimo Umérné se zvysujici se koncentraci ptidaného inhibitoru.
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5.2 STANOVENI VLIVU DAUNORUBICINU,
AKALABRUTINIBU A IBRUTINIBU NA VIABILITU
BUNECNE LINIE KG1A

Stanoveni vlivu studovanych latek na viabilitu bunék KGla bylo zjistovéano
pomoci testu XTT. Nejprve bylo nutné zvolit vhodné kombinace studovanych latek
a zjistit optimalni koncentrace pro testovani. DAU byl testovan v koncentracich
0,001-1 uM a pro inhibitory byla zvolena koncentrace v rozsahu 0,01-10 pM.
Bunky KGla byly se studovanymi latkami inkubovany po dobu 72 hodin a poté byl
proveden XTT test. Jako kontrola 100 % viability bylo k bunkdm pipetovano cisté
médium. Pro kontrolu 0 % viability bun€k byl zvolen 10% DMSO. VSechny koncentrace
byly testovany v tetraplikdtu. Prezentované vysledky jsou primérem + smérodatna

odchylka (SD) pouze z jednoho nezavislého experimentu.

5.2.1 Daunorubicin

Tab. 11 Vliv DAU na viabilitu bunééné linie KGla

Koncentrace DAU (uM) Viabilita bun¢k (%)
0,001 105,5+6,7
0,01 96,7 +7,2
0,1 76,0 £ 6,2
0,25 66,7+ 3,0
0,5 38,5+ 1,1
0,75 14,8 £0,9
1 79+0,4

Z grafu (Obr. 9) je patrné, Ze s rostouci koncentraci DAU doslo k poklesu viability
bunck KGla. Pti pouZiti 0,5 uM koncentrace DAU klesla viabilita bunééné linie pod

50 %, bylo tedy mozZné stanovit stfedni inhibi¢ni koncentraci ICso.
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Obr. 9 Vliv DAU na viabilitu bunééné linie KG1a. Data byla vyhodnocena pomoci XTT

testu. Prezentované vysledky jsou primérem + SD pouze zjednoho nezavislého
experimentu.

5.2.2 Akalabrutinib

Tab. 12 Vliv akalabrutinibu na viabilitu bunééné linie KG1la

Koncentrace akalabrutinibu (uM) Viabilita bun¢k (%)
0,01 102,7+3,5
0,1 104,0+ 4,4
0,25 105,1+4,3
0,5 105,0 + 3,6
1 104,5+2.4
10 97,2+7,3

Akalabrutinib nevykazoval vyznamny vliv na viabilitu bun¢k. Z grafu (Obr.10)
je patrné, Ze Zadna koncentrace akalabrutinibu nesniZila viabilitu KG1la pod 50 %, proto

nebylo moZné stanovit 1Cs.
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Obr. 10 Vliv akalabrutinibu na viabilitu bunécné linie KGla. Data byla vyhodnocena
pomoci XTT testu. Prezentované vysledky jsou primérem + SD pouze z jednoho
nezavislého experimentu.

5.2.3 Ibrutinib

Tab. 13 Vliv ibrutinibu na viabilitu bunééné linie KG1la

Koncentrace ibrutinibu (uM) Viabilita bun¢k (%)
0,01 100,2 + 3,7
0,1 104,6 +3,8
0,25 103,5+3,4
0,5 93,0+2,7
1 83,2+1,5
10 7,8+0,7

Graf (Obr. 11) zobrazuje vliv ibrutinibu na viabilitu bunécné linie KGla.
Z vysledk je patrné, ze ibrutinib snizuje viabilitu bunék. Pii pouziti ibrutinibu v 10 uM
koncentraci klesla viabilita bunék pod 50 %, bylo tedy moZzné stanovit stfedni inhibi¢ni

koncentraci ICsqo.
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Obr. 11 Vliv ibrutinibu na viabilitu buné¢né linie KG1a. Data byla vyhodnocena pomoci
XTT testu. Prezentované vysledky jsou prumérem + SD pouze z jednoho nezavislého
experimentu.

Na zaklad¢ zjisténych dat byly pro kombinacni studie zvoleny nasledujici
koncentrace inhibitorti. Pro akalabrutinib byly zvoleny koncentrace 0,5; 1 a 5 uM a pro
ibrutinib 0,5 uM. Jedna se o koncentrace, které nesnizuji viabilitu bun¢k KGla o vice

nez 10 % a zarovein inhibovaly AKR1C3 v nasich pokusech s transfekovanymi bunikami

HCT116.
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5.3 KOMBINACNI STUDIE

Cilem kombinac¢nich studii bylo porovnat vliv samotného DAU s vlivem
kombinace DAU a TKI u bunék KGla. Je zndmo, ze bunécna linie KGla exprimuje
AKRIC3 (Birtwistle et al., 2009). V predchozim experimentu s bunkami HCT116
transfekovanymi pCI_ AKRI1C3 bylo zjisténo, Ze akalabrutinib i ibrutinib inhibuji
pfeménu DAU na daunorubicinol. Lze tedy predpokladat, ze studované TKI by mohly
inhibovat AKR1C3 i u bunécné linie KGla a zvysit tak ucinnost DAU.

5.3.1 Akalabrutinib

V ramci experimentu byl porovnavan vliv samotného DAU (0,001-1 puM) a jeho
kombinace s akalabrutinibem (0,5; 1 a 5 puM) na viabilitu bunééné linie KGlo.
Koncentrace akalabrutinibu byly zvoleny na zaklad¢ vysledka ptedchoziho experimentu.

Testovan byl opét také vliv samotného akalabrutinibu. KG1la byly se studovanymi
latkami inkubovéany po dobu 72 hodin. Viabilita bun¢k KGla byla vyhodnocena pomoci
testu XTT. Ptehled zvolenych koncentraci a jejich inhibi¢ni ucinek je uveden
v Tabulce 14 (akalabrutinib) a 15 (DAU a kombinace DAU s akalabrutinibem)
a znazornén v grafech (Obr. 12, 13 a 14). Data v tabulkach a grafech jsou uvedena jako

primér + SD ze tii nezavislych méfeni.

Tab. 14 Vliv akalabrutinibu na viabilitu bunééné linie KG1la

Koncentrace akalabrutinibu (uM) Viabilita buné€k (%)
0,1 97,5+ 11,8
0,5 99,1 + 1,65
1 103,8+7,9
5 93,5+5,8
10 86,7*
30 75,2%
50 70,3%*

* Vyhodnoceno v ramci jednoho nezavislého experimentu. Koncentrace, které byly

vyuzity pro kombinacni studie s DAU jsou v tabulce zvyraznény.
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Tab. 15 Vliv DAU a jeho kombinaci s akalabrutinibem na viabilitu buné¢né linie

KGla
DIl bRk )
SO akalabrutinib | akalabrutinib | akalabrutinib | <420 1110
(LM) DAU 0,5 uM + 1 uM + 5uM + S‘ AU

DAU DAU DAU || o0 o

0,001 | 100,607 | 837+7,6 | 84370 | 860£77 | 92,5477

0,01 050+47 | 875458 | 817+87 | 807437 | 872437

0,1 810108 | 693+28 | 661445 | 603+44 | 668+4.4

025 | 596441 | 547+2,1 | 554+05 | 487414 | 55214

05 | 423:10,7 | 395545 | 365+4,1 | 268+47 | 333+4,7

075 | 2834121 | 210458 | 20,1267 | 96426 | 161+26

i 153467 | 90424 | 82418 | 43+18 | 108+18

* Samotny akalabrutinib o koncentraci 5 uM snizuje viabilitu KGla o 6,5 %. Bylo proto

nutné vysledky kombinacni studie akalabrutinib 5 pM + DAU zkorigovat o tuto hodnotu.

—~ 1004

50+

viabilita KG1a (%
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o
oY
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] akalabrutinib 0,5 uM+DAU
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koncentrace DAU (uM)

Obr. 12 Vliv DAU a jeho kombinace s 0,5 uM akalabrutinibem na viabilitu bunééné linie
KGla. Data byla vyhodnocena pomoci XTT testu. Prezentované vysledky jsou primérem
+ SD ze tfi nezavislych experimentl. Statistickd analyza byla provedena pomoci
programu GraphPadPrism 8.0.1. (neparovy t-test s Welchovou korekci, s statisticky
nevyznamna zmeéna).
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Obr. 13 Vliv DAU a jeho kombinace s 1 uM akalabrutinibem na viabilitu bun&¢né linie
KGla. Data byla vyhodnocena pomoci XTT testu. Prezentované vysledky jsou primérem
+ SD ze tfi nezavislych experimentil. Statistickd analyza byla provedena pomoci
programu GraphPad Prism 8.0.1. (neparovy z-test s Welchovou korekci, ns statisticky
nevyznamna zmeéna).
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Obr. 14 Vliv DAU a jeho kombinace s 5 uM akalabrutinibem na viabilitu bunééné linie
KG1la. Graf zobrazuje korigované vysledky, jelikoz samotny 5 uM akalabrutinib snizuje
viabilitu buné¢né linie o 6,5 %. Prezentované vysledky jsou primérem + SD ze tfi
nezavislych experimentii. Data byla vyhodnocena pomoci XTT testu. Statisticka analyza
byla provedena pomoci programu GraphPadPrism 8.0.1. (neparovy #-test s Welchovou
korekci, ns statisticky nevyznamna zména).
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Z grafi (Obr. 12-14) je patrné, Ze pii pouziti testovanych kombinaci DAU
s akalabrutinibem nedochézi ke statisticky vyznamnym zménam ve viabilit¢ KG1a oproti

samotnému DAU.

5.3.2 Ibrutinib

V ramci experimentu byl porovnavan vliv samotného DAU (0,001-1 uM) a jeho
kombinace s ibrutinibem (0,5 uM) na viabilitu bun€k KG1a. Testované koncentrace byly
zvoleny na zaklad¢ vysledka predchoziho experimentu. Krom& DAU a jeho kombinace
s ibrutinibem byl také testovan vliv samotného ibrutinibu. Buiky KGla byly se
studovanymi latkami inkubovany po dobu 72 hodin. Viabilita bunék KGla byla
vyhodnocena pomoci testu XTT. Data v tabulkach a grafech jsou uvedena jako primér
a smérodatnd odchylka ze ¢tyt nezavislych méfeni. Piehled testovanych koncentraci
a jejich vliv na KGla je uveden v Tabulce 16 (ibrutinib) a 17 (DAU a kombinace DAU

s ibrutinibem) a znadzornén v grafu (Obr. 15).

Tab. 16 Vliv ibrutinibu na viabilitu bunééné linie KG1la

Koncentrace ibrutinibu (uM) Viabilita bun¢k (%)
0,1 103,3 + 8,0
0,25 103,2+3,8
0,5 96,9 +2,7
0,75 95,5+6,7
1 853 £ 6,0
2,5 54,3+9,4
5 22,5+43
7,5 14,0*
10 15,9+9,7
15 12,8%
30 10,3*
50 3,5%

* Vyhodnoceno v rdmci jednoho nezavislého meéteni, neni proto uvedena smérodatnd
odchylka. Koncentrace, ktera byla vyuzita pro kombinacni studie s DAU je v tabulce

zvyraznéna.
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Tab. 17 Vliv DAU a jeho kombinace s 0,5 pM ibrutinibem na viabilitu bunécné linie

KGla
Koncentrace Viabilita bunék (%)
]()“?/II; DAL ibrutin]i;) : I’? UM + ibrutin}il)a :65 uM +
korigovano*
0,001 99,9+ 5,6 84,0+ 4,2 87,042
0,01 100,6 + 6,0 89,2+ 4,6 92,2+4,6
0,1 752+17,9 59,8 +5,4 62,8 +5,4
0,25 51,8+ 17,6 44,7+ 21,0 47,7+ 21,0
0,5 33,9+ 182 24,5+ 12,9 27,5+ 12,9
0,75 17,9+9,4 8,1+4,6 11,1+£4,6
1 8,7+4,9 39+23 6,9+2,3

* Samotny ibrutinib o koncentraci 0,5 uM snizuje viabilitu KGla o 3 %. Vysledky

kombina¢ni studie ibrutinib 0,5 uM + DAU byly tedy o tuto hodnotu upraveny.
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Obr. 15 Vliv DAU a jeho kombinace s 0,5 uM ibrutinibem na viabilitu buné¢né linie
KGla. Graf zobrazuje korigované vysledky, jelikoz samotny 0,5 uM ibrutinib snizuje
viabilitu bunécné linie o 3 %. Data byla vyhodnocena pomoci XTT testu. Prezentované
vysledky jsou primérem + SD ze Ctyf nezavislych experimentt. Statisticka analyza byla
provedena pomoci programu GraphPad Prism 8.0.1. (nepéarovy #-test s Welchovou
korekci, *p<0,05 statisticky vyznamna zména; ns statisticky nevyznamnéa zména).

Z grafu (Obr. 15) je patrné, Ze 0,5 uM ibrutinib zvySuje citlivost KGla vici viem

koncentracim DAU. Statisticky vyznamna zména oproti samotnému DAU byla vSak

pozorovana pouze v piipadé kombinace 0,5 uM ibrutinibu s 0,001; 0,01 a 0,1 uM DAU.
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6 DISKUZE

Antracykliny patfti mezi jedny z nejvice vyuzivanych chemoterapeutickych
pripravki v 16¢bé hematoonkologickych onemocnéni. Jsou u€inna proti Sirokému spektru
malignich onemocnéni vcéetné¢ leukémii. Jejich pouziti v terapii je vSak omezeno
ptedevSim pro jejich nezadouci kardiotoxické ucinky a rychle se rozvijeji bunétné
rezistence (Shaul et al., 2013). Na mechanismu vzniku se mimo jiné podileji také
karbonylredukujici enzymy, které metabolizuji antracykliny na piislusné alkoholy.
Sekundarni alkoholové derivaty maji vyznamné snizeny cytotoxicky ucinek vaci
2015).

Bylo prokéazano, ze mezi karbonylredukujici enzymy podilejici se na metabolismu
antracyklinti patii nadrodina aldo-ketoreduktdz (AKR) a karbonylreduktaza 1 (CBR1)
patfici do nadrodiny dehydrogenaz/reduktdz s kratkym fetézcem (SDR). Bains et al.
(2010, 2013) ve svych studiich porovnaval enzymy z nadrodiny AKR i SDR vici DAU
1 DOX. Aktivita byla sledovana u enzymu AKRI1BI1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2,
AKR1C3, AKR1C4, AKR7A2, CBR1 a CBR4. U obou studii byla prokézana schopnost
téchto enzymt metabolizovat DAU i DOX. Nejvyssi aktivita byla naméfena u enzymu
AKRIC3 a CBRI1. Na katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, v pracovni skupiné pana profesora Wsdla, byla taktéz zkouména cela tfada
enzymu z nadrodiny AKR i1 SDR vii¢i DAU. Vysledné studie prokazaly aktivitu vici
DAU u enzymi CBR1, AKR1A1, AKR1C3, AKR7A2, AKRIB1 a AKR1B10 na urovni
rekombinantnich enzymt (Hudacova 2019, Tomanova 2019). Tyto studie se shoduji
s vysledky studii Bainse. Uvedené enzymy maji schopnost metabolizovat DAU na méné
ucinny daunorubicinol, pficemz AKR1C3 patii spole¢né¢ s CBR1 a AKR1A1 mezi nejvice
aktivni daunorubicinreduktazy.

Hofman et al. (2014) se ve své studii zabyval rezistenci malignich bun¢k na DAU
a idarubicin. Poukdzal na roli enzymu AKR1C3 v metabolismu DAU a idarubicinu
v malignich buiikdch. Demonstroval schopnost AKR1C3 sniZovat cytotoxicky ucinek
DAU, ¢imz dochazi ke zvySeni rezistence malignich bunék vii¢i chemoterapeutické 1é¢bé.
Soucasné také prokéazal pozitivni vliv na rezistenci bunck vic¢i DAU podanim
specifického inhibitoru AKR1C3 2' hydroxyflavanonu. Rezistenci leukemickych bunck
se zabyval Matsunaga et al. (2014). Ve své studii popisuje kli¢ovou roli enzymit AKRI1C1
a AKR1C3 pfi vzniku rezistence leukemickych bunek vii¢i DAU. Takahashi et al. (2008)
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zkoumal aktivitu rekombinantnich enzymi AKR1A1 a AKR1C2 v metabolismu DAU
1 DOX. Z vysledu je patrné, ze AKR1C2 neni zapojen do redukce antracyklind, zatimco
AKRIALI tyto reakce katalyzoval.

Znalost metabolismu antracyklini poskytla vyznamny piinos v oblasti
protinadorovych uc¢ink a jejich toxickych vedlejsich ucinkt. Na zakladé této skutecnosti
vznikaji nové piistupy v terapii malignich onemocnéni. Jednim z nich je vyuziti inhibitort
antracyklinredukujich enzymii (Edwardson et al., 2015).

Existuje cela fada inhibitora, které maji schopnost inhibovat antracyklinredukujici
enzymy. Mizeme mezi nimi nalézt jak chemicka lé¢iva, tak i latky pfirodniho piivodu.
Z flavonoidu jsou uc¢innymi inhibitory apigenin, luteolin a 7-hydroxyflavon vii¢i enzymu
AKR1B10 (Zemanova et al., 2015). Piikladem syntetickych inhibitort, se schopnosti
inhibovat antracyklinredukujici enzymy, je tolrestat, epalrestat ¢i zopolrestat
(Zhang et al., 2013).

V ramci této diplomové prace jsme se zabyvali studiem enzymu AKR1C3, ktery
je zapojen nejen v metabolismu antracyklinovych 1é¢iv (Bains et al. 2013), ale také
se Ucastni nckolika malignich onemocnéni, napt. nddorového onemocnéni prostaty
(Dozmorov et al., 2010). Neustale jsou zkoumany nové struktury, které by mohly mit
vaci AKRIC3 inhibi¢ni U€inek. Mezi nejucinnéjsi inhibitory se fadi nesteroidni
antiflogistika, latky se steroidnim skeletem (Zlucové kyseliny) (Byrns et al., 2011).
Z ptirodnich latek je dalezité zminit flavonoidy hesperetin a morin hydrat ¢i alkaloidy
stylopin a tazettin (Lojdova, 2019).

Nedavno bylo zjisténo, Ze také nékteré inhibitory proteinkinaz jsou schopné
inhibovat také redukci DAU na daunorubicinol. Jednim z nich je dinaciclib u n€hoz byla
objevena schopnost inhibovat enzym AKR1C3 (Novotna et al., 2018a). Tento enzym
inhibuji také roskovitin, purvalanol A (Novotna et al., 2018b). Nejnovéjsi objevenou
latkou  schopnou inhibovat enzym  AKRIC3 je buparlisib, inhibitor
fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI3K) (Bukum et al., 2019).

V této diplomové praci jsme se zabyvali studiem potencidlnich inhibitort
tyrosinkindz (akalabrutinib, ibrutinib) se schopnosti inhibovat antracyklinredukujici
enzymy, konkrétné enzymem AKRIC3. Skupina TKI patii zhlediska vlivu
na metabolismus DAU mezi nepftili§ probadané oblasti. V soucasnosti neni ptili$ studii,
které by se timto tématem zabyvaly. Doposud byly publikovany prace studujici vliv
akalabrutinibu a ibrutinibu na transportéry (Pepin et al. 2019, Qiu et al. 2018,
Rood et al. 2020, Van Hoppe et al. 2018).
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Na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kréalové,
v pracovni skupiné pana profesora Wsola bylo provedeno nékolik studii tykajicich
se potencidlniho vlivu TKI na schopnost karbonylredukujicich enzymt redukovat
antracykliny. Akalabrutinibu a ibrutinibu se tykaly dvé studie, jejichz vysledky jsou
soucasti diplomovych praci (Hudacova 2019, Tomanova 2019). V prvni z nich byly
studovany TKI imatinib, nilotinib, dasatinib a akalabrutinib. U v§ech uvedenych TKI byla
zjisténa schopnost inhibovat antracyklinredukujici enzymy na urovni rekombinantné
piipraven¢ho enzymu. NejvysSi mira inhibice byla prokazana u akalabrutinibu viici
enzymu AKRIC3 a dasatinibu, ktery inhiboval nejvice AKR1B10. (Tomanova, 2019).
V druhé studii se zaméfili na TKI bosutinib, neratinib a ibrutinib. Nejcast&ji
a nejintenzivngji byl opét inhibovan enzym AKRIC3. Nejvyssi mira inhibice byla
zjiSténa u ibrutinibu (Hudéacova, 2019).

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda akalabrutinib a ibrutinib
mohou inhibovat redukci DAU na méné¢ aktivni daunorubicinol katalyzovanou enzymem
AKRIC3 na bunécéné urovni. Konkrétné se jednalo o bun&cnou linii HCT116. Tato
bunécnd linie byla vybrana z toho divodu, protoze se u téchto bunék enzym AKRIC3
prirozené netvoti (Hofman et al., 2014). Buikky HCT116 byly z tohoto diivodu pfechodné
transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKR1C3. Jako kontrola byly pouzity
bunky transfekované prazdnym vektorem.

Podobné jako ve studii Hofman et al. (2014), byla zjisténa schopnost vyssi
redukce DAU na daunorubicinol u bun€k HCTI116 transfekovanych plazmidem
se sekvenci kodujici AKRIC3 neZ u bunék transfekovanych prazdnym plazmidem.
Po porovnani ziskaného mnoZstvi daunorubicinolu mizeme konstatovat, Ze oba zvolené
TKI mély vliv na aktivitu enzymu AKRI1C3 v transfekovanych bunikach HCT116.
Vyznamnéji doSlo k inhibici pomoci akalabrutinibu. U obou TKI byla stanovena hodnota
ICs0. Pro akalabrutinib byla namétfena hodnota 2,1 uM, ibrutinib vykazoval 50% inhibi¢ni
ucinek v koncentraci 5,5 pM.

Bains et al. (2013) i studie provedené na naSem pracovisti prokéazaly schopnost
karbonylredukujicich enzymt, mezi néz fadime také AKR1C3, redukovat DAU na méné
aktivni daunorubicinol. Z vysledkl experimenti s rekombinantné pfipravenym enzymem
AKRI1C3 (Hudacova, 2019) a bunéénou linii HCT116 je také patrné, Ze akalabrutinib
a ibrutinib jsou schopny tento enzym inhibovat a sniZzovat tak jeho aktivitu. MiZeme tedy

pfepokladat, ze kombinaci DAU s akalabrutinibem nebo ibrutinibem muiize dochdzet
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vlivem téchto TKI k inhibici redukéniho metabolismu DAU, a tim ke zvySeni jeho
cytotoxického ucinku a ke snizeni mnozstvi vzniklého kardiotoxického daunorubicinolu.

V predkladané diplomové praci jsme se dale zabyvali stanovenim vlivu
kombinace DAU s akalabrutinibem ¢i ibrutinibem na viabilitu bunécné linie KGla, coz
je bunééna linie s ptirozenou expresi AKR1C3 (Birtwistle et al., 2009). Aby bylo mozné
vybrat vhodné koncentrace k testovani kombinaci, byl nejprve testovan samotny
akalabrutinib, ibrutinib a DAU v rznych koncentracich. V ptipadé experimentu s DAU
jsme zaznamenali pokles viability bun¢k. Pokles byl natolik vyznamny, Ze bylo mozné
stanovit hodnotu ICso (ICs0 = 0,3 uM). Ibrutinib taktéz vykazoval vliv na viabilitu bunek
(ICso = 2,4 uM). Akalabrutinib v 10 pM koncentraci snizil viabilitu KGloa bunck
na 97,2 £ 7,3 %. U akalabrutinibu tedy nebylo moZzné hodnotu ICso stanovit.

Na zéklad¢ zjiSténych poznatkli jsme zvolili vhodné koncentrace TKI
(akalabrutinib, ibrutinib) a podrobili je experimentu, ve kterém jsme porovnavali vliv
samotného DAU s vlivem kombinace DAU a TKI u bun¢k KGla. Z vysledkt studie
(Obr. 12-14) je patrné, ze kombinace DAU (0,001-1 upM) s akalabrutinibem
(0,5; 1 a5 uM) nesplnila nase ocekavani. Pti pouziti testované kombinace nedochazi
ke statisticky vyznamnym zméndm ve viabilité KGla oproti samotnému DAU.

Za velmi vyznamny povazuji vysledek experimentu kombinacni studie DAU
s ibrutinibem (0,5 uM). Oproti kombinaci DAU s akalabrutinibem vykazuje zvySenou
citlivost buné¢né linie KG1a vici vSem koncentracim DAU. Statisticky vyznamna zména
oproti samotnému DAU byla vSak pozorovdna pouze v piipadé kombinace 0,5 pM
ibrutinibu s 0,001; 0,01 a 0,1 uM DAU (Obr. 15). Z vysledki tedy vypliva, Ze ibrutinib
v kombinaci s DAU je schopen synergického uc¢inku, ¢imz miZeme dosahnout
podobného ucinku i pfi nizSich koncentraci DAU nez v piipad¢ samotného DAU.

Nase vysledky poukazuji na vliv ibrutinibu na aktivitu AKR1C3 a schopnost
synergického ucinku s DAU. Lze tedy ptepokladat, Ze diky pouziti niz§ich koncentraci

DAU bychom mohli dosahnout sniZeni neZadoucich ucink.
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7 ZAVER

V ramci této diplomové prace jsme se zabyvali studiem inhibitorti tyrosinkinaz

(akalabrutinib, ibrutinib) se schopnosti inhibice enzymu z nadrodiny AKR a jejich t¢inkt

v kombinaci s DAU.

V souvislosti se zjisténymi vysledky miizeme konstatovat, Ze stanovené cile

diplomov¢ prace byly splnény.

Screening inhibi¢ni aktivity akalabrutinibu a ibrutinibu poukézal na schopnost
obou TKI inhibovat enzym AKRIC3 s vyuzitim DAU jako substratu
na transfekované bunééné linit HCT116.

Stanovenim hodnoty ICso jsme zjistili, ze vyznamnéji doslo k inhibici AKR1C3
pomoci akalabrutinibu. Hodnota ICso, pifi které klesla aktivita enzymu
na polovinu, byla 2,1 pM. ICso ibrutinibu byla 5,5 uM.

Pomoci testu XTT jsme prokazali cytotoxicky ucinek DAU vici bunééné linii
KGla. Vliv na viabilitu bunééné linie jsme prokazali také u ibrutinibu
(ICs0=2,4 uM). Akalabrutinib ani v ndmi nejvyssi testované koncentraci
(50 uM) nesnizil viabilitu bunck KGla o vice nez 50 %. Hodnotu ICso tedy
nebylo mozné stanovit.

V ramci kombinacni studie byl prokazan synergicky u¢inek kombinace DAU
s ibrutinibem. Po pfidani ibrutinibu (0,5 puM) jsme dosédhli zvysSeni citlivosti
bunééné linie KGla vici vSsem koncentracim DAU. Statisticky vyznamna
zména oproti samotnému DAU vSak byla pozorovana pouze v piipadé
kombinace 0,5 uM ibrutinibu s 0,001; 0,01 a 0,1 uM DAU. Kombinace DAU
s akalabrutinibem taktéZ zvySovala citlivost bunék KGla vici vSem

koncentracim DAU, avSak zména nebyla statisticky vyznamna.

Zavérem lze konstatovat, Ze ibrutinib v kombinaci s DAU se jevi jako slibny

terapeuticky pfistup, ktery mtize zlepsit souc¢asnou 1écbu malignich onemocnéni, snizit

vyskyt nezadoucich uinkt a tim zvysit bezpecnost antracyklinové terapie.

Na zakladé€ nasSich vysledki by bylo vhodné pokracovat v dalSich experimentech

a ovetit tyto vysledky in vivo.
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8 SEZNAM ZKRATEK

11B-HSD1 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza

ABL Abelsonova tyrosinkindza

ACN acetonitril

AKR aldo-ketoreduktaza

ALDH aldehyddehydrogenaza

ALL akutni lymfoblastické leukémie

AML akutni myeloidni leukémie

API ultracista voda

APL akutni promyelocytarni leukémie

ATP adenosintrifostat

BCR B-bunéény receptor

B-PLL prolymfocytarni leukémie z B-lymfocyti
BTK Brutonova kinaza

CBR karbonylreduktdza

CD diferencia¢ni skupina ,,Cluster of differentiation*
CI konfiden¢ni interval

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

CML chronickd myeloidni leukémie

CYP450 cytochrom P450

DAU daunorubicin

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOX doxorubicin

DOXOL doxorubicinol

ECACC (ang.) European Collection of Authenticated Cell Cultures
EGFR receptor epidermélniho ristového faktoru
EMT epitelidlné mezenchymalni piechod

FAB Francouzsko-Americko-Britska klasifikace
FAK fokalni adhezni kinaza

FBS fetalni bovinni sérum

FGFR receptor fibroblastového rastového faktoru
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GABA
GFP
GHB
HCL
HCOOH
ICso
IDMEM
inv

IR

JAK
KBV
MCL
MDR
MDS
MPN
MPO
NAD(H)
NADP(H)
NaF

NE
NRTK
ns

PAH
pAKRIC3
PAS

PBS
pCI
PDGFR
PG
PI3K
PK

PKI
PLL

y-aminomaselna kyselina

Green Fluorescence Protein

y-hydroxybutyrat

vlasatobunééna leukémie

kyselina mravenci

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace
Iscove’s Dulbecco’s modified Eagle’s medium
inverze

inzulinovy receptor

Janusova kinaza

katedra biochemickych véd

lymfom z plastovych bunck
dehydrogenaza/reduktaza se stfedné¢ dlouhym fetézcem
myelodysplasticky syndrom
myeloproliferativni neoplazie
myeloperoxidaza
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

fluorid sodny

nespecifickd esteraza

nereceptorova tyrosinkindza

statisticky nevyznamna zména

polycyklické aromatické uhlovodiky

plazmid s genetickou informaci pro syntézu AKR1C3
(ang.) Periodic Acid-Schiff reaction

reakce s kyselinou jodistou a Schiffovym ¢inidlem
fosfatovy pufr

prazdny plazmid

receptor rustového faktoru z desti¢ek
prostaglandiny

fosfatidylinozitol-3-kin4za

proteinkindza

inhibitory proteinkinaz

prolymfocytarni leukémie

73



PMS fenazinmethosulfat

PPAR receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem
QR chinonreduktaza

ROS reaktivni formy kysliku

RTK receptorova tyrosinkinaza

SBB sudanova cern B

SD smerodatna odchylka

SDR dehydrogenaza/reduktaza s kratkym fetézcem
SRC protonkogen tyrosin-protein kinaza

t translokace

TK tyrosinkindza

TKI inhibitory tyrosinkinaz

Top2 topoizomeraza I1

Top2a o izomer topoizomerazy I1

Top2p B izomer topoizomerazy 11

T-PLL prolymfocytarni leukémie z T-lymfocyth
UHPLC Ultravysokotlaka kapalinova chromatografie
WHO Svétova zdravotnicka organizace

XTT kolorimetricky test ke stanoveni viability bun¢k
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