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ABSTRAKT
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Skolitel: prof. Ing. Vladimir Wsé6l Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv inhibice tepotinibu, entrektinibu a sapanisertibu na

aktivitu vybranych reduktas z nadrodiny AKR.

V Ceské republice je znatelny zvysujici se trend rozvoje plicniho karcinomu. Toto
tvrzeni koresponduje s faktem, ze je karcinom plic celosvétové nejcastéjSim typem

nadorového onemocnéni.

Karbonyl redukujici enzymy se vyskytuji v riznych tkdnich, kde jsou zodpovédné
za rozvoj mnoha onemocnéni, zanétd, nadord a nadorové rezistence. Tyto NAD(P)H-
dependentni oxidoreduktazy zpusobuji redukci karbonylovych sloucenin na ptislusné
alkoholy a snizuji tak toxicitu 1é¢iva pro nadorové bunky. V neposledni fadé jsou tyto
enzymy zodpoveédné za proliferaci a diferenciaci nadorovych bunék a zvySenou agresivitu

nadoru.

Predmétem této prace bylo studium inhibi¢niho vlivu vybranych inhibitort
cyklin-dependentnich  kindz (CDKi) na aktivitu aldo-ketoreduktaz (AKR).
Tyto inhibitory vSak neinhibuji pouze pifedpokladané CDK, ale prokazaly také schopnost

inhibice efluxnich transportérl a inhibuji 1 karbonyl redukujici enzymy.

Inhibi¢ni efekt tepotinibu, entrektinibu a sapanisertibu byl stanoven za pouziti
UHPLC analyzy. Nejvétsi inhibi¢ni potencial viici enzymu AKR1C3 prokéazal 50 uM
tepotinib, ktery enzym inhiboval ze 70,57 %, a proto byl vybran pro dalsi testovani. Pro
tepotinib byla stanovena ICso, K a typ inhibice. Hodnota ICso pro tepotinib je v rozmezi
8,45 -12,20 uM a hodnota inhibi¢ni konstanty (K;) je 4,38 +/- 0,65 uM. M¢étenim bylo

zjiSténo, Ze se tepotinib chova jako kompetitivni inhibitor.

Da se ptedpokladat, Ze pouZzitim kombinované terapie, kterd bude obsahovat
cytostatikum a inhibitor CDK, dojde ke zvySeni tspéSnosti 1éCby a snizeni vyskytu

nezadoucich u¢inkl konvencni terapie.
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The lung carcinoma has an increasing trend in the Czech Republic. These findings

correspond to the fact that lung carcinoma is the most common type of cancer worldwide.

Carbonyl reducing enzymes occur in different types of tissues, and they are
responsible for the development of inflammation, cancer, and cancer resistance. These
NADPH-dependent oxidoreductase cause the reduction of carbonyl groups to alcohol
compound and decrease the toxicity of drug for tumor cells. Last but not least, these
enzymes are responsible for tumor cell proliferation, differentiation, and increased

tumoral aggressivity.

This work aimed to study the inhibition effect of chosen cyclin-dependent kinase
inhibitors (CDKi) on the activity of Aldo-keto reductases. Besides inhibition of CDK, the
ability to inhibit efflux transporters and carbonyl reducing enzymes was proved at CDK

inhibitors.

The inhibition effect of tepotinib, entrectinib and sapanisertib was determined by
UHPLC analysis. The most significant inhibition potential to AKR1C3 was observed at
tepotinib 50 uM (70,57 % of enzyme was inhibited). Thus tepotinib was selected for
further tests. The value of ICso of tepotinib was calculated in the range 8,48 — 12,20 uM,
and the value of inhibitory constant was in the range 4,38 +/- 0,65 uM. The experiment

shows that tepotinib is a competitive inhibitor.

We can assume that the combination of cytostatic and inhibitors of CDK may
increase the effect of the treatment and eliminate the occurrence of side effects of

conventional treatment.
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni celosvétové zaujimaji predni pficky na Zebficku pficin
umrti. Z analyzy z roku 2018 vyplyva, Ze zhoubny nédor postihne za zivot 16,7 % zen a
20 % muza (Bray et al. 2018). V dusledku nadorového onemocnéni pak celosvétove
zemie 9 % Zen a 12,5 % muza (Bray et al. 2018). Stale rostouci incidence je v modernim
koufeni a hekticky zivotni styl, ktery je typicky pro industrializované zemé ¢i rychle se

rozvijejici ekonomiky (Bray et al. 2018).

Celosvétovy odhad pétileté prevalence nddorového onemocnéni €ini 43,8 milioni
osob. K nejcastéji se vyskytujicim typtim zhoubného bujeni patii v globalnim métitku
karcinom plic, karcinom prsu u Zen a kolorektalni karcinom; karcinom plic zaujima prvni
misto v celkovém poctu timrti na nddorovd onemocnéni; a to 18,4 % z celkového poctu

umrti na nddorova onemocnéni (Bray et al. 2018).

I v Ceské republice mizeme zaznamenat zvySujici se incidenci nadorového
onemocnéni plic a bronchti (Obr.1):
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Obr. 1. Graf znézorﬁujici casovy vyvoj hrubé incidence a mortality ve zvolené dlagnoze

karcinomu broncht a plic v celé populaci (internet 1)

wevr

Nejéastéjsim nadorovym onemocnénim plic v Ceské republice je bronchogenni
karcinom (internet 2). Nadory plic se podle histologické skladby a biologickych vlastnosti
rozdeluji na nemalobunééné a malobunécné novotvary. U Ceskych muzi predstavuje
bronchogenni karcinom nej¢astéjsi typ maligniho nddoru a u ceskych Zen je v potadi

¢tvrtym nejcastéjSim malignim nadorem (internet 2).



Nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem rozvoje plicniho karcinomu zlstava
bezpochyby kutéactvi tabdkovych vyrobkl, predev§im cigaret. Pies 95 % muzi a 80 %

zen, ktefi onemocnéni, jsou byvalymi nebo soucasnymi kutraky (internet 3).

V této praci jsem testovala inhibicni vliv vybranych inhibitort cyklin-
dependentnich kinaz (CDKi) na aktivitu enzymu ze skupiny aldo-ketoreduktaz (AKR).
Nekteré enzymy ze skupiny AKR jsou zodpovédné za rozvoj riznych onemocnéni, mj. i
téch nadorovych. Jejich zvysena koncentrace v nadorové tkani miize znamenat zvySenou
rezistenci na 1é¢bu ¢i agresivnéjs$i chovani nadoru. Jednim ze zkoumanych enzymu je
AKRI1C3 — tento enzym ma zasadni roli v proliferaci nddorovych buné¢k, byl objeven
naptiklad i ve tkanich plicniho karcinomu. Vzhledem k tomu, Ze enzym doposud nebyl
zaznamenan u malobunééného karcinomu plic, mohla by byt jeho pfitomnost povazovéana

za marker nemalobuné¢ného karcinomu plic.

Pro méteni aktivity inhibitord jsem pouzivala substrat daunorubicin. Jedna se o
l1é¢ivo ze skupiny antracyklinovych antibiotik, které se pouziva pro terapii solidnich
nadori plic, prsu, urogenitalu aj. Aldo-ketoreduktazy jsou karbonyl redukujici enzymy,
které pfeménuji aldehydovou nebo keto-skupinu na ptisluSné alkoholy; méteni inhibi¢ni
aktivity CDKi spocivalo v méfeni specifické aktivity inhibovanych enzymt, které

metabolizovaly daunorubicin na daunorubicinol.



2. Teoreticka cast

2.1. Nemalobunéény bronchogenni karcinom (NSCLC)

Nemalobunéény bronchogenni karcinom tvoii pfiblizné¢ 75-80 % vyskytu
bronchogennich karcinomu. Charakteristickymi rysy jsou pomaly rast, metastazovani
v pozd¢jSim stadiu a snizena citlivost k radioterapii a protinadorové chemoterapii
(internet 4). Klicovou roli na vzniku NSCLC hraji exogenni faktory; fyzikalni, chemické
a biologické — k rozvoji onemocnéni muize piispét pracovni prostfedi, napt. prumysl
zpracovani niklu ¢i vyroba barviv (internet 5). Nebezpeci rozvoje onemocnéni je vysoké
1 u pasivnich kufakl, predev$im déti a mladistvych, ktefi jsou dlouhodobé vystaveni
cigaretovému koufi. Rozvoj onemocnéni ale muze propuknout i u celozivotnich

nekutakl, pak se jedna o tzv. spontanni karcinom (internet 5).

Klinickymi ptiznaky u NSCLC jsou drazdivy kasel (45-75 %), chrapot, dusnost,
bolesti na hrudi, anémie, bolesti hlavy, neurologické poruchy a periferni neuropatie
(Ceska et al. 2010). Zvyétu klinickych piiznakdi vyplyvd, Ze onemocnéni je
diagnostikovano aZ v pozdéjSim stadiu, protoZe rozsah klinickych ptiznaki je Siroky a
jednoznaéné neukazuje na nadorové onemocnéni plic. Pacienti se tak Casto dostavi

k 1ekati aZ pti hemoptyze, kdy se jiz rapidné sniZuje procento preZziti.

Zakladem diagnostiky jsou vySetfovaci, histologické nebo cytologické vysSetieni.
Duikladné a ptesné stanoveni klinického stadia nemoci je dtlezité pro volbu optimalniho
lé€ebného postupu. K tomuto ucelu se nyni vyuzivda TNM Kklasifikace zhoubnych

novotvaru (internet 5).

2.2. Konven¢ni terapie

Konvencni 1écba cytostatiky tvoii stale hlavni formu farmakoterapie
u nadorovych onemocnéni. V nékterych ptipadech piedstavuji 1. linii 1écby, v jinych
ptipadech doplnuji terapeuticky plan po resekci a ozafovani tumoru. Mechanismus
ucinku klasickych cytostatik spo¢iva v inhibici bunéénych procesii, zejm. replikace a
transkripce. Spole¢nym znakem cytostatické 1€¢by jsou projevy nezddoucich ucinkt. Ty
jsou dany neselektivnim pisobenim na butiky s vysokou prolifera¢ni rychlosti, mezi néz
patii napf. epitel GIT, vlasové folikuly ¢i bunky kostni dfené. Timto zpisobem dochazi
ke vzniku typickych nezadoucich ucinka jako je alopecie ¢i gastrointestinalni toxicita,

utlum produkce erytrocytii, leukocytii 1 trombocytii, tromboembolické komplikace,
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hyperurikémie ¢i zvraceni (Sliva and Votava, 2011), coz do znacné miry komplikuje a

limituje uspesnost 1écby.
2.3. Cilena terapie

Cilena terapie novotvarti predstavuje odliSny pfistup oproti konvenéni 1é¢be,
jelikoz vyuziva rozdilnosti mezi patologicky poSkozenou a zdravou populaci bunék
v organismu. NepoSkozuje piimo genetickou informaci, zamétuje se zpravidla na
regulacni kaskddu bunéénych signalti, ktera je u rakovinnych bunck pozménéna

zpisobem, jenz umoziuje nekontrolované bujent.

Dominantnimi strukturami vhodnymi k z4dsahu jsou zejména membranové
receptory, jejich ligandy (napi. ristové faktory) a proteinkinazy s regulacni aktivitou.
Evoluéné starsi skupinou 1é¢iv jsou protilatky (cetuximab, trastuzumab, bevacizumab),
proteiny s vysokou specifitou k substratu, ktery inaktivuji ¢i zviditeliuji buiiky pro zadsah
imunitniho systému. K novéj$im patii ,,small drugs®; intracelularni inhibitory
proteinkindz jako napf. erlotinib, sorafenib, pazopanib, imatinib, ale také inhibitory

proteazomu (napt. bortezomib) (Gonéc and Kozakova, 2014).

Proteinkinazy na cilové struktury plisobi za pomoci reverzibilni fosforylace, coz
predstavuje klicovou posttranslacni ipravu, odpovidajici za kontrolu a fizeni bunéénych
procesti (Necas et al. 2000). Lidsky genom obsahuje 518 proteinkindz (Manning et al.
2002) a vyzkumny diraz je kladen pfedevsim na ty kindzy, které se podileji na vzniku
lidskych onemocnéni (Capra et al. 2006), zejména téch, které napomaéhaji rozvoji

onkologickych onemocnéni.

2.3.1. Inhibitory proteinkinaz

Strukturné se jedna o heterogenni skupinu latek, obecné vSak lze fici, Ze
mechanismem uc¢inku téchto latek je kompetice s ATP o vazbu do aktivniho mista kinazy
(McConnell and Wadzinski, 2009). Afinita inhibitort musi byt velmi vysoka, protoze
kindzy ptirozen¢ vykazuji vysokou afinitu k mnohem pocetnéj$im molekulam ATP.
Dulezitou roli také hraje konformace kindz, kterd obvykle zéavisi na fosforylaci
specifickych rezidui. Po fosforylaci dochazi ke konformaéni zméné, kterd umozni

navazani substratu a ATP (Huse and Kuriyan, 2002; Liao, 2007).
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2.3.1.1. Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (CDKi)

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) patii mezi proteinové kinazy, které
zodpovidaji za fizeni progrese a regulace transkripce. Jejich aktivita je regulovéna
bunécnou koncentraci cyklinli, malych regulac¢nich proteinli, jejichz hladina kolisa
v zavislosti na fazi bunécného cyklu (Evans et al. 1983). Vysoka exprese ¢i abnormalni
funkce CDK miize vést k nekontrolovanému bujeni bun¢k az ke vzniku nadorového
onemocnéni. Pravé uvedené zjisténi, jak zasadni roli hraji cyklin-dependentni kinazy
v regulaci bunéfnych procesi a vzniku nadorovych i jinych onemocnéni, vedlo

k zaméteni védeckého svéta na vyzkum a vyvoj inhibitord CDK.

Jednou z ptivodnich modelovych latek je staurosporin, bis-indolova sloucenina
ziskana izolaci z bakterie Streptomyces staurosporeus (Omura et al. 1977). Jeho
terapeutickému pouziti branila nizkéd selektivita (Karaman et al. 2008). Vyhodné&jsi
vlastnosti mél semisynteticky flavonoid flavopiridol, ktery se jiz uplatiiuje i v 1écbé
nékterych naddorovych onemocnéni (internet 6). Zminéné latky ptedstavuji tzv. prvni

generaci inhibitord CDK. (Grant, 2009; Yap et al. 2007).

JiZ zminénou limitaci je nizkd selektivita vic¢i konkrétnim cilim, coz bylo
prekonano u modernich latek. Nékteré znich dosahly 1 klinického pouziti, napf.
palbociklib, ribociklib, abemaciklib, selektivni inhibitory CDK4/6 pouzivané
v kombinac¢ni terapii u vybranych typt rakoviny prsu (Ferrari and Nicolini, 2019).
Plisobenim na CDK dochdzi nejen k zéastavé bunécného cyklu, ale také k navozeni
apoptdzy (Cai et al. 2006). Z mechanismu plisobeni vyplyva, ze samotné nemaji na
progresi nemoci rozhodujici vliv, mohou vSak vyrazné zvysit Sanci na Gc¢innost 1écby u
pokrocilych stadii rakoviny, kdy konvencni lécba cytostatiky selhdva (Cicenas and
Valius, 2011, Cicenas et al. 2014). Lécba inhibitory CDK je obecné Iépe akceptovana
pacienty nez klasicka chemoterapie (Grant, 2009) z diivodu nizsi incidence a zavaznosti
nezadoucich ucink.

v

Nov¢jsi inhibitory CDK jsou strukturovany dle kinaz, na které selektivné cili.
V pribehu studii se pfiSlo na to, ze nekteré CDKi mohou ovlivitiovat 1 jiné bunécné
procesy nez ty, kvili kterym byly ptivodné strukturovany. Konkrétné se jednd o ovlivnéni
aktivity efluxnich transportérii nebo metabolické aktivity enzyml ze skupiny aldo-

ketoreduktaz.
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2.3.1.1.1. Entrektinib

Entrektinib piisobi jako selektivni peroralni inhibitor receptorové tropomyosin
tyrosinkinazy (TRK) (internet 7), ¢imz blokuje nadmérnou expresi NTRK, ROS1 a ALK,
coz ma za nasledek inhibici signalnich drah zprostfedkovanych geny potfebnymi pro
proliferaci nadorovych bunék (internet 7). V srpnu 2019 byl schvalen FDA pro 1écbu
dospélych a pediatrickych pacientli nad 12 let. Uziva se u dospélych pacientit s NSCLC,
kteii jsou ROS1 pozitivni, dale u dospé€lych a déti nad 12 let se solidnimi nadory, u nichz
predchozi 1é¢ba nebyla u¢innd nebo maji nadmérnou expresi NTRK a u pacientd, ktefi

nemohou byt operovani (internet 8). Davka u NSCLC je nastavena na 600 mg 1x denné,

i@
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pro jiné diagnézy se ddvka méni.

Obr. 2. Struktura entrektinibu (internet 7)

Jedna se o latku s dobrym prichodem do centralni nervové soustavy, a proto se

s vyhodou pouziva u pacientli s metastazemi v mozku u NSCLC (Drilon et al. 2020).

2.3.1.1.2. Tepotinib

Tepotinib patti do skupiny perordlnich ATP-kompetitivnich inhibitori
c-MET tyrosinkinadzy (HGFR), na kterou se selektivné vaZe a narusuje transduk¢ni signal,
coz vede k indukci apoptodzy v nadorovych buitkach (Zhang et al. 2019). Zmény signalni
drahy MET se vyskytuji u riznych typt rakovin vcetné 3—5 % ptipadd NSCLC. Tyto
zmény koreluji se Spatnou klinickou prognoézou a s agresivnim chovanim nadoru

(Reungwetwattana et al. 2017; Mo and Liu, 2017).

V bieznu 2018 udélilo japonské MHLW (Ministry of Healt, Labour and Welfare
of Japan) ,,fast-track* pro tepotinib v pokrocilych ptipadech NSCLC, jednalo se o IIIB /
IV stddium, dle TNM Kklasifikace. V zafi 2019 americkd FDA (U.S. Food and Drug
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Administration) oznacila tepotinib za priulomovou terapii pro pacienty s jiz
metastazujicim NSCLC, u kterych predchazela 1écba platinovymi derivaty (internet 9).
V bieznu 2020 byl tepotinib schvalen japonskou regulaturou pro 1é¢bu neoperovatelného,

pokrocilého nebo recidivujiciho NSCLC s MET exon 14 (METex14) (internet 10).

Obr. 3. Struktura tepotinibu (internet 11)

Krom¢ zamysleného ucinku na tyrosinkindzovy systém pulsobi obdobnym
mechanismem téZ na efluxni transportéry; proteinové pumpy branici priniku a setrvani
xenobiotik uvnitt bunék. Tento obranny bunéény mechanismus se vSak podili na vzniku
klinicky vyznamné rezistence vaci cytostatické 1é¢be. Tepotinib selektivné inhibuje

¢innost efluxni pumpy ABCB1 (Wu at al. 2019).

2.3.1.2. Inhibitory mTOR (mammalian target of rapamycine)

»~Mammalian target of rapamycine* patii mezi signalni proteinkinazy z rodiny
PI3K, kteréd reguluje bunécny metabolismus, rast a bunénou proliferaci. Pojmenovany
je po prvnim zndmém inhibitoru tohoto systému, rapamycinu, makrolidu
s imunosupresivnim a antineoplastickym u¢inkem (Strimpakos et al. 2009). Déli se na
dva proteinové komplexy, TORC1 a TORC2, ptfi¢emZz TORCI je k rapamycinu citlivé;si
(Populo et al. 2012).

Komplexy TORCI a TORC2 jsou v nékterych typech nadorli nadmérné
regulovdny a maji dilezitou roli vsigndlni draze PI3K/AKT/mTOR, kterd je
v nadorovych onemocnénich €asto narusena (Li et al. 2015). Zminénd signalni dréha je
dilezita v regulaci bunééného cyklu a u nddorovych onemocnéni je Casto nadmérné
exprimovana, coZz ma za nasledek snizeni apoptdzy a zvySenou proliferaci nadorovych

bunck (Ortega et al. 2020).

Zajem o rapamycin jako novy prostiedek k boji s nddorovym bujenim ozil

s objevem vyhodnéjSich analogli, jm. temsirolimu, everolimu ¢i ridaforolimu
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(Brachmann et al. 2009). Tyto latky jsou Casto popisovany jako prvni generace inhibitorti
mTOR. Mezi hlavni nevyhody této generace patii nizkd ucinnost dand nedostate¢nou
inhibici celé signalni drahy — inhibici TORC1 dochazi zpétnovazebné k aktivaci AKT,

nasledné signalni kinazy, a tim 1 spusténi celé kaskady (Ballou and Lin, 2008).

Druha generace latek ma spolecny mechanismus ucinku — kompetuji s ATP
o vazbu na katalytickém misté kindzy, pfiCemz timto zpiisobem blokuji nejen ¢innost
obou komplexi TORC1 a TORC2, ale také v dalSich kinazach zapojenych v signalni
draze (PI3K/AKT), coz predstavuje zdsadni posun v terapeutickych moznostech oproti

prvni generaci (Zaytseva et al. 2012).

2.3.1.2.1.  Sapanisertib

Jedna se o peroraln¢ dostupny inhibitor s potencidlni antineoplastickou aktivitou.
V Cervnu 2020 byla zahdjena prvni faze testovdni sapanisertibu pro lé€bu NSCLC
(internet 12). Ve studiich byl pouzivan na 1é¢bu solidnich nadord, nadorh jater,

glioblastomu a gliosarkomu (internet 12).
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Obr. 4. Struktura sapanisertibu (internet 13)

2.4. Mnohocetna lékova rezistence (MDR)

Castym problémem pii cytostatické terapii je vznik mnoholetné lékové
rezistence, kterd vyuziva pfirozené se vyskytujicich obrannych mechanisma ur¢enych
k odplaveni toxickych metaboliti a xenobiotik zbuiky (Gottesman, 2002), t;.
oxidace/redukce za vzniku polarnich skupin (faze I), konjugaci za vzniku polarnéjSiho
metabolitu (faze II) a jeho exkreci z buiiky (faze III). Pravé zvySena exprese efluxnich
pump z rodiny ABC transportérit (ATP-binding cassette) predstavuje zdvazny zplsob
vzniku MDR (Rochat, 2009). Z rodiny ABC transportéra patii k nejcastéji studovanym
(a také nejCastéji zodpovédnym za rezistenci) proteiny ABCBI1 (syn. P-glykoprotein),
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ABCCI (multidrug resistance-associated protein 1 — MRP1) a ABCGI (breast cancer

resistence protein).

ABCBI ptedstavuje nejznaméjsiho zastupce, stejné jako ostatni clenové rodiny se
nachazi na bunéné membrané a slouzi k aktivnimu vyplavovani latek vné bunky.
Charakteristickd je jeho substratova nespecifita, je schopen ptfenaset fadu amfifilnich
1é¢iv riznych strukturnich motivii. ABCC1 je také substratoveé nespecificky, snaze vSak
vaze latky hydrofobni, zdporné nabité, ¢i konjugaty glutathionu a glukuronidy (Cole and
Deeley, 2006). ABCG1 se svymi vlastnostmi podoba ABCB1, vyznamna je jeho exprese

v nékterych formach rakoviny prsu (Noguchi et al. 2009), diky ¢emuz ziskal i své jméno.

Snaha o zavedeni terapeuticky u¢innych selektivnich inhibitori vybranych ABC
transportérti skoncila netispéchem z diivodu nizké Gc€innosti a vysokych nezadoucich
ucinkdt modelovych latek (Callaghan et al. 2014). Bylo vSak pozorovano, Ze fada latek
puvodné urcenych k ovlivnéni jiného cile mj. zasahuje do ¢innosti zminénych efluxnich
transportérii. Také u nékterych inhibitori proteinkinaz bylo takové chovani pozorovano
a zda se, ze muze prispivat k jejich dobrému klinickému t¢inku v kombinaci s konvenéni

cytostatickou 1écbou (Kelly et al. 2012; O'Brien et al. 2010; Zhang et al. 2014).

2.5. Karbonyl redukujici enzymy

Karbonyl redukujici enzymy jsou vSudyptitomné, byly popsany jak u savci, tak
uryb, hmyzu, rostlin, kvasinek a bakterii. Lidské karbonyl redukujici enzymy se
vyskytuji v riznych tkéanich, vyss§i exprese byla zaznamenana v metabolicky aktivnich
organech (Hoffmann and Maser, 2007). Metabolicka redukce ma diilezitou roli ve fazi I
metabolismu endogennich 1 exogennich latek, které nesou karbonylovou skupinu.
Redukci karbonylu vznik4 primarni nebo sekundéarni alkoholova skupina, takové latky
jsou lépe konjugovany a nasledné snaze eliminovany z organismu (Maléatkova et al.
2010). Tyto NAD(P)H-dependentni oxidoreduktdzy délime do 3 nadrodin: aldo-
ketoreduktazy (AKR), dehydrogendzy/reduktazy se sttedn¢ dlouhym fetézcem (MDR) a
dehydrogenézy/reduktazy s kratkym fetézcem (SDR) (Skalova and BouSova, 2011).

Zminéna karbonylova skupina je u mnoha endogennich a exogennich latek
zodpovédna za biologickou aktivitu, karbonyl redukujici enzymy jsou tudiz mj. nositeli
regulacnich a kontrolnich funkci; v ptipadé endogennich latek se jedna zejm. o steroidy,

prostaglandiny, biogenni aminy a nékteré dals$i hormony.
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Diky vyznamné reaktivité karbonylové skupiny je fada exogennich aldehydi a
ketonti diilezitym rizikovym faktorem pro lidské zdravi, zejména pak ty, které interaguji
s bunéénymi makromolekulami, indukuji oxidativni stres nebo jsou silné reaktivni
(Malatkova et al. 2010). Karbonyl redukujici enzymy maji vyznamnou detoxikacni roli,

protoze jsou schopny reaktivni karbonylové slouc¢eniny deaktivovat.

Specifickou oblast, kde se karbonyl redukujici enzymy uplatiuji, piedstavuje
metabolismus 1éCiv; dobfe zdokumentované jsou napf. metabolické premény
antracyklinovych antibiotik. Tato redukce, vystupniovand v nddorovych bunkéch, vede
ke snizeni ucinnosti protinddorové 1éCby a zvySeni rezistence na 1éCbu témito

chemoterapeutiky (Hoffmann and Maser, 2007).

2.5.1. Aldo-ketoreduktazy (AKR)

AKR ptedstavuji pocetnou skupinu enzymi, do které fadime pies 190 proteind.
MiuZeme je nalézt ve vSech zivych organismech; u ¢lovéka vime o pfitomnosti 15 enzym
z nadrodin: AKR1, AKR6 a AKR7 (Barski et al. 2008; Penning and Drury, 2007; Penning
and Byrns, 2009; Penning, 2015).

Aldo-ketoreduktazy jsou enzymy ze skupiny oxidoreduktaz, které jsou zavislé na
koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfostatu (NADPH) (Jez et al. 1997a). Za pomoci
NADPH pieménuji karbonylovou skupinu na odpovidajici primarni nebo sekundarni
alkohol. Jedna se 0 monomerni proteiny 0 velikosti
280 — 320 aminokyselin (34 — 37 kDa), které jsou lokalizované v cytosolu a patfi
k biotransformacnim enzymim prvni faze (Penning and Drury, 2007). Ve formé
multimert se vyskytuji enzymy z rodiny: AKR2, AKR6 a AKR7. Jsou zodpovédné za
pfemény endogennich i exogennich substratl, napf.: prostaglandint, steroidll i xenobiotik
(Barksi et al. 2008). Tyto enzymy zpusobuji i zvySeny metabolismus antracyklinovych
antibiotik, protinadorovych latek, které se pouzivaji v 1é€b¢ solidnich nadorti napf. prsu,
plic, vaje¢niki, jater aj. Maji tim zasadni vliv na prib¢h a terapeutickou odpovéd’ na
1écbu. Neékteré enzymy znadrodiny AKR se pak pfimo objevuji v urcitych typech

nadorovych bun¢k a maji zasadni vliv na proliferaci a agresivitu nadoru.

Pro zvyseni ptehlednosti v této skupiné enzymil byl zaloZzen novy nomenklaturni
systém, podle néhoz enzymy systematicky clenime dle Jeze a Penninga (2001).

Rozhodujicim faktorem pro soucasny systém je podobnost v aminokyselinové sekvenci.
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Dle systému pak délime enzymy AKR do rodin a podrodin. V souc¢asnosti rozliSujeme 16
rodin (Hyndman et al. 2003). Rodinu piedstavuji enzymy, které maji shodnou
aminokyselinovou sekvenci alesponi ze 40 %, ty znacime arabskou Cislici. Dil¢i rodiny
mohou byt rozd€leny do podrodin, ty zna¢ime velkym pismenem. Do podrodin jsou
zafazovany enzymy, které maji shodnou sekvenci vétsi nez 60 % (Jez et al. 1997b).
V rodinach AKR se nachéazi pouze 9 podrodin, napt. rodina AKR1 je délena do 6
podrodin: A, B, C, D, E a G. U lidi se nachazi AKR1A, AKR1B, AKRIC a AKRID
(Barski et al. 2008).

Nazvoslovi enzym je systematické a obsahuje v sobé zpravu o hierarchii v rdmci
AKR. Jako prvni se piSe zkratka AKR, jako aldo-ketoreduktdza, nasleduje ¢islo rodiny a
ptislusnost k podroding, jako posledni se piSe Cislice samotného enzymu. Oznaceni
AKRI1C3 pak znamena: AKR jako zkratka pro aldo-ketoreduktdzu, pochézejici z rodiny

1 a podrodiny C, ¢islo 3 je oznaceni dané¢ho enzymu (Jez et al. 1997a).

2.5.1.1. Struktura a reakéni mechanismus AKR

Zékladni 3D struktura je tzv. (B/a)s soudek, téZ oznacovéan jako TIM soudek
(triose-phospate isomerase barrel); vSechny AKR enzymy vykazuji podobnosti ve 3D
struktufe. Vnitini ¢ast tvoii B-skladané listy, vn&jsi €ast tvoii a-helixy (Jez et al. 1997a)
Z obr. 5. je patrné, ze strukturu tvoii 8 a-helixti a 8 B-skladanych listli, do struktury jsou
v zapojené dva a-helixy, dle obrazku jde o H1 a H2. B1 a B2 je kratka B-vlasenka, ktera
pokryva dno soudku. Smycky znafené jako A, B a C ovliviiyji specifitu k substratu
(Penning and Byrns, 2009).
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Obr. 5. Struktura AKR1C. Znézornéni struktury soudku, B-skladané listy jsou oznaceny
jako  modré Sipky, a-helixy jako cervené soudky. Je zde patrna i
B-vlasenka na N-konci enzymu a a-helixy mimo pravidelnou strukturu (H1 a H2) (Barski

etal. 2008).

Upvnitt B-soudku se nachézi aktivni misto enzymu. Navazanim kofaktoru dojde ke
konformacni zméné, ktera umozni vazbu substratu. Vytvoii se ,kapsa*
z nikotinamidového kruhu kofaktoru NADPH a hydrofobnich zbytki aminokyselin
enzymu; do této kapsy se pak vaze substrat. Pti redukci dochazi k transportu H-
z nikotinamidu kofaktoru na karbonylovou skupinu substratu, zaroven dochazi k prenosu
protonu (Penning, 2015). Po skonceni reakce se od enzymu nejdiive uvolni produkt, poté
kofaktor. Reakce mize byt reverzibilni, protoze je spojena s malou zménou volné
energie. V lidském organismu, in vivo, probihd vyhradné redukce (Jez et al. 1997a;

Penning, 1999; Sanli et al. 2003).

K bliz§imu pojednani byly vybrany enzymy, které maji nebo mohou mit zasadni
vliv na chovani a agresivitu nddoru, pfip. se ve vyS$i mife vyskytuji ve vybranych

bunéénych kulturach.

2.5.1.2. AKRI1A1

Jedna se o NADPH dependentni enzym, ktery metabolizuje alifatické 1 aromatické
aldehydy a ketony na odpovidajici priméarni a sekundarni alkoholy, vyznacuje se Sirokou

substratovou specifitou.

Enzym svym redukénim plisobenim chrani organismus pfed nasledky oxida¢niho
stresu zpusobeného 4-hydroxy-2-nonenalem, ktery vznikd rozkladem peroxidi lipidd.
Zminéné peroxidy vznikaji za plsobeni ROS (reaktivni formy kysliku) na
polynenasycené mastné kyseliny. 4-hydroxy-2-nonenal je bifunkéni elektrofil, ktery se
podili na vzniku vazeb mezi proteiny (tzv. cross-links), a pfispiva tak ke vzniku

neurodegenerativnich onemocnéni a aterosklerotickych plaki (Penning and Drury, 2007).

ZvySena exprese AKR1A1 byla zaznamenana u laryngealnich néadort, jejichz
buiiky byly rezistentni vii¢i radioterapii. Ve studii Kim et al. (2012) se ukazuje, Ze enzym
tvoii komplex s p53 a ovliviluje jeho funkci. Protein p53 je transkripéni faktor, ktery
kontroluje bunécny cyklus a apoptézu. Behem radioterapie je p53 aktivovan, coz vede

k zastavé bunécéného cyklu nebo k vyvolani apoptoze (Fei and El-Deiry, 2003; Gudkov
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and Komarova, 2003). Suprese nebo mutace p53 v nddorovych buitkach zptlisobuje
rezistenci vici radioterapii, naopak silnd stimulace p53 je zodpovédna za zvySenou
citlivost nadorovych bunék vici zareni. AKR1A1 brani aktivaci p53, a piispiva tim ke
zvysené rezistenci nadorovych bunék (Fei and El- Deiry, 2003; Gudkov and Komarova,
2003). Napftic populaci se vyskytuji dvé alelické variace: ESSD a N52S. Tyto variace jsou
zodpovédné za snizeni aktivity AKRIA1 vii¢i antracyklinovému antibiotiku,
daunorubicinu. U jedincii nesouci tyto alely se setkavame se sniZenou schopnosti
eliminace daunorubicinu (Bains et al. 2008). Tyto mutace se projevuji tvorbou
reaktivnich meziproduktl, Skodlivych metabolitli a nejvice se vyskytuji v nadorovém

onemocnéni endometria, zaludku a prsu.

2.5.1.3. AKR7A2

AKR7A2 je NADPH-dependentni oxidoreduktdza, téz znamd jako
sukcinatsemialdehydreduktdza. Katalyzuje redukci exogennich a endogennich
karbonylovych sloucenin, metabolizuje produkty z lipidové peroxidace, a tim chrani
organismus pfed U¢inky oxida¢niho stresu. Enzym redukuje sukcinatsemialdehyd na
neuromodulator y-hydroxybutyrat (Lyon et al. 2007). Studie Li et al. (2012) prokézala,
ze enzym nema protektivni t¢inek vici plisobeni akroleinu a krotonaldehydu, tedy vici

latkam, které se vyskytuji v cigaretovém koufi.

Ze vSech aldo-ketoreduktdz je enzym nejvice exprimovan v lidském srdci, coz
u pacientit s Downovym syndromem vysvétluje zvySenou kardiotoxicitu antracyklini
(Hoefer et al. 2016). Také byla prokazana souvislost mezi expresi AKR7A2, methylaci
DNA a tvorbou kardiotoxického daunorubicinolu, produktu redukce daunorubicinu

(Hoefer et al. 2016).

2.5.14. AKRI1B1

AKRIBI1 je monomerni, cytosolicky enzym, hojné se vyskytujici v reprodukénich
organech, ledvinach, nadledvinéch a sitnici (Kumar and Bhanuprakash, 2007). Katalyzuje
redukci endogennich a exogennich substratii nesouci karbonylovou skupinu, napf.
alifatické a aromatické aldehydy, ketony, prostaglandiny, steroidy, produkty lipidové
peroxidace a oxidacniho stresu (napi. methylglyoxal) (Pastel et al. 2012; Petrash, 2004).

Ze studie Ruiz et al. (2009) vyplyva, ze pfeménuje glukdézu na sorbitol. Jedna se

o prvni krok v polyolové draze, jejimz vysledkem je oxidace sorbitolu na fruktézu
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(Petrash, 2004; Yang et al. 2008). Sorbitol je spojovan s vyskytem sekundarnich
komplikaci diabetu a diky tomu je enzym zapojen i do dal$ich pfidruzenych onemocnéni,
jako retinopatie, nefropatie a neuropatie (Penning, 2015). Enzym byl nejvice studovan
praveé v souvislosti s nemocemi, které jsou vyvolany vysokou hladinou krevniho cukru.
AKRI1B1 je mediator zanétu a oxidacniho stresu, které jsou vyvolany riznymi faktory,

napf. alergeny, cytokiny, nddory a mj. i hyperglykémii (Yadav et al. 2010).

Ze studie Srivastava et al. (2011) vyplyva, ze hyperglykémie a TNF-a aktivuji
NF-«B, ¢imz dochazi k proliferaci hladkosvalovych bun¢k cév a apoptdze bunck cévniho
endotelu. Zde je naznacen potencidlni mechanismus, pomoci néhoz mtize byt onemocnéni
diabetes mellitus spojeno s vyskytem néckterych typti rakoviny (Yang et al. 2008).
Fidarestat, epalrestat, tolrestat a sorbinil jsou klinicky uZivané inhibitory enzymu

AKRI1B1 pro zmirnéni sekundarnich komplikaci diabetu (Penning, 2015).

2.5.1.5. AKRI1B10

AKR1B10 je cytosolicky, monomerni enzym, ktery katalyzuje podobné substraty
jako enzym AKR1B1, ale s v&ts$i u€innosti (Shen et al. 2011); vzajemnéa aminokyselinova
podobnost s enzymem AKRI1B1 je ze 71 % identicka (Barski et al. 2008). Enzym je
primarné exprimovan v tenkém a tlustém stfevu (Zhong et al. 2009), dale pak v jatrech,

nadledvinkach a brzliku (Barski et al. 2008).

Jedna se o ucinnou retinalreduktazu (Martin et al. 2006) — ireverzibilné redukuje
retinal na retinol (Ruiz et al. 2009) a uplatiiuje se tak ve sniZeni syntézy kyseliny retinové,
ktera piisobi jako signalni faktor v procesu regulace proliferace (Rizner, 2012; Ruiz et al.
2009). Inhibici AKR1B10 dojde k potlaceni signalizace ptes kyselinu retinovou, coz by
mohlo vést k inhibici diferenciace nadorovych kmenovych bun¢k (Penning, 2015).
Enzym vysoce katalyzuje redukci aldehydii; redukuje akrolein a krotonaldehyd (Martin
and Maser, 2009), které jsou obsazeny v cigaretovém koufi a vykazuje redukéni ucinky

vuci antracykliniim a dolasetronu (Barski et al. 2008).

Bylo prokazéano, Ze se enzym podili na procesu kancerogeneze a je nadmérné
exprimovan u karcinomu délohy, adenokarcinomu plic u kufakl, hepatoceluldrniho
karcinomu a kolorektalniho karcinomu (Barski et al. 2008; Zhong et al. 2011). Vzhledem

k jeho patofyziologické uloze v nddorovém onemocnéni a antracyklinové rezistenci je
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kladen diraz na vyvoj jeho inhibitorti; inhibice AKR1B10 by mohla vést ke zvySeni

ucinnosti protinadorové terapie antracykliny a zabranéni riistu nadorovych bunék.

2.5.1.6. AKRI1C3

AKRIC3 je monomerni, NADPH-dependentni oxidoreduktdza, ktera
metabolizuje alifatické i1 aromatické aldehydy a ketony na odpovidajici primarni a
sekundarni alkoholy. Enzym AKR1C3 ma n€kolik synonymnich nazvi: prostaglandin-F-
syntaza, 3o-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 2 ¢i 17B-hydroxysteroiddehydrogenaza
typu 5 (Dozmorov et al. 2010). U Zen je enzym exprimovan v prsni zldze, endometriu a
ve zlutém telisku, u muzl se nachazi v prostaté¢ a Leydigovych bunkach. Enzym byl
objeven 1 v jinych lidskych tkanich nezZ jen v reprodukénim ustroji, a to v plicich, jatrech,

ledvinach, nadledvinéch, tenkém stievé a mocovém méchyii (Khanna et al. 1995).

Ma dilezZitou roli v syntéze prostaglandini; vlivem AKR1C3 dochazi k tvorbé
PGF2, z PGH> a redukci PGD> na 9a,11B-PGF2,. Vyssi hladina AKR1C3 pak zplisobuje
zvySeni pfemény PGD; na PGF,. SniZzenim hladin, nestabilniho ligandu PPARYy

receptoru, PGD; dochazi k zabranéni diferenciace bun€k (Penning and Byrns, 2009).

AKR1C3 ma dilezitou roli v produkci pohlavnich hormoni, protoze katalyzuje
pfeménu estrogentl, progesteronti a androgentl; dale zprostiedkovava redukcei estronu na
estradiol, progesteronu na hydroxyprogesteron a androstendionu na testosteron. Vyssi
hladinou estrogenti a niz$i hladinou progesteronu podnécuje vznik endometridzy a
dysmenorhey (Hevir et al. 2011); hladina AKR1C3 pfispiva k rozvoji benigni hyperplazie
prostaty (Bauman et al. 2006)

Zmeéna exprese AKRIC3 je typickd u fady nddorovych onemocnéni, napf.
karcinomu prsu, endometria, prostaty, plic, proto by mohl byt AKR1C3 v budoucnu
vyuZzivan jako marker na ur€eni typu nadord. Vyznamny je pak zejména diagnosticky
potencial u karcinomu plic, nebot’ doposud nebyl objeven u malobunééného karcinomu
plic. Zarovenn vSak zvySena exprese AKRI1C3 koreluje s vySsi agresivitou nadoru a
celkovou progresi onemocnéni, tudiZ i pfedznamenava vyssi narocnost 1é¢by a jeji nizsi
uspésnost (Azzarello et al. 2010). Pfi¢inou zvySené exprese je mj. zapojeni do regulacnich
kaskad bunécného cyklu, ale také zvySena metabolicka ¢innost bunky, ta se pak promita
1 do zvySené metabolizace xenobiotik a nartistu rezistence vici konvencni 1é¢bé, napt. pti

terapii cisplatinou a antracykliny (Matsunaga et al. 2013).
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Cytotoxicky ucinek cisplatiny je dan vznikem ROS (reaktivni formy kysliku),
které indukuji apoptézu v nadorovych bunkach. Antracykliny ve své struktuie obsahuji
karbonylovou skupinu, ktera je ptisobenim enzymu AKR1C3 redukovana na alkoholovou
skupinu. Lécivo je po této metabolické redukci méné toxické pro nadorové bunky a je
rychleji eliminovano. AKR1C3 m4 detoxifikacni efekt i na latky, které se do organismu
dostavaji vlivem znecisténého ovzdusi, napf. nitrosaminoketony z vyfukovych plynt
nebo polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto latky zpiisobuji mechanismem ROS
oxidativni poskozeni tkani. Ochranna tiloha AKR1C3 vii¢i ROS je ale narusena, protoze
na druhou stranu se enzym podili na metabolismu téchto latek a dochazi k dalsi tvorbé

ROS (Palackal et al. 2002; Lan et al. 2004; Burczynski et al. 1999)

AKRIC3 maé nezastupitelnou roli v udrZzeni normalni hladiny hormont, svym
vlivem na prostaglandiny ovliviiuje fadu dalsich fyziologickych procest a v neposledni
fad¢ je detoxifikacni agens. Zmény v jeho expresi (zpravidla zvySeni) se projevuji
naru$enim rovnovahy, jejimz disledkem muze byt i vznik nddorového onemocnéni, které
je charakterizovano vyssi agresivitou a rezistenci vici protinddorové terapii. Proto se
mnoho vyzkumnych skupin zabyva nalezenim a vyzkumem inhibitordt AKR1C3 (Byrns
et al. 2011). Mezi nejznaméjsi inhibitory AKRIC3 patii NSAID, steroidni laktony,
steroidni hormony a Zlucové kyseliny, derivaty kyseliny skoficové nebo flavonoidy

(Byrns et al. 2011).
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3. Cil prace

Cilem prace bylo zjistit inhibi¢ni potencial inhibitort cyklin-dependentnich kinaz
(CDKi), entrektinibu, tepotinibu a sapanisertibu na vybrané enzymy z nadrodiny AKR
ucastnici se metabolismu daunorubicinu, tedy AKR1A1, 7A2, 1B1, 1B10 a 1C3.

Jednotlivé dil¢i cile zahrnovaly:

1. screening specifickych aktivit enzymi AKRI1A1, 7A2, 1B1, 1B10 a 1C3 vuci

substratu daunorubicinu;

2. screening inhibi¢ni aktivity entrektinibu, tepotinibu a sapanisertibu k enzymim
vykazujicim aktivitu k vybranym aldo-ketoreduktazam AKR1A1, 7A2, 1B1, 1B10 a
1C3;

v

3. stanoveni ICso pro nejsilnéjsi inhibitor/y;

4. urceni inhibi¢ni konstanty K; a typu inhibice pro nejsilnéjsi inhibitor/y
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4. Prakticka cast
4.1. Pomicky a pristroje

Pomuicky:
Rukavice, 1zicky, navazovaci kopistky, automatické pipety, pipetovaci Spicky, mrazici
box, pfistroj pro vyrobu ledové tfist€¢, nadoby na led, stopky, mikrozkumavky

(eppendorfky), stojan na zkumavky

Pristroje:

Analytické vahy (Scaltec SBC 22, Scaltec Instruments GmbH)

Inkubator (Thermomixer compact, Eppendorf)
Ttepacka (Vortex Genius 3, IKA)

Centrifuga (Mini Spin Plus, Eppendorf)

Koncentrator (Concentrator Plus, Eppendorf)

UHPLC (Agilent 1260 Infinity II, Agilent)

Kolona (Zorbax RRHD Eclipse Plus C28, Agilent)

Ultrazvukova lazeni  (Ultrasonic cleaner 120T, Anonkia Ultrasonic)
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4.2. Chemikalie a materialy

Amoniak (25%)

Daunorubicin hydrochlorid (Toronto Research Chemicals)
Destilovana voda

Ethylacetat (Sigma-Aldrich)

Glukosa-6-fostat (AppliChem GmbH)

Glukosa-6-fosfat dehydrogenaza (Sigma-Aldrich)
Mg(Cl), 0,3 mM

NADP" (Sigma-Aldrich)

Na-fosfatovy pufr pH = 7,4 (0,1 M)

Inhibitory:
Entrektinib (10 mM) (MedChemExpress)
Tepotinib (10 mM) (MedChemExpress)

Sapanisertib (10 mM) (MedChemExpress)

Enzymy: katedra biochemickych véd

Rekombinantné ziskané lidské enzymy z nadrodiny AKR. Byly ziskdny v expresnim

systému E. coli a rozpusténé v 0,2 M K-fosfatovém pufru a 20% glycerolu, pH 7,4
AKRIA1 - 1,5 mg/ml

AKR7A2 - 2,4 mg/ml

AKRIBI - 1,3 mg/ml

AKRIBI10 - 1,63 mg/ml

AKRIC3 - 1,3 mg/ml
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4.3. Metodika prace
4.3.1. Inkubace

Daunorubicin byl v reakcich pouzivan jako substrat pro stanoveni specifické
aktivity enzymi, vreakéni smeési byl metabolizovin AKR enzymy za vzniku
13-hydroxydaunorubicinolu. Dle studie Bainse et al. (2010) vyplyva, ze vyssi toxicky
ucinek na nadorové buiiky ma primarni latka daunorubicin nez jeji rozkladny produkt
daunorubicinol. Entrektinib, tepotinib a sapanisertib byly testovany kvuli jejich
potencidlni inhibi¢ni aktivit¢ na enzym AKRIC3, ale i na enzymy, které vykazuji

specifickou aktivitu k daunorubicinu, tj. AKR1A1, AKR7A2, AKRIBI a AKR1B10.

Priprava substratu (DAU):

Roztok substratu byl pfipraven z 1,27 mg daunorubicin hydrochlorid
(M = 563,98 g/mol) a 450 ul vody. Vysledné koncentrace takto ptfipravené¢ho substratu
byla 5 mM. Do kazd¢ reakce bylo pouzito 10 pl zasobniho roztoku. Finalni koncentrace

substratu v reakci byla 500 uM.

Piiprava enzymi:

Lidské aldo-ketoreduktazy byly pfipraveny rekombinantni metodou na katedie
biochemickych véd a vzajemné se liSily v koncentracich (mg/ml). Do reakéni smési bylo
pfidano 10 pl enzymu. Mnozstvi enzymu v reak¢éni smési se liSilo, viz tab. 1. Enzymy

se nafedily na poZadované koncentrace Na-fosfatovym pufrem dle vzorce:

x = koncentrace zasobniho roztoku enzymu v mg/ml; y = mnozstvi enzymu ze zésobniho
roztoku v pl, nezndma hodnota; t = mnoZstvi enzymu v jedné reakci v mg/ml; z = celkové

mnozstvi smesi enzymu a pufru, pottebné do reakci
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Tab. 1. Pfiprava roztokl vybranych enzymu

Koncentrace zasobniho Na-P Koncentrace
Enzym .
Enzym roztoku enzymu (ul) pufr v reakci
(mg/ml) : () | (ng/100p0)
AKR1A1 1,5 20 180 1,5
AKR7A2 2.4 41,7 158.,3 5
AKR1B1 1,63 61,35 138,65 5
AKRI1B10 1,61 37,27 162,73 3
AKRI1C3 1,3 23,07 176,93 1,5

Piiprava inhibitoru:

Zasobni roztoky inhibitorti mély koncentraci 10 mM v DSMO. V zikladnim
screeningu se pouzily dvé nasledujici pracovni koncentrace, a to: 500 uM a 2500 uM. Ty
byly ziskdny nafedénim zdsobniho roztoku inhibitoru dimethylsulfoxidem. Do reakéni
smési se pridavalo 2 pl pracovni koncentrace inhibitoru. Vysledné koncentrace inhibitoru
v reak¢éni smési byla 50x mensi. U kontrolnich vzorkli se misto inhibitori ptidaly 2 pl

pufru nebo 2 ul DMSO.

Piiprava regeneracniho roztoku:

Pfi ptipravé regeneraéniho roztoku se nejprve navazilo NADP™ a glukdza-6-fosfat
(Glu-6-P)  do dikladné

v Na-fosfatovém pufru. Dale byl pfidan MgCl,. Hofe¢naté ionty jsou v reakci potieba pro

mikrozkumavky.  Tyto  latky  se rozpustily
dehydrogenaci Glu-6-P. Takto pfipravend smés se uchovavala na ledu. Pfed samotnym
rozpipetovanim do eppendorfek se piidala posledni slozka, glukoza-6-fosfat
dehydrogenaza. Do reakéni smési bylo pfidano 20 pl takto pfipraveného regenera¢niho

roztoku.

Celkovy objem reakcni smési €inil 100 pl a kazdd mikrozkumavka obsahovala

stejny objem jednotlivych slozek reakéni smési viz tab. 2.
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Tab. 2. Slozeni reakéni smési

Substance Objem (ul)
0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH = 7,4 58
Regeneracni system 20

Enzym 10
Inhibitor 2

Substrat = Daunorubicin 5 mM 10

4.3.1.1. Postup prace pii inkubaci

Na zacatku prace byl ur¢en pocet vzorkl. Neinhibované reakce, kontroly s DMSO
areakce s inhibitory byly provadény v triplikatech, kontroly ,,bez substratu, bez enzymu*
v duplikéatech. Do pfipravenych a fadné¢ oznacenych mikrozkumavek byly postupné

pfidavany jednotlivé slozky reakéni smési.

Jako prvni byl pipetovan Na-fosfatovy pufr, poté enzym, regeneracni systém a
nakonec inhibitor. Vzorky byly promichany a stoCeny na centrifuze. Takto pfipravené
vzorky byly umistény do pfedem vyhtatého termomixéru na preinkubaci. Ta probihala
pti 37 °C deset minut. Po 10 minutach se reakce startovala pfidanim 10 pl substratu
v intervalu 20 vtefin do kazdé mikrozkumavky. Samotna inkubace trvala tficet minut.
Ptesné€ po 30 minutéach, v intervalu 20 sekund pro kazdou eppendorfku, doslo k zastaveni
reakce za pouZiti 40 ul 26% amoniaku. Vzorky byly promichdny a umistény na 10 minut

na led.

Po deseti minutach na ledu byl do kazd¢ mikrozkumavky piidan 1 ml ethylacetatu.
Vzorky byly vloZeny do tfepacky a byly 15 minut extrahovany. Po 15 minutach byly jesté
dvé minuty zcentrifugovany pii 13 400 ot/min, tim doslo k odd€leni horni organické
vrstvy. Organicka vrstva byla odebrana a piepipetovana do novych eppendorfek. Ty byly
premistény do vakuového koncentratoru, kde dochazelo k odpafovani ethylacetatu piti 30
°C. Pro zvySeni vytézku extrakce se cely krok od pfidani 1 ml ethylacetatu zopakoval

jesté jednou.
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Odpatené vzorky byly bud’ okamzit¢ rozpustény ve 400 pl mobilni faze
(26 % acetonitrilu a 74 % 0,1% kyseliny mravenci) nebo byly uchovavany pii teplot¢ -
20 °C. Rozpusténé vzorky byly prepipetovany do vialek s inzerty a za pomoci UHPLC
analyzy byly vyhodnoceny.

Druhy zpiisob stopovani reakce byl za pouziti 300 pl methanolu, mikrozkumavky
pak byly pfemistény na hodinu do lednice. Po hodin¢ byly zcentrifugovany a vzorek byl

pres filtr pfepipetovan do vialek.

4.3.2. Stanoveni ICso pro tepotinib

ICs0 je definovéna jako koncentrace latky, ktera snizi aktivitu daného enzymu na
polovinu (Ledvina et al. 2006). Inkubace pro urceni ICso probihala za stejného postupu a
podminek jako je uvedeno v kapitole 4.3.1.1. Vzhledem ktomu, Ze jsme hledali
koncentraci latky, kterd snizi aktivitu enzymu o polovinu, museli jsem pokryt celkovy
rozsah inhibi¢niho rozpéti tepotinibu. Toho jsme dosahli pouzitim riznych koncentraci
inhibitoru. Koncentrace byly: 50, 10, 1, 0,25, 0,1, 0,05, 0,025 uM v reakci a 100, 50, 25,
10, 5,1, 0,5, 0,25, 0,01 uM v reakci.

Jednotlivé koncentrace tepotinibu byly ziskdny fedénim zasobniho roztoku
dimethylsulfoxidem. Zasobni koncentrace inhibitoru byla 10 mM. Pracovni koncentrace
musely byt z divodu natedéni v celkovém objemu reakéni smési 50x vetsi.

4.3.3. Stanoveni Kj pro tepotinib

Inhibi¢ni konstanta (K;) vyjadiuje afinitu mezi enzymem a inhibitorem; pouZiva

wv

se vyznacuji nizkymi hodnotami K; (Murray et al. 2012).

Rovnice Michaelise a Mentenové se pouziva pro urceni rychlosti enzymatické

reakce (vzorec 1). Hodnota K je Michaelisova konstanta, kterd udava koncentraci

cvwr

Vzorec 1. Rovnice Michaelise a Mentenové (pievzato internet 14)
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Obr. 6. Saturacni ktivka; grafické znazornéni rovnice Michaelise a Mentenové. Graf
zavislosti rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu za konstantni

koncentraci enzymu (pievzato internet 14)

Rovnice Lineweavera a Burka (vzorec 2) je dal$i metodou pro presnéjsi uréeni

hodnot K a Vinax. Hodnotu Ky, pak uréime za pomoci ptevracenych hodnot.

1_Km 11
v V [S] V

Vzorec 2. Rovnice Lineweavera a Burka (pfevzato internet 14)
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Obr. 7. Reciproky vynos zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu
pfi stejné koncentraci enzymu. Grafické zndzornéni rovnice Lineweavera a Burka

(prevzato Janska, 2014)

Za inhibici povaZujeme sniZzeni pocatecni rychlosti enzymatické rychlosti.
Z obr. 8 je patrné, Ze rozeznavame tfi typy inhibice. Nekompetitivni inhibice nastava
tehdy, kdyZz se inhibitor vdZe na jiné misto, nez je misto aktivni. Kompetitivni inhibice
nastava tehdy, kdy dochazi k soutéZi o stejné aktivni misto mezi substratem a inhibitorem.
Akompetitivni inhibice nastane, kdyz dojde k navéazani inhibitoru uz na vznikly komplex

enzym-substrat (Ledvina et al. 20006).

| Nekompetitivni ” Kompetitivni Akompetitivni
) = Vs v — V8 v — Vs
 (Katl8)(1+3) K1+ ) 1)  Kat(1+52) 18]

I
1]
¢ /
/l’

Iiv

[m

v

18]

1[S]

1S]

Obr. 8. Souhrn grafli pro rtizné typy inhibici (pfevzato Flaxova, 2018)
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Postup prace pri stanoveni Ki:

Inkubace pro stanoveni K; probihala stejnym postupem, ktery je uveden v kapitole
4.3.1.1. V reakeci se pouzivali rozdilné koncentrace daunorubicinu, a to: 2000, 1000, 800,
600, 400 a 200 uM. Jednotlivé koncentrace substratu byly meéfeny s riznymi
koncentracemi inhibitoru. Tepotinib byl v koncentracich 50, 15, 5 a 0 uM (do reakce byl
piidan DMSO misto inhibitoru).
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5. Vysledky a diskuze

V této Casti prace byl méfen inhibi¢ni vliv inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz
na aktivitu enzymu z nadrodiny AKR. Dle studie Gottersmana et al. (2002) inhibitory
CDK snizuji eflux antracyklinti z bunék; pokud by CDKi efektivné inhibovaly 1 enzymy
znadrodiny AKR, znamenalo by to vyrazné zvySeni ucinnosti antracyklinovych

chemoterapeutik a mj. snizeni procesu proliferace nadorovych bun¢k, vlivem plisobeni

AKRI1C3.

O Wwe

5.1. Screening aktivity enzymu vii¢i daunorubicinu

U vybranych enzymti z nadrodiny aldo-ketoreduktaz (AKR): AKR1Al, 7A2,
IB1, 1B10 a 1C3 byl proveden zédkladni screening metabolické aktivity vuci
daunorubicinu. Aktivita enzymi byla porovnavéana na zaklad¢ hodnot specifické aktivity,
kdy plati, ze kazdy enzym ma jinou specifickou aktivitu. Jednotlivé hodnoty specifické

aktivity jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tab. 3. Soubor specifickych aktivit vybranych enzymu vii¢i daunorubicinu

E Hodnota specifické aktivity Priumérna hodnota specifické
nzym

y (nmol/mg/min) aktivity (nmol/mg/min)
AKR1A1/1 1648.,44
AKR1A1/2 1576,39 1616,80 & 36,82
AKR1A1/3 1625,58
AKR7A2/1 93,80
AKR7A2/2 95,84 97,81 £5,27
AKR7A2/3 103,78
AKR1B1/1 88,90
AKR1B1/2 106,52 97,15+ 8,86
AKRI1B1/3 96,04
AKR1B10/1 363,64
AKR1B10/2 458,79 407,52 £ 48,00
AKR1B10/3 400,14
AKRI1C3/1 237,17
AKRI1C3/2 246,91 260,11 +31,67
AKR1C3/3 296, 24
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Na zacatku prace byla sledovdna metabolickd aktivita vybranych aldo-
ketoreduktaz. Tato aktivita byla méfena za pomoci UHPLC analyzy. Pro méfeni
metabolické aktivity enzymt byl vybran substrat daunorubicin. Jedna se o 1éCivo ze
skupiny antracyklinovych antibiotik, které se pouziva v terapii karcinomu prsu, plic,
nadori urogenitalniho systému, aj. DAU byl vybran na zaklad¢ studie Bains et al. (2010),
ze které vyplyva, Ze je obecné lepSim substratem pro AKR nez doxorubicin. U enzymi
z rodiny AKR vime o existenci polymorfismt, které jsou in vitro zodpovédné za vyrazné
sniZzeni metabolismu daunorubicinu, a to o 23-61 %; tyto polymorfismy se vyskytuji i
u lidskych AKR (Bains et al. 2010). Pro enzym AKRIC3 se jedna o mutace R170C a
P180S (Komoto et al. 2004), tyto mutace jsou pravdépodobné zodpovédné za snizeni
enzymatické pfemény daunorubicinu na daunorubicinol, protoZe se nachédzi ve vazebném

misté kofaktoru a ovliviiuji jeho vazbu.

M¢éfteni aktivity vybranych enzymi probihalo in vitro a za pomoci UHPLC
analyzy bylo zjisténo mnozstvi pfeménéného substratu. Zjisténou hodnotu bylo potieba
pfevést na specifickou aktivitu, jejiz jednotky jsou v nanomolech na miligram bilkoviny

za minutu inkubace (nmol/mg/min).

Kazdy enzym ma vlastni specifickou aktivitu, kterd je uvedena v jednotkach
nmol/mg/min — pro enzym AKRIA1 to je 1616,18; pro AKR7A2 to je 97,81; pro
AKRI1B1toje 97,15; pro AKR1B10 to je 407,52 a pro AK1C3 to je 260,11 nmol/mg/min.
Nejvyssi specifickd aktivita enzymu pro DAU byla zaznamenana u enzymu AKR1A1 a
nejnizsi byla u enzymu AKR1B1. V préci Flaxova, (2018) byla zjiSténa nejvyssi aktivita
pro DAU u enzymi CBR1, AKR1AT a AKR1C3. Vzhledem k tomu, Ze v této praci nebyl
pouzivan enzym CBR 1, mizeme na zaklad¢ porovnani vysledki konstatovat, ze nejvyssi
hodnota pro DAU byla opakované zaznamenana u enzymu AKR1A1. Ve studii Bainse et
al. (2010) byla nejvyssi aktivita k DAU zaznamenana u AKR7A2, dile u B10, 1C3, 1C4
a 1BI1. Pii porovnani naSich vysledki miZeme fict, Ze enzym AKR1B1 ma nizsi
specifickou aktivitu viici DAU nez enzym AKRIC3 a enzym AKR1B10 ma vyssi
specifickou aktivitu vii¢i DAU nez enzym AKR1C3. Ke stejnému zjisténi dosli 1 ve studii

Bains et al. (2010).
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5.2. Stanoveni inhibi¢ni aktivity inhibitori CDK na aktivitu AKR1A1,
7A2,1B1,1B10 a 1C3

Inhibi¢ni vliv CDKi na aktivitu vybranych enzymi byl ovéfen v druhé ¢asti prace.
Pracovalo se s inhibitory: entrektinib, tepotinib a sapanisertib. Ve screeningu byly
pouzity dvé zakladni koncentrace inhibitorti, 10 a 50 uM v reakci a kontrola s DMSO.
Pracovni koncentrace inhibitorti byla 50x vétsi. VSechny vzorky byly meéfeny po
triplikatech pro kazdou koncentraci. Z vysledki byla stanovena procentualni hodnota pro
inhibici a aktivitu. Hodnoty specifické aktivity inhibovanych enzymi byly porovnavany
vici hodnotam specifické aktivity DMSO (tab. 4 — 8). Vobr. 9 — 13 jsou graficky

znazornény specifické aktivity jednotlivych inhibovanych enzymi.
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5.2.1. Inhibice enzymu AKR1A1
Tab. 4. Aktivita enzymu AKRI1A1l s 10 uM a 50 uM entrektinibem, tepotinibem,

sapanisertibem a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

Specificka Primér specifické
Aktivita | Inhibice
Typ Koncentrace aktivita aktivity
inhibitoru (nM) (nmol/mg/min) (nmol/mg/min) (%) (%)
1/10 2787,48
- 2/10 2829,33 2651,83 +272,00 94,45 5,55
£ 3/10 2338,69
E 1/50 2674,15
= 2/ 50 3077,94 3173,81 + 553,85 96,73 3,27
3/50 3769,33
1/10 2622,39
2/10 2760,06 2946,92 + 448,19 99,11 0,89
E 3/10 3458,30
g 1/50 3001,52
= 2/ 50 2918,34 2877,81 + 148,19 96,76 3,21
3/50 2713,57
1/10 2339,10
= 2/10 3292,21 2894,79 + 495,88 98,85 1,15
:5 3/10 3053,07
H 1/50 294908
&3 2/ 50 262242 2888,27 + 214,26 99,07 0,93
3/50 3093,31
= 1/ DMSO 3530,41
§ 2/ DMSO 2776,46 2973,37 + 489,27 100,00 0,00
¥ 3/ DMSO 261323
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Zména aktivity AKR1A1 vlivem sledovanych CDKi
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Obr. 9. Zavislost aktivity enzymu AKR1A1 na koncentraci inhibitoru entrektinibu,
tepotinibu, sapanisertibu vic¢i DMSO, které ptedstavuje kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru (maximalni aktivita 100 %). Kazdy sloupec piedstavuje

procentualni aktivitu uvedenou v Tab. 4.

Vysledky prokazatelné ukazuji, Ze inhibice AKR1A1 entrektinibem nebyla
dostatecnd; 10 uM koncentrace entrektinibu inhibovala 1A1 pouze z 5,55 % a 50 uM
koncentrace inhibitoru inhibovala enzym z 3,27 %. Za povSimnuti stoji skute¢nost, ze
s rostouci koncentraci inhibitoru se aktivita nesnizovala, spiSe nevyznamné zvysila. To
muze naznacovat rozdilny mechanismus pilisobeni testovanych latek v zavislosti na

koncentraci.

Pokud porovname vysledky inhibice 1A1 buparlisibem zjistime, ze 10 pM
koncentrace buparlisibu inhibovala 1A1 z 11,4 % a 50 uM koncentrace inhibovala 1A1
z2,1 % (Bukum et al. 2019), coz vykazuje podobné rysy jako v nasi studii. Roskovitin

dany enzym neinhiboval viibec, purlavanol A minimalné (Novotna et al. 2018).

50 uM alisertib inhiboval 1A1 z 9,56 %, 10 uM koncentrace 1Al neinhibovala.
Pti srovnani entrektinibu s brigatinibem vidime, Ze 10 uM koncentrace inhibovala enzym
z 8,87 % a 50 uM koncentrace inhibovala z 1,56 % (Lakoma, 2020). Zde je opakované
patrné, Ze vyssi koncentrace CDKi inhibuje enzym méné. Z uvedeného vyctu vychazi

v

entrektinib jako silngj$i inhibitor neZ popsany roskovitin ¢i purlavanol A.

Ani v piipadé tepotinibu nebyla prokdzdna vyznamna inhibi¢ni aktivita vici

sledovanému enzymu; 10 uM koncentrace tepotinibu inhibovala 1A1 z 0,89 % a 50 uM
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tepotinib inhiboval 1A1 z 3,21 %. Na rozdil od entrektinibu nebyla pozorovana paradoxni
aktivace enzymu pfi vysSich koncentracich inhibitoru. Z vyse vypsanych porovnavacich
inhibitortt mizeme fici, ze je tepotinib siln€jsi inhibitor 1 A1 nez purvanalol A a roskovitin
(Novotna et al. 2018). Tepotinib je mén¢ ucinny inhibitor 1A1 nez 50 uM alisertib, 10

uM brigatinib (Lakoma, 2020) a 10 uM buparlisib (Bukum et al. 2019).

Ze zkoumanych latek vykazoval sapanisertib nejnizsi inhibici enzymu AKR1A1;
10 uM sapanisertib inhiboval enzym z 1,15 % a 50 puM sapanisertib inhiboval 1Al

z 0,93 %, coz predstavuje vysledek na hranici chyby méteni.

Z méfeni inhibi¢niho vlivu entrektibu, tepotinibu a sapanisertibu na enzym
AKRI1A1 vyplyva, ze zadny z pouzitych inhibitort nevykazoval inhibici vétsi nez 10 %.
Nejmensi inhibi¢ni efekt prokazal tepotinib v 10 uM koncentraci, ktery enzym inhiboval
pouze z 0,89 %. Naopak nejvyssi inhibi¢ni efekt mél 10 uM entrektinib, ktery inhiboval
25,55 %. Silngj8im inhibitorem 1A1 je pak srovnavany 50 uM bosutinib, ktery enzym
inhibuje z 7,2 % (Hudé&Cova, 2019). Pii pouziti vyss§i koncentrace entrektinibu a
sapanisertibu dochazelo patrné ke zvyseni specifické aktivity enzymu; miizeme se
domnivat, jestli §lo o chybu v méfeni ¢i pasobeni latek jako tzv. aktivatori enzymu.
Vzhledem k tomu, Ze byl tento jev zaznamenan i u 50 uM brigatinibu (Lakoma, 2020) a
50 uM buparlisibu (Bukum et al. 2019), se da ptedpokladat, ze se nejedné o ojedinélou
reakci a vysledek spiSe poukazuje na odliSny aktivaéni mechanismus Uc¢inku vysSich

koncentraci zkoumanych latek.
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5.2.2. Inhibice enzymu AKR7A2
Tab. 5. Aktivita enzymu AKR7A2 s10 a 50 uM entrektinibem, tepotinibem,

sapanisertibem a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

Specificka Priamér specifické Aktivita | Inhibice
Typ Koncentrace aktivita aktivity
inhibitoru (M) (nmol/mg/min) (nmol/mg/min) (%) (%)
1/10 114,90
- 2/10 100,60 102,31+ 11,83 101,03 -1,03
£ 3/10 91,42
é 1/50 120,21
= 2/ 50 118,52 125,09 + 9,14 123,53 -23,53
3/50 135,53
1/10 67,92
2/10 134,23 93,57 £ 35,61 99,81 0,19
E 3/10 78,56
g 1/50 125,48
= 2/ 50 98,05 86,81 +£45,35 110,38 -10,38
3/50 36,90
1/10 69,37
a 2/10 47,54 77,09 £ 34,07 90,71 9,29
E 3/10 114,35
H 1/50 110,68
&3 2/ 50 107,37 94,68 + 24,90 93,51 6,49
3/50 66,00
= 1/ DMSO 110,47
% 2/ DMSO 107,29 101,26 + 13,29 100,00 0,00
¥ 3/ DMSO 86,03
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Zména aktivity AKR7A2 vlivem sledovanych CDKi
140
120

100
W Entrektinib
M Tepotinib
Sapanisertib
DMSO
0 10 50

Koncentrace inhibitora (uM)

Aktivita (%)
N H [e))] (0]
o o o o

o

Obr. 10. Zavislost aktivity enzymu AKR7A2 na koncentraci inhibitoru entrektinibu,
tepotinibu, sapanisertibu vic¢i DMSO, které ptedstavuje kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru (maximalni aktivita 100 %). Kazdy sloupec predstavuje

procentualni aktivitu uvedenou v Tab. 5.

Ani v pfipadé enzymu AKR7A2 nedochézelo pfi pouziti entrektinibu k vyrazné
inhibici, naopak byla pozorovana zvySena specifickd aktivita aldo-reduktazy 1 pfii
opakovaném méfeni. MliZeme konstatovat, ze 10 uM entrektinib zvysil aktivitu enzymu

0 1,03 % a 50 uM entrektinib zvysil aktivitu enzymu o 23,53 %.

Obdobn¢ vysledky byly publikovany také s alisertibem a brigatinibem (Lakoma,
2020); 10 uM alisertib zvysil specifickou aktivitu 7A2 0 22,22 % a 50 uM koncentrace
alisertibu zvysila aktivitu o 10,74 %. 10 uM brigatinib zvysil specifickou aktivitu 7A2
00,86 % a 50 uM brigatinib zvysil aktivitu 7A2 o 14,65 %. Téz ibrutinib v 50 uM

koncentraci zvysil aktivitu enzymu o 29,2 % (Hudacova, 2019).

Mg¢fitelnou inhibici tohoto enzymu prokézal 50 puM roskovitin, ktery enzym
inhiboval z 6,23 % (Novotnd el al. 2018), 10 uM buparlisib inhiboval 7A2 29,5 % a
50 uM buparlisib inhiboval enzym z 14,1 % (Bukum el al. 2019). NejsilnéjSim
inhibitorem z revidovanych latek byl bosutinib 10 uM, ktery inhiboval enzym z 38,7 %
(Hudacova, 2019).

Podobné chovani bylo pozorovano i pii pouziti tepotinibu; 10 uM tepotinib

inhiboval 7A2 z 0,19 %, 50 uM koncentrace aktivovala enzym o 10,38 %.
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Sapanisertib prokazal méfitelny inhibi¢ni efekt na enzym AKR7A2. Jeho 10 uM
koncentrace inhibovala 7A2 z 9,29 %, na druhou stranu jeho 50 uM koncentrace

inhibovala enzym pouze z 6,49 %.

Tento vysledek miize byt zptisoben chybou v méteni, nicmén¢ obdobna paradoxni
aktivace byla popséana i v jinych publikacich u brigatinibu (Lakoma, 2020) a ibrutinibu
(Hudacova, 2019), proto i nami studované latky mohou vystupovat jako tzv. aktivatory.
Priikazny inhibi¢ni efekt na enzym prokazal sapanisertib a 50 uM roskovitin (Novotna et
al. 2018). Jako nejlepsi inhibitor se jevi bosutinib, ktery v 10 uM koncentraci inhiboval
enzym z 38,7 %, 1épe vychazi i neratinib, ktery v 50 uM koncentraci inhibuje enzymu

z 19 % (Hudéacova, 2019).
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5.2.3. Inhibice enzymu AKR1B1
Tab. 6. Aktivita enzymu AKRIBI s10 a 50 puM entrektinibem, tepotinibem,

sapanisertibem a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

Prumér
Specificka
Typ Koncentrace specifické Aktivita | Inhibice
aktivita
inhibitoru (M) aktivity (%) (%)
(nmol/mg/min)
(nmol/mg/min)
1/10 88.86
- 2/10 97,70 91,91 + 5,02 4730 52,70
£ 3/10 89,16
=<
£ 1/50 74,16
=
= 2/50 62,46 71,79 + 8,40 35,16 64,48
3/50 78,75
1/10 50,10
2/10 104,71 79,27 + 27,50 40,80 59,20
=
e 3/10 83,00
2 1/50 85,40
= 2/50 79,25 79,13 + 6,33 4237 57,63
3/50 72,74
1/10 92,49
- 2/10 94,86 85,06 + 14,97 43,78 56,22
§ 3/10 67.82
5 1/50 80,34
A 2/ 50 65,21 72,91+ 7,57 37,45 62,55
3/50 73,18
= 1/ DMSO 43,26
[=]
= 2/ DMSO 34,56 39,42 + 4,44 100,00 0,00
Z 3/ DMSO 40,44
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Zména aktivity AKR1B1 vlivem sledovanych CDKi
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Obr. 11. Zavislost aktivity enzymu AKRIB1 na koncentraci inhibitoru entrektinibu,
tepotinibu, sapanisertibu vic¢i DMSO, které ptedstavuje kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru (maximalni aktivita 100 %). Kazdy sloupec piedstavuje

procentualni aktivitu uvedenou v Tab. 6.

Vsechny studované latky vykazovaly vyraznou inhibici tohoto enzymu; 10 uM
entrektinib inhiboval 1B1 z 52,70 %, 50 uM entrektinib inhiboval enzym z 64,48 %. Pti
srovnani s buparlisibem (Bukum et al. 2019), ktery v 10 uM koncentraci inhiboval
z 0,6 % a v 50 uM koncentraci inhiboval z 14,3 % vykazuje entrektinib vyrazny potencial
inhibice AKRI1BI1. Vyrazné silnéj§i ptisobeni vykazuje také pifi srovnani s 10 uM
aliseribem (inhibice 7,73 %) a 50 uM alisertibem (inhibice 33,75 %) (Lakoma, 2020),
s 10 uM bosutinibem (inhibice 1,7 %), 50 uM bosutinibem (inhibice 11,0 %), 10 uM
neratinibem (inhibice 4,2 %), 50 uM neratinibem (inhibice 8,3 %) a 10 uM ibrutinibem
(inhibice 4,1 %) (Hudéacova, 2019)

Také tepotinib dosahoval vybornych vysledkl; vysledek inhibice 50 uM
tepotinibu je pravdépodobné zplisoben chybou v méfeni. Ve srovnani s vySe uvedenym
alisertibem (Lakoma, 2020) a buparlisibem (Bukum et al. 2019) ale i bosutinibem,
neratinibem a ibrutinibem (Hudacovéa, 2019) je tepotinib siln€jSim inhibitorem enzymu

AKRIBI1. Byl téz srovnatelné ¢inny s pouzitym entrektinibem.

Také sapanisertib dosdhl 50 % inhibice enzymu AKRI1BI1. Jeho 10 puM
koncentrace inhibovala 1B1 z56,22 % a 50 pM koncentrace inhibovala enzym

z 62,55 %, cozZ ptedstavuje srovnatelny s vysledek s ostatnimi ndmi testovanymi latkami.
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Zkoumané¢ inhibitory maji vyrazny inhibi¢ni vliv na enzymu AKR1B1. Nejsilngjsi
inhibici prokdzal 50 uM entektinib, ktery inhiboval z 64,48 %. VSechny tfi inhibitory
v10 puM  koncentraci  prokazaly  schopnost inhibice nad 50 @ %.
10 uM tepotinib inhiboval z 59,20 %; ackoli postup inkubace probihal pfesné podle
kapitoly 4.3.1.1. je pravdépodobné, ze tento vysledek byl zptisoben chybou v méteni.

Nejsilngjsi inhibitor AKRIB1 je 50 uM entrektinib, za nim nasleduje 50 uM
sapanisertib, 10 uM a 50 uM tepotinib; vSechny latky vykazuji silnéjsi inhibi¢ni u¢inek
nez publikovany 50 uM alisertib (inhibice 33,75 %) (Lakoma, 2020), 50 uM neratinib
(inhibice 17,1 %) (Hudacova, 2019), 50 uM buparlisib (inhibice 14,3 %) (Bukum et al.
2019) a 50 uM bosutinib (inhibice 11,0 %) (Hudacova, 2019).
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5.2.4. Inhibice enzymu AKR1B10
Tab. 7. Aktivita enzymu AKRIB10 s 10 a 50 uM entrektinibem, tepotinibem,

sapanisertibem a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

Specificka Primér specifické
Aktivita | Inhibice
Typ Koncentrace aktivita aktivity
inhibitoru (M) (nmol/mg/min) (nmol/mg/min) (%) (%)
1/10 169,85
- 2/10 214,17 178,55 + 32,16 59,27 40,73
£ 3/10 151,63
E 1/50 98,50
= 2/ 50 125,81 11591 + 15,12 38,48 61,52
3/50 123,41
1/10 262,75
2/10 263,63 251,38 £20,45 83,44 16,56
E 3/10 227,77
g 1/50 243,37
= 2/ 50 184,83 210,25 + 30,02 69,79 30,21
3/50 202,54
1/10 257,14
= 2/10 290,47 276,81 + 17,46 91,88 8,12
':5 3/10 282,81
H 1/50 200,00
& 2/50 183,93 197,19 + 12,10 6546 | 34,54
3/50 207,64
= 1/ DMSO 264,92
§ 2/ DMSO 337,60 344,16 + 82,72 100,00 0,00
Z 3/ DMSO 429,97
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Zména aktivity AKR1B10 vlivem sledovanych CDKi
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Obr. 12. Zavislost aktivity enzymu AKR1B10 na koncentraci inhibitoru entrektinibu,
tepotinibu, sapanisertibu vic¢i DMSO, které ptedstavuje kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru (maximalni aktivita 100 %). Kazdy sloupec piedstavuje

procentualni aktivitu uvedenou v Tab. 7.

Inhibi¢ni ucinek sledovanych latek vaci enzymu AKRIB10 se jiz vyrazné
odliSoval, zatimco entrektinib zminé€ny enzym vyrazné€ inhiboval, sapanisertib dosahoval
vyznamné inhibice azZ pti koncentraci 50 uM. 10 pM koncentrace entrektinibu inhibovala
enzym z 40,73 % a jeho 50 uM koncentrace inhibovala 1B10 z 61,52 %. Ve srovnani
s roskovitinem (10 pM inhiboval z 8,11 %, 50 uM inhiboval z27,23 %) ¢i
purlavanolem A (10 uM inhiboval 1B10 z 13,61 %, 50 pM inhiboval z 33,29 %)
(Novotna et al. 2018) se jedna o vyrazné silnéjsi plisobeni. Také v ptipad¢ buparlisibu
(10 uM inhiboval 8,4 %, 50 uM inhiboval 14,3 %) (Bukum et al. 2019), alisertibu,
brigatinibu (Lakoma, 2020) ale 1 neratinidu ¢i bosutinibu (Hudacova, 2019) vychazi

v

entrektinib jako silngj$i inhibitor.

Utinek ibrutinibu je srovnatelny s méfenym entrektinibem (50 uM inhiboval

z 64,8 %) (Hudacova, 2019).

Inhibice tepotinibem byla vétsi nez 10 %, sily entrektinibu vSak
nedosahoval;10 uM koncentrace inhibovala enzym z 16,56 %, 50 uM koncentrace
inhibovala enzym z 30,21 %. Tepotinib nicméné vykazoval lepSi uc¢inek nez vySe
uvedeny neratinib, bosutinib (Hudacova, 2019) a brigatinib, jehoz 50 uM koncentrace
inhibuje 1B10 pouze z3,13 % (Lakomd, 2020), srovnatelnou inhibici vyvolédval
roskovitin, purvalanol A (Novotna et al. 2018) a buparlisib (Bukum et al. 2019).
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Sapanisertib je pfi srovnani s entrektinibem a tepotinibem nejméné potentnim
inhibitorem 1B10, 10 uM koncentrace nedosahla 10 % inhibice a inhibovala pouze
z 8,12 %, 50 uM koncentrace dosahla 30,54 % inhibice. I pfes to inhibuje vice nez
bosutinib, neratinib (Hudacova, 2019), brigatinib (Lakoma, 2020) a roskovitin (Novotna
et al. 2018).

Pfi inhibici enzymu AKR 1B10 vykazoval nejvyssi u¢inek entrektinib, srovnatelny
s etablovanym ibrutinibem, i pti 10 uM doséhl 40,73 % inhibice, naopak nejmensi ti¢inek

se projevil u sapanisertibu.
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5.2.5. Inhibice enzymu AKR1C3
Tab. 8. Aktivita enzymu AKRIC3 s10 a 50 puM entrektinibem, tepotinibem,

sapanisertibem a kontrolnim vzorkem bez inhibitoru (DMSO)

Specificka Primér specifické
Typ Koncentrace Aktivita | Inhibice
Inhibitoru (M) aktivita aktivity (%) (%)
(nmol/mg/min) (nmol/mg/min)
1/10 199,75
- 2/10 197,73 198,38 + 1,19 94,05 5,95
£ 3/10 197,66
E 1/50 100,65
= 2/ 50 110,33 103,01 £ 6,48 50,01 49,99
3/50 98,04
1/10 73,02
2/10 71,81 70,29 + 3,73 60,13 39,87
E 3/10 66,04
g 1/50 35,89
= 2/ 50 32,60 34,40 + 1,67 29,43 70,57
3/50 34,71
1/10 201,24
= 2/10 188,96 194,23 + 6,32 92,08 7,92
‘:5 3/10 192,48
H 1/50 134,52
&3 2/ 50 154,61 141,69 + 11,21 68,54 31,46
3/50 135,94
= 1/ DMSO 212,78
E 2/ DMSO 212,66 210,92 + 3,12 100,00 0,00
2 3/ DMSO 207,32
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Obr. 13. Zavislost aktivity enzymu AKR1C3 na koncentraci inhibitoru entrektinibu,
tepotinibu, sapanisertibu vic¢i DMSO, které ptedstavuje kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru (maximalni aktivita 100 %). Kazdy sloupec predstavuje

procentudlni aktivitu uvedenou v Tab. 8.

Pfi inhibici enzymu AKR1C3 se ponckud piekvapiveé prosadil tepotinib, ktery
v koncentraci 50 M inhiboval aldo-ketoreduktazu z 70,57 %, coz predstavuje nejlepsi
vysledek ze vSech méfeni; vychazi téz G€innéji nez v piipad¢ inhibice brigatinibem
(Lakoma, 2020), 50 uM neratimibem a bosutinibem (Hudacova, 2019). Srovnatelnych ¢i
lepSich vysledkii dosahoval buparlisib, purvalanol A (50 uM inhiboval z 93,67 %),
roskovitin, alisertib, ibrutinib (10 uM inhiboval z 94 %) a vitusertib (10 uM inhiboval
z 40,85 %) (Milan, 2019).

Entrektinib a sapanisertib efektivné plsobi az ve vysSich koncentracich;
50 uM entrektinib z 49,99 %, 50 uM sapanisertib z 31,46 %, ptesto plisobi vyrazné€ji nez
u brigatinibu (Lakoma, 2020).
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Tab. 9. Souhrn procentualni inhibice jednotlivych inhibitord k jednotlivym enzymiim

Inhibitory Inhibice enzymu (%)
T Koncentrace AKR1 | AKR7 | AKR1 | AKR1 | AKR1
» (nM) Al A2 B1 B10 C3
10 5,55 -1,03 52,70 | 40,73 5,95
Entrektinib
50 3,27 -23,53 64,84 61,52 | 49,99
10 0,89 0,19 59,20 16,56 | 39,87
Tepotinib
50 3,21 -10,38 57,63 30,21 70,57
10 1,15 9,29 56,22 8,12 7,92
Sapanisertib
50 0,93 6,49 62,55 34,54 | 31,46

Z namé&fenych vysledkl byla potvrzena skute¢nost, Ze nékteré inhibitory snizuji

aktivitu vybranych enzymu velmi dobfe, a naopak nékteré vykazuji maly ¢i viibec Zadny

S 4

vevr

vySel 50 uM entrektinib, ktery inhiboval enzym AKR1B10 z 64,84 %. Nejniz$i inhibi¢ni
aktivitu vykazovaly vSechny inhibitory u enzymu AKR1AI.

Enzym AKR7A2 inhiboval pouze sapanisertib, zbylé dva inhibitory se chovaly
spiSe jako aktivétory, protoZe jejich vlivem dochazelo ke zvySeni aktivity enzymu. Pfi
stanovovani inhibi¢ni aktivity vybranych inhibitort CDK byla nastinéna skutecnost, Ze
50 uM roztok inhibitoru mél mensi inhibic¢ni aktivitu neZ 10 pM roztok inhibitoru. Je
byl vybran inhibitor tepotinib, ktery 1C3 inhiboval nejvice. Tato latka ma navic
prokazany inhibi¢ni uc¢inek na ABC-transportéry, coz dale zvySuje jeji terapeutickou
hodnotu (Wu et al. 2019). Kromé& hlavniho a zamysleného ucinku na regulaci bunééného
cyklu by pouziti tohoto inhibitoru vedlo hypoteticky také k inhibici metabolismu
xenobiotik, napt. daunorubicinu, a to jak na trovni odbourdvani faze I, tak i na rovni
efluxnich transportérti, ¢imz by bylo dosazeno vyssi koncentrace uvnitt buiiky a tim i

vysSiho ucCinku konvenéni 1éCby; navic by nedochazelo ktak castému vyskytu
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nezadoucich U¢inkd vyvolavanych polarnégjsimi metabolity. Kombinace konvenéniho
cytostatika a inhibitoru proteinkindzy by byla vtomto pifipadé podpoiena na tfech
klicovych mistech, da se tedy i predpokladat zvysSena terapeutickd acinnost, coz potvrzuji

1 soucasné klinické zkuSenosti.
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5.3. Stanoveni ICso pro tepotinib

Pro detailngjsi testovani byl vybran tepotinib, protoze v zékladnim screeningu
vysel jako inhibitor s nejvétsim inhibi¢nim ucinkem na enzym AKRI1C3. V prvnim
meéfeni byly koncentrace tepotinibu: 50, 10, 1, 0,25, 0,1, 0,05, 0,025 uM. Ve druhém
méfeni byly koncentrace tepotinibu: 100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,5, 0,25, 0,1 uM. Ve tietim
méieni byly koncentrace inhibitoru: 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,25, 0,1 uM. Hodnoty IC50

byly ziskany pomoci programu GraphPad Prism?7.

V nésledujicich tabulkdch (Tab. 10, 11, 12) jsou uvedeny hodnoty ziskané

inkubaci pro urceni hodnoty ICso. Grafické znazornéni specifickych aktivit pro rizné

koncentrace tepotinibu jsou na obrazcich ¢. 14, 15, 16.

Tab. 10. Vysledky prvniho méfeni pro inhibi¢ni koncentraci (ICso) s AKR1C3

Prumeér specifické
Specificka aktivita Aktivita Inhibice
AKRI1C3 (uM) aktivity
(nmol/mg/min) (%) (%)
(nmol/mg/min)

1/ 50 33, 64

2/ 50 31, 86 31,57+2.23 15,98 84,02
3/50 29,21
1/ 10 78,86

2/10 74,40 76,40 + 2,27 46,95 53,05
3/10 75,94
1/1 133,78

2/1 136,30 135,68 + 1,67 78,85 21,15
3/1 136,94
1/ 0,25 142,38

2/ 0,25 155,71 147,99 + 6,91 75,75 24,25
3/ 0,25 145,87
1/ 0,1 142,28

2/ 0,1 140,20 141,07 + 1,08 80,25 19,75
3/0,1 140,73
1/ 0,05 165,04

2/ 0,05 168,43 163,36 + 6,08 76,55 23,45
3/ 0,05 156,61
1/0,025 124,85

2/ 0,025 136,40 130,05 + 5,86 79,43 20,57
3/ 0,025 128,88
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Obr. 14. Grafické znazornéni specifické aktivity AKR1C3 na log koncentraci inhibitoru.

Z grafu byla urcena ICso. (Cl = konfidenc¢ni interval)

Hodnoty ICso jsou velmi zavislé na podminkach, za kterych se méti; problémem
pfi méfeni mize byt nedostatecna teplota, nepiesnost v pipetovani nebo kombinace vice

faktorq.

Obecné plati, Ze ¢im vyssi je koncentrace inhibitoru, tim vice bude snizena aktivita
enzymu, dale plati, Ze pfi vyS$s§i koncentraci enzymu roste hodnota ICso. V méfeni bylo
pracovano se stale stejnou koncentraci enzymu a v obr. 14 mizeme vidét snizovani
specifické aktivity enzymu pii rostouci koncentraci inhibitoru. ICso v prvnim méteni
vysla 8,64 uM. Na obr. 14 neprochdzi kiivka body, které charakterizuji nizké koncentrace

inhibitoru. Je to patrné dano chybovosti pfi ptipravé nizkych koncentraci inhibitoru.
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Tab. 11. Vysledky druhého méteni pro inhibi¢ni koncentraci (ICso) s AKR1C3

Prumér specifické
AKRIC3 (uM) Specificka aktivita aktivity Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
(nmol/mg/min)
1/100 21,28
2/100 21,39 20,73 £ 1,06 9,97 90,03
3/100 19,51
1/50 32,33
2/50 30,55 33,53 +£1,97 16,13 83,37
3/50 34,48
1/25 57,17
2/ 25 60,26 57,33 + 2,86 27,58 72,42
3/25 54,56
1/10 95,01
2/10 91,22 92,76 + 1,99 52,37 47,63
3/10 92,05
1/5 131,03
2/5 126,77 130,34 +3,28 62,71 37,29
3/5 133,21
1/1 160,20
2/1 158,59 159,58 £ 0,86 76,78 23,22
3/1 159,94
1/ 0,5 144,43
2/ 0,5 164,03 151,14 £ 11,17 72,72 28,80
3/0,5 144,96
1/ 0,25 170,11
2/ 0,25 168,36 168,45+ 1,61 81,04 18,96
3/0,25 166,89
1/ 0,1 173,23
2/0,1 168,23 147,37 £ 3,82 70,90 29,10
3/0,1 150,50
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Obr. 15. Grafické znazornéni specifické aktivity AKR1C3 na log koncentraci inhibitoru.

Z grafu byla urcena ICso. (Cl = konfidenc¢ni interval)

Na obr. 15 si miZzeme povSimnout klesajici specifické aktivity enzymu pfi
zvySovani koncentrace inhibitoru. Ve druhém méteni vysla ICso 12,20 pM. Tento rozdil
V tomto méfeni neprotind kiivka body, které zndzorfiujici 1 a 0,1 uM koncentraci
inhibitoru, jejich neptfesnd procentudlni inhibice mohla byt zpiisobena kumulativni

chybou pfi pfipravé nizkych koncentraci tepotinibu.
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Tab. 12. Vysledky tfetiho méfeni pro inhibi¢ni koncentraci (ICso) s AKR1C3

Specificka aktivita Primér specifické Aktivita Inhibice
AKR1C3 (nM) aktivity
(nmol/mg/min) (%) (%)
(nmol/mg/min)
1/ 100 252,91
2/100 237,85 245,38 +£ 10,66 14,40 85,60
3/100 54,55%
1/50 263,94
2/50 261,62 297,87 £ 60,78 15,42 84,58
3/50 368,04
1/10 514,82
2/10 838,93 676,88 +£229,18 47,24 52,76
3/10 1336,94*
1/5 104432
2/5 877,70 961,01 £117,82 38,70 61,30
3/5 55,92%*
1/ 0,5 1246,45
2/0,5 1312,50 1453,54 + 303,30 85,31 14,69
3/0,5 1801,68
1/ 0,25 1752,73
2/ 0,25 1833,42 1793,08 + 57,06 76,34 23,66
3/0,25 315,96*
1/ 0,1 1818,01
2/0,1 1868,84 1843,43 + 35,94 103,5 -3,59
3/0,1 1608,21%*

(* hodnoty nebyly pouzity do grafu)
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Obr. 16. Grafické znazornéni specifické aktivity AKR1C3 na log koncentraci inhibitoru.

Z grafu byla urcena ICso. (Cl = konfiden¢ni interval)

Na obr. 16 je zndzornéna klesajici specificka aktivita enzymu pii zvySujici se
koncentraci tepotinibu, smérodatné odchylky jsou v grafu velmi velké, je to dano tim, Ze

se do prubéhu grafu nekteré hodnoty z tabulky nezadavaly. Tyto chybné hodnoty byly

wrwe

Hodnoty tepotinibu se v pribéhu meéfeni ménily, a to z divodu nespravné
interpretace predchozich vysledkil. V prvnim méfeni byl predpoklad, Ze ICso bude kolem
hodnoty 0,5 pM. V dalSich méfeni byla pfedpokladana hodnota ICso vy$si, spiSe kolem
10 uM koncentrace tepotinibu. Z obr. 14, 15, 16, vyplyva sestupny trend specifické
aktivity pfi vysSi koncentraci inhibitoru. Z mého meéfeni je ziskand hodnota ICso
v intervalu od 8,48 — 12,20 uM koncentrace tepotinibu. U jednotlivych méfeni je uvedena
metod zastaveni reakce. 10 pM tepotinib inhibuje 1C3 ptiblizné z 51,15 %, pro porovnani
v praci Flaxova (2018) byl popsan inhibitor dinaciclibu, ktery uz v 1 uM koncentraci
inhibuje 1C3 z 80 %. Napiiklad ve srovnani s inhibitorem AZD5438, ktery k 80%
inhibici enzymu 1C3 potiebuje okolo 75 uM koncentraci (Flaxova, 2018) tepotinib
vychazi 1épe, protoze k 80% inhibici 1C3 potiebuje piiblizné¢ 50 uM koncentraci. Dale
muzZeme porovnat tepotinib s inhibitorem buparlisibem, ktery v 10 uM koncentraci

inhibuje 1C3 z ptiblizn€ 48,7 % a v 50 uM koncentraci inhibuje 1C3 z ptiblizné 80,6 %
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(Bukum et al. 2019). Uginnost tepotinibu, buparlisibu a bosutinibu je velmi podobna.

(Hudacova, 2019).

JiZ zminovany purvalanol A, ibrutinib a roskovitin inhibuje 1C3 Uc¢innéji nez

tepotinib (Novotna et al. 2018).

5.4. Stanoveni inhibi¢ni konstanty (K;)

Pii analyze vysledkli byla pouzita, jak rovnice Michaelise a Mentenové, tak
rovnice Lineweavera-Burka. Pro pfesnéjs$i stanoveni K; byla pouzita rovnice dle

Lineweavera-Burka; z této rovnice vyplyva, Ze se blizi kompetitivni inhibici.

250 - .
0 uM Tepotinib

5 uM Tepotinib
15 uM Tepotinib
50 uM Tepotinib

RN

Specificka aktivita AKR1C3
nmol/mg/min

1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Koncentrace Daunorubucinu [pM]

Obr. 17. Znazornéni zavislosti specifické aktivity AKR1C3 na koncentraci daunorubicinu

Obr. 17 je grafické znazornéni rovnice dle Michaelise a Mentenové a jedna se
o prumeér ze tfi samostatnych méfeni. V jednom méteni byl pro stopovani reakce pouZit
amoniak, ktery zptsobil, Ze jsou na obr. 17 velké smérodatné odchylky. Jednotlivé kiivky
znazoriuji koncentraci tepotinibu. Z obrazku miizeme vycist, ze 50 uM tepotinib nejvice

sniZzuje specifickou aktivitu enzymu.
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Obr. 18. Znazornéni rychlosti redukce daunorubicinu za pouziti inhibitoru tepotinibu

Obr. 18 charakterizuje rovnici Lineweavera-Burka, kde byly pouZity reciproké
hodnoty koncentrace substratu a specifické aktivity enzymu. Z tohoto grafu byl urcen typ

inhibice a hodnota K.

V posledni kroku prace byla uréena inhibi¢ni konstanta K; pro tepotinib. Vysledky
byly zpracovavany v programu GraphPadPrism 7. Jako prvni byla pouZita rovnice
Michaelise a Mentenové, v druhém kroku byla pouzita rovnice dle Lineweavera a Burka.
Vysledek inhibi¢ni konstanty je primérem ze tfi samostatnych méteni. Bylo zjisténo, ze
inhibi¢ni konstanta pro tepotinib je 4,38 +/- 0,65 uM, ucinek se blizi kompetitivni
inhibici. Kompetitivni inhibice znamen4, Ze inhibitor kompetuje o aktivni misto enzymu,
z ¢ehoz plyne, ze muze byt z vazebného mista vytésnén silnéj$im inhibitorem, v ptipadé
CDK molekulou ATP. Takovy typ mechanismu neni vyhodny, jelikoz Gi¢inek zavisi na

koncentraci latky.

Purvalanol A, roskovitin (Novotna et al. 2018) a buparlisib (Bukum et al. 2019),
ibrutinib (Hudacova, 2019) se chovaji jako nekompetitivni inhibitory, tzn. Ze se inhibitor
vaze na jiné misto neZz substrat, a proto nemiize byt zvySenym mnozstvim substratu
vytésnén. Z tohoto diivodu se pouziti purvalanolu A, roskovitinu, buparlisubu a ibrutinibu

jevi jako vyhodnéjsi. Pro klinickou praxi jsou vyhodné nizké hodnoty Kj, ICso a
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nekompetitivni typ inhibice, které predznamenavaji nizkou hodnotu terapeutické davky,

coz znamena mensi zatéZ pro organismus pacienta.
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6. Zavér

Aldo-ketoreduktdzy patfi mezi vyznamné metabolické a xenobiochemické
enzymy faze I, nicméné se podili na vzniku naddorové rezistence, dokonce i na vzniku
nekterych onemocnéni véetné rakovinného bujeni. I proto se fada vyzkumnych center
zaméfuje na screening novych latek a terapeutickych postupti. Jednim z takovych je i
pouziti inhibitort CDK; u téchto latek bylo krom¢ pivodné vyuzivaného Uc¢inku pfi
regulaci bunééného cyklu popsano 1 inhibi¢ni piisobeni na jiz zminéné aldo-

ketoreduktazy.

Cilem této prace bylo zjistit, do jaké miry jsou nami testované latky schopné
inhibovat vybrané aldo-ketoreduktazy, obzvlasté pak takové, které maji prokazany vliv
na metabolismus konvenc¢niho antineoplastika daunorubicinu. Ze sledovanych enzymi
byla nejvyssi aktivita pii redukei daunorubicinu prokazana u AKR1A1, sestupné pak

1B10, 1C3, 7A2 a 1B1.

V druhé ¢asti prace byl urcen inhibi¢ni vliv vybranych CDKi, jm. entrektinibu,
tepotinibu a sapanisertibu, na tyto enzymy. Vys§i U¢inek vykazoval entrektinib a
tepotinib, pro urceni ICso jsme vybrali tepotinib, jelikoz nejlépe in vitro inhiboval
AKRI1C3, u kterého je dobfe zdokumentovana role v kancerogenezi. Bylo zjiSténo, ze

nékteré inhibitory mohou naopak piisobit spiSe jako tzv. aktivatory.

Posledni ¢asti experimentalni prace bylo stanoveni jiz zminéné ICso a K; pro
tepotinib. Z méteni kinetickych parametrii bylo zjiSténo, Ze se tepotinib chova jako

kompetitivni inhibitor a jeho K; je 4,38 +/- 0,65 uM.

Klinické zkuSenosti z Japonska, kde byla tato latka schvalena pro lécbu
nemalobunééného karcinomu plic, svéd¢i o vyznamném benefitu terapie ve vysSich
stadiich onemocnéni veetné komplikovanych stadii s metastazemi. MiZeme se nyni
pouze domnivat, zda je uspéch tohoto 1éCiva podpofen inhibicni aktivitou na aldo-
ketoreduktazy, presto nam piindsi nesporny ditkaz, Ze vyzkum a vyvoj v oblasti novych
antineoplastik muze stale pfinaSet nadéji pro dalsi pacienty ¢i alespon zlepSovat Zivot téch

jiz nevylécitelné nemocnych.

62



7. Seznam zkratek

ABCBI — ATP Binding Cassette subfamily B member 1
ABCG1 — ATP Binding Cassette subfamily G member 1
ABCCI1 — ATP Binding Cassette subfamily C member 1
AKT — serin/threonin kinaza, proteinkinaza B

AKR - aldo-ketoreduktdza

ALK — anaplastickd lymfomova kindza

ATP — adenosintrifosfat

CDK - cyklin-dependentni kinaza

CDKi — inhibitor cyklin-dependentni kindzy

c-MET — tyrosinkindza Met

DAU — daunorubicin

DMSO — dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FDA — U.S. Food and Drug Administration

GIT — gastrointestinalni trakt

Glu-6-P — gluk6za-6-fostat

HGFR - receptor pro riistovy faktor hepatocytti

ICs0 — poloviéni inhibi¢ni koncentrace

Kj — inhibi¢ni konstanta

Km — Michaelisova konstanta

MDR — mnohocetna 1ékova rezistence (multiple drug resistence)

MDR - dehydrogendzy/reduktizy se stfedné¢ dlouhym fetézcem (medium chain

dehydrogenase/reductase)
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MHLW — Ministry of Health, Labour and Welfare
mTOR — mammalian target of rapamycin

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADP" — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NF-kB — jaderny faktor kappa B

NSAID — nesteroidni antiflogistika

NSCLC — nemalobunéény karcinom plic

NTRK — neurotrophic tropomyosin-related kinase
Pi3K — phosphoinositide-3-kinase

PGF; — prostaglandin F2a

PGH: — prostaglandin H2

PGD: — prostaglandin D2

PPARY — peroxisome proliferator-actived receptor gamma
ROS — reaktivni formy kysliky

ROS1 — gen kodujici protoonkogen tyrosinkinazu
SDR — dehydrogendzy/reduktazy s kratkym fetézcem
TNFa — tumor nekrotizujici faktor alfa

TNM — T- primarni tumor, N- regiondlni lymfatické uzliny, M- metastazy
TORC 1 — transducer CREB activity 1

TORC 2 — transducer CREB activity 2

TRK — tropomyosin receptorova kinaza

UHPLC — ultra u¢inné kapalinova chromatografie

UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR

64



8. Citace

Azzarello, J. T., Lin, H. K., Gherezghiher, A., Zakharov, V., Yu, Z., Kropp, B. P.,
Culkin, D. J., Penning, T. M., Fung, K. M. (2010) Expression of AKR1C3 in renal cell
carcinoma, papillary urothelial carcinoma, and Wilms” tumor. International Journal of

Clinical and Experimental Pathology, 3(2), 147-155.

Bains, O. S., Takahashi, R. H., Pfeifer, T. A., Grigliatti, T. A., Reid, R. E., Riggs,
K. W. (2008) Two allelic variants of aldo-keto reductase 1A1 exhibit reduced in vitro

metabolism of daunorubicin. Drug Metabolism and Disposition: the biological fate of

chemicals, 36(5), 904-910.

Bains, O. S., Grigliatti, A. T., Reid, R. E., Riggs, K. W. (2010) Naturally
Occurring Variants of Human Aldo-Keto Reductases with Reduced In Vitro Metabolism
of Daunorubicin and Doxorubicin. Journal of Clinical and Experimental Pathology,

335(3), 533-545.

Ballou, L. M., Lin, R. Z. (2008) Rapamycin and mTOR kinase inhibitors. Journal
of Chemical Biology, 1(1-4), 27-36.

Barski, O. A., Tipparaju, S. M., Bhatnagar, A. (2008) The Aldo-Keto Reductase
Superfamily and its Role in Drug Metabolism and Detoxification. Drug Metabolism

Reviews, 40(4), 553-624.

Bauman, D. R., Steckelbroeck, S., Peehl, D. M., Penning, T. M. (2006) Transcript
Profiling of the Androgen Signal in Normal Prostate, Benign Prostatic Hyperplasia, and
Prostate Cancer. Endocrinology, 147(12), 5806—-5816.

Brachmann, S., Fritsch, C., Maira, S.-M., Garcia-Echeverria, C. (2009) PI3K and
mTOR inhibitors a new generation of targeted anticancer agents. Current Opinion in Cell

Biology, 21(2), 194-198.

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A., Jemal, A. (2018)
Global cancer statistics: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide

for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 68(6), 394—424.

65



Bukum, N., Novotna, E., Morell, A., Hofman, J., Wsol, V. (2019) Buparlisib is a
novel inhibitor of daunorubicin reduction mediated by aldo-keto reduktase 1C3.

Chemico-Biological Interactions, 302, 101-107.

Burczynski, M. E., Lin, H. K., Penning, T. M. (1999) Isoform-specific induction
of a human aldo-keto reductase by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs),
electrophiles, and oxidative stress: implications for the alternative pathway of PAH
activation catalyzed by human dihydrodiol dehydrogenase. Cancer Research, 59(3), 607—
614.

Byrns, M. C., Jin, Y., Penning, T. M. (2011) Inhibitors of type 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase (AKRI1C3): Overview and structural insights. Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology, 125(1-2), 95-104.

Cai, D., Latham, V. M., Zhang, X., Shapiro, G. I. (2006) Combined Depletion of
Cell Cycle and Transcriptional Cyclin-Dependent Kinase Activities Induces Apoptosis in

Cancer Cells. Cancer Research, 66(18), 9270-9280.

Callaghan, R., Luk, F., Bebawy, M. (2014) Inhibition of the Multidrug Resistance
P-Glycoprotein: Time for a Change of Strategy? Drug Metabolism and Disposition: the
biological fate of chemicals, 42(4), 623-631.

Capra, M., Nuciforo, P. G., Confalonieri, S., Quarto, M., Bianchi, M., Nebuloni,
M., Boldorini, R., Palloti, F., Viale, G., Gishizky, M. L., Draetta, G. F., Di Flore, P. P.
(2006) Frequent Alterations in the Expression of Serine/Threonine Kinases in Human

Cancers. Cancer Research, 66(16), 8147-8154.

Cicenas, J., Valius, M. (2011) The CDK inhibitors in cancer research and
therapy. Journal of Cancer Research and Clinacal Oncology, 137(10), 1409—-1418.

Cicenas, J., Kalyan, K., Sorokinas, A., Jatulyte, A., Valiunas, D. Kaupinis, A.,
Valius, M. (2014) Highlights of the Latest Advances in Research on CDK
Inhibitors. Cancers, 6(4), 2224-2242.

Cole, S. P. C., Deeley, R. G. (2006) Transport of glutathione and glutathione
conjugates by MRP1. Trends in Pharmacological Sciences, 27(8), 438—446.

Ceska, R., Tesat, V., Dité, P., Stulc, T. (2010) Interna. 1. vyd. Triton. Praha. 855

stran.

66



Dozmorov, M. G., Azzarello, J. T., Wren, J. D., Fung, K. M., Yang, Q., Davis, J.
S., Hurst, R. E., Culkin, D. J., Penning, T. M., Lin, H.-K. (2010) Elevated AKR1C3
expression promotes prostate cancer cell survival and prostate cell-mediated endothelial

cell tube formation: implications for prostate cancer progression. BMC Cancer, 10(1),

672.

Drilon, A., Siena, S., Dziadziuszko, R., Barlesi, F., Krebs, M. G., Shaw, A. T., de
Braund, F., Rolfo, C., Ahn, M.-J., Wolf, J., Seto, T., Cho, B. C., Patel, M. R., Chiu, C.-
H., John, T., Goto, K., Karapetis, C. S., Arkenau, H.-T., Kim, S.-W., Ohe, Y., Li, Y.-C,,
Chae, Y. K., Chung, C. H., Otterson, G. A., Marukami, H., Lin, C.-C., Tan, D. S. W.,
Prenen, H., Riehl, T., Chow-Maneval, E., Simmons, B., Cui, N., Johnson, A., Eng, S.,
Wilson, T. R., Doebele, R. C. (2020) Entrectinib in ROS1 fusion-positive non-small-cell
lung cancer: integrated analysis of three phase 1-2 trials. The Lancet Oncology, 21(2),
261-270.

Evans, T., Rosenthal, E. T., Youngblom, J., Distel, D., Hunt, T. (1983) Cyclin: A
protein specified by maternal mRNA in sea urchin eggs that is destroyed at each cleavage

division. Cell, 33(2), 389-396.

Fei, P., El-Deiry, W. S. (2003) P53 and radiation responses. Oncogene, 22(37),
5774-5783.

Ferrari, P., Nicolini, A. (2019) Overcoming Endocrine Resistance in Breast

Cancer. In: Oncogenomics. 1st ed. Elsevier, Amsterdam, 393-422.

Flaxova, M. (2018) Studium rezistence v nadorové terapii — vliv inhibitori
proteinkinas na aktivitu vybranych lidskych reduktas II. Diplomova prace. Katedra

biochemickych véd Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové, 83 stran.

Gonéc, R., Kozakova, S. (2014) Cilend l1écba versus klasicka cytostika.
Onkologie, 8(5), 231-233.

Gottesman, M. M. (2002) Mechanisms of Cancer Drug Resistance. Annual
Review of Medicine, 53(1), 615-627.

Grant, S. K. (2009) Therapeutic Protein Kinase Inhibitors. Cellular and Molecular
Life Sciences, 66(7), 1163—-1177.

67



Gudkov, A. V., Komarova, E. A. (2003) The role of p53 in determining sensitivity
to radiotherapy. Nature Reviews Cancer, 3(2), 117-129.

Hevir, N., Vouk, K., Sinkovec, J., Ribi¢c-Pucelj, M. Rizner, T. L. (2011) Aldo-keto
reductases AKR1C1, AKR1C2 and AKR1C3 may enhance progesterone metabolism in

ovarian endometriosis. Chemico-Biological Interactions, 191(1-3), 217-226.

Hoefer, C. C., Quifiones-Lombrafia, A., Blair, R. H., Blanco, J. G. (2016) Role of
DNA methylation on the expression of the anthracycline metabolizing enzyme AKR7A2
in human heart. Cardiovascular Toxicology, 16(2), 182—-192.

Hoffmann, F., Maser, E. (2007) Carbonyl Reductases and Pluripotent
Hydroxysteroid Dehydrogenases of the Short-chain Dehydrogenase/reductase
Superfamily. Drug Metabolism Reviews, 39(1), 87-144.

Hudécova, L. (2019) Vliv inhibice bosutinibu, neratinibu a ibrutinibu na aktivitu
vybranych reduktas z nadrodiny AKR a SDR. Diplomova prace. Katedra biochemickych

véd Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové, 75 stran.

Huse, M., Kuriyan, J. (2002) The Conformational Plasticity of Protein
Kinases. Cell, 109(3), 275-282.

Hyndman, D., Bauman, D. R., Heredia, V. V., Penning, T. M. (2003) The aldo-
keto reductase superfamily homepage. Chemico-Biological Interactions, 143-144, 621—

631.

Janska, K. (2014) Sledovani kinetiky inhibitori acetylcholinesterasy in vitro.
Diplomovéa prace. Katedra biologickych a Iékatskych véd Farmaceutickd fakulta

Univerzity Karlovy, Hradec Kralové, 62 stran.

Jez, J. M., Bennett, M. J., Schlegel, B. P., Lewis, M., Penning, T. M. (1997a)
Comparative anatomy of the aldo—keto reductase superfamily. Biochemical Journal,

326(3), 625-636.

Jez,J. M., Flynn, T. G., Penning, T. M. (1997b) A new nomenclature for the aldo-
keto reductase superfamily. Biochemical Pharmacology, 54(6), 639—647.

Jez, J. M., Penning, T. M. (2001) The aldo-keto reductase (AKR) superfamily: an
update. Chemico-Biological Interactions, 130-132(1-3), 499-525.

68



Karaman, M. W., Herrgard, S., Triber, D. K., Gallant, P., Atteridge, C. E.,
Campbell, B. T., Chan, K. W., Ciceri, P., Davis, M. 1., Edeen, P. T., Faraoni, R., Floyd,
M., Hunt, J. P., Lockhart, D. J., Milanov, Z. V., Morrison, M. J., Pallares, G., Patel, H.
K., Pritchard, S., Wodicka, L. M., Zarrinkar, P. P. (2008) A quantitative analysis of kinase
inhibitor selectivity. Nature Biotechnology, 26(1), 127-132.

Kelly, R. J., Robey, R. W., Chen, C. C., Draper, D., Luchenko, V., Barnett, D.,
Oldham, R. K., Caluag, Z., Frey, A. R., Steinberg, S. M., Fojo, T., Bates, S. E. (2012) A
Pharmacodynamic Study of the P-glycoprotein Antagonist CBT-1® in Combination With
Paclitaxel in Solid Tumors. The Oncologist, 17(4), 512.

Khanna, M. Qin, K.-N., Wang, R. W., Cheng, K.-C. (1995) Substrate specifity,
gene structure, and tissue-specific distribution of multiple human 3a-hydroxysteroid

dehydrogenases. The Journal of Biological Chemistry, 270(34), 20162-20168.

Kim, J.-S., Chang, J. W., Park, J. K., Hwang, S.-G. (2012) Increased aldehyde
reductase expression mediates acquired radioresistance of laryngeal cancer cells via

modulating p53. Cancer biology & therapy, 13(8), 638—646.

Komoto, J., Yamada, T., Watanabe, K., Takusagawa, F. (2004) Crystal structure
of human prostoglandin F synthase (AKR1C3). Biochemistry, 43(8), 2188—2198.

Kumar, P. A, Bhanuprakash R. G. (2007) Focus on Molecules: Aldose Reductase.
Experimental Eye Research, 85(6), 739-740.

Lakoma, P. (2020) Vliv alisertibu a brigatinibu na aktivitu vybranych lidskych
karbonylredukujicich enzymi. Diplomova prace. Katedra biochemickych véd

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralove, 91 stran.

Lan, Q., Mumford, J. L, Shen, M., Demarini, D. M., Bonner, M. R., He, X.,
Yeager, M., Welch, R., Chanock, S., Tian, L., Chapman, R. S., Zheng, T., Keohavong,
P., Caporaso, N., Rothman, N. (2004) Oxidative damage-related genes AKR1C3 and
OGG1 modulate risks for lung cancer due to exposure to PAH-rich coal combustion

emissions. Carcinogenesis, 25(11), 2177-2181.

Ledvina, M., Stoklasova, A., Cerman, J. (2009) Biochemie pro studujici
mediciny, I. a I. dil. 2. vyd. Karolinum. Praha. 568 stran.

69



Li, D., Ferrari, M., Ellis, E. M. (2012) Human aldo—keto reductase AKR7A2
protects against the cytotoxicity and mutagenicity of reactive aldehydes and lowers
intracellular reactive oxygen species in hamster V79-4 cells. Chemico-Biological

Interactions, 195(1), 25-34.

Li, C,, Cui, J.-F., Chen, M.-B., Liu, C.-Y., Liu, F., Zhang, Q.-D., Zou, J., Lu, P.-
H. (2015) The preclinical evaluation of the dual mTORC1/2 inhibitor INK-128 as a
potential anti-colorectal cancer agent. Cancer Biology & Therapy, 16(1), 34—42.

Liao, J. J.-L. (2007) Molecular Recognition of Protein Kinase Binding Pockets for
Design of Potent and Selective Kinase Inhibitors. Journal of Medicinal Chemistry, 50(3),
409-424.

Lyon, R. C., Johnston, S. M., Watson, D. G., McGarvie, G., Ellis, E. (2007)
Synthesis and Catabolism of y-Hydroxybutyrate in SH-SY5Y Human Neuroblastoma
Cells. Role of the aldo-keto reductase AKR7A2. Journal of Biological Chemistry,
282(36), 25986-25992.

Malatkova, P., Maser, E., Wsol, V. (2010) Human Carbonyl Reductases. Current
Drug Metabolism, 11(8), 639-658.

Manning, G., Whyte, D. B., Martinez, R., Hunter, T., Sudarsanam, S. (2002) The
protein kinase complement of the human genome. Science, 298(5600), 1912—-1934.

Martin, H.-J., Breyer-Pfaff, U., Wsol, V., Venz, S. Block, S., Maser, E. (2006)
Purification and characterization of akr1b10 from human liver: role in carbonyl reduction
of xenobiotics. Drug Metabolism and Disposition: the biological fate of chemicals, 34(3),

464-470.

Martin, H.-J., Maser, E. (2009) Role of Human Aldo-Keto-Reductase AKR1B10
in the Protection against Toxic Aldehydes. Chemico-Biological Interactions, 178(1-3),
145-150.

Matsunaga, T., Hojo, A., Yamane, Y., Endo, S., El-Kabbani, O., Hara, A. (2013)
Pathophysiological roles of aldo-keto reductases (AKRIC1 and AKRIC3) in
development of cisplatin resistance in human colon cancers. Chemico-Biological

Interactions, 202(1-3), 234-242.

70



McConnell, J. L., Wadzinski, B. E. (2009) Targeting Protein Serine/Threonine
Phosphatases for Drug Development. Molecular Pharmacology, 75(6), 1249-1261.

Milan, J. (2019) Vliv inhibice midostaurinu, vistusertibu a talazoparibu na aktivitu
vybranych reduktas z nadrodiny AKR a SDR. Diplomova prace. Katedra biochemickych

véd Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové, 87 stran.

Mo, H.-N., Liu, P. (2017) Targeting MET in cancer therapy. Chronic Diseases
and Translational Medicine, 3(3), 148—153.

Murray R. K., Bender D. A., Botham K. M., Kennely P. J., Rodwell V. W., Weil
P. A. (2012) Harperova ilustrovand biochemie, 5. vyd. Galén. Praha. 730 stran.

Necas, O., Svoboda, A., Hejtmének, M., Janisch, R., Cervinka, M., Lenhart, K.,
Kolat, Z. (2000) Obecna biologie pro 1ékaiské fakulty, 3. vyd. H&H. Jino€any. 554 stran.

Noguchi, K., Katayama, K., Mitsuhashi, J., Sugimoto, Y. (2009) Functions of the
breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) in chemotherapy. Advanced Drug
Delivery Reviews, 61(1), 26-33.

Novotna, E., Biikiim, N., Hofman, J., Flaxova, M., Kouklikova, E., Louvarova,
D., Wsol, V. (2018) Roscovitine and purvalanol A effectively reverse anthracycline
resistence mediated by the activity of aldo-keto reductase 1C3 (AKR1C3): A promising

therapeutic target for cancer treatment. Biochemical Pharmacology, 156, 22-31.

O’Brien, M. M., Lacayo, N. J., Lum, B. L. Kshirsagar, S., Buck, S., Ravindranath,
Y., Bernstein, M., Weinstein, H., Chang, M. N., Arceci, R. J., Sikic, B. 1., Dahl, G. V.
(2010) Phase I study of valspodar (PSC-833) with mitoxantrone and etoposide in
refractory and relapsed pediatric acute leukemia: A report from the Children's Oncology

Group. Pediatric Blood & Cancer, 54(5), 694-702.

Omura, S., Iwai, Y., Hirano, A., Nakagawa, A., Awaya, J., Tsuchya, H.,
Takahashi, Y., Masuma, R. (1977) A new alkaloid AM-2282 of Streptomyces origin
taxonomy, fermentation, isolation and preliminary characterization. The Journal of

Antibiotics, 30(4), 275-282.

Ortega, M. A., Fraile-Martinez, O., del Barco, A. A., Bujan, J., Garcia-Honduvilla,
N., Coca, S. (2020) Signal Transduction Pathways in Breast Cancer: The Important Role
of PI3K/Akt/mTOR. Journal of oncology, 1-11.

71



Palackal, N. T., Lee, S. H., Harvey, R. G., Blair, I. A., Penning, T. M. (2002)
Activation of polycyclic aromatic hydrocarbon trans-dihydrodiol proximate carcinogens
by human aldo-keto reductase (AKR1C) enzymes and their functional overexpression in
human lung carcinoma (A549) cells. The Journal of Biological Chemistry, 277(27),
247991-24808.

Pastel, E., Pointud, J.-C., Volat, F., Martinez, A., Lefrangois-Martinez, A.-M.
(2012) AldoKeto Reductases 1B in Endocrinology and Metabolism. Frontiers in
Pharmacology, 3, 148.

Penning, T. M. (1999) Molecular determinants of steroid recognition and catalysis
in aldo-keto reductases. Lessons from 3a-hydroxysteroid dehydrogenase. The Journal of

Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 69(1-6), 211-225.

Penning, T. M., Drury, J. E. (2007) Human aldo—keto reductases: Function, gene
regulation, and single nucleotide polymorphisms. Archives of Biochemistry and

Biophysics, 464(2), 241-250.

Penning, T. M., Byrns, M. C. (2009) Steroid Hormone Transforming Aldo-Keto
Reductases and Cancer. Annals of the New York Academy of Sciences, 1155(1), 33—42.

Penning, T. M. (2015) The Aldo-Keto Reductases (AKRs): Overview. Chemico-
Biological Interactions, 234, 236-246.

Petrash, J. M. (2004) All in the Family: Aldose Reductase and Closely Related
Aldo-Keto Reductases. Cellular and Molecular Life Sciences, 61(7-8), 737-749.

Populo, H., Lopes, J. M., Soares, P. (2012) The mTOR Signalling Pathway in

Human Cancer. International Journal of Molecular Sciences, 13(2), 1886—1918.

Reungwetwattana, T., Liang, Y., Zhu, V., Ou, S.-H. 1. (2017) The race to target
MET exon 14 skipping alterations in non-small cell lung cancer: The Why, the How, the
Who, the Unknown, and the Inevitable. Lung Cancer, 103, 27-37.

RiZzner, T. L. (2012) Enzymes of the AKRI1B and AKRI1C Subfamilies and

Uterine Diseases. Frontiers in Pharmacology, 3, 34.

Rochat, B. (2009) Importance of Influx and Efflux Systems and Xenobiotic

Metabolizing Enzymes in Intratumoral Disposition of Anticancer Agents. Current Cancer

Drug Targets, 9(5), 652—674.

72



Ruiz, F. X., Gallego, O., Ardévol, A., Moro, A., Dominguez, M., Alvarez, S.,
Alvarez, R., De Lera, A. R., Rovira, C., Fita, L., Parés, X., Farrés, J. (2009) Aldo-keto
reductases from the AKRI1B subfamily: Retinoid specificity and control of cellular

retinoic acid levels. Chemico-Biological Interactions, 178(1-3), 171-177.

Sanli, G., Dudley, J. 1., Blaber, M. (2003) Structural Biology of the Aldo-Keto
Reductase Family of Enzymes: Catalysis and Cofactor Binding. Cell Biochemistry and
Biophysics, 38(1), 79-101.

Shen, Y., Zhong, L., Johnson, S., Cao, D. (2011) Human aldo-keto reductases 1B1
and 1B10: A comparative study on their enzyme activity toward electrophilic carbonyl

compounds. Chemico-Biological Interactions, 191(1-3), 192—198.

Skalova, L., BouSova, 1. (2011) Metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik, 1. vyd.

Karolinum. Praha. 160 stran.
Sliva, J., Votava, M. (2011) Farmakologie. 3. vyd. Triton. Praha. 400 stran.

Strimpakos, A. S., Karapanagiotou, E. M., Saif, M. W., Syrigos, K. N. (2009) The
role of mTOR in the management of solid tumors: An overview. Cancer Treatment

Reviews, 35(2), 148-159.

Srivastava, S. K., Yadav, U. C. S., Reddy, A. B. M., Saxena, A., Tammali, R.,
Shoeb, M., Ansari, N. H., Bhatnagar, A., Petrash, M. J., Srivastava, S., Ramana, K. V.
(2011) Aldose Reductase Inhibition Suppresses Oxidative Stress-Induced Inflammatory
Disorders. Chemico-Biological Interactions, 191(1-3), 330-338.

Wu, Z.-X., Teng, Q.-X., Cai, C.-Y., Wang, J.-Q., Lei, Z.-N., Yang, Y., Fan, Y.-
F.,Zhang, J.-Y ., Li, J. Chen, Z.-S. (2019) Tepotinib reverses ABCB1-mediated multidrug

resistance in cancer cells. Biochemical Pharmacology, 166, 120—127.

Yadav, U. C. S., Srivastava, S. K., Ramana, K. V. (2010) Understanding the Role
of Aldose Reductase in Ocular Inflammation. Current Molecular Medicine, 10(6), 540—
549.

Yang, B., Hodgkinson, A., Oates, P. J., Millward, B. A., Demaine, A. G. (2008)
High Glucose Induction of DNA-Binding Activity of the Transcription Factor NFkappaB
in Patients with Diabetic Nephropathy. Biochimica et Biophysica Acta, 1782(5), 295-
302.

73



Yap, T. A., Molife, L. R., Blagden, S. P., De Bono, S. (2007) Targeting cell cycle
kinases and kinesins in anticancer drug development. Expert Opinion on Drug Discovery,

2(4), 539-560.

Zaytseva, Y. Y., Valentino, J. D., Gulhati, P., Evers, B. M. (2012) MTOR
inhibitors in cancer therapy. Cancer Letters, 319(1), 1-7.

Zhang, H., Patel, A., Ma, S.-L., Li, X. J., Zhang, Y.-K., Yang, P.-Q., Kathawala,
R.J., Wang, Y.-J., Anredyy, N., Fu, L.-W., Chen, Z.-S. (2014) In vitro, in vivo and ex
vivo characterization of ibrutinib: a potent inhibitor of the efflux function of the

transporter MRP1. British Journal of Pharmacology, 171(24), 5845-5857.

Zhang, N.-N., An, B.-J., Zhou, Y., Li, X.-S., Yan, M. (2019) Synthesis,
Evaluation, and Mechanism Study of New Tepotinib Derivatives as Antiproliferative

Agents. Molecules, 24(6), 1173.

Zhong, L., Liu, Z., Yan, R., Johnson, S., Zhao, Y., Fang, X., Cao, D. (2009) Aldo-
Keto Reductase Family 1 B10 Protein Detoxifies Dietary and Lipid-Derived Alpha,

BetaUnsaturated Carbonyls at Physiological Levels. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 387(2), 245-250.

Zhong, L., Shen, H., Huang, C., Jing, H., Cao, D. (2011) AKR1B10 induces cell
resistance to daunorubicin and idarubicin by reducing C13 ketonic group. Toxicology and

applied pharmacology, 255(1), 40—47.

Internetové zdroje:

internet 1: Diagnoza: C34 — ZN pridusky — bronchu a plice [online]. [cit. 21.04.2020].

Dostupné z: <https://www.svod.cz/report.php?diag=C34>.

internet 2: Zhoubné nadory prudusek, plic a pohrudnice (C33-34) [online]. [cit.
21.04.2020]. Dostupné z:  <https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-

diagnozy/zhoubne-nadory-prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/>.

internet 3: O zhoubnych nadorech priidusek a plic [online]. [cit. 21.04.2020]. Dostupné

z: <https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/zhoubne-nadory-

prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/0-zhoubnych-nadorech-prudusek-a-plic/>.

74


https://www.svod.cz/report.php?diag=C34
https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/zhoubne-nadory-prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/
https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/zhoubne-nadory-prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/
https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/zhoubne-nadory-prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/o-zhoubnych-nadorech-prudusek-a-plic/
https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/zhoubne-nadory-prudusek-plic-a-pohrudnice-c33-34/o-zhoubnych-nadorech-prudusek-a-plic/

internet 4: SKRICKOVA, J., TOMISKOVA, M., KAPLANOVA, J. a BABICKOVA,
L. Nemalobunécny karcinom plic (Non-Small Lung Cancer = NSCLC) [online]. [cit.

17.11.2019]. Dostupné Z <https://www.linkos.cz/lekar-a-multidisciplinarni-

tym/kongresy/po-kongresu/databaze-tuzemskych-onkologickych-konferencnich-

abstrakt/nemalobunecny-karcinom-plic-non-small-lung-cancer-nsclc-aktualni-stav/>.

internet 5: COUPKOVA, H. Nemalobunécny bronchogenni karcinom [online]. [cit.
04.02.2020]. Dostupné Z:

<https://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:591B0lmaajcJ:https:/www.

mou.cz/2-1-nemalobunecny-bronchogenni-

karcinom/f76+&cd=1&hl=cs&ct=clnk& gl=cz>.

internet 6: FDA grants orphan drug statud to Alvocidib for AML [online]. [cit.

24.04.2020]. Dostupné zZ: <https://www.healio.com/news/hematology-
oncology/20140423/hot0414fdaalvocidib_10_3928 1081 597x 20140401 06 134187

1>

internet 7: Entrectinib [online]. [cit. 24.04.2020]. Dostupné zZ:
<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Entrectinib#section=Biological-Half-

Life>.

internet 8: F'DA approves entrectinib for NTRK solid tumors and ROS-1 NSCLC [online].

[cit. 24.04.2020]. Dostupné z: <https://www.fda.gov/drugs/resources-information-

approved-drugs/fda-approves-entrectinib-ntrk-solid-tumors-and-ros-1-nsclc>.

internet 9: Merck Announces Orphan Drug Designation for Investigational Therapy
Tepotinib in Patients with NSCLC Harboring MET Gene Alterations [online]. [cit.

20.08.2020]. Dostupné z: <https://www.prnewswire.com/in/news-releases/merck-

announces-orphan-drug-designation-for-investigational-therapy-tepotinib-in-patients-

with-nsclc-harboring-met-gene-alterations-872955640.html>.

internet 10: TEPMETKO® (Tepotinib) Approved in Japan for Advanced NSCLC with
METex14  Skipping  Alterations [online]. [cit. 20.08.2020]. Dostupné z:

<https://www.prnewswire.com/news-releases/tepmetko-tepotinib-approved-in-japan-

for-advanced-nsclc-with-metex14-skipping-alterations-301029496.html>.

internet 11: Tepotinib [online]. [cit. 24.06.2020]. Dostupné Z:

<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tepotinib>.

75


https://www.linkos.cz/lekar-a-multidisciplinarni-tym/kongresy/po-kongresu/databaze-tuzemskych-onkologickych-konferencnich-abstrakt/nemalobunecny-karcinom-plic-non-small-lung-cancer-nsclc-aktualni-stav/
https://www.linkos.cz/lekar-a-multidisciplinarni-tym/kongresy/po-kongresu/databaze-tuzemskych-onkologickych-konferencnich-abstrakt/nemalobunecny-karcinom-plic-non-small-lung-cancer-nsclc-aktualni-stav/
https://www.linkos.cz/lekar-a-multidisciplinarni-tym/kongresy/po-kongresu/databaze-tuzemskych-onkologickych-konferencnich-abstrakt/nemalobunecny-karcinom-plic-non-small-lung-cancer-nsclc-aktualni-stav/
https://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:59lB0lmaajcJ:https://www.mou.cz/2-1-nemalobunecny-bronchogenni-karcinom/f76+&cd=1&hl=cs&ct=clnk&gl=cz
https://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:59lB0lmaajcJ:https://www.mou.cz/2-1-nemalobunecny-bronchogenni-karcinom/f76+&cd=1&hl=cs&ct=clnk&gl=cz
https://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:59lB0lmaajcJ:https://www.mou.cz/2-1-nemalobunecny-bronchogenni-karcinom/f76+&cd=1&hl=cs&ct=clnk&gl=cz
https://www.healio.com/news/hematology-oncology/20140423/hot0414fdaalvocidib_10_3928_1081_597x_20140401_06_1341871
https://www.healio.com/news/hematology-oncology/20140423/hot0414fdaalvocidib_10_3928_1081_597x_20140401_06_1341871
https://www.healio.com/news/hematology-oncology/20140423/hot0414fdaalvocidib_10_3928_1081_597x_20140401_06_1341871
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Entrectinib#section=Biological-Half-Life
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Entrectinib#section=Biological-Half-Life
https://www.fda.gov/drugs/resources-information-approved-drugs/fda-approves-entrectinib-ntrk-solid-tumors-and-ros-1-nsclc
https://www.fda.gov/drugs/resources-information-approved-drugs/fda-approves-entrectinib-ntrk-solid-tumors-and-ros-1-nsclc
https://www.prnewswire.com/in/news-releases/merck-announces-orphan-drug-designation-for-investigational-therapy-tepotinib-in-patients-with-nsclc-harboring-met-gene-alterations-872955640.html
https://www.prnewswire.com/in/news-releases/merck-announces-orphan-drug-designation-for-investigational-therapy-tepotinib-in-patients-with-nsclc-harboring-met-gene-alterations-872955640.html
https://www.prnewswire.com/in/news-releases/merck-announces-orphan-drug-designation-for-investigational-therapy-tepotinib-in-patients-with-nsclc-harboring-met-gene-alterations-872955640.html
https://www.prnewswire.com/news-releases/tepmetko-tepotinib-approved-in-japan-for-advanced-nsclc-with-metex14-skipping-alterations-301029496.html
https://www.prnewswire.com/news-releases/tepmetko-tepotinib-approved-in-japan-for-advanced-nsclc-with-metex14-skipping-alterations-301029496.html
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tepotinib

internet 12: Sapanisertib - Takeda Oncology [online]. [cit. 20.08.2020]. Dostupné z:
<https://adisinsight.springer.com/drugs/80003054 1>.

internet  13:  Sapanisertib  [online].  [cit.  24.06.2020].  Dostupné¢  z:

<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sapanisertib>.

internet 14: Kinetika enzymatickych reakci [online]. [cit. 24.06.2020]. Dostupné z:
<https://old.vscht.cz/fch/cz/pomucky/bartovska/Kin-teorie/9-EnzymovaKatalyza.pdf>.

76


https://adisinsight.springer.com/drugs/800030541
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sapanisertib
https://old.vscht.cz/fch/cz/pomucky/bartovska/Kin-teorie/9-EnzymovaKatalyza.pdf

