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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
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Skolitel: prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv inhibice enasidenibu, quizartinibu a glasdegibu na aktivitu

vybranych reduktas z nadrodiny AKR a SDR

Akutni myeloidni leukemie je nejcastéjsi nadorové onemocnéni dospé€lé populace. Lécba
je zéavisla na mnoha faktorech, kdy velkou roli hraje Uc¢innost cytostatické 1é¢by
antracyklinovymi antibiotiky. Na antracykliny casto vznikd rezistence komplikujici
terapii. Na jejim vzniku a podpoie nadorového bujeni se podili karbonyl redukujici
enzymy.

Karbonyl redukujici enzymy jsou NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy redukujici
antracykliny na ptislusné alkoholy, které maji nejen nizsi toxicitu na nadorové bunky,
ale mohou i poskozovat srdecni tkan. Tyto enzymy také napomahaji diferenciaci
a proliferaci nddorovych buné¢k a zvysuji agresivitu nadoru.

Predmétem této diplomové prace bylo studium inhibitor karbonyl redukujicich enzymut
z nadrodin aldo-ketoreduktas a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem redukujicich
daunorubicin na méné ucinny metabolit daunorubicinol. Byly pouzity tfi inhibitory:
enasidenib, glasdegib a quizartinib. Nejvyssi inhibi¢ni potencial prokézal enasidenib viici
enzymu AKR1C3 s hodnotou inhibice 97,0 % pro 50 uM koncentraci. Dalsi 2 inhibitory
vykazovaly signifikantn€ niz$i inhibi¢ni potencial, takZe pro detailng;si studie byl vybran
pouze enasidenib. Byla pro néj stanovena hodnota ICso, inhibi¢ni konstanta (K;) a uréen
typ inhibice. ICso vyS$lo v rozmezi 0,88-1,19 uM a hodnota K; vysla 0,44 + 0,03 uM.
Enasidenib plisobi vii¢i daunorubicinu jako kompetitivni inhibitor.

Z vysledkt vyplyva, ze pouziti enasidenibu v kombinaci s daunorubicinem v terapii
akutni myeloidni leukemie by mohlo zvysit terapeutickou ucinnost 1écby a snizZit

nezadouci Ucinky.
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on the activity of selected reductases from AKR and SDR superfamilies

Acute myeloid leukemia is the most common cancerous disease among the adult
population. The treatment is dependent on many factors, where the effectiveness
of anthracycline antibiotic cytostatic treatment plays a significant role. Therapy is often
complicated by resistance to anthracyclines. This resistance can be caused by carbonyl
reducing enzymes which also may aid in tumor growth.

Carbonyl reducing enzymes are NAD(P)H-dependent oxidoreductases, reducing
anthracyclines to respective alcohols, which not only have lower toxicity towards the
cancerous cells, but can also damage the cardiac tissue. These enzymes also aid in
the differentiation and proliferation of cancerous cells and increase the tumor
aggressiveness.

The topic of this thesis was to study the inhibitors of carbonyl-reducing enzymes from
aldo-keto reductase and short chain dehydrogenase/reductase superfamilies, reducing
daunorubicin to less effective metabolite daunorubicinol. The three selected inhibitors
were: enasidenib, glasdegib and quizartinib. The most significant inhibitory potential was
demonstrated by enasidenib against the AKRI1C3 enzyme with an inhibition value of
97,0 % for a 50 uM concentration. The other 2 inhibitors showed significantly lower
inhibitory potential, so only enasidenib was selected for further research.

The ICso value and inhibition constant were set, and the type of inhibition was determined.
ICs0 was in range of 0,88—1,19 uM and K; value was 0,44 = 0,03 uM. Enasidenib acts as
a competitive inhibitor against daunorubicin.

The results show that the use of enasidenib combinated with daunorubicin in acute
myeloid leukemia therapy could increase the therapeutic efficacy of the treatment and

reduce side effects.
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1 UVOD

Rezistence na antibiotika mize byt vrozena (primarni) nebo ziskana (sekundérni).
Primarni rezistence vznika jiz po prvnim podéni cytostatika, je podminéna geneticky.
Sekundarni rezistence se rozviji béhem 1écby, kdy piavodné citlivé nadorové buiky
postupné svou citlivost ztraci. Muze byt zkiizena, mnohocetna (MLR) i lokalni. MLR je
zpusobena predevsim nahromadénim efluxniho transportéru P-glykoproteinu v bunécné

membrané. Dochdzi tak k rychlému transportu cytostatika z buiky.

Pti 1é¢be dochazi ke zméndm ve farmakokinetice, cytokinetice, ale nejcastéji dochazi
ke strukturdlnim nebo funkénim zméndm bunky. Aktivita enzymi konvertujicich
cytostatika na ucinné metabolity mize byt snizena, nebo naopak mize byt zvysena
exprese enzymi zpusobujicich biodegradaci 1é¢iv. (Klener 2002) Omezeni lékové

rezistence je jeden z dilezitych krokl pro fungovani cytostatické 1écby.

Tato diplomové prace je zaméfena na enzymy z nadrodin aldo-ketoreduktas (AKR)
a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR), které metabolizuji antracyklinova
antibiotika (ANT) na kardiotoxické, a predevs§im méné ucinné alkoholy. Je prokazano,
Ze tyto enzymy jsou nadmérné exprimovany v nékterych typech nadorovych bunék,

a mohou tak snizovat uc¢innost cytostatické 1écby.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo studium potencialnich inhibi¢nich u¢inka
vybranych inhibitori (enasidenibu, quizartinibu a glasdegibu) na aktivitu enzymut
znadrodin AKR a SDR redukujicich daunorubicin (DAUN) na daunorubicinol
(DAUNOL). Ty mohou pomoci zvySit antineoplasticky u¢inek ANT a snizit

kardiotoxicitu a rezistenci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Akutni myeloidni leukemie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je heterogenni skupina zhoubnych onemocnéni
krvetvorby. Dochazi pii ni k zastave diferenciace na urovni nezralych buné¢k (blastt). Ty
rychle proliferuji, nepodléhaji fyziologické regulaci a utlacuji normdlni krvetvorbu.

(Adam a kol. 2008)

AML predstavuje pfiblizné¢ 80 % vSech ptipadi leukemii, ¢imZ se z ni stdva
nejcastéjsSi leukemie v dospélé populaci. Muze vznikat rGznymi zptsoby, napiiklad
genetickou mutaci, chromozomalni translokaci nebo zménami na molekuldrni Grovni.
Diky vyzkumu a neustadlému vyvoji zdravotnické péce se mira vyléceni v poslednich
letech zvysila na pfiblizn¢ 40 % u pacientii mladSich 60 let. S vékem ale klesa, a u lidi

starSich 60 let je to okolo 15 %. (internet 1)

Pfiznaky jsou spojeny predevSsim s nedostateCnou krvetvorbou. Projevuji
se symptomy anémie, jako je fyzickd unava a celkova slabost, bledost kiize a sliznic.
DalSimi ptiznaky jsou Casté opakované infekce nereagujici na antibiotika. V disledku
snizeného mnozstvi trombocytl vznikd podkozni krviceni a modiiny. Miize se také
projevit hyperplazie dasni a ptfiznaky spojené s poskozenim CNS. (Adam a Vorlicek
2001)

Mezi rizikové faktory zptsobujici AML lze zatadit radiacni zateni, chemikalie, napt.
benzen a latky obsahujici formaldehyd, také nékteré chemikalie pouzivané v zemédélstvi,
jako jsou pesticidy a herbicidy. Dal§imi faktory jsou vyssi ve€k, muzské pohlavi, obezita,
koufeni a ptredchozi chemoterapie. (Poynter a kol. 2017) Rizikova jsou i1 vrozena
onemocnéni spojend s vyssi fragilitou chromatinu, napt. Bloomav syndrom, Fanconiho
anémie a Kostmaniv syndrom. Casto je spojovan s trizomii 21. chromozomu
(Downovym syndromem). Je to z diivodu chromozomalnich piestaveb, které mohou vést
ke Spatnému vyvoji krvetvornych bunék. (Adam a kol. 2008) Ve vétSin¢ piipadech

pfi¢inu vzniku AML nezname. (Buckova a kol. 2013)

AML mutizeme délit dle dvou systémtl — klasifikace dle FAB (Francouzsko-Americko-
Britské déleni) a novéji dle WHO. Diky novym diagnostickym metodam je hodnoceni
dle WHO obsahlejSi. Leukemické blasty identifikuje dle morfologickych,

imunofenotypickych a molekularné genetickych metod. Zohlediiuje tedy i mutace



spojené s AML. Klasifikace dle FAB (tab. 2) z vétsi casti odpovida klasifikaci AML blize
nespecifikované podle tab. 1. (Salek 2012)

Tab. 1 Klasifikace AML dle WHO (Sustkova a Ragil 2016)

AML s t(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNXI1T1
AML s inv(16)(p13.1g22) nebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-
MYHI11
APL s PML-RARA
AML s rekurentnimi AML s t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

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

abnormalitami AML s inv(3)(q21.3q26.2) nebo t(3;3)(q21.3;926.2); GATA?2,
MECOM
AML (mekaryoblasticka) s t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKLI
AML s mutovanym NPM1

AML s bialelickou mutaci CEBPA
AML s myelodysplastickymi zménami
AML vznikla v souvislosti s 1é¢bou
AML minimaln¢ diferencovana
AML bez vyzravani
AML s vyzravanim
akutni myelomonocytarni leukemie

AML blize , o .y .
. i akutni monoblasticka/monocytdrni leukemie

nespecifikované , . .

akutni erytroblasticka leukemie

akutni megakaryoblasticka leukemie

akutni bazofilni leukemie

akutni panmyel6za s myelofibrézou
Myelosarkom
Myeloidni proliferace
souvisejici s tranzientni abnormalni myelopoéza
Downovym myeloidni leukemie asociovana s Downovym syndromem
syndromem

Tab. 2 Déleni akutni myeloblastické leukemie dle FAB klasifikace (Marek 1998)
MO — nediferencovana
M1 — bez zndmek vyzravani
M2 — s vyzravanim
M3 — promyelocytarni
M4 — myelomonocytarni
M5 — monoblastickd a monocytarni
M6 — erytroleukémie
M7 — megakaryocytoblasticka
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Lécba je zavisld na mnoha faktorech: typ AML, vék pacienta, vysledky
cytogenetickych a molekularné genetickych vysetfeni a také pfitomnost dalSich

piidruzenych onemocnéni. Dale zalezi na reakci pacienta na induk¢ni 1écbu.

Lécbu muzeme vseobecné rozdélit na kurativni, paliativni a symptomatickou;
kurativni pak na induk¢ni a konsolidacni. Indukéni 1é¢ba zahrnuje chemoterapii, tedy
vpraveni cytostatickych latek infuzi do zily v takzvaném rezimu 7+3: 7 dni celodenni
terapie antimetabolitem cytarabinem a 3 dny kratké infuze ANT. Nejcastéji jde
o antracyklinova chemoterapeutika DAUN, idarubicin a mitoxantron. Davka DAUN
by méla byt vyssi nez 60 mg/m?. Nad 90 mg/m? uZ ale neni prokazan vyssi benefit.
(Doubek a Mayer 2020) Paliativni 1é¢bou jsou 1éceni spiSe starsi pacienti. U této 1éCby
jde ptedev§im o prodlouzZeni zivota v dobré kvalité. Zahrnuje niz§i davky cytarabinu
a 5-azacytidinu v mésicnich cyklech. Snahou symptomatické 1écby je co nejvice zmirnit
symptomy leukemie, jako je bolest, dusnost, tizkosti nebo nasledky predchozi 1é¢by jako

nauzea a zvraceni. (Sustkové a Ragil 2016)

Nové technologie piinesly za poslednich 25 let kriticky pohled na patogenezi
a patofyziologii AML. Lépe chidpeme vznik AML a mutaci, které ur€uji heterogenitu

onemocnéni. Vznikajici mutace piispivaji k nedostatecné odpovédi na 1é¢bu.

Lécba AML byla za poslednich pét desetileti omezena a induk¢ni terapie zGstala
od té doby relativné nezménéna. V soucasnosti se vyvoj vice zaméfuje na cilenou terapii.
V nékolika poslednich letech (2017-2018) FDA schvalila celkem osm 1¢ki1 k 1écbé AML,
které se pouzivaji jak samostatné, tak v kombinacich s indukéni terapii. V disledku
vyvoje téchto 1€ka je nyni k dispozici vice moznosti pro pacienty s riznymi podtypy
AML, zejména pro starSi pacienty nebo pacienty s komorbiditami. Patii mezi n€ napf.
midostaurin, gilteritinib, enasidenib a glasdegib. (Lai a kol. 2019) V CR by mély byt zagit
pouzivany béhem roku 2021-2022 (tab. 3). (Doubek a Mayer 2020)

Tab. 3 Nové Iéky k 1écbé AML (Doubek a Mayer 2020)

Nazev Indikace
Venetoclax neintezivni lé¢ba nemocnych s de novo AML
Glasdegib neintezivni 1é¢ba nemocnych s de novo AML

Ivosidenib neintezivni lé¢ba nemocnych s de novo AML s prokdzanou mutaci v IDH1,
A%
1écba relabujici/refrakterni AML s prokazanou mutaci v IDHI

Enasidenib 1écba relabujici/refrakterni AML s prokazanou mutaci v IDH2
Quizartinib 1é¢ba relabujici/refrakterni AML s prokazanou mutaci ve FLT3(ITD)*

* 1 pres signifikantni efektivitu FDA recentné neschvalila pouziti quizartinibu v této indikaci pro zvysené
riziko toxicity
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2.2 Antracyklinova antibiotika

ANT patii mezi nejCastéji pouzivand chemoterapeutika k 1€¢bé nadorovych
onemocnéni. Cytostaticky ucinek je dan inhibici topoisomerasy II. (TOP IL)
a interkalaéni vazbou na DNA. (Katzung 2006) TOP II. rozmotidva ob¢ vlakna
dvousroubovice DNA, a umoziuje tak ménit tercialni strukturu. Uplatiiuje se pii
replikaci, transkripci a také pii segregaci replikovanych sesterskych chromozomt. (Lee

a Berger 2019)

Ze Streptomyces peucetius byl izolovan doxorubicin (DOX). Na zéklad¢ tohoto
objevu byly syntetizovany dalsi ANT idarubicin, epirubicin a esorubicin. Dal§im
izolovanym ANT z bakterii typu Streptomyces byl daunomycin znamy také jako DAUN.
(obr. 1) (Arcamone 1984, Di Marco a kol. 1981)

| i
Daunorubicin Idarubicin

Obr. 1 Strukturni vzorce DOX, EPI, DAUN, IDA (Stérba akol. 2013)

2.2.1 Mechanismus ucinku

Inhibice topoisomerasy

ANT se navazi na DNA a inhibuji TOP II. (obr. 2). Ta je zodpovédna za pteruseni
a znovu spojeni fosfodiesterové vazby v obou fetézcich DNA. Tim umoziuje replikaci
a transkripci. ANT vSak vytvoii s pferuSenym fetézcem DNA komplex a neumozni
opétovné spojeni. V DNA vznikaji nevratné zlomy, které vedou k apoptdze. (Cardinale

a kol. 2020) V nadorovych bunkach je exprimovana TOP Ila, ve zdravych buiikach pak

12



isoforma TOP IIf. Ta je zodpovédna za kardiotoxicky t€¢inek ANT. (Tan a kol. 1992,
Mladosievic¢ova a kol. 2014)

(a) Topo 1A (b) Topo ITB
Gnre N-gate

N-RING N-RING
T-segment

G-segment

DNA-gat
C-RING DNA-gate

C-gate

(e)

.
&

Obr. 2 (a) Schématické znazornéni TOP Ila, (b) schématické znazornéni TOP IIj,
(c) mechanismus katalytické aktivity TOP II (Timsit 2011)

Interkalace

Dal$im mechanismem piisobeni ANT je interkalace (obr. 3). T¢ jsou schopné diky
své aglykonové planarni struktuie a polyaromatickému systému. Vmezeti se mezi pary
bazi DNA a vazi se vodikovymi mustky a van der Waalsovymi interakcemi. Dochazi
k inhibici syntézy RNA a inhibici replikace DNA. (Martins-Teixeira a Carvalho 2020,
Mayer a kol. 2002)

b)

=l =

Obr. 3 Komplex dvou molekul DOX s DNA (Martins-Teixeira a Carvalho 2020)
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2.2.2 Kardiotoxicky ucinek ANT

Kardiotoxicky uc¢inek ANT nebyl stale zcela pochopen. Nejbéznéjsi hypotézou je
tvorba volnych radikalt, které poSkozuji srdecni buniky. (Puma a kol. 2008) Podle
novéjsich vyzkumi neposkozuji ale jen kardiomyocyty, které byly povazovany za hlavni

cil, ale i kmenové bunky, endotelové buiiky a srde¢ni fibroblasty. (Cardinale a kol. 2020)

Kardiotoxicitu muzeme rozdélit na akutni, subakutni a chronickou. Akutni
kardiotoxicita, kterda mlize byt reverzibilni, nastane po podani jedné davky a projevi
se do 14 dnti od ukonceni 1é€by. Mezi ireverzibilni formy pak patii subakutni, vyskytujici
se do jednoho roku od ukonceni 1é¢by, a chronicka, ktera se vyviji roky po ukonceni 1é¢by
a muze vést az k srdeCnimu selhani. Nedavna zjisténi vSak naznacuji, Ze kardiotoxicita
vyvoland ANT je kontinudlni jev. Zac¢ina na urovni bunék myokardu, néasleduje funkéni
pokles, ktery postupné vede k srde¢nimu selhani. Klinicky se tedy mtze projevit az
o mnoho let pozdéji. K okamzité identifikaci kardiotoxicity pomdhé stanoveni hladiny

troponinu. (Cardinale a kol. 2020)
2.2.3 Rizikové faktory pro vznik kardiotoxicity u ANT

Nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem je celkova kumulativni ddvka ANT, naptiklad
u DAUN je to davka vy3$§i nez 450-500 mg/m?. Dal§imi faktory pro vznik kardiotoxicity
je nizky v&k (< 5 let) nebo naopak pokrogily vék (> 65 let). Zeny jsou obecn& ohrozengjsi
neZ muzi. Kardiotoxicita zavisi také na dobé zahajeni 1écby. Obecné plati, ze s pozdéjsi
dobou zahajeni 1é€by riziko roste. V1iv maji 1 genetické predispozice, jako je Downiv
srdce (srdecni selhani, asymptomatickd dysfunkce LK, pfedchozi infarkt myokardu,
angina pectoris, ischemie myokardu, vyznamné arytmie), hypertenze, diabetes,
hyperlipidemie, onemocnéni ledvin a jater. Dalsi terapie muize riziko také zvysit, napf.
radiacni terapie a terapie dalSimi protinadorovymi lé€ivy (cyklofosfamid, vinkristin,
bleomycin, mitoxantron, transzumab). V1iv ma i Zivotni styl pacienta, jako je koufent,

alkohol, obezita. (Cardinale a kol. 2020, Reinbolt a kol. 2016, Puma a kol. 2008)
2.2.4 Metabolismus ANT

Ptiblizné 50 % podaného ANT je vyloueno bez zmeény struktury. Zbytek je

metabolizovan jatry a zpracovan jednou ze tfi metabolickych cest. Ty zahrnuji
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dvouelektronovou redukci, jednoelektronovou redukci a deglykosidaci. (obr. 4)
(Edwardson a kol. 2015) Nejpouzivané€jsi ANT DAUN a DOX jsou vylucovany pievazné

zluci. Moci je vylucovana jen 1/6 z celkové davky. (Puma a kol. 2008)

Two-electron One-electron
reduction reduction
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Obr. 4 Metabolismus ANT (Mordente a kol. 2009)

Dvouelektronova redukce

Hlavni metabolickou pfeménou ANT je dvouelektronova redukce, pii niZ dochazi
k hydroxylaci na C-13 karbonylové skupiné. Dochézi k redukci na alkoholy pomoci
NAPDH-zavislych karbonyl redukujicich enzymi (CRE), pfedevsim z nadrodiny AKR
a SDR. K hydroxylaci dochézi ve vSech buinikach. Vysledné molekuly jsou polarnéjsi nez
puvodni a jsou také podstatné méné ucinné a toxictéj$i pro srdce, hlavné kvili své

akumulaci v srde¢ni tkani. (Edwardson a kol. 2015)

Enzymy, které jsou pii dvouelektronové redukci zodpovédné za pieménu DAUN
na DAUNOL jsou ptedevsim CBR1, AKR1A1, I1B1, 1B10, 1C3, 7A2. (Bains a kol. 2010,
Kassner a kol. 2008, Hofman a kol. 2014, Zhong a kol. 2011) Dale jsou uvedeny jen ty

enzymy, kterym se vénuji v praktické ¢asti této diplomové prace.
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Karbonyl redukujici enzymy

CRE spadaji do tifi nadrodin: AKR, SDR a dehydrogenasy/reduktasy se stfedné
dlouhym fetézcem (MDR). (Persson a kol. 2009)

Aldo-ketoreduktasy

AKR se tadi mezi NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy. Jsou to z velké Casti
cytoslické proteiny obsahujici pfiblizné¢ 320 aminokyselin s molekulovou hmotnosti

34-37 kDa. (Jez a kol. 1997)

V lidském organismu redukuji aldehydové a ketonové skupiny na primarni
a sekundarni alkoholy. Mezi jejich substraty patii glukosa, steroidy, produkty peroxidace
lipidd, produkty glykosylace a také latky znecist'ujici prostiedi. Souvisi i s metabolismem

xenobiotik. (Barski a kol. 2008)

Podle nomenklatury je muzeme rozdé€lit do 16 rodin, které se nasledné deli
do podrodin. Clenové rodiny maji vice neZ 40 % shodu aminokyselinové sekvence

se svou rodinou. Podrodiny jsou definovany shodou nad 60 %.

Jejich oznacovani uvedu na piikladu AKR1C3. Rodiny se oznacuji arabskou ¢islici
(AKR1C3) a podrodiny velkym pismenem (AKR1C3). Déale se AKR oznacuji arabskou
Cislici predstavujici jedine¢nou proteinovou sekvenci (AKR1C3). Lidské AKR lze

rozdélit do tfi rodin: AKR1, 6 a 7. (Barski a kol. 2008, Penning 2015, internet 2)

AKR charakterizuje spole¢nd trojrozmérnd struktura, kterou tvoii (B/a)s soudek
oznacovany také jako TIM soudek (triose-phosphate isomerase barrel). Sklada
se z 8 B-skladanych listd zabalenych do 8 a-helixti. Smycky a extra Sroubovice prerusuji
zahyb o/ a dodavaji rodin€ strukturni rozmanitost. Charakteristickym znakem (f/a)s
barell je pfitomnost aktivniho mista na C-konci. ProtoZe pro tuto preferenci neexistuje
zadny zjevny divod, povazuje se tato funkce za znamku spolecného ptivodu. V kvartérni
struktufe je AKR1 monomerni, AKR7 tvoii dimery a AKR6 tvoii tetramery. (Barski
a kol. 2008)

AKRI1AL1 je jednou z prvnich objevenych AKR. Je to cytosolicka NADPH-zavisla
oxidoreduktasa. Tento enzym se nachazi ve vétSiné tkani, pfedevsim vSak v proximalnich
tubulech. (Barski a kol. 2008) Vyskytuje se ve dvou alelickych variacich: ES5D a N528S.

U téchto mutaci dochazi ke sniZzené eliminaci DAUN. Ty pak vedou k tvorbé reaktivnich
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meziproduktii a Skodlivych metabolitd. Mohou tedy ptsobit jako genetické biomarkery
pro vyvoj kardiotoxicity zpiisobené DAUN. (Bains a kol. 2008)

AKRIA1 fyziologicky pfeménuje mevalonat na kyselinu mevalonovou
a glyceraldehyd na glycerol. Tim se podili na biosyntetické draze cholesterolu
a triacylglyceridt. Oxiduje i trans-dihydrodioly, vzniklé z polycyklickych aromatickych
uhlovodikii, na odpovidajici o-chinony. Ty mohou byt vyznamnymi prokarcinogeny,

které jsou cytotoxické i genotoxické. (Palackal a kol. 2001)

Pti zkoumani AKR1A1 u mysi bylo zjisténo, ze v renalnim proximalnim tubulu je
vysoce exprimovan systém S-nitroso CoA/ AKR1A1, ktery ptenasi endotelidrni syntasu
oxidu dusnatého preprogramovanim intermediarniho metabolismu. Tim AKR1A1 chrani

organismus pred akutnim poSkozenim ledvin. (Zhou a kol. 2019b)

AKRIBI1 je aldosa reduktasa, ktera katalyzuje redukci substrati obsahujicich
karbonylovou skupinu napt. steroidl a jejich derivatl, prostaglandind, produktt lipidové
peroxidace a xenobiotik. (Pastel a kol. 2012) Casto je spojovana s komplikacemi
u onemocnéni diabetes mellitus. Zprosttedkovava prvni krok polyolové drahy, kterym je
redukce glukosy na sorbitol za spotieby NADPH jako kofaktoru. Dale je sorbitol
oxidovan sorbitol dehydrogenasou na fruktosu (jako kofaktor vyuzivd NAD"). Pii
hyperglykémii pak dochédzi k osmotickému stresu, zvySené¢ produkci ROS a snizené
obranyschopnosti, coz vede k dysfunkci nervu a k jeho poSkozeni. Sekundérni
komplikace, které se s tim poji je mikroangiopatie, retinopatie, nefropatie, periferni
neuropatie a katarakta. (Seliger a kol. 2018, Kotas a Ambler 2012) Specifické inhibitory
proti AKRI1B1 (sorbinil, tolrestat, epalrestat, ranirestat a fidarestat) se vyuZivaji

ke zvraceni sekundarnich ptiznaki diabetu. (Penning 2015)

AKRIBI se ve zvySeném mnozstvi vyskytuje u r0znych typd rakoviny napft.
u kolorektalniho karcinomu (Schwab a kol. 2018, Wei a kol. 2016), karcinomu prsu
(Saraswat a kol. 2006), pankreatu (Xiao a kol. 2018) a hepatocelularniho karcinomu
(Takahashi a kol. 1995, Zeindl-Eberhart a kol. 2004). Nadmérna exprese AKR1BI1
zkracuje preziti pacientil s akutni myeloidni leukémii a mnohocetnymi myelomy. (Laffin
a Petrash 2012) Dale tento enzym hraje roli pfi tvorbé bun€k hladkého svalstva v prubéhu

aterosklerdzy. (Ramana a kol. 2002)
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AKR1B10 najdeme v tenkém stfevé, tlustém stevé, jatrech, brzliku a nadledvinach.
(Barski a kol. 2008) Nadmérnd exprese AKRIB10 byla objevena u karcinomu plic,
pankreatu, prostaty, prsu a hepatocelularnich nadort. (Seliger a kol. 2018)

Podobné je jako ostatni schopna redukovat rizné aldehydy a ketony, jako jsou
glyceraldehyd, methylglyoxal, diacetyl a aromatické aldehydy. Jeji dalsi ulohou je
redukce retinaldehydt na jejich pfislusné retinoly. ZvySeni hladin AKR1B10 tedy mize
vést ke snizeni hladin kyseliny retinové. Ta se ucastni velkého poctu biologickych
procest, od vyvoje plodu po proliferaci a diferenciaci bun¢k az po apoptozu.
S vycCerpanim kyseliny retinové muize byt spojena ztrata bunécné diferenciace a rozvoj

karcinogeneze. (Gallego a kol. 2007)

AKR1B10 podporuje migraci a invazi bun¢k rakoviny prsu aktivaci signalni drahy
ERK. Velikost jeho zastoupeni pozitivné koreluje s velikosti nddoru a metastdzami

do lymfatickych uzlin. (Li a kol. 2017)

Hraje také roli v diagnostice a prognéze hepatocelularniho karcinomu. Spatné
vysledky u pacientll s pokro€ilym hepatoceluldrnim karcinomem jsou z velké Casti
zpisobeny nedostatkem biomarkerti pro identifikaci nddorti v ranych stadiich. Pomoci
exprese AKRIB10 muzeme karcinom nalézt mnohem diive. Jeho exprese se se
zhorSujicim stavem zvySuje. Rada experimentdlnich studii ukézala, Ze inhibice
AKRI1B10 zabrafiuje ristu a metastdzovani nadoru a indukuje apoptoézu. (Di Stefano

a Davis 2019)

AKRI1C3, také znama jako 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 5
a prostaglandin-F-syntasa, se nenachdzi jen v prostaté a mlécné zlaze, ale exprese jeji
mRNA byla objevena i v jatrech, plicich, tenkém stfev€, nadledvinach, mozku, déloze
a varlatech. (Barski a kol. 2008, Novotna a kol. 2008) Sdili vysokou sekvenéni homologii
(> 86 %) s AKRICI, 1C2 a 1C4. Struktury AKRIC enzymt jsou velmi podobné,

ale vykazuji riizné distribu¢ni preference a biologické funkce. (Liu a kol. 2020)

AKRI1C3 hraje dilezitou roli v produkci pohlavnich hormonti, protoze katalyzuje
pfeménu estrogentl, androgent a progesteronil. Pfeménuje androstendion na testosteron,
estron na estradiol a progesteron na hydroxyprogesteron. (Edwardson a kol. 2015, Rizner

a kol. 2006)
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Zvysené hladiny AKR1C3 souvisi s progresi a agresivitou riznych onemocnéni.
Obecné je lze rozdélit na karcinomy zavislé na hormonech, karcinomy nezéavislé

na hormonech a metabolicka onemocnéni. (Liu a kol. 2020)

AKRIC3 katalyzuje syntézu 9a,11B-prostaglandinu F> a prostaglandinu F»,, které
umoziiuji rast myeloidnich prekurzorit v kostni dfeni. AKRIC3 je nadmérné
exprimovana pfi akutni myeloidni leukémii (AML) a akutni lymfoblastické leukémii T-
bunék (T-ALL). Kromé AML a T-ALL je také nadmérné exprimovana v karcinomu prsu,
tlustého stfeva, prostaty, endometria a plic. (Verma a kol. 2019) Inhibice AKR1C3 vede
ke zvySenym hladindm prostaglandinu D> a 15-deoxy-delta-prostaglandinu Jo.
Prostaglandin D, plsobi synergicky s all-trans retinovou kyselinou a podporuje
diferenciaci a apoptdzu bunék. 15-deoxy-delta-prostaglandin J, podporuje diferenciaci.
Ve srovnani s pfimym podavanim prostaglandinu J2 a 15-deoxy-delta-prostaglandinu je

lepsi podavat inhibitory AKR1C3. (Liu a kol. 2020)

U rakoviny prostaty AKR1C3 jako 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa katalyzuje
pfeménu androstendionu na testosteron. Ten poté aktivuje androgenové receptory
a podporuje rist tumoru. ZvySené hladiny AKRIC3 zvySuji agresivitu nadoru. (Byrns
a kol. 2010) ZvysSend exprese AKR1C3 u rakoviny prsu je spojena s vysS§imi hladinami
testosteronu. Ten je poté aromatasou pieménény na 17p-estradiol a stimuluje proliferaci
rakovinovych bun¢k. Vyssi hladina byla zjisténa u 65-85 % tkani rakoviny prsu. Zvyseni
je spojovano s horsi progndzou. Podle studie Xu a kol. (2017) by mél byt AKR1C3 pouzit
jako faktor Spatné progndzy u rakoviny prsu. Nemél by ale byt béhem 1é¢by inhibovan
vzhledem k negativni korelaci mezi expresi AKR1C3 a gluk6zou regulovanym proteinem

78.

Vys§i hladiny estrogenit a niz8i hladiny progesteronu pfispivaji ke vzniku
endometridozy a dysmenorey. (Byrns a kol. 2010, Byrns a kol. 2011) K poskozeni
endometria dochéazi, kdyZ progesteron neni schopen pisobit proti estrogennim
ucinkiim. AKR1C3 prostfednictvim aktivity prostaglandin F syntasy reguluje zanét,
proliferaci a angiogenezi endometrialnich bun€k. Enzym kontroluje i koncentrace
testosteronu a estradiolu a reguluje hladiny isoprenylaldehydu a retinaldehydu. (Liu a kol.

2020)

ZvysSena exprese u nddorovych onemocnéni a metabolismus xenobiotik, napi. ANT,

u kterych narlsta rezistence a kardiotoxicita, vede k vyvoji inhibitort AKRI1C3. Patii
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mezi né napt. NSAID, steroidni laktony, steroidni hormony, derivaty kyseliny skoficové
a flavonoidy. (Byrns a kol. 2011) Dale jsou to pak inhibitory enzymt z nadrodin AKR
a SDR.

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

SDR jsou jednou z nejvétSich proteinovych nadrodin a jejich pocet stale roste.
(Jornvall a kol. 2015) Mohou byt cytosolické, nebo v nékterych piipadech membranoveé
vazané. (Hoffmann a Maser 2007) Maji zasadni roli v metabolismu lipidii, aminokyselin,

sacharidii, kofaktori, hormont a xenobiotik. (Kavanagh a kol. 2008)

SDR miuizZeme rozdélit na nékolik rodin. Patii sem rodina classical, extended,
intermediate divergent a complex. RozliSuji se dle primarni struktury. Preferenci
ke kofaktoru NADP(H) ma rodina classical, zatimco rodina extended preferuje spise

NAD(H). (Persson a kol. 2003)

Vétsina SDR je oligomernich. Maji bud’ homodimerni nebo homotetramerické
kvartérni struktury. (Kavanagh a kol. 2008) Sekven¢ni identita je ve srovnani mezi
riznymi SDR enzymy obvykle jen okolo 15-30 %. (Oppermann a kol. 2003)
Nejzachovalej$im znakem je centrdlni B-skladany list obklopeny 3—4 a-Sroubovicemi.
Tento motiv se nachazi na N-konci vazebné domény a nazyva se Rossmanniv zahyb.
Slouzi pro vazbu kofaktoru. Pro vazbu substratu pak slouzi vazebné misto na C-konci.

(Kavanagh a kol. 2008)

Velké mnoZstvi rodin od sebe bylo potieba odlisit. Z tohoto diivodu byl zvolen
nomenklaturni systém, kde nejnizsi Cisla byla pfifazena rodindm nalezenych u ¢lovéka
a savcl, poté nasleduji eukaryota, bakterie a archea. Znama je napft. rodina SDR21C, kam

patii nejvice studovand a popsand SDR CBRI1. (Persson a kol. 2009)

CBR1 je cytosolicky enzym, zndmy jako prostaglandin 9-ketoreduktasa a 15-
hydroxydehydrogenasa. Sklada se z 277 aminokyselin. (Forrest a Gonzales 2000, Miura
a kol. 2008) Nachazi se ve vSech tkanich, pfedev§im vSak v parenchymalnich buiikach
jater, epitelialnich bunikdch zaludku a tenkého stfeva, epidermis, proximalnich tubulech
ledvin, neuronélnich a gliovych buiikach centralniho nervového systému a také v buitkkach
pfedniho laloku hypofyzy. (Wirth a Wermuth 1992) Katalyzuje NADPH-dependentni
redukce endogennich 1 exogennich (xenobiotickych) ketont a chinoni jako jsou steroidy,

prostaglandiny, retinoidy a biogenni aminy. (Forrest a Gonzales 2000)
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CBRI1 odstraiiuje z téla slouceniny obsahujici reaktivni aldehydovou skupinu,
vznikajici pti oxidanim stresu. Nékteré studie naznacuji, ze CBR1 je nezbytnd pro pieziti
neuronovych buné€k a pro ochranu pred degeneraci mozku vyvolanou oxidacnim stresem.

(Kim a kol. 2014, Rashid a kol. 2010)

Zvysend hladina CBR1 v rakovinovych buiikdch snizuje proliferaci a riist nadoru.
(Murakami a kol. 2012, Osawa a kol. 2015) Snizené hladiny jsou naopak spojeny
s podporou ristu naddoru a Sifenim metastazi. Pfedevsim je spojena se Spatnou progndézou
u rakoviny vajecniki, délozniho hrdla a endometria. (Nishimoto a kol. 2018) U oralniho
spinocelularniho karcinomu, karcinomu hlavy a krku maze hladina CBR1 slouzit jako
prognosticky faktor. CBR1 také muize byt G€innym cilem pfi 1écbé metastatického

spinocelularniho karcinomu hlavy a krku. (Yamanouchi a kol. 2018, Yun a kol. 2020)

Aktivita karbonylreduktazy se u jednotlivcl 1i$i a mize ptispivat k nepiedvidatelné
farmakodynamice substrati 1é¢ivych pripravki CBR1. (Gonzalez-Covarrubias a kol.
2007) Studie dle Varatharajana a kol. (2012) naznacuje, Ze exprese RNA CBR1 muze byt
uzitecna pii identifikaci pacientti s AML, u nichz je riziko vzniku rezistence nebo toxicity
vuci DAUN.

Exprese CBRI1 také ovliviiuje rezistenci na oxid arsenity, pouzivany jako
chemoterapeutikum pro akutni promyelocytarni leukémii. Jeho vyuziti je vSak omezeno
pro jeho nezadouci ucinky a niz§i ucinnost. Kombinovand lécba se specifickym
inhibitorem CBR1 zvysila apoptézu indukovanou oxidem arsenitym, a to jak in vitro,
tak in vivo. Nadmérna exprese CBR1 byla navic dostate¢na k ochran€ bunék proti oxidu

arsenitému prostfednictvim modulace tvorby ROS. (Jang a kol. 2012)
Jednoelektronova redukce

Pii jednoelektronové redukci dochazi k pfeméné chinonové skupiny ANT
na semichinonovy radikal. Reakce je katalyzovdna cytochromem P-450, reduktasou,
NADH-dehydrogenasou, syntasou oxidu dusnatého a xantinoxidasou. Semichinon je poté
v pritomnosti kysliku oxidovan zpét na chinon a uvoliluje se superoxidovy anion. Ten
muze byt pfemé&nén na peroxid vodiku nebo na hydroxidovy anion. Dochazi ke zvySené
tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS). Volné radikaly pak zpiisobuji peroxidaci lipida,
agregaci proteind a smrt bunék. K t€émto reakcim dochazi v cytoplazmé, mitochondriich

a sarkoplazmatickém retikulu. (Edwardson a kol. 2015)
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Deglykosidace

Predstavuje jen 1-2 % metabolismu ANT. Dochézi ke §tépeni glykosidové vazby
za vzniku 7-deoxyaglykonti a hydroxyaglykonl. Reakce je katalyzovana reduktasami
typu glykosidas, NADP(H)-dependentnimi hydrolasami, NADP(H)-chinonoxido-
reduktasou, NADP(H)-cytochrom-P450-reduktasou, a xantindehydrogenasou.
(Mordente a kol. 2003, Licata a kol. 2000)

Vysledné aglykony maji vyssi lipofilitu nez ptivodni ANT. Piedpoklada se, ze maze
dochazet k interkalaci do mitochondrialnich membran. (Sokolove 1994) Studie navic
naznacuji, ze antracyklinové aglykony mohou zptsobit poskozeni myokardu kvili jejich

oxida¢nim vlastnostem. (Conklin 2004)
2.2.5 Daunorubicin hydrochlorid

DAUN je oranzovocerveny krystalicky praSek. Jeho vlastnostmi je snadna
rozpustnost ve vodé a v methanolu, a naopak té¢zkd rozpustnost v 96 % lihu.
Prakticky nerozpustny je v acetonu. Chemickd struktura je (8S,10S)-8-acetyl-10-[(3-
amino-2,3,6-trideoxy-o-L-lyxo-hexopyranosyl)oxy]-6,8,1 1trihydroxy-1-methoxy-
5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-5,12-dion-hydrochlorid. Molekulovd hmotnost DAUN
je 563,99 g/mol. (Cesky lékopis 2017)

Jedna se o antineoplastické 1é¢ivo pouzivané k 1é€bé riznych druht leukémii napf.
AML (myeloidni, monocytarni a erytroidni vyvojové fady) a ALL u déti a dospélych.
Také je prvni volbou 1é€by Kaposiho sarkomu spojeného s virem lidského imunodeficitu
(HIV). Lze ho podavat pouze intraven6zné€. Mezi Casté nezddouci U€inky patii utlum
kostni dien¢ a kardiotoxicita. Kardiotoxicky ucinek je vétSinou u dospélych pozorovan
az pti kumulativni ddvce 400-550 mg/m?*. MiZe nastat ale uz pti davce 200mg/m?>. Mezi
dalsi nezadouci Ucinky patii alopecie, mukositida, nevolnost, zvraceni a nekroza kize.

(internet 3)

vvvvvv

metabolit DAUNOL (obr. 5). (Bachur a Gee 1971, Cusack a kol. 1993)
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Obr. 5 Redukce karbonylu DAUN na sekundarni alkohol DAUNOL

2.3 Cilena terapie

2.3.1 Inhibitory isocitratdehydrogenasy

Isocitratdehydrogenasa je enzym, ktery katalyzuje oxidativni dekarboxylaci isocitratu
na 2-oxoglutarat. Délime je na IDH1, IDH2 a IDH3. Pfi AML dochazi ve 20 % piipadii
k mutacim IDH a pfeméné 2-oxoglutaratu na onkometabolit R-2-hydroxyglutarat (R-2-
HG); ten pak vede ke zvysené leukemogenezi (obr. 6). Poskozuje bunécnou diferenciaci
a zpusobuje metylaci histoni a DNA. Na zaklad¢ klinickych studii byly FDA schvaleny
dva inhibitory IDH, a to enasidenib a ivosidenib. (Liu a Gong 2019)

Cytoplasm

—~

Citrate = o » Citrate
TCA cycle
Isocitrate
Isocitrate
NADP+
IDH1
NADPH + CO,

NADPH
« Increased histone methylation
@m = Increased DNA methylation
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NADP+
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m—KG-dependent
reactions

Obr. 6 Pfemeéna 2-oxoglutaratu (o-KG) na onkometabolit R-2-HG (Mondesir a kol. 2016)
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Enasidenib

Enasidenib (ENA) (obr. 7) je inhibitor pouzivany k 1é¢bé AML s mutacemi IDH2.
Doporucena davka je 100 mg jednou denné. ENA muze snizit celkovou hladinu 2-HG
v séru o vice nez 90 %. Mezi jeho nezddouci Uc¢inky patii zvySeny bilirubin, nauzea,

snizend chut’ k jidlu, zvraceni a prijem. Nevykazuje Zadnou cytotoxicitu.

Je dobfe tolerovan v kombinacich se standardni chemoterapii nebo hypomethyla¢nim

¢inidlem (HMA) azacytidinem. (Liu a Gong 2019)

Obr. 7 Strukturni vzorec ENA (internet 4)
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2.3.2 Inhibitory tyrosinkinas

FLT3 je gen kodujici protein FMS-like tyrosine kinase. Ten hraje klicovou roli
v krvetvorbé a bunéném rustu. FLT3 je sloZzen z extracelularni vazebné domény

pro FLT3, transmembranové, juxtamembranové a kinasové domény (obr. 8).

Immunoglobulin-like

loops Transmembrane domain

p o

. JUXtamembrane
domain
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Cell Membrane

Internal Tandem " | |

Duplications (ITDs)
~20-30%

Obr. 8 Reprezentativni receptor FLT3 ukazujici umisténi mutaci vnitini tandemové duplikace
(ITD) a tyrosinkinasové domény (TKD) (Fletcher a kol. 2020)

Po navazani ligandu dochazi nejdiive k dimerizaci a poté k fosforylaci
na tyrosinkinasové doméné. Fosforylovany FLT3 ptendsi signdly pomoci asociace
s riznymi cytoplazmatickymi proteiny. Ty se pak ptes jednotlivé signalni drahy podili
na fizeni bunécného cyklu jako je proliferace, diferenciace a apoptéza hematopoetickych
bunék. Mutace ve struktuie mohou vést ke zvySeni bunécné proliferace, sniZzeni apoptozy,

a az ke vzniku nadorového onemocnéni.

Existuji dva typy mutaci: interni tandemové duplikace (ITD) FLT3 a FLT3-TKD
(bodova mutace na tyrosinkinasové domén¢) mutace. FLT3-ITD mutace je cCastéjsi.
Vyskytuje se piiblizné u 25 % pacienti s AML. Tyto mutace se nachazeji
v juxtamembranové c¢asti genu FLT3. ITD pak vede k aktivaci prostfednictvim
konstitutivni dimerizace a kinasové aktivace, kterd zplsobi nekontrolovatelnou

proliferaci a diferenciaci leukemickych buné¢k. (Grafone a kol. 2012, Fletcher a kol. 2020)

Inhibitory prvni generace jsou midostaurin (inhibitor proteinkinasy C), sunitinib

(inhibitor VEGFR), sorafenib (inhibitor RAF) a ponatinib (inhibitor BCR-ABL). Druha
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generace FLT3 byla navrZena tak, aby byla selektivnéjsi a i¢inngj$i. Zahrnuje quizartinib

a gilteritinib. (Fletcher a kol. 2020)
Quizartinib

Quizartinib (QUI) (obr. 9) je peroralni FLT3 tyrosinkinasovy inhibitor druhé
generace. Inhibuje jen mutace ITD a wild typ (WT), neinhibuje mutace TKD.
(Garcia-Horton a Yee 2020) Mechanismem QUI je navdzani na isoformu receptoru
tyrosinkinasy FLT3. To vede k inhibici proliferace a k apoptdze rakovinnych bunék.
(Zhou a kol. 2019a) QUI je zatim schvalen jen v Japonsku k 1é¢b¢ relabujici/refrakterni
AML s mutaci FLT3. (Fletcher a kol. 2020) Tuto mutaci ma az 30 % pacienti s AML.
(Garcia-Horton a Yee 2020) FDA a EMA Zadost o schvéleni v roce 2019 zamitly kvili
rizikim pfevazujicim nad pfinosy 1écby. Mezi nezddouci ucinky patii neutropenie,
trombocytopenie, anémie, nauzea, prujem a prodlouzeni QT intervalu. (Garcia-Horton

a Yee 2020, Levis 2013)
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Obr. 9 Strukturni vzorec QUI (internet 5)

2.3.3 Inhibitory signalni drahy Hedgehog

Signalni drdha Hedgehog hraje vyznamnou roli v embryonalnim vyvoji. Je dtlezita
pro polaritu organismu a vyvoj tkani a organti. Nékteré studie naznacuji, ze tato signalni
draha miZe byt zapojena do riiznych stadii karcinogeneze u vzniku naddord. Aktivace této
drahy byla nalezena napf. u rakoviny slinivky bfi$ni a jicnu. U rakoviny zaludku

a prostaty je spojovana s vys$$im metastazickym potencidlem. (Skoda a kol. 2018)
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Glasdegib

Glasdegib (GLA) (obr. 10) je peroralni inhibitor signalni drahy Hedgehog. Aktivita
signalni drahy souvisi i s rezistenci k cytostatikiim; GLA tak zvySuje citlivost ke spole¢né
podavanému cytostatiku. Kombinuje se s cytarabinem i DAUN a tyto kombinace jsou
dobfe tolerovany. Nejcastéji hlaSenymi nezadoucimi ucinky souvisejicimi s 1écbou byly
febrilni neutropenie a anémie. (Cortes a kol. 2018) Je indikovan v kombinaci s nizkymi
davkami cytarabinu k 1ébé AML u dospélych pacient, ktefi nejsou kandidaty

na standardni induk¢ni chemoterapii. (internet 6)
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Obr. 10 Strukturni vzorec GLA (internet 7)
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit inhibi¢ni potencidl vybranych inhibitord
(ENA, GLA a QUI) na enzymy z nadrodiny AKR a SDR, které se ti€astni metabolismu
DAUN.

Jednotlivé dil¢i cile jsou:

1. Screening inhibi¢ni aktivity ENA, GLA a QUI s CRE z nadrodin AKR (AKR1A1,
1B1, 1B10, 1C3) a SDR (CBR1)

2. Stanoveni ICso pro nejsiln€j$i inhibitor
3. Urceni inhibi¢ni konstanty

4. Zjisténi typu inhibice pro nejucinnéjsi inhibitor
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Material
4.1.1 Chemikalie

e Acetonitril

e Amoniak 25 %

e Ethylacetat (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Destilovana voda

e DMSO

o Glukosa-6-fosfat (Roche Diagnostics, Némecko)
o Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche Diagnostics, Némecko)
e Chlorid hotfe¢naty 0,1M

e Kyselina mravenci

e Methanol

e NADP+ (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Sodno-fosfatovy pufr pH 7,4

Substrat:

e Daunorubicin hydrochlorid (Toronto Research Chemicals, Kanada)

Enzymy:
Enzymy byly ziskdny rekombinantni metodou na Katedfe biochemickych véd
Farmaceutické fakulty (FaF) Univerzity Karlovy v Hradei Kralové. Byly pfipraveny

pomoci expresniho systému E. coli.
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Tab. 4 Ziskané enzymy

CBRI1 1,47 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)
AKRIAI 0,494 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)
AKRIB1 1,5 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)
AKRI1B10 1,555 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)

1,6 Img/ml (Katedra biochemickych véd FaF)
AKRIC3 1 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)

1,3 mg/ml (Katedra biochemickych véd FaF)

Inhibitory:

e Enasidenib (AG-221) (MedChemExpress, USA)

e Quizartinib (AC220) (MedChemExpress, USA)

e (lasdegib (PF-04449913) (MedChemExpress, USA)

4.1.2 Pomiicky a pristroje

e Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

e Automatické pipety 0,5 pul — 1000 pl (Sartorius, Némecko)

e Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

e Filtry na injekéni jehlu

e Injekéni jehly

e Injek¢ni plastové stiikacky

e Inzerty k vialkdm (Agilent Technologies, USA)

e Kadinky

e Kopistky

e Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

e Nadoba s ledem

e Pipetovaci Spicky (Sartorius, Némecko)

e Piistroj na vyrobu ledu (BREMA Ice Makers, Italie)
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Rukavice (Vulkan Medicals, Ceska republika)

Septa do vialek (Agilent Technologies, USA)

Stojan na zkumavky

Stopky

Termomixér ThermoCell MixingBlock (BIOER, Cina)
Termomixér Thermomixer compact (Eppendorf, Némecko)
Trepacka IKA Vortex Geniae 2 (IKA, Némecko)

UHPLC systém Agilent 1290 infinity (Agilent Technologies, USA)
Ultrazvukova &isticka 120T (Ultrazvuk, s.r.o., Ceské republika)
Vakuovy koncentrator plus (Eppendorf, Némecko)

Vialky (Agilent Technologies, USA)

Vicka na vialky (Agilent Technologies, USA)
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4.2 Metodika prace

4.2.1 Testovani inhibi¢nich ac¢inki ENA, QUI a GLA

4.2.1.1 Ptiprava roztoki na inkubaci
Piiprava regeneracniho systému

Na piipravu regeneraéniho systému (RS) bylo nejdfive potfeba navazit NADP®
a glukosu-6-fosfat. Ob¢ tyto slozky se pomoci tfepacky uplné rozpustily v sodno-
fostatovém pufru. Nasledné byl pfidan 0,1 M chlorid hote¢naty a nakonec, tésné pred
pipetovanim do jednotlivé nadepsanych Eppendorf zkumavek, byl ptfidan enzym glukosa-
6-fosfatdehydrogenasa. RS pro jednu 100 um reakci byl ptipraven podle tab. 5. Do kazdé
100 pl reakce bylo pipetovano 20 pl RS. RS byl vzdy pfipravovan v nadbytku

a uchovavan na ledu.

Tab. 5 Piiprava RS na jednu 100 uM reakci

MnozZstvi [mg] MnoZstvi [pl]
NADP+ 0,2 '
rozpustit v 10 ul pufru
Glukosa-6-fosfat 0,6
MgCl12 (0,1 M) 10
Glukosa-6-P dehydrogenasa 0,5

Piiprava enzymi

Byly pouzity CRE AKR1C3, 1B10, 1A1, 1B1 a CBRI1. Zasobni koncentrace enzymu
byla nafedéna sodno-fosfitovym pufrem na poZadovanou koncentraci dle obr. 11.

Do reakce bylo pouzito 10 ul enzymu.

m

mg
x—Xyu =t Xz ul

ml ml
Obr. 11 Redéni enzymii (Krtilova 2020)

(Legenda k obr. 11: x = koncentrace zasobniho roztoku enzymu v mg/ml; y = mnozstvi enzymu
ze zasobniho roztoku v pl, nezndma hodnota; t = mnozstvi enzymu v jedné reakci v mg/ml; z = celkové

mnozstvi smeési enzymu a pufru potfebné do reakei.)
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Piiprava inhibitori

Zasobni koncentrace inhibitorti v mrazicim boxu byla 10 mM a bylo nutné ji natedit
roztokem dimethylsulfoxidu (DMSO) na pracovni koncentraci 500 a 2 500 uM, tak aby
finalni koncentrace inhibitorii v reakci pii pipetovani 2 ul byla 10 a 50 uM. V této praci

byly pouzity tii inhibitory: ENA, QUI a GLA.
Piiprava substratu

Substrat byl ptfipraven rozpusténim 1,27 mg DAUN v 450 ul destilované vody,
tak aby vznikl 5SmM roztok. Do reak¢ni smési bylo pipetovano 10 pl.

4.2.1.2 Preinkubace a inkubace

Nejdiive byly do stojanu vyskladany fadn¢ oznacené Eppendorf zkumavky. Do nich
bylo pipetovano 20 ul RS a puftr s enzymem (tab. 6). Nakonec byly pfidany 2 pl inhibitoru
nebo DMSO u kontrolni reakce bez inhibitoru. VSe se vortexovalo pomoci tfepacky

a reak¢ni smés se dala na 10 minut preinkubovat do termomixéru pfi teploté 37 °C.
4.2.1.3 Vlastni enzymova reakce

Reakce byla spusténa pipetovanim 10 ul DAUN nebo vody u kontroly bez substratu.
DAUN byl ptidavan vzdy v pfesné dany ¢as po 30 sekundach. Reakce byla preruSena
po 30 minutach v inkubatoru pii 37 °C ptidanim 40 pl NH3 (26 %) a poté ponechana

10 minut na ledu.

Nasledné byl pfidan 1 ml ethylacetatu a Eppendorf zkumavky se daly do tfepacky.
Po 15 minutich extrakce se daly na 2 minuty stocit do centrifugy pfi 13 400 rpm. Obsah
se rozd¢lil na dve vrstvy. Pipetou byla odebrana horni organicka vrstva a ke spodni vrstvé
byl znovu piidan 1 ml ethylacetatu. Postup byl zopakovan, aby se zvysil vytézek reakce.
Vzorky se opét daly do tiepacky a znovu sto€it do centrifugy. Mezitim se horni organicka
vrstva odpafila, aby mohla byt pfiddna druhd odebrand organicka vrstva a mnoZstvi se
veslo do 1,5 ml Eppendorf zkumavek. Na zavér se vSe dalo odpafit pii 30 °C

do vakuového koncentratoru. Po odpateni byly zkumavky skladovany v mrazicim boxu.
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Tab. 6 Obecné schéma pro pipetovani reakéni smési

pufr (ul) enzym regeneracni | inhibitor substrat
(b systém (ul) (D (D

Neinhib A

crbovana 60 10 20 0 10
rekce
Kontrola DMSO 58 10 20 2 10
Inhibitor
(10 pM finalni 58 10 20 2 10
koncentrace)
Inhibitor
(50 M finalni 58 10 20 2 10
koncentrace)
K 1

ontrola bez 70 0 20 0 10
enzymu
K 1

ontr(f a bez 60 10 20 0 0*
substratu

*10 pl destilované vody

4.2.1.4 Priprava vzorku pro nastiik a UHPLC analyza

Odpateny vzorek byl smichan se 400 pl mobilni faze. Ta se sklada z 0,1 % kyseliny
mravenci a acetonitrilu. Vzorek byl vortexovan a dan do ultrazvuku, poté byl stocen
na centrifuze. Postup se opakoval, dokud se cely vzorek uplné nerozpustil. Vysledny
roztok bez jakychkoliv necistot byl pipetovan do piedem oznacenych vialek. Nastiik
na kolonu byl 5 ul. Z vysledné plochy piku produktu DAUNOLu byla vypoctena

specificka aktivita enzymu.
4.2.1.5 Zpracovani namérenych dat

Nameétena data byla nejprve zpracovana v programu MS Excel. Ptes vzorec (obr. 12)
byla spocitana specificka aktivita, kterd pak mohla byt dosazena do programu GraphPad

Prism 8. Nasledn¢ byly srovnavany specifické aktivity jednotlivych enzym s inhibitory.
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hodnota z UHPLC xKx1000
529,54x30x%c

specificka aktivita (hnmol/mg/min)=

Obr. 12 Vypocet specifické aktivity enzymu

(Legenda k obr. 12: Hodnota z UHPLC — primérné mnozstvi DAUNOL v ng, K — koeficient fedéni; spocita
se jako podil objemu reakéni smési (400 pl) a objemu nastfikovaného na kolonu (5 pl). Koeficient fedéni
vychazi 80. Vynasobeni ¢islem 1 000 je ve vypoctu z diivodu prevodu jednotek 1 000 pg =1 mg, 529,54 —
latkové mnozstvi DAUNOL. Vydé€lenim vzorce Cislem 30 pfepocitdme vzorec na minutu, délime tedy

poctem minut inkubace, ¢ — koncentrace enzymu v reakci)
4.2.2 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICsg

Ptiprava regeneracniho systému, enzymu AKRIC3 a substratu DAUN probihala
stejné jako v kap. 4.2.1. Inhibitor ENA byl nafedén DMSO na pracovni koncentraci 5;
15; 50; 100; 250; 1 250 a 5 000 uM tak, aby koncentrace ve 100 uM reakci byla 0,1; 0,3;
1;2;5;25a100 uM.

Reakce probihala stejnym zplGsobem jako v kap. 4.2.1. Zastaveni reakce vSak
probihalo odlisné. Bylo jiz mozné pouzit rychlejsi metodu, kdy bylo po 30 minutach
inkubace misto NH3 pfidano 300 ul methanolu. Zkumavky byly dany na 10 minut do ledu
anasledné se daly na 30 minut precipitovat do mraziciho boxu. Smés se potom dalana 10
minut odstiedit. Po odstfedéni mohla byt piefiltrovana do vialek a zméfena na UHPLC.
Tato metoda se nejdfive nepouzivala z ditvodu zanaSeni kolony necistotami. Proto je

velmi dtlezité dodrzet 30 minut precipitace v mrazicim boxu a nésledné vzorek filtrovat.

Data byla zpracovéana nejdiive v MS Excel, kde byly spocitany specifické aktivity,
a poté byl v programu GraphPad Prism 8 vytvofen graf.

4.2.3 Stanoveni hodnoty K; a typu inhibice

Inhibi¢ni konstanta K; vyjadfuje vztah mezi inhibitorem a enzymem. Jedna se
o disocia¢ni konstantu komplexu enzym-inhibitor. Cim je hodnota K; mensi, tim je vyssi
afinita inhibitoru k enzymu. (Murray a kol. 2012)

Rovnice Michaelise a Mentenové (obr. 13) slouzi k urceni rychlosti enzymatické
reakce. V' vyjadfuje maximalni rychlost reakce, K, zna¢i Michaelisovu konstantu.

Ta vyjadiuje afinitu enzymu k substratu. Zavislost rychlosti na koncentraci ma tvar

hyperboly (obr. 14). (internet 8)
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[E] = konst.

Km [S]
Obr. 14 Grafické znazornéni rovnice Michaelise a Mentenové — zavislost rychlosti enzymové
reakce na koncentraci substratu za konstantni koncentrace enzymu (Ledvina a kol. 2009)

Rovnice dle Lineweavera a Burka (obr. 15) slouzi nejcastéji k snadn&jSimu
a presnéjSimu stanoveni Kim a Vimax. Jedna se o dvojité reciproké zobrazeni. Vysledkem je
pfimka, ktera protne osu y v bod¢, ktery odpovida hodnoté 1/Vmax, a osu x v bod& -1/Km
(obr. 16) Vyhodou je, Ze tuto ptimku lze sestrojit s mensim po¢tem namétenych hodnot.
(Ledvina a kol. 2009)
1 K, 1

L1
vV 8]V

Obr. 15 Rovnice dle Lineweavera a Burka (internet 8)
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 -I/Ka? 1/[S]

Obr. 16 Grafické znazornéni rovnice Lineweavera a Burka — reciproka hodnota zavislosti
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu (Ledvina a kol. 2009)

Inhibice je snizeni pocCateCni enzymatické rychlosti. Mizeme rozliSovat tii typy
inhibice: kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. Kompetitivni inhibice nastane,
kdyZ se inhibitor 1 substrat navazi na stejné aktivni misto enzymu. Nastavd mezi nimi
soutéz o toto misto. Vysledek je zavisly na koncetraci. Rozsah inhibice potom zavisi
na poméru koncentraci molekul substratu a inhibitoru. Z komplexu enzym-inhibitor
nevznikd vysledny produkt. Tato reakce je vSak vratna. Pii nekompetitivni inhibici
se inhibitor vaZe na jiné nez aktivni misto enzymu. Nenastdva tedy soutéz, jako je tomu
u kompetitivni inhibice. MiZe byt reverzibilni 1 ireverzibilni. Akompetitivni inhibice
nastane, kdyz se inhibitor navaze na jiz vytvofeny komplex enzym-substrat (obr. 17).

(Ledvina a kol. 2009)

Nekompetitivni [ Kompetitivni J Akompetitivni
VS Vs VS
V= v = v =

;KJ,,+|5|}-(1+%I~)

|"' m T
/ /

1/[5] 1[S] 1[5]

K (145 ) +S] Kot (1+10) 18]

Obr. 17 Grafické znazornéni kompetitivni, nekompetitivni a akompetitvni inhibice (internet 8)
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Postup stanoveni Ki

RS a enzym AKRIC3 byly pfipraveny stejnym zpisobem popsaném v kap. 4.2.1.
Jako inhibitor byl pouzit ENA, ktery byl z pracovni koncentrace natedén na 0; 0,5; 2 a 5
uM.

DAUN byl pfipraven smisenim s destilovanou vodou v pracovnich koncentracich
20 000; 10 000; 8 000; 6 000; 4 000 a 2 000 uM, tak aby vysledna koncentrace v 100 uM
reakci byla 2 000; 1 000; 800; 600; 400 a 200 uM. Preinkubace, inkubace i samotna

reakce probihaly stejnym zplisobem a za stejnych podminek jako v kap. 4.2.1.

Postup pro preinkubaci, inkubaci i reakci probéhl identicky jako v kap. 4.2.1. a reakce
byla zastavena methanolem dle kap. 4.2.2. Data byla zpracovana nejdiive v MS Excel
a poté v GraphPad Prism 8, kde byly vytvofeny dva grafy. Podle grafu Lineweavera—
Burka bylo mozné urcit, o jaky typ inhibice se jednd, tedy zda je kompetitivni,

nekompetitivni ¢i akompetitivni.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato diplomova prace je zaméfena na inhibitory enzymi z nadrodiny AKR a SDR.
Pravé enzymy ztéchto nadrodin katalyzuji pfeménu ANT na jejich alkoholové
metabolity. Ty jsou kardiotoxictéj$i nez ptivodni ANT a také ztraci své antineoplastické

vlastnosti. Vznika na n¢ rezistence a mize dojit az k selhani 1éCby.

V mnoha studiich jiz byla ovétena specificka aktivita enzymi AKR1, 1B1, 1B10, 1C3
a CBR1 vici substratu DAUN (Bukum a kol. 2019, Bains a kol. 2010, Krtilova 2020)
s nimiz nasledn¢ byly v této diplomové praci provadény reakce. Specificka aktivita byla
zjiStovana in vitro pomoci UHPLC analyzy. Je vyjadfena v nmol na 1 mg enzymu a 1

minutu inkubace (nmol/mg/min).

Dle studie Bains a kol. (2010), kde byly CRE v ptitomnosti DAUN i DOX zahrnuty
enzymy AKR1AI1, 1B1, 1B10, 1C1, 1C2, 1C3, 1C4, 7A2, CBRI, 2 a 4, jsou aktivity
enzymu fazeny sestupné takto: nejvice aktivnim enzymem k DAUN byl CBR1, AKR1C3,
7A2, poté 1A1 a 1B10. Nizkou aktivitu poté vykazovaly AKR1BI1, 1C4, CBR3 a 1Cl1.
Zadnou aktivitu nevykazovaly AKR1C2 a CBR4. Nejvyssi aktivitu v p¥itomnosti DOX
vykazoval AKR1C3.

K experimentalni praci byly vybrany enzymy s vyssi aktivitou k DAUN, tedy
AKRIALI, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1. Tyto enzymy jiz byly dfive zkoumény i s jinymi
inhibitory, napf. s purvalanolem A, roskovitinem (Novotnd a kol. 2018), olaparibem
(Tavares a kol. 2020), buparlisibem (Bukum a kol. 2019), ibrutinibem (Hudé&¢ova 2019),
midostaurinem (Morell a kol. 2021) a dalSimi inhibitory.

Jako prvni zkoumané vyznamné CRE byly vybrany AKR1C3 a 1B10 diky své vysoké
aktivité k DAUN dle studie Bains a kol. (2010) a také na zaklad¢ dalSich studii.

Vyznam AKRI1C3 v nadorovych onemocnénich je podpotfen 1 skuteCnosti, Ze je
nadmérn€ exprimovan v fad€ leukemickych bunéénych linii. Jeho inhibice by nejen
mohla mit zna¢ny vliv na pribéh onemocnéni z hlediska pfemény DAUN na DAUNOL,
ale také vést ke snizené syntéze 9a,l11B-prostaglandinu F2 a prostaglandinu F2a
zprostiedkovanou AKR1C3. Ty podporuji rist myeloidnich prekurzorti v kostni dieni.

(Verma a kol. 2019)

Druhy vybrany enzym AKR1B10 se ve zvySenych hladinach vyskytuje u nékterych
nadorovych onemocnéni. (Fukumoto a kol. 2005, Yoshitake a kol. 2007) ZvySené hladiny
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exprese AKRIB10 v neoplastickych buitkdch méni procesy prenylace a posttranslacni
modifikace protoonkoproteinii. Urychluji tim vznik nddorového onemocnéni. (Seliger
akol. 2018) Zvyseni hladin AKRIB10 muze také vést ke snizeni hladiny kyseliny
retinové. Jeji vyCerpani byva spojovano se ztratou bunécné diferenciace a rozvojem
karcinogeneze. (Penning 2015) Jako vhodnéjsi enzym by se v tomto ptipadé jevil spise
AKRI1BI, ktery mé také zvySené hladiny v fad€ leukemickych bun¢k. (Laffin a Petrash
2012) Ma vsak nizsi aktivitu k DAUN. (Bains a kol. 2010, Bukum a kol. 2019)

5.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity ENA, QUI a GLA na aktivitu AKR1C3

Probéhla dvé rtizna nezavisla méfeni enzymu AKR1C3 se tfemi riznymi inhibitory:
ENA, QUI a GLA. S inhibitorem ENA prob¢hly piivodné tfi inkubace, jedna vSak nebyla
zapocitana kvili chybé métfeni. Méfeni bylo provedeno vzdy v koncentracich 10 a 50 uM
v triplikatech. ENA v koncentraci 50 pM inhiboval AKRIC3 z 98,8 %, ENA
v koncentraci 10 uM z 94,0 %. Dva zbyvajici inhibitory inhibovaly signifikantné méné.
Nizsi inhibi¢ni potencial vykazoval GLA. V koncentraci 50 uM inhiboval AKR1C3
226,2 % a v koncentraci 10 uM z 0,9 %. QUI nevykazoval takika Zadnou inhibi¢ni
aktivitu k AKR1C3 (obr. 18). V tabulce je mozno vidét i zaporné hodnoty inhibice
enzymové aktivity. Znaci, ze hodnota inhibice je velmi nizka. Tato ¢isla by mohla byt

v tabulce zapsana i jako 0 % inhibice.

V porovnani s buparlisibem (Bukum a kol. 2019), ktery v 10 uM koncentraci
inhiboval z 48,7 % a v 50 uM koncentraci inhiboval z 80,6 %, vykazuje ENA vyrazny
potencial inhibice AKR1C3. Obdobné vysledky jako ENA vykazoval midostaurin.
V 10 uM koncentraci inhiboval z 87,06 % a v 50 uM koncentraci inhiboval z 93,19 %.
(Morell a kol. 2021) Podobné, ale lehce vyssi plisobeni vykazuje také pifi srovnani
s 10 uM olaparibem (inhibice 76,0 %) a 50 uM olaparibem (inhibice 91,4 %). (Tavares
a kol. 2020)
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Tab. 7 Prvni inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymu AKR1C3 s 10 a 50 uM ENA, QUI,
GLA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSQO)

§ specificka aktivita specificka inhibice
2 koncentrace(pM) enzymu aktivita enzymové
E (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity (%)
*
0 78,9 + 12,4 100+ 15,7
10 49403 6,3+ 6,5 93,8
ENA
50 0,8+02 11+238 28,9
10 80.4+23 101,8+2.8 -1.8
QUI
>0 84,2+ 10,2 106,7 + 12,2 6,7
10 78,4+2.6 99,3+3,3 0.7
GLA
>0 55,5+22 70,4 +3,9 29,6

méfeno v triplikatech

*kontrola DMSO

Tab. 8 Druha inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymu AKRI1C3 s 10 a 50 uM ENA, QUI,

GLA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

§ specificka aktivita specificka inhibice
= koncentrace(nM) enzymu aktivita enzymoveé
E (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity (%)
0* 98,5+10,5 100 + 10,7
10 59+1,0 6,0+17,0 94,0
ENA
50 1,3+£0,2 1,3+13,9 98,7
10 106,1 +4,8 107,7+4,5 -1,7
QUI
50 107,6 £2,8 109,2+2.,6 9,2
10 91,1 +4,0 92,5+44 1,0
GLA
50 76,0 4,1 772+54 22,8

méfeno v triplikatech

*kontrola DMSO
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Obr. 18 Grafické znazornéni praimérné specifické aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitory ENA,

QUI a GLA, nulova koncentrace piedstavuje kontrolni vzorek, kdy misto inhibitoru je do reakce
vlozeno DMSO a reprezentuje maximalni aktivitu realného vzorku (100 %)
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5.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity ENA, QUI a GLA na aktivitu
AKR1B10

Jako druhy byl zkouméan enzym AKRI1B10, ktery byl inhibovan méné. Byly
provedeny dvé¢ inkubace AKRI1B10 s inhibitory v triplikatech, kde nejvice znovu
inhiboval ENA. V koncentraci 10 uM inhiboval AKRIB10 z 3,0 %, o trochu vice pak
v koncentraci 50 uM z 4,2 %. GLA a QUI vykazovaly spiSe zvySeni enzymové aktivity
(obr. 19).

V porovnani s buparlisibem (Bukum a kol. 2019), ktery v 10 uM koncentraci
inhiboval z 8,4 % a v 50 uM koncentraci inhiboval z 9,4 %, vykazuji ENA, QUI i GLA
nizkou inhibici AKR1B10. Inhibice 10 uM midostaurinem (Morell a kol. 2021) byla
1,63 %, coz je vice nez polovina inhibice ENA. 50 uM pak inhiboval z 6,47 %, tedy
o vice nez 2 % ve srovnani s ENA. Olaparib v koncentraci 10 uM neinhiboval viibec,
stejn¢ jako QUI a GLA (pfi prvni inkubaci). V koncentraci 50 uM potom inhiboval
ze 7,7 %. (Tavares a kol. 2020)

Tab. 9 Prvni inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymu AKR1B10 s 10 a 50 uM ENA,
QUI, GLA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

§ specificka aktivita specificka inhibice
= koncentrace(nM) enzymu aktivita enzymu enzymoveé
E (nmol/mg/min) (%) aktivity (%)
0* 10,9+ 0,9 100 £8,2
10 10,8 £1,0 99,4+9,0 0,6
ENA
50 10,6 + 1,7 97,5+ 15,8 2,5
10 13,5+ 1,7 124,1 £12,6 -24.1
QUI
50 13,4+1,4 123,1+£10,3 -23,1
10 13,2+2,9 121,4+£21,7 21,4
GLA
50 13,3+ 1,6 1225+ 11,7 -22.5

méfeno v triplikatech

*kontrola DMSO
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Tab. 10 Druha inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymu AKR1C3 s 10 a 50 uM ENA,

QUI, GLA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

= specificka aktivita specificka inhibice
=]
= koncentrace(nM) enzymu aktivita enzymové
=
R (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity (%)
0* 17,6 £3,2 100+ 18,0
10 16,6 £ 1,8 94,7+ 11,1 53
ENA
50 16,6 £ 1,0 94,2+ 5,7 5,8
10 19,5+3,3 110,7 £ 16,8 -10,7
QUI
50 19,4 +£3,0 110,1 £15,4 -10,1
10 18,5+ 1,4 1054+ 7,5 -5,4
GLA
50 16,2+ 1,7 92,3+£10,5 7,7

méfeno v triplikatech

*kontrola DMSO
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Obr. 19 Grafické znazornéni primérné specifické aktivity enzymu AKR1B10 s inhibitory
ENA, QUI, GLA, nulova koncentrace predstavuje kontrolni vzorek, kdy misto inhibitoru je
do reakce vlozeno DMSO a reprezentuje maximalni aktivitu redlného vzorku (100 %)
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5.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity ENA na aktivitu AKR1A1, 1B1, 1B10,
1C3 a CBR1

QUI a GLA podle ptedchozich experimenti s vyznamnymi CRE AKRIC3
a AKR1B10 nevykazovaly takika Zadnou inhibi¢ni aktivitu. Byly vyhodnoceny jako
malo inhibujici nebo neinhibujici vlibec. Proto byly nasledné experimenty provedeny jen

s ENA.

S ENA byly inkubovany znovu enzymy AKR1C3 a 1B10 a také enzymy AKRI1A1,
I1B1 a CBRI1. Inkubace prob¢hla vzdy pro kazdy enzym samostatné v tetraplikatech.
U kazdého enzymu byla zjisténa specificka aktivita pii dvou riznych experimentech a ty
byly poté zprimérovany a zpracovany do grafu (obr. 20). ENA vykazoval nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu s enzymem AKR1C3. 10 uM ENA inhiboval enzym AKR1C3 z 86,3 %
a v koncentraci 50 uM inhiboval z 97,0 %. Méné¢ pak inhiboval sestupné v fad€ za sebou

AKRI1B10, 1B1, 1Al a viibec neinhiboval CBR1 (obr. 20).

V jiz vySe porovnavanych studiich s buparlisibem (Bukum a kol. 2019),
midostaurinem (Morell a kol. 2021) i olaparibem (Tavares a kol. 2020) byla nejvyssi
inhibi¢ni aktivita pozorovana vzdy u AKR1C3, stejné jako v této praci u ENA.
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Tab. 11 Prvni inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymi AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a
CBR1 s 10 a 50 pM ENA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

koncentrace specificka aktivita specificka aktivita inhibice’
enaym ENA (uM) | enzymu (nmol/mg/min) enzymu (%) cnaymove
aktivity (%)
0% 901,4 = 50,2 100+ 5.6
CBRI 10 089.1 + 433 1097 + 4.4 9,7
>0 9963 + 63,9 110,5+ 6.4 -10,5
0% 338,3 + 16,6 100 + 4,9
AKRI1A1 10 3552 +32,1 105,0 9,0 -5,0
>0 2593 = 29.9 767+ 11.5 23,4
0% 1245+ 6,7 100+5.4
AKRIB10 10 116,0 + 10,7 932492 6,8
>0 104,7 + 10,2 84,1+9,8 15,9
0% 29,3+8.,9 100 + 30,5
AKRIC3 10 4,7+0,9 159+ 19,3 84,1
>0 1,24+02 4,1+16,0 95,9
0 9.0+0,7 100+ 7.9
AKRI1BI 10 8,3+0.,6 923+72 1,1
>0 8.4+0.4 93,0+4.38 7,0

méfeno v tetraplikatech

*kontrola DMSO
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Tab. 12 Druha inkubace a zjisténi specifické aktivity enzymi AKR1Al, 1B1, 1B10, 1C3 a
CBR1 s 10 a 50 pM ENA a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

inhibice
enzym koncentrace specificka aktivita specificka aktivita | epzymové
ENA (uM) | enzymu (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity
(%)
0* 938,7 = 40,2 100 £4,3
CBRI 10 1005,9 + 88,4 107,2+8,8 7,2
50 992,8 £52,5 1058+ 5.3 -5,8
0* 204,7+ 12,7 100£6,2
AKRI1ALl 10 221,8 + 10,5 108,4 +4,7 8,4
50 197,4 £22,7 96,4+ 11,5 3,6
0* 80,4 +3,1 100 +£3,9
AKR1B10 10 83,1+5,6 103,4+6,7 -3,4
50 669 +24 83,2+3,6 16,8
0* 39,5+ 15,3 100 + 38,6
AKRIC3 10 4,6+0,3 11,5+59 88,5
50 0,8+0,2 2,0£259 98,0
0* 9,8+0,9 100 £8,8
AKRI1B1 10 9,9+0,7 100,9 7,1 -0,9
50 8.9+0,6 91,3+7,2 8,7

méfeno v tetraplikatech

*kontrola DMSO
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Obr. 20 Grafické znazornéni specifické aktivity enzymtt CBR1, AKR1A1, 1B10, 1C3, 1B1
s inhibitorem ENA, nulova koncentrace pfedstavuje kontrolni vzorek, kdy misto inhibitoru je
do reakce vlozeno DMSO a reprezentuje maximalni aktivitu redlného vzorku (100 %)

5.3.1 Stanoveni ICs

Dle vySe zminénych experimentli vykazoval ENA nejvyssi inhibi¢ni aktivitu
s enzymem AKRI1C3, proto praveé s nim byla stanovena hodnota ICso. Tato koncentrace
inhibitoru snizi aktivitu enzymu na polovinu. AKR1C3 ptevlada nad ostatnimi AKR1C
isoformami pifi AML. Také hraje vyznamnou roli ve vyvoji leukémie a nadortli, napf.
u rakoviny prsu, krve, plic, prostaty, dé€lohy, mozku a ledvin. Jeji zvySeni je ¢asto imérné
agresivité nadoru. Muaze také regulovat myelopoézu diky své schopnosti metabolizovat

prostaglandiny. (Birtwistle a kol. 2009, Zeng a kol. 2017, Hofman a kol. 2014)

Experiment probé&hl dvakrat. Prvni méfeni bylo v tetraplikdtech a ENA byl natfedén
na koncentrace 50; 5; 2; 1 a 0,2 uM (tab. 13). Koncentrace enzymu je stile stejna.
Hodnota ICso vysla 1,025 uM (obr. 21). Druhé méfeni probihalo s vice koncentracemi
inhibitoru. Hodnoty byly zvoleny tak, aby Iépe odpovidaly zahnuti osy. Koncentrace byly
100; 25; 5; 2; 1; 0,3 a 0,1 uM. ICso vyslo 1,084 uM (obr. 22). S 95 % pravdépodobnosti
se nachazi v rozmezi 0,88—1,19 uM. Hodnoty ICso vySly nizké, proto se da predpokladat
vysoka vaznost enzymu AKR1C3 vii¢i inhibitoru ENA.
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Tab. 13 Vybrané hodnoty koncentraci ENA s AKR1C3 urcené ke stanoveni hodnoty ICsg

koncetrace specificka aktivita specificka aktivita 1nh1b1c.e 'enzzmove
ENA (M) enzymu (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity (%)
0* 107,94+ 11,0 100 £ 10,2
0,2 92,8453 859457 14,0
1,0 51,8429 48,0 5.5 52.0
2,0 375424 347464 65.3
5,0 21,0£2.9 19.5+2.4 80.5
S0 93408 8.7+83 91.4
*kontrola DMSO
_ ICso = 1,025 M
X 1504
8 95% CI1=0,88-1,19 uM
o
X 100- }
=
=
=
[4+] 50 =
S
—
[&]
=
o °
% CI 1 ] I
6 4 2 0 2

log koncentrace enasidenibu (uM)

Obr. 21 Grafické znazornéni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 (osa y) na log
koncentraci ENA (osa x), ze které je ur¢ena hodnota ICs
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Tab. 14 Vybrané hodnoty koncentraci ENA s AKR1C3 urcené ke stanoveni hodnoty ICsg

koncetrace specificka aktivita specificka aktivita 1nh1b1c.e 'enzzmove
ENA (M) enzymu (nmol/mg/min) enzymu (%) aktivity (%)
0* 194,6 + 32,4 100 + 16,6
0,1 2002473 1029+ 3.6 2.9
0,3 149.9 + 5.4 77.0 £ 3,6 23.0
1,0 1025+ 16,8 527+ 164 47.4
2,0 67.8 %42 349462 65.1
5,0 36,0+ 13 18,5435 81.5
25 132403 6.8+2.1 93,2
100 104+12 54+11,6 94.6
*kontrola DMSO
H ICey = 1,084 1M
=
e 95% Cl=0,89-0,31 uM
O 1004 ]
o
o
<
=
=
£ 50~
(4]
S 4]
—
[&]
=
o ®
% U 1 1 1 1
-6 4 -2 0 2

log koncentrace enasidenibu (uM)

Obr. 22 Grafické znazornéni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 (osa y) na log
koncentraci ENA (osa x), ze které je ur¢ena hodnota ICs
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5.3.2 Stanoveni hodnoty K;

Pro stanoveni inhibice byly pouzity rovnice Michaelise a Mentenové i Lineweavera—

Burka. Byla stanovena inhibi¢ni konstanta K.

Pii prvnim méfeni bylo postupovano ndsledovné: nejdiive byla méfena hodnota
Kipfi koncentraci ENA 5 puM, poté pii 0,5 uM a na zavér byly spolecné zméieny
koncentrace 2 a 0 uM (DMSO). Piimky se neprotly idealné v jednom bod¢, ale protnuti
se velice blizilo k ose y. Predpokladali jsme tedy kompetitivni inhibici (obr. 23).
K ovéfeni vysledku bylo tfeba provést novou inkubaci. Vysledek pravdépodobné nevysel

presné kvili odliSnym podminkam pfi pipetovani a spusténi reakce.

0.06+

neinhibovana reakce
enasidenib 0,5 uM
enasidenib 2 uM
enasidenib 5 pM

0.04+

H <4 0 o

Ki=0,20 £ 0,02
95 % CI=0,15-0,24 uM

1/specificka aktivita
[1/nmol/mg/min]

R

-0.005 0.005

[1/Daunorubicin] [1/gM]

Obr. 23 Grafické znazornéni uréeni typu inhibice dle Lineweavera—Burka
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Ftoee

100~ enasidenib 5 M

specificka aktivita AKR1C3
[nmol/mg/min]

0 500 1000 1500 2000

[Daunorubicin] [pM]

Obr. 24 Zména specifické aktivity enzymu (osa y) v zavislosti na riizné koncentraci inhibitoru
a substratu (osa x)
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Druhé méfeni probihalo se v§emi koncetracemi ENA najednou (0; 0,5; 2 a 5 uM)
a pfimky se v grafu protly v jednom bod¢ na ose y. Dle grafu Lineweavera—Burka doslo
ke kompetitivni inhibici enzymu AKRI1C3. Hodnota K; pii druhém méfeni vysla
0,44 £ 0,03 uM (obr. 25). S95 % pravdépodobnosti se bude nachazet v intervalu
0,38-0,50 uM. Kompetitivni inhibice znamend, ze inhibitor soutézi se substratem
o aktivni misto enzymu, proto tento typ inhibice neni vhodny. Znamenal by vyssi
podavani terapeutické davky inhibitoru, protoze by bylo mozné inhibitor vytlacit
z vazebného mista vyssi koncentraci substratu. Vhodnéjsi je inhibice nekompetitivni.
Nekompetitivnimi inhibitory jsou napftiklad purvalanol A, roskovitin (Novotna a kol.

2018), buparlisib (Bukum a kol. 2019), ibrutinib (Hud4cova 2019) nebo midostaurin
(Morell a kol. 2021).

0.08 4
+ neinhibovana reakce
0.064 ® enasidenib 0,5 pM
« ¥ enasidenib 2 pM
=4 B enasidenib 5 pM
XE u
o “E: 0.04- Ki=0,44 + 0,03
= —
3 95 % CI=0,38-0,50 uM
SE v
&= 0021
- [
r _.—-'4 .
-0.005 0.005

[1/Daunorubicin] [1/uM]

Obr. 25 Grafické znazornéni urceni typu inhibice dle Lineweavera—Burka
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Obr. 26 Zména specifické aktivity enzymu (osa y) v zavislosti na rizné koncentraci inhibitoru
a substratu (osa x)
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6 ZAVER

Enzymy z nadrodin AKR a SDR hraji dilezitou roli v metabolismu endogennich
latek, xenobiotik a rozvoji riznych onemocnéni, proto je potieba jejich neustalé studium.

Ustavicné jsou zkoumany a nalézany nové latky zabranujici jejich negativnimu piisobeni.

V prvni ¢asti této experimentalni prace byl stanoven inhibicni potencial ENA, GLA,
QUI s potencialné vyznamnymi enzymy AKRI1B10 a AKRIC3, jejichz hladiny jsou
v nékterych nadorech prokazatelné¢ zvySeny. Jedinym vyznamnym inhibitorem
s klinickym potencidlem byl ENA. Diky malému inhibicnimu potencialu nebylo
s ostatnimi inhibitory v experimentech dale pokracovdno. U ENA byla prokazéna
nejvyssi inhibi¢ni aktivita s enzymem AKRI1C3, sestupné pak AKRIBI10, 1B1, 1Al.
CBRI1 neinhiboval viibec.

V druhé c¢asti prace byla stanovena hodnota ICso pro ENA inhibujici in vitro
AKRI1C3. Hodnota ICso vySla nizkda, v intervalu 0,88—1,19 uM, proto piedpokladame
vysokou vaznost ENA k AKR1C3.

V posledni ¢asti prace byla stanovena hodnota K; a typ inhibice. Hodnota K; vysla
0,44 £ 0,03 uM s 95 % konfiden¢nim intervalem 0,38—0,50 uM. ENA plisobi viici DAUN

jako kompetitivni inhibitor.

ENA by mél byt b&hem nasledujicich let schvalen v CR pro 1é¢bu
relabujici/refrakterni AML s prokdzanou mutaci v IDH2. Ze zjisténi této diplomové prace
se domnivame, Ze ENA by diky svému vlivu na AKR1C3 mohl v kombinac¢ni terapii
podpofit u¢inky 1écby AML. Je vSak potieba v experimentech pokraCovat a posunout je

z Grovné in vitro na Groven bunéénych linii.

53



7 POUZITE ZKRATKY

AKR — aldo-ketoreduktasa

AML — akutni myeloidni leukemie
ANT - antracyklinova antibiotika
ATP — adenosintrifosfat

CBR — karbonylrekutasa

CI - konfiden¢ni interval

CRE — karbonyl redukujici enzymy
DAUN — daunorubicin

DAUNOL - daunorubicinol

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
DOX — doxorubicin

ENA — enasidenib

FAB — Francouzsko-Americko-Britské déleni
FDA — U.S. Food and Drug Administration
FLT3 — FMS-like tyrosine kinase 3
GLA — glasdegib

ICs0 — poloviéni inhibi¢ni koncentrace
IDA — idarubicin

IDH — isocitratdehydrogenasa

ITD — interni tandemové duplikace

K — inhibi¢ni konstanta

Km— Michaelisova konstanta

MDR — dehydrogenasy/reduktasy se sttedn¢ dlouhym fetézcem
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MLR — mnohocetnd 1ékova rezistence

mRNA — mediatorovda RNA

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NSAID — nesteroidni antiflogistika

QUI — quizartinib

R-2-HG — R-2-hydroxyglutarat

RAF — proteinkinasa spoustéjici fosforylacni kaskadu
ROS — reaktivni formy kysliku

SDR — dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
T-ALL — akutni lymfoblastickd leukémie T-bunék
TKD - tyrosinkinasovd doména

TOP II. — topoisomerasa II.

UHPLC — ultra t¢inna kapalinova chromatografie
VEGEFR - receptor pro vaskularni endotelidlni rastovy faktor

WHO — World Health Organization
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