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Proteinkinasy piedstavuji skupinu enzymi, jejichz hlavni funkci je pfenos fosfatoveé
skupiny ATP na proteinovy substrat, tj. fosforylace. Jedna se o jednu z nejcastéjSich
posttransla¢nich modifikaci proteint, ktera je izce spjata s regulaci intraceluldrnich procest
a s bunécnou signalizaci. Abnormalni exprese proteinkinas je ¢asto spojovana s rozvojem
nadorovych onemocnéni. Inhibice téchto proteinkinas mlZe zabranit proliferaci nadorovych
bunék a indukovat jejich buné¢nou smrt.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanoveni inhibi¢niho potencialu
proteinkinasovych inhibitord, alisertibu a brigatinibu, vii¢i karbonylredukujicim enzymutm.
Zvysend exprese karbonylredukujicich enzymi v builkdch nadoru mulZe vést k rezistenci
na lé¢ivo a selhdni chemoterapeutické 1écby. V piipad€ antracyklinového chemoterapeutika
daunorubicinu dochazi prostfednictvim karbonylredukujicich enzymii k redukci karbonylu
na uhliku C-13 za vzniku primarniho metabolitu daunorubicinolu, ktery ma nizsi cytotoxicky
ucinek, a navic vykazuje vyssi kardiotoxicitu. Snaha o ptekonani rezistence nadorovych bun¢k
na daunorubicin a sniZzeni jeho kardiotoxického ptlisobeni vede k hledani inhibitort
karbonylredukujicich enzymti.

Porovnanim specifické aktivity karbonylredukujicich enzymi, které jsou schopny
metabolizace daunorubicinu na daunorubicinol, bylo zjiSténo, ze nejvyssi aktivity dosahuje
enzym CBRI. U ostatnich enzym pak specificka aktivita klesala v pofadi AKR1C3, AKRI1AI,
AKR1B10, AKR7A2 a AKR1BI1. Tyto aktivni enzymy jsme nasledné testovali s potencialnimi
inhibitory alisertibem a brigatinibem. Alisertib v koncentraci 50 uM snizil aktivitu enzymi
AKRI1C3 na 14,24 % a AKR1B10 na 44,30 %. U alisertibu jsme stanovili hodnotu ICso a K;
pro AKRI1C3.
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Protein kinases are enzymes, whose main function is based on a transfer of phosphate
group from ATP to protein substrate. This common posttranslational modification is involved
in the regulation of intracellular processes and cell signaling. Altered expression of protein
kinases is often coupled with a development of cancer. Inhibition of protein kinases may
prevent cancer cell proliferation and induce their cell death.

The main aim of the diploma thesis was to measure inhibition potential of protein kinase
inhibitors, alisertib and brigatinib, against carbonyl-reducing enzymes. Overexpression
of carbonyl-reducing enzymes in cancer cells may cause resistance to drugs followed by failure
of chemotherapeutic therapy. In case of antracyclin chemotherapeutic daunorubicin,
carbonyl-reducing enzymes reduce the carbonyl in C-13 giving rise a primary metabolite
daunorubicinol, which has lower cytotoxic effect but higher cardiotoxicity. The effort
to overcome resistance to daunorubicin and to decrease its cardiotoxic effects leads to search
for inhibitors of carbonyl-reducing enzymes.

Based on a comparison of specific activity of carbonyl-reducing enzymes,
which metabolize danorubicin to daunorubicinol, we found, that the highest activity was
reached in enzyme CRBI1, whereas specific activity of other enzymes decreased in following
order AKR1C3, AKR1A1, AKR1B10, AKR7A2 and AKRIBI. Those active enzymes were
treated with potential inhibitors — alisertinib and brigatinib. Alisertib in 50 uM concentration
reduced activity of enzyme AKR1C3 to 14.24 % and AKR1B10 to 44.30 %. In case of alisertib,
we determined the ICso and K; value for AKR1C3.
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1. UVOD

Dle Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization) byla podle statistik
pro rok 2018 nadorovd onemocnéni hlavni pfi¢inou umrti na svété. Konkrétné se jednalo
0 9,6 milionti timrti, coz predstavuje jedno umrti zpisobené¢ nadorovym onemocnénim z Sesti.
Nejcastéjsim typem novotvaru u zen je nador prsu, tlustého stieva, délozniho Cipku, plic a stitné
zlazy. Naopak u muzl se setkavame nejcastéji s nadory plic, prostaty, zaludku, tlustého stieva
a jater. Z diivodu neustale narGstajiciho poctu ptipadl s nové diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim je nezbytnd vcasna detekce onemocnéni a poskytnuti kvalitni péce a 1écby
(Internet 1).

Lécebné rezimy zahrnujici jak hematologické malignity, tak i rizné typy solidnich
nadord jsou spjaty s pouzitim antracyklinovych cytostatik. Antracykliny vsSak pusobi
nejen v nddorovych butikach, ale 1 v buiikkdch zdravé tkan€. Nejvétsi limitaci této 1éCby je
kardiotoxicita a dale také rezistence nadorovych bunék vicéi témto chemoterapeutikim
(Hortobagyi 1997).

Jako jedna z moznosti, jak zvysit citlivost nadorovych bunék vié¢i antracykliniim,
a pfipadné snizit 1 jejich kardiotoxicitu, se jevi pouziti antracyklinii v kombinaci s dal§Simi
lé¢ivy. Jednou z moznosti mohou byt inhibitory proteinkinas. Nedavno bylo napt. zjisténo,
Ze ensartinib zvySuje u¢inek daunorubicinu u nddorovych buné¢k se zvySenou expresi nékterych
ABC transportérii (Vigiannis et. al 2020).

Dalsi moznosti, jak piekonat rezistenci nadorovych bunék vuc¢i antracyklinim, je
inhibice jejich redukéniho metabolismu. Nejcastéji pouzivané antracykliny - doxorubicin,
daunorubicin a idarubicin jsou v lidském organizmu redukovéany pomoci karbonylredukujicich
enzymli na sekundarni alkoholy, které vykazuji nizSi ucinek v nadorovych bunkach
(Edwardson et al. 2015).

Skute¢nost, Ze  nékteré  zinhibitori ~ proteinkinas  mohou  inhibovat
také antracyklinreduktasy byla zjiSténa napt. u buparlisibu (Bukum et al. 2019).

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda i n€které dalsi inhibitory proteinkinas, konkrétné
alisertib a brigatinib, mohou in vifro redukovat metabolismus daunorubicinu. K tomuto ucelu
byly pouzity vybrané rekombinantné pfipravené enzymy, u kterych byla nejprve ovéfena
jejich schopnost metabolizovat daunorubicin. Enzymy, u kterych byla tato schopnost
prokazana, byly nasledn¢ inkubovany s alisertibem a brigatinibem a bylo zjistovano, zda tato

1é¢iva maji vliv na schopnost testovanych enzymu redukovat daunorubicin.



2. TEORETICKA CAST

2.1 ANTRACYKLINOVA CHEMOTERAPEUTIKA

Antracyklinova chemoterapeutika jsou charakterizovana jako protinddorova antibiotika
s velmi Sirokym spektrem pusobeni a jsou vyuzivana pii 1é¢bé hematologickych onemocnéni
a solidnich nadort. Poprvé byla tato antibiotika izolovana z kultur bakterie rodu Streptomyces
v 60. letech 20. stoleti (Edwardson et al. 2015).

Mezi prvni izolovana antracyklinovd antibiotika patfi daunorubicin (DAU)
s doxorubicinem (DOX) a fadi se tak do prvni generace. Vzhledem k velkému uspéchu v 1écbe
rtiznych typti karcinomi bylo velkou snahou vytvofit nova analoga téchto antracyklinii. Rada
z nich je dnes v klinické praxi vyuzivana a jde naptiklad o idarubicin (IDA), coz je analog DAU
postradajici C-4 methoxyskupinu, ¢i epirubicin (EPI), coz je epimer DOX. IDA i EPI se tadi
mezi antracykliny generace druhé. Dale pak byla popsdna méné €asto pouzivand antracyklinova
antibiotika tfeti generace, mezi které patii pirarubicin, karminomycin, aclarubicin, zorobicin
a valrubicin (Edwardson et al. 2015).

Zakladnim mechanismem ucinku téchto 1éCiv je inhibice enzymu topoizomerasy II,
¢imz dochazi k zastaveni replikace DNA a proliferace buné€k. Tato 1é¢iva se mohou kovalentné
vazat na molekulu DNA a tim poskozuji buné¢nou funkci. Mohou plsobit také interkalacné,
coZ znamend, Ze se vmezetfuji do DNA mezi baze. Interkalace znemoZnuje replikaci DNA,
probihajici pfi déleni bungk, a také transkripci (piepis genu z DNA do RNA), ¢imz dochazi
k zablokovani syntézy bilkovin (Hortobagyi 1997, Venkatesh, Kasi 2019).

Antracyklinova antibiotika se daji podat pouze intravenodzni infuzi, vyjimkou je
vSak IDA, ktery se da uZivat i1 oraln€. Tato antibiotika se metabolizuji jatry, jsou vylucovany
zlu¢i azmenSi casti také moci. Hlavni nevyhodou antracyklinovych antibiotik je
kardiotoxicita, ktera miiZe byt progresivni a nevratnd. Ve snaze zamezit srde¢nimu selhani maji
antracykliny stanovenou doporudenou kumulativni davku vrozmezi od 150 mg/m?

do 900 mg/m? v z4vislosti na pouZitém antibiotiku (Puma et al. 2008, Venkatesh, Kasi 2019).

2.1.1 Vyuziti antracyklini v terapii nadorovych onemocnéni

Antracyklinova antibiotika maji Siroké spektrum vyuziti a patii mezi velmi dilezita
protinadorova 1éciva. DOX se v dnesni dobé vyuziva nejen k 1€cbé hematologickych malignit,

jako je akutni lymfoblasticka (ALL) a myeloblasticka leukémie (AML), ale i v terapii solidnich



nadori napt. karcinomu mocového méchyte, prsu, plic, zaludku a vajecnikt, dale pak sarkomu
mékkych tkdni a kosti. Rovnéz se DOX pouziva v terapii solidnich nddord u déti
(napt. Wilmsiiv nador), Hodgkinova lymfomu a ne-Hodgkinova lymfomu (Minotti et al. 2004).
DAU a IDA se vyhradné pouzivaji k 1écbé leukémie, a to jak AML, tak i ALL.
Dle experimentalnich analyz bylo zjisténo, ze IDA se jevi jako ucinnéjsi a aktivngjsi
antineoplastické 1€¢ivo ve srovnani s DAU (Carella et al. 1990).
EPI se pak pouziva pievazné v pokrocilejSich stadiich nadorového onemocnéni prsu

a v pripadé karcinomu zaludku (Internet 2).

2.1.2 Chemicka struktura antracyklinovych antibiotik

Strukturné jsou antracykliny tvofeny tetracyklinovym aglykonem s chinonovymi
a hydroxychinonovymi skupinami a sacharidovou slozkou daunosaminem (Obr. 1). Aglykon je
tvofen tetracyklinovou strukturou, pficemz kruhy B a C obsahuji chinonové
a hydroxychinonové skupiny. Na kruhu D je pfipojena methoxylova funkéni skupina v poloze
C4. V poloze C9 je na kruhu A pfipojen kratky bo¢ni fetézec, kdy na uhliku C13 se nachazi
karbonylova funkéni skupina a na uhliku C9 je hydroxyskupina. Na kruhu A v poloze C7 je
glykosidickou vazbou pfipojen bazicky monosacharid 3-amino-2,3,6-trideoxy-L-lyxo-hexosa,
neboli daunosamin. DOX a DAU se odlisuji ve vedlejSim fetézci, kdy DOX nese na uhliku C14
hydroxylovou skupinu a DAU tuto funk¢ni skupinu postradd. Tato nepatrnd modifikace
podstatné méni aktivitu lé¢iva a diky tomu ma DOX Siroké spektrum plisobeni, a to v 1é¢bé
solidnich nadort, leukémie i lymfomia. DAU je indikovan k 1écb¢ akutni myeloidni leukémie
u dospélych a k akutni lymfocytdrni leukémie u déti i dospélych. IDA se od ostatnich
antracyklinli odliSuje nepfitomnosti methoxylové funkéni skupiny na kruhu D uhliku C4. IDA
je tedy analog DAU, postradajici C4 methoxy skupinu. Vyznacuje se tim, Ze je lipofilné;si
atudiz ma vyssi absorpci do nitra bun¢k nez DAU. EPI neboli epimer DOX se lisi
hydroxylovou funk¢éni skupinou, kterd se nachazi v axialni poloze daunosaminového zbytku,

zatimco DOX ma tento hydroxyl v poloze ekvatoridlni (Minotti et al. 2004, McGowan 2017).

-10 -
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Obr. 1 Chemické struktury DAU, DOX, IDA, EPI (pievzato z Stérba et al. 2013)
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2.1.3 Mechanismus aéinku

I piestoze se antracykliny pouzivaji v 1€¢cbé mnoha nadorovych malignit jiz spoustu let,
mechanismus jejich piisobeni jesté¢ nebyl zcela jednozna¢né definovan. Existuje vice teorii,
jak Ize vysvétlit jejich cytotoxické a cytostatické plisobeni. Patfi mezi né tvorba volnych
radikald, interakce s DNA prostiednictvim interkalace, ¢i interakce
s komplexem DNA-topoizomerasa II. Antracykliny mohou také tvofit kovalentni vazbu s DNA
az k bunééné smrti neboli apoptdze (Venkatesh, Kasi 2019).

Jeden zprvnich pfedpoklddanych mechanismi cytotoxicity antracyklini byla
prave interkalace chromoforové casti antracyklini mezi sousedni par bazi DNA (Gewirtz
1999).

Antracykliny obsahuji chinonovou skupinu, kterd v pfitomnosti enzymi, jako je
NADH-dehydrogenasa, cytochrom P450 a xantinoxidasa, vstupuje do redoxnich reakci a miize
tak tvofit reaktivni formy kysliku (ROS). Chinonova skupina je redukovana na semichinon,
ktery se stavd donorem elektronu pro kyslik, z néhoz vznikne vysoce reaktivni superoxidovy
aniont, ktery miize byt jest¢ ddle pfeménén na vysoce reaktivni formy kysliku jako je peroxid
vodiku nebo hydroxylovy radikal. Tento oxidacni stres, ktery je vyvolan plsobenim
membrany, coz mize vést az k apoptdze (McGowan 2017, Minotti et al. 2004, Internet 3).

Dalsi tvorba kyslikovych radikédlu je zajiSténa prostfednictvim Zeleza, a to dvéma
zpusoby (Obr. 5). Prvni zplsob vzniku oxida¢niho stresu je neenzymaticky. Antracykliny,
respektive jejich chinonovy aglykon, je schopny s zZelezem vytvaret chelat za vzniku
antracyklin-Zeleznatého komplexu. Tento komplex v pfitomnosti kysliku je oxidovan, a vznika
tak superoxidovy radikal nebo peroxid vodiku a nasledné pak vysoce toxicky hydroxylovy
radikal. Tyto toxické radikaly poSkozuji DNA, lipidy 1 proteiny (Ichikawa et al. 2014,
Angsutararux et al. 2015).

Druha cesta tvorby reaktivnich forem kysliku je pomoci Haber-Weissovy reakce
(Obr. 2), jejiz soudasti je reakce Fentonova. Zelezo tyto reakce katalyzuje a tim je urychluje.

Celkova reakce, kterd v organismu probiha, je tedy nasledujici:

02—+ H202 —» O2+0OH™ + OHe

Obr. 2 Haber-Weissova reakce (pievzato z Siminek et al. 2009)
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Prvni krok Haber-Weissovy reakce (Obr. 3), je velmi pomaly, a proto je urychlovan

katalyzatorem zelezem. Zelezity ion je pomoci superoxidu redukovan na ion Zeleznaty.

02 — + Fe¥™ — Oz + Fe?*

Obr. 3 Prvni krok Haber-Weissovy reakce (pfevzato z Simtnek et al. 2009)

V druhém kroku Haber-Weissovy reakce dochéazi k Fentonoveé reakci (Obr. 4) — peroxid
vodiku a superoxid muze generovat vysoce toxicky hydroxylovy radikal s velmi kratkym
poloCasem a s extrémné vysokou reaktivitou. Hydroxylovy radikal nelze snadno detekovat
a eliminovat pomoci enzymd, jak je tomu u superoxidu, ¢i peroxidu vodiku, u kterych dochazi
k eliminaci pomoci katalasy a glutathionperoxidasy. Dochazi tak k poskozeni lipida, proteint

a nukleovych kyselin (Ichikawa et al. 2014, Vile et al. 1987).

H20: + Fe?* — OH™ + OHe + Fe3*

Obr. 4 Druhy krok Haber-Weissovy reakce - Fentonova reakce (pievzato z Simiinek
et al. 2009)

ROS jsou vSak spojovany nejen s cytotoxickym uc€inkem v protinadorové terapii,
ale zejména s kardiotoxicitou. Srde¢ni sval je velmi silné poSkozovan volnymi radikaly,
ato 1z divodu, Ze zde neni velka koncentrace katalasy, ktera by kyslikaté radikaly rozkladala

a snizovala tak jejich hladinu (McGowan et al. 2017).

-13-
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Obr. 5 Mechanismy tvorby ROS prostfednictvim antracyklind, kdy reakce v organismu
zahrnuji Fe (zelezo), Oz *— (superoxidovy radikal), SOD (superoxiddismutasu), H>O» (peroxid
vodiku), OHe (hydroxylovy radikdl), NAD(P)+ (nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)),
Fp (flavoprotein), GSH/GSSG (glutathion redukovany/oxidovany) (ptevzato
z Simutinek et al. 2009)

Dalsi z mechanismu protinddorového plisobeni antracyklind je schopnost v pfitomnosti
formaldehydu vytvéfet adukty s DNA jednoduchou kovalentni vazbou. Antracykliny reaguji
s formaldehydem za vzniku aktivované Schiffovy baze, kterd je schopna tvofit vazbu N-C-N
k exocyklické aminoskupiné guaninu (Obr. 6). Zdroj formaldehydu miize byt exogenni
1 endogenni. Endogenné se formaldehyd tvofi v buiikdch nadoru. OvSem vétsi pfinos ma zdroj
exogenni, kdy jsou doddvana proléciva uvoliujici formaldehyd, ktery podporuje tvorbu
kovalentnich DNA aduktt (Cutts et al. 2015).

Vznik takovych aduktii vede k apoptoze buniky. Navic tvorba antracyklinovych aduktt
vykazuje cytotoxictéjsi efekt, nez samostatné podavané antracykliny a zaroven jsou tyto adukty
v men$i mife k dispozici transportéru P-glykoproteinu, ktery zajistuje eflux 1é¢iva z bun€k

(Cutts et al. 2005, Forrest et al. 2012).
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Obr. 6 Struktura DOX (modfe) vytvarejici adukty s fetézcem DNA (zelen€) (ptfevzato z Cutts
et al. 2005)

Jednim zhlavnich cild antracyklinovych chemoterapeutik jsou lidsk¢é DNA
topoisomerasy. DNA topoisomerasy jsou enzymy, které se uplatiuji v replikaci DNA,
transkripci, rekombinaci a remodelaci chromatinu. Jsou schopny ménit topologicky stav DNA
prosttednictvim zlomid (Champoux 2001).

Katalyzuji rozstépeni a nasledné znovu spojeni fosfodiesterové vazby jednoho ¢i obou
vlaken dvousroubovice DNA. V dusledku vytvotenych zlomid je tak umoznén prichod
komplementarniho tetézce DNA, a poté nasleduje jiz zminované znovu spojeni vlaken
dvousroubovice (Bollimpelli et al. 2017, McGowan et al. 2017).

Inhibice topoisomeras je vyuZivana v nadorové terapii k inhibici buné¢ného ristu.
Topoisomerasy muzeme rozdé€lit do dvou tfid dle struktury a mechanismu ptsobeni. Topl,
neboli monomerni enzym topoizomerasa I, katalyzuje tvorbu DNA jednofetézcovych zlomi.
Druhy typ enzymu je Top2, dimericky enzym topoizomerasa II, ktery Stépi ob& vldkna
dvousroubovice DNA. U savci rozeznavame jeho dvé izoformy - Top2a a Top2p. Top2a
se prevazné¢ nachdzi ve tkanich svysokym zastoupenim proliferujicich  bunék,
Casto tedy nadorovych. Top2B je hojnéji zastoupen v klidovych bunkéch, jako jsou
naptiklad lidské kardiomyocyty, a vramci bunééného cyklu nedochazi k jeho vyraznym

vykyvim v expresi. Aktivita enzymu Top2a se dynamicky méni béhem celého bunééného
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cyklu. Enzym je vysoce exprimovan v S fazi a vrcholu exprese nabyva v G2-M fazi bunééného
cykluy, jelikoz se podili na procesu replikace. Hraje roli pfi separaci helixii DNA a pfi segregaci
chromozomu béhem mitotického déleni (Marinello et al. 2018).

Antracyklinova chemoterapeutika interferuji s enzymem Top2 za vzniku reakéniho
meziproduktu, kde jsou fetézce DNA Stépeny a spojeny kovalentni vazbou s tyrosinovym
zbytkem enzymu (McGowan et al. 2017).

Antracykliny tedy vytvaii komplex DNA-Ié¢ivo-enzym a nachazi se tak na rozhrani
mezi aktivnim mistem enzymu a mistem St€épeni DNA (Binaschi et al. 2001). DOX vytvari
ternarni komplex Top2-DOX-DNA, ktery zptisobuje dvojvlaknové zlomy v DNA. Po navazani
DOX k Top2a, komplex inhibuje replikaci DNA. Dochézi k zastaveni bunécného cyklu
v G1/G2 f4zi a indukci apoptdzy malignich bunék (McGowan et al. 2017).

2.1.4 Vedlejsi u¢inky antracyklini

Antracykliny jsou povazovany za jedny z nejucinnéjSich chemoterapeutickych latek,
ovSem jejich pouziti je velmi ¢asto omezeno kviili zavaznym vedlej§im G¢inkiim a t€émi jsou
kardiotoxicita a myelosuprese (Cagel et al. 2017).

Antracykliny postihuji nepfiznivé srdecni sval a sila tohoto poskozeni se odviji
na zakladé kumulativni davky 1é¢iva. Kumulativni davka u DOX je 550 mg/m?. Pro EPI je
tato kumulativni davka vyssi, jelikoZ je oproti DOX méné toxicky. Pro DAU byla stanovena
maximédlni kumulativni divka 550 mg/m? a u pacientl, ktefi podstoupili ptedchozi
mediastindlni zafeni by maximalni kumulativni davka neméla piekrogit 450 mg/m? (Venkatesh,
Kasi 2019).

Pfesny mechanismus kardiotoxicity vyvolané antracykliny neni zcela objasnén,
pravdépodobné se jedna o vicefaktorialni ptisobeni (McGowan et al. 2017).

Jedna z hypotéz zahrnuje produkci ROS a reaktivnich dusikovych radikal (RNS),
které vedou k poskozeni deoxyribonukleové kyseliny, k mitochondridlni dysfunkci
a k poruchdm pii syntéze proteini. Antracykliny obsahuji chinonovou skupinu, kterd je
nachylnd kredoxnim reakcim a v pfitomnosti cytozolickych enzymi, jako je
napt. NADH-dehydrogenasa, vytvafi semichinon pfijmutim jednoho elektronu. V pfitomnosti
molekularniho kysliku pak vznika ze semichinonu superoxidovy anion, ktery prostiednictvim
superoxiddismutasy muize byt neutralizovdn na méné toxicky peroxid vodiku (McGowan

etal. 2017). Antracykliny maji vysokou afinitu k mitochondriim v kardiomyocytech,
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respektive k ¢asti mitochondridlni membrany, a to k fosfolipidu — kardiolipinu. Zde jsou
antracykliny udrzovany ve vys$$i koncentraci, jelikoz mohou pasivné vstoupit do buiky
a hromadit se v intracelularni tekutin€ a tim naruSovat pienos elektronti a zvySovat produkci
ROS. Dalsi z diivodt kardiotoxicity se uvadi snizena koncentrace ochrannych antioxidac¢nich
enzymd, jako je napt. glutathionperoxidasa v srde¢nim svalu (Franco et al. 2011).

Druhym mechanismem kardiotoxického projevu je inhibice Top2p, ktera je v klidovych
neproliferujicich bunkach aktivni, tudiz je aktivni v srdecni svaloving. Tato inhibice vyvolava
aktivaci bunécné smrti a inhibuje mitochondrialni biogenezi (Henriksen 2018).

Incidence kardiotoxicity je riznd a zahrnuje v sobé frekvenci a zdvaznost poskozeni.
Muze se projevovat arytmiemi, myokarditidou, zménami na EKG, infarktem myokardu
¢i chronickym srde¢nim selhanim. Akutni kardiotoxicita se objevuje u méné nez 1 % pacientl
obvykle do tydne od zahdjeni 1écby, kdy shleddvame reverzibilni zmény na EKG, sinusovou
tachykardii, ¢i myoperikarditidu. Akutni kardiotoxicita neni zavisla na velikosti davky a nema
vyznam pro vznik pozdni kardiotoxicity. Déle se pak projevuje subakutni kardiotoxicita,
kterd se vyskytuje u 1,6-3 % pacienti do jednoho roku od podani prvni davky léciva.
Mezi hlavni projevy patii snizena srdecni frakce a srde¢ni selhdni. Po roce se Casto objevuje
dalSi zhorSeni srdecniho svalu, a to v podobé¢ systolické dysfunkce, diastolické dysfunkce
¢1 kombinace obou. Jedna se o tzv. pozdni kardiotoxicitu (Internet 3). Klinickd dekompenzace
se objevuje v 24 % ptipadi, subklinickd strukturdlni zména u 9-11 % pacientd, arytmie
u>12 % a nartst biomarkertt u 30-35 % pacientd. Poprvé byl tento neZaddouci efekt 1éciv
projeven jako klinické méstnavé srde¢ni selhani (CHF), kdy v zavislosti na kumulativni dadvce
se CHF objevilo u 3 % pacientd pii davce 400 mg/m? DOX, u 7 % pfi 550 mg/m?a u 48 %
pfi 700 mg/m?. Subklinicka kardiotoxicita je pak definovéna jako klinicky asymptomaticka
systolickd dysfunkce levé komory s poklesem ejekéni frakce levé komory pod <50 %
(McGowan et al. 2017).

Mezi nejvyznamnéjsi rizikovy faktor, ktery omezuje pouZiti antracyklinli v disledku
zvySené kardiotoxicity patifi kumulativni davka 1éCiva. Davka DOX, kterd je vyssi
nez 500 mg/m? zvysuje poskozeni srde¢niho svalu az pétkrat. Mezi dalsi rizikové faktory,
kdy je pravdépodobnost kardiotoxicity vyss$i, patii zenské pohlavi, vék nad 65 nebo osoby
mladsi osmnacti let, selhavani ledvin a chlopiiové vady. ZvySeni kardiotoxicity v kombinaci
s antracykliny nastdva také u pacientti, ktefi maji mediastinum ozatované radiaCnim zatfenim,
¢i jsou léCeni dalSim chemoterapeutikem napf. cyklofosfamidem nebo protilatkou
trastuzumabem. Jednou z pfi¢in muize byt také genetickd predispozice, jako je Downiv

syndrom ¢i afroamericky ptivod (Henriksen 2018, Krischer 1997, Internet 3).
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Dle studii seul7,5 % détskych onkologickych pacienti s trisomii 21,
které podstupovaly 1é€bu antracykliny, objevila klinicky symptomatickd kardiomyopatie
(Quifiones-Lombraii et al. 2014).

Dalsi mechanismus projevt kardiotoxicity je biotransformace DAU ¢i DOX na primarni
alkohol daunorubicinol respektive doxorubicinol, ktery se piednostné kumuluje v srdci.
Redukce antracyklint na jejich primarni alkoholové metabolity je zprostfedkovand pomoci
karbonylredukujicich enzymt. Doxorubicinol je mnohem ucinnéj$i nez DOX pii inhibici
Ca*/Mg?>" a Na'/K" ATP-dependentni pumpy v srdeénim svalu. Inhibice uvoliiovani
Ca®" ze sarkoplazmatického retikula na srdci zapii¢ifuje kardiotoxicitu. Ca*" je dileZity
pro kontraktilitu myokardu, a zaroven srde¢ni tkan je vysoce citliva na zmény spjaté
s nerovnovahou vapenatych iontl (Olson et al. 1988, Schaupp et al. 2015).

Myelosuprese neboli utlum krvetvorné kostni diené, je dalsi z projevi toxicity
antracyklini. Konkrétné u DOX se setkavame s myelosupresi vice jak u 10 % pacient
(Internet 4).

Po péti az deseti dnech od podani antracyklinii se mohou objevit gastrointestinalni
poruchy, kdy je nejCastéjSim projevem nauzea, diarrhoea, vomitus, zanét dutiny Gstni a zanét

kone¢niku (Internet 4).

2.1.5 Kardioprotekce

wewvr

vyuziti (Angsutararux et al. 2015). Snaha predchazet témto nezddoucim u¢inkiim na srde¢ni
tkan vedla k vyvinuti riznych postupti v terapii antracykliny (Internet 3).

Kardioprotektivni G¢inek byl potvrzen u kontinudlniho podéani antracyklin infuzi
namisto bolusové davky injekéné. Timto zpisobem, se snizi nejvyssi koncentrace 1é¢iva v krvi,
ovSem terapeuticky ucinek je zachovan. Tento zplisob kardioprotekce ovSem nebyl prokazan
u déti (Internet 3).

Kardiotoxicita antracyklinli byla sniZena pomoci Upravy léciva, kdy molekula
antracyklinu byla obalena vrstvou lipozomu, coZ je obdoba biologickych membran, a tudiz je
pro télo pfirozend. Probéhla studie, ve které byl zkouman lipozomalni DOX pegylovany
a nepegylovany. Pegylovany DOX obsahuje hydrofobni obal tvofeny polyethylenglykolem.
Diky této vrstvé je prodlouzen polocas léku v krvi a je zpomalena clearance. Lipozomy

obsahujici 1é¢ivo 1épe pronikaji skrze propustnéjsi kapilary do nadorové tkan€ a méné pronikaji
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skrze pevné spoje kardiomyocytii, ¢imz je snizen kardiotoxicky ucinek antracyklint (Petrakova
2011).

Dalsi ze zpusobu kardioprotekce je latka dexrazoxan. Jedna se o chelata¢ni ¢inidlo,
které je siln€jsi nez DOX. Dexrazoxan vaze Zelezo z komplexu DOX-zZelezo, ¢imz zabranuje
poskozeni srdecni tkané, které by bylo zplsobeno tvorbou reaktivnich kyslikovych radikala
komplexem antracyklin-zelezo. Objev tohoto kardioprotektiva umoziluje pouziti antracyklinti
1 u pacienti, ktefi jiz maji srde¢ni komplikace, vék nad 65 let, pfedchozi radioterapii mediastina,
¢1 hypertenzi. Tito pacienti mohou dostdvat stejnou kumulativni davku antracyklini,
jako pacienti bez rizikovych faktorti (Hellmann 1999). V pediatrii se dexrazoxan nevyuziva
z diivodu mozného vzniku myelodysplastického syndromu nebo akutni myeloidni leukémie
(Tebii et al. 2007).

V ramci prevence poskozeni srdecni tkané byly provadény studie s vitaminy a dalSimi
antioxida¢nimi Cinidly. Vitamin E (tokoferol), vitamin A (retinol) a vitamin C (kyselina
askorbova) se jevi jako latky s antioxidacnim ptisobenim. Studie na zvifatech prokazaly jistou
kardioprotekci na zvifatech po uzivani antracyklinu se soucasnou suplementaci vitaminy

(Internet 3).

2.1.6 Buné¢éna rezistence na antracykliny

Velmi Castou pfi¢inou nelispéSné 1é€by antracykliny je rozvoj rezistence. Rezistence
v nadorovych butikach na antracyklinova chemoterapeutika je multifaktorialni. Tato odolnost
na lé¢iva mize byt primarni neboli vrozend, kdy pocatecni terapie je bez efektu. Druhy typ je
rezistence ziskand, kdy odpoveéd’ na 1écbu byla jiz zcela prokdzana nebo je alesponi ¢astecna
(Nielsen et al. 1996, Perez 2009).

Mezi hlavni mechanismus vzniku rezistence na 1é¢ivo je pfitomnost P-glykoproteinu
(PgP) v plazmatické membrané, respektive jeho nadmérna exprese. PgP je produktem MDRI1
genu (multidrug-resistant) a pifi nadmérné expresi tohoto genu dochazi k odstranéni
antracyklint  znadorovych bun¢k. Byla zkoumédna celd ftada inhibitord PgP,
ovsem vétsina klinickych studii selhala (Nielsen et al. 1996, Callaghan et al. 2014). Hlavni cil
antracyklinli je bunéfnd membrana nadoru. Pro piekondni rezistence v terapii DOX byl
zkouman verapamil, coz je antagonista vapniku. Verapamil zptisobuje v bunééné membrané
inhibici pomalého vapnikového kandlu L-typu a mize tak zvySit vychytdvani DOX buiikou

(Internet 4).
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Dalsi ze zplisobu vzniku rezistence na antracykliny mtze byt zména v intraceluldrni
distribuci 1éciva, ¢asto se jedna o kombinaci s rezistenci zptisobenou PgP (Nielsen et al. 1996).

Rezistence na antracykliny maze souviset také s DNA-topoizomerasou II. Antracykliny
jsou inhibitory tohoto enzymu, a zmény v tomto enzymu ¢i jeho nadmérnd exprese mtize
tedy rezistenci vyvolat (Nielsen et al. 1996).

Hlavni metabolickou cestou antracyklinli je dvouelektronova redukce karbonylové
funk¢ni skupiny za vzniku sekundarniho alkoholu (Obr. 7). Tato pieména je zprostiedkovana
cytozolickymi NADPH-dependentnimi karbonylredukujicimi enzymy,
zejména aldo-ketoreduktasami (AKR) a karbonylreduktasami (CBR). Byly provedeny studie
u DOX, respektive doxorubicinolu, které dokazuji, ze cytotoxicka u¢innost je u doxorubicinolu
vyrazn€ snizend, snizend je i vazebna aktivita k DNA, a naopak je siln¢ podpofena toxicita
na srdec¢ni tkdn. V nddorovych bunikdch je Casto zméneénd exprese NADPH-dependentnich
karbonylredukujicich enzymii, coz mlze mit za nasledek dalSi rozvoj rezistence

(Heibein et al. 2012).

Daunorubicin oH Daunorubicinel OH

M £ ]

Obr. 7 Schéma redukce daunorubicinu na primarni metabolit daunorubicinol (pfevzaté z Ax,
Soldan et al. 2000)

2.2 Karbonylredukujici enzymy

Karbonylové slouceniny maji ve své molekule C=0O skupinu (oxoskupina, karbonylova
skupina), ktera je v zavislosti na formaci schopna podléhat bud’ oxidaci nebo redukci (Obr. 8).
Mezi karbonylové slou€eniny patii aldehydy, ketony a chinony. Karbonylové slou¢eniny jsou

velmi reaktivni slou€eniny, v organismu reaguji s nukleofilnimi centry proteinti a nukleovych
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kyselin a mohou putsobit toxicky. Ketony maji na oxoskupinu navdzany dva uhlikaté zbytky
amaji omezené redukéni vlastnosti, kdy dochazi k oxidaci pouze po pouziti velmi silnych
oxidac¢nich cCinidel, a pfitom dojde ke Stépeni uhlikatého fetézce. Biotransformace ketonti
alkoholy.
Oproti tomu aldehydy jsou ochotnymi akceptory elektront, kdy po pfijmuti elektronu dojde

prostiednictvim redukce se d&je jen ziidka, a vznikaji tak sekundarni
k oxidaci karbonylové skupiny na skupinu karboxylovou. Aldehydy maji jednu valenci
obsazenou uhlikatym zbytkem a druhou vodikem. Diky pfitomnosti dvojné vazby, je
karbonylova skupina schopna vstoupit do redukcni reakce za vzniku primarniho alkoholu.
Chinony jsou cyklické diketony s konjugovanymi vazbami, Casto se jedna o barevné
slouceniny. Meziprodukt jednoelektronové redukce chinonii je semichinonovy radikal,
ktery se dale mize redukovat na hydrochinon a pfi této metabolické cesté vznikaji reaktivni

kyslikaté slouceniny, které jsou vysoce toxické k bunkam (Matsunaga et al. 2006).

ALDH 0

CR

Q OH
A R R TR,

Karboxylova skupina Aldehyd

0

B R—L

R

Keton

Primarni alkohol

CR OH

_"'R—(.

R

Sekundarni alkohol

0 OH
R R R R
C 2H+, 2e
R
R m R R
0 OH

Chinon Hydrochinon

Obr. 8 Premény karbonylovych sloucenin v lidském organismu (pievzato z Opperman 2007).

ALDH (aldehyddehydrogenasy), CR (karbonylredukujici enzymy), QR (chinonreduktasy).

Metabolismus prostfednictvim karbonylredukujicich enzymu probiha
jak u endogennich latek, jako jsou napt. glukoza, kyselina arachidonova ¢i steroidni hormony,
ale také u vyznamného mnoZstvi xenobiotik, kam se fadi antracykliny, ale také warfarin,
haloperidol, oracin, ¢i fenofibrat. Karbonylredukujici enzymy jsou enzymy pro 1. fazi

metabolismu xenobiotik. Metabolity, které vzniknou, jsou polarnéjsi slouceniny, nez byly

-21-



puvodné, ¢imz jsou dostupngjSim substratem pro konjugacni enzymy druhé faze
biotransformace, a jsou tak snadnéji vylu¢ovany ven z téla. Na druhou stranu, tyto enzymy jsou
schopny redukovat napt. daunorubicin na kardiotoxictéj$i daunorubicinol, ktery ma navic slabsi
cytotoxické ucinky (Rosemond et al. 2004).

Karbonylredukujici enzymy lze rozdélit do né€kolika nadrodin; aldo-ketoreduktasy
(AKR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym (SDR) a se stifedn¢ dlouhym fetézcem (MDR)
a chinonreduktasy (QR). Tyto enzymy mohou byt jak cytozolické, tak i membranové vazany
(Matsunaga et al. 2006).

Karbonylredukujici enzymy se nachazi v riznych castech lidského téla,

predevsim pak v plicich, krvi, jatrech, ledvinach, srdci a mozku (Rosemond, Walsh 2004).

2.2.1 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR) patii mezi jednu z nejvétSich
nadrodin enzymi, ktera &ita vice jak 46 000 &lent. Clenové této nadrodiny enzymi maji velkou
rozli$nost, co se tyce parové sekvencni identity, na druhou stranu spolu ¢asto sdili strukturalni
vlastnosti. Jednd se o jednu z nejstarSich nadrodin enzymi, které se vyskytuji ve velkém
mnozstvi zkoumanych struktur a u lidi bylo objeveno vice nez 80 geni SDR
(Persson et al. 2009, Bhatia et al. 2015).

Enzymy SDR vystupuji jako NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy, kdy vétSina z nich
jsou dimery a tetramery. Clenové SDR vykazuji rozsahlou divergenci, kdy pouze asi 15-30 %
enzymi ma parovou sekvencni identitu (Jornvall et al. 1995). Spolecnym strukturnim znakem
je o/ skladaci vzor, jehoz charakteristikou je centralni B-list, ktery je typicky pro Rossmanniv
sklad, coz je vazebné misto pro nukleotidovy kofaktor (Persson et al. 2009). Dal§im spole¢nym
znakem je aktivni misto, které je Casto slozeno ztetrddy Asn-Ser-Tyr-Lys
(Kavanagh et al. 2008).

Dle studii SDR zaujimaji 26 % ze vSech nalezenych dehydrogenas (Kallberg 2006).

SDR enzymy se zapojuji do metabolismu aminokyselin, retinoidd, lipidl a steroidnich
hormont, a také nékteré z nich hraji kli€ovou roli pti kontrole metabolickych drah. Karcinogeny
z tabaku nebo fenanthrenchinon z nafty ptedstavuji také substraty nékterych karbonylreduktas.
Dulezitym substritem pro SDR jsou také xenobiotika, napf. warfarin, daunorubicin
nebo ketoprofen, kterd prostfednictvim SDR podléhaji biotransformaci (Bhatia et al. 2015,
Kallberg et al. 2002, Pilka et al. 2009).
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Lokalizace SDR enzymil je v subcelularnich kompartmentech,
tedy v endoplazmatickém retikulu, mitochodriich nebo peroxisomech, ¢i se vyskytuji
v cytosolu (Filling et al. 2001).

V ramci nadrodiny SDR rozeznavame 7 typl oznacovanych A (atypical), C (classical),
D (divergent), E (extended), I (intermediate), X (complex) a U (unassigned). Kazdy z téchto
SDR ma charakteristické specifické sekvence v aktivnim misté a v misté, kam se vaze kofaktor

(Persson et al. 2008).

Karbonylreduktasa 1 (CBR1)

Karbonylreduktasa 1 (CBR1) se skladd se pouze z jednoho polypeptidového fetézce
a jeji molekulova hmotnost ¢ini 30 000 Da. CBR1 je cytosolicky enzym vyskytujici se pfevazné
v jatrech, ledvinach, ale také v mozku. Jedna se o NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasu,
kterd ma velmi Sirokou specifitu. Katalyzuje biologicky a farmakologicky aktivni karbonylové
slou€eniny, mezi které fadime chinony, prostaglandiny tfidy E a A, a také rGizna xenobiotika
(Wermuth 1981).

Chinony patii mezi jedny =z nejdilezitéjSich substrati enzymu CBRI1, fadi
se zde p-chinony 1 o-chinony. O-chinony jsou substraty odvozené od polycyklickych
aromatickych uhlovodikit (PAH), které se podileji na zneciSténi Zivotniho prostiedi.
Jedna se totiz o vyfukované plyny pochazejici z nafty, napt. fenanthrenchinon. Mezi endogenni
chinony, které pro svilj metabolismus vyuzivaji CBR1 fadime napft. vitamin K3 (menadion),
koenzym Q (ubichinon), ktery je soucasti dychaciho fetézce nebo dale antioxidant vitamin E
(tokoferolchinon) (Pilka et al. 2009).

CBR1 katalyzuje redukci velkého mnoZstvi xenobiotik, kdy zasahuje
do metabolismu I. faze. Mezi substraty CBR1 patii vyznamna 1é¢iva, jde napt. o antracykliny,
pti odvykani koufeni ¢i 1€¢bé deprese (Skarydova et al. 2013, Skarydova et al. 2014). Proto byly
zkoumany inhibitory CBR1 a dnes je napf. kombinovand terapie DOX s inhibitorem CBR1,
konkrétné pak OH-PP-Me (3-(7-isopropyl-4-(methylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-5yl)
phenol), vyuZivana v praxi v 1é¢bé nddorového onemocnéni prsu (Jo et al. 2017).

CBR1 ma také vyznamnou roli v metabolismu glukokortikoidti. Byla provedena studie
u obéznich lidi, pti které byla zjisténa vysoka hodnota 20B-dihydrokortizolu, coz je metabolit

glukokortikoidu kortizolu a je vyluCovan moci. Metabolismus kortizolu na metabolit
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20B-dihydrokortizol je zprostfedkovdan NADPH-dependentni katalyzou pomoci CBRI.
Zvysend hodnota kortizolu v tukové tkani u obéznich jedinci, a také vysoké hodnoty metabolitu
kortizolu v mo¢i, vedly ke zkoumani inhibitortt CBR1 a ke snaze snizit metabolické dusledky
glukokortikoidii, jako je Cushingliv syndrom ¢i hypertenze (Morgan et al. 2017).

CBRI se ucastni ochrany B-bunék pankreatu pted oxida¢nim stresem, kdy dochazi
k deaktivaci lipidovych aldehydi, které jsou velmi aktivni a pro pankreas Skodlivé
(Rashid et al. 2010).

Karbonylreduktasa 3 (CBR3)

Karbonylreduktasa 3 (CBR3) patii do rodiny SDR a s CBR1 ma pftiblizné 71%
sekven¢ni identitu. Jedna se o cytosolicky monomerni enzym. Oproti CBR1 ma enzym CBR3
uzsi substratovou specifitu (Pilka et al. 2009, Cheng et al. 2012).

Vyskyt enzymu CBR3 je v riznych tkénich véetné jater, ledvin, srdce, plic a mozku.
CBR1 a CBR3 geny jsou lokalizovany na chromozomu 21 a vzdalenost mezi nimi je 62 kb
(Cheng et al. 2012).

Ve studiich byla zjisténa vyznamna afinita CBR3 k substratu 1, 2-naftochinonu, isatinu
a acethexamidu. Rovnéz také k cytostatiku oracinu, ovSem aktivita enzymu je zde niz$i
ve srovnani s CBR1. Dalsi zrozdili je ten, Ze CBR3 nevykazuje zadnou aktivitu vici
endogennim lipidovym medidtoriim — prostaglandiniim, ¢i 4-oxonon-2-enalu, coZ je vysoce

reaktivni produkt oxidace lipidd, ktery vznika pii oxidacnim stresu (Pilka et al. 2009).

2.2.2 Aldo-ketoreduktasy

Nadrodina aldo-ketoreduktas (AKR), kterd pro katalyzu vyuziva kofaktor NAD(P)H,
umoznuje redukci ketont a aldehydl na primarni a sekundarni alkoholy (Chen et al. 2012).

Je zndmo 16 rodin AKR enzymi, zcehoZz existuje vice nez 100 clent.
Aldo-ketoreduktasy jsou pfitomny jak v eukaryotech, tak v prokaryotech. Je znamo 15 lidskych
AKR, a ty spadaji do rodin AKR1, AKR6 a AKR7 (Chen et al. 2012, Penning 2015).

Nazev enzymu se sklada ze symbolu ,,AKR* pro aldo-ketoreduktasy, arabska cislice
symbolizuje rodinu, dale je pak znacena podrodina pismenem a jedine¢na proteinova sekvence

je oznacCena arabskou cislici (Internet 5).
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Tyto proteiny maji spolecny proteinovy zahyb tzv. (o/B)s barelovou strukturu,
ktera je nutna pro vazbu s karbonylovym substratem. Aktivni misto AKR urcujici substratovou
specifitu se nachazi na C-terminalni strané. Molekulova hmotnost se pohybuje okolo 34-37
kDa. Podobnost ¢lenit AKR enzymi je u rodin vice nez 40% a u podrodin pak vice nez 60%.
Clenové rodiny AKR6 tvoii tetramery, AKR1 jsou monomerni a enzymy AKR7 maji dimerni
strukturu (Barski et al. 2008, Chen et al. 2012, Penning 2015).

Mechanismus katalytické reakce AKR lze definovat do dvou krokl. Karbonylovy
substrat piijima hydridovy ion z NAD(P)H a poté je z rozpoustédla vyuzit proton pro redukci
karbonylu na alkohol. Tyto dva kroky probihaji bud’ krok za krokem anebo spolecné
(Barski et al. 2008, Penning 2015).

Aldehydreduktasa (AKR1A1)

AKRIALI je jeden z prvnich objevenych enzymiit AKR. K expresi AKR1A1 dochézi
ve vSech tkanich, ovSem nejvysSich hladin dosahuje v proximdlnich tubulech ledvin
(Barski et al. 2008).

Tento enzym hraje kliCovou roli v biosyntéze kyseliny askorbové (vit. C) u hlodavct.
AKRIAT ma velmi Sirokou substraitovou specifitu. Tento protein dava prednost
hlavné negativn€ nabitym  slou¢eninam, které obsahuji karboxylovou skupinu,
ovSem i steroidni a aromatické aldehydy, ¢i 3-uhlikaté aldehydy jsou redukovany s vysokou
afinitou (Barski et al. 2008).

Mutace genu AKR1A1 je spojovdna s non-Hodgkinovym lymfomem (Lan et al. 2007).

V ledvinach hraje tento enzym dulezitou katabolickou roli pfi pfeméné myoinositolu.
Prvni enzym katabolické reakce je inozitoloxygenasa, kterd katalyzuje pfeménu myoinositolu
na D-glukuronat, a ten je v dal$im kroku pfeménén na L-gulonat prostfednictvim katalyzy

enzymem AKR1AT1 (Barski et al. 2008).

Aldozareduktasa (AKRIBI)

AKRIBI, znam jako ald6zareduktasa, je exprimovan ve vSech tkanich,
prevazné pak v bunkéch cocky a sitnice (Murata et al. 2001).
Tento enzym patii mezi nejprostudovanéjsi AKR, jelikoz bylo zjisténo, Ze se podili

na hyperglykemickém poskozeni a je spojen se sekundarnimi diabetickymi komplikacemi,
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jako je diabeticka neuropatie ¢i retinopatie. AKR1B1 katalyzuje redukei gluk6zy na cukerny
alkohol sorbitol v polyolové draze metabolismu glukézy béhem hyperglykémie. Poskozeni,
které¢ je zpisobeno enzymem AKRIBI, je spojovano se zanétlivymi procesy. Pfi inhibici
AKRIB1 dochazi ke snizeni poskozeni vlivem zanétlivych cytokini napi. TNF-a

(Barski et al. 2008)

Aldozareduktasa tenkého stieva (AKRIB10)

AKR1B10 je enzym exprimovan ve velké mife vtenkém a tlustém stieveé
a v nadledvinach. Jde o monomer, jehoz sekvence je ze 71 % aminokyselin identicka
s AKR1B1, proto tento protein vykazuje podobnou substratovou i inhibi¢ni specifitu
(Barski et al. 2008).

Vyskyt enzymu v nadledvinach je spojen s metabolismem steroidll. Ve stfevé ma funkci
detoxikace aldehydu pfijatych potravou (Chung et al. 2012).

Pti zvysené expresi AKR1B10 dochazi k potlaceni syntézy kyseliny retinové, ktera je
dalezitou soucasti pro expresi genli, ¢i ma vyznam pro proliferaci a diferenciaci bunék.
V organismu dochézi k oxidaci retinolu na retinaldehyd. V opaéném sméru pak AKR1B10
katalyzuje preménu retinaldehydu zpét na retinol, a soucasné tak dochéazi k potlaceni vzniku
kyseliny retinové, coz je velmi dilezity antineoplasticky metabolit (Chung et al. 2012).

Tento protein je silné exprimovan v nadorech plic a jater. Nadmérna exprese tohoto
enzymu byla pozorovéan u karcinomu spojenych s koufenim, napi. u nddorového onemocnéni
plic. Tento enzym tedy vykazuje silnou katalytickou aktivitu v cigaretovém kouti s aldehydy

napt. s akroleinem (Barski et al. 2008).

Hydroxysteroiddehydrogenasy (AKRI1CI1-C4)

Clenové rodiny enzymtt AKR1C jsou NAD(P)H-dependentni enzymy a vice jak z 86 %
jsou tvofeny stejnymi aminokyselinovymi sekvencemi, kdy napi. AKRIC1 a AKRIC2
se od sebe odlisuji pouze sedmi aminokyselinovymi zbytky (Jez et al. 1997).

Enzymy AKRIC ptsobi také jako 3-, 17- a 20-ketosteroidreduktasy. Zapojuji
se do metabolismu jak pfirodnich, tak i syntetickych steroidli a prostaglandinfi. Enzymy
AKRIC jsou exprimovany v ruznych typech tkani, ovSem nejvyssi exprese dosahuji v jatrech,

kde se ucastni metabolismu a syntézy steroidnich hormont (Zeng et al. 2017).

-26 -



AKRIC jsou schopny katalyzovat NADP" oxidaci trans-dihydrodiold aromatickych
uhlovodiki a podileji se tak na tvorbé katecholii (Barski et al. 2008).

AKRIC1

AKRICI je cytosolicky enzym, ktery se ucastni metabolismu progesteronu,
coz je hormon dulezity kudrzeni a podpofe tehotenstvi. ZvysSend exprese AKRICI
je spojovana s pred¢asnym ukoncenim téhotenstvi a nadorovym onemocnénim endometria.
Progesteron je prostiednictvim AKRI1C1 pfeménén na sviij inaktivni metabolit 20a-DHP
(200-dihydroprogesteron), ptfi¢emz snizend hladina progesteronu ve vajecnicich a déloze
zahajuje porod a ukoncuje t€¢hotenstvi (Dhagat et al. 2007, Barski et al. 2008).

Naopak snizena exprese AKR1C1 byla zjisténa u karcinomu prsu (Lewis et al. 2004).

Byla popséna rezistence na chemoterapeutikum cisplatinu v disledku nadmérné exprese
AKRI1C1 v bunécné linii lidského nadorového onemocnéni vajecniku (Deng et al. 2002).

AKRI1CI1 je exprimovana také v mozku a podili se na neurologickych a psychiatrickych
stavech (Dhagat et al. 2007).

V souvislosti s karcinomem prostaty, ktery je rezistentni na kastraci (CRPC),

je spojovan AKR1Cl1 a jeho nadmérnou proandrogenni aktivitou (Hofland et al. 2010).

AKR1C2

AKRIC2 je kromé& jaternich bun¢k exprimovan také v prostaté a v mléné Zlaze.
AKRI1C2 hraje roli v syntéze a transportu Zlucovych kyselin. Tak jako AKR1C1, 1 AKR1C2
prispiva k rozvoji CRPC (Hofland et al. 2010, Penning et al. 2004).

Snizend exprese AKRIC2 byla zjisténa u karcinomu prsu. Progesteron
je prostfednictvim  AKRI1C2  pfeménén na svij inaktivni  metabolit 3o-HP
(3a-hydroxy-4-pregnen-20-on), kdy tento metabolit potlacuje bunécnou proliferaci, vede

k adhezi molekul, antiproliferaci a apoptdze bunék (Lewis et al. 2004).

AKR1C3

AKRIC3 je exprimovan jatry, ve vétsi mife pak prostatou a mlé€nou Zzlazou
(Zeng et al. 2017).

Enzym AKR1C3 katalyzuje redukci prostaglandini PGD; na 9a, 11B-PGF2, a PGH>
na PGFy,, proto je znamy jako protein PGF-syntasa. Déle se podili na katalyze estrogenu
na 17B-estradiol, 4-androsten-3,17-dionu na testosteron a inaktivaci progesteronu

na 20a0-hydroxyprogesteron (Zeng et al. 2017, Penning et al. 2004).
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AKRI1C3 je nadmérné exprimovan u karcinomu prostaty a je spojovan s vyvojem
nadorového onemocnéni prostaty, respektive s CRPC (Tian et al. 2014).

AKRIC3 je hojn¢ exprimovan v prsni tkani nadorového bujeni. Tento enzym je schopen
redukovat androgenni prekurzory a estrogen na testosteron a 173-estradiol, coz vede k tvorbé
ucinngjSich hormont a aktivaci jadernych receptorti a tim k progresi nddoru (Zeng et al. 2017).
AKRI1C3 je pojen také s rezistenci na DOX u karcinomu prsni tkdn€ (Zhong et al. 2015).

Zvysena exprese enzymu AKRIC3 je pozorovana u nadorového onemocnéni
endometria a délozniho ¢ipku (Rizner 2012).

Bylo identifikovano velké mnozstvi inhibitorit AKR1C. AKR1C3 mize byt inhibovana
kyselinou skotficovou, nesteroidnimi antiflogistiky (NSAID), kyselinou benzoovou, flavonoidy
a dal§imi. Nyni je ve fazi klinického testovani inhibitor enzymu AKRIC3 indomethacin
6-medroxyprogesteron acetat, ktery je zkoumdn u pacientll s nddorovym onemocnéni prsu

¢i akutni myeloidni leukémii (Zeng et al. 2017).

AKR1C4

AKRIC4 je vnejvétsi mife exprimovan v jatrech, v malém mnoZstvi byl nalezen
také v plicich (Deyashiki et al. 1994, Penning et al. 2004).

AKR1C4 je schopny oxidace testosteronu na 4-androsten-3,17-dion, dale pak oxidace
17B-estradiolu na estron a 20a-hydroxyprogesteronu na progesteron (Penning et al. 2000).

Mezi xenobiotika, kterd metabolizuje AKR1C4, patii protinddorové 1é¢ivo oracin.
AKRIC4 inaktivuje oracin na dihydrooracin, respektive jeho stereospecificky izomer

(+)-dihydrooracin (Wsol et al. 2007).

Aflatoxinreduktasa (AKR7A2)

Enzym AKR7A?2 znamy jako aflatoxinreduktasa se vyskytuje napf. v jatrech, ledvinach,
srdei, mozku (L1 et al. 2016).

Rozdilnost oproti monomernim enzymim AKRI1 je takova, Ze AKR7 se vyskytuji
jako funk¢ni dimery (Barski et al. 2008).

Jedna zhlavnich roli enzymu AKR7A2 je detoxikace lidského organismu,
kdy je tento enzym aktivni vi¢i aldehydim, které vznikaji pti peroxidaci lipidd, coZ souvisi

se vznikem oxida¢niho stresu a poSkozeni lidskych buné€k. AKR7A2 je schopna chranit buinky
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pred oxida¢nim stresem, ktery vznika v disledku jak exogennich, tak endogennich aldehydu,
které jsou pro organismus cytotoxické (Li et al. 2012).

Pomoci katalyzy enzymem AKR7A2, ktery je hojné exprimovan v srdci, pii nadorové
terapii antracyklinem DAU, vznika kardiotoxicky metabolit daunorubicinol. Také byl zkouman
vliv methylace DNA na expresi lidského enzymu AKR7A2 a bylo zjisténo, ze methylace
ovlivitluje  expresi AKR7A2, tak i syntézu kardiotoxického daunorubicinolu
(Hoefer et al. 2016).

Dle klinickych studii bylo zjisténo, ze AKR7A2 se vyskytuje ve vyssi mife u pacientl
s neurodegenerativnim onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba. V CNS, konkrétné
pak v gliovych  buiikach, astrocytech a  mikrogliich, ma AKR7A2 funkci
sukcinat-semialdehydreduktasy. AKR7A2 se podili na metabolismu sukcindtsemialdehydu,
coz je metabolicky produkt GABA, na neuromodulator gama-hydroxybutyrat (GBH)
(Picklo et al. 2001).

AKR7A2 vykazuje hepatoprotektivni aktivitu, v disledku katalyzy redukéni reakce
dialdehydového metabolitu alfatoxinu B1, ktery je hepatotoxicky, na jeho odpovidajici méné

toxicky dialkohol (Ireland et al. 1998).

2.3 PROTEINKINASY

Proteinkinasy piedstavuji enzymy, nachazejici se v cytoplazmée buiiky, které katalyzuji
fosforylaci proteinu, tedy vazbu fosfatové skupiny na aminokyselinové zbytky v proteinech.
Reakce probiha tak, 7e se prendsi z konce ATP fosforylova skupina (PO37) na proteinovy
substrat a tim vznikne ADP a dojde tak k funkéni zméné cilového proteinu (Obr. 9). Jedna se o
jednu z nejcastéjSich posttranslacnich modifikaci proteinu, kdy dochézi k stechiometricky
kovalentni modifikaci (Girault et al. 2017, Hamilton et al. 1998).

Proteinkinasy se ucastni mnoha signalizacnich drah v buiice, mezi které patii
proliferace, genova exprese, transport pfes membranu, motilita, metabolismus ¢i apoptdza.
Fosforylaci ¢i defosforylaci mtize dochazet jak k aktivaci, tak i1 k inaktivaci cilovych proteinti
(Hanks 2003).

V lidském genomu je identifikovano vice nez 500 geni kodujici proteinkinasy, coz ¢ita
asi 2 % ze vSech lidskych genti (Manning et. al 2002).

Vsechny eukaryotick¢é proteinkinasy sdileji konzervované katalytické jadro

a rovnéz pak mizeme v katalytické doméné najit fadu konzervovanych oblasti. N-terminalni
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konec katalytické domény obsahuje glycinové zbytky a vyskytuje se v blizkosti aminokyseliny
lysinu, ktery se ucastni vazby ATP. Pro katalytickou aktivitu enzymu, je velmi dtlezita kyselina
asparagova, kterd se nachazi ve stfedni Casti katalytické domény (Knighton et al. 1991).

V buiice hraji proteinkinasy rtizné role. Dle fosforylovaného substratu, respektive
aminokyselinového zbytku, ktery je fosforylovan, miizeme proteinkinasy rozdélit do tii
nejcastéjSich skupin — tyrosinkinasy, serinkinasy a threoninkinasy. Asi 1/5 proteinkinas je
specificka pro tyrosinové zbytky a zbyvajici 4/5 fosforyluji threoninové ¢i serinové zbytky.
Nekteré proteinkinasy jsou schopny tzv. dvojité specifity, coZ znamena, ze maji schopnost
stejn¢ dobfe fosforylovat jak serinovy, tak threoninovy zbytek, a jsou ¢asto oznaCovany
jako serin/threonin kinasy. Histidinkinasy, lysinkinasy a argininkinasy se vyskytuji mén¢ asto
(Girault et al. 2017, Maltthews 1995).

Regulace proteinkinas v bufice probihd nékolika rlznymi mechanismy.
Prvnim mechanismem regulace je fosforyla¢ni kaskada, kdy proteinkinasa je fosforylovana
na své katalytické doméné, presnéji na jeji konzervované (aktivni) smycce. Tim se spusti
fosforylacni kaskadda, kdy dana aktivovand proteinkinasa fosforyluje a tim aktivuje
dalsi proteinkinasu a tato akce se miize opakovat nékolikrat, coz hraje dualezitou roli
v zesilovani signalu. Druhy regulacni mechanismus je spojen s doménami, které specificky
interaguji bud’ zpisobem konstitutivnim nebo regulovanym s proteiny ¢i bunéénymi slozkami.
Proteinkinasa je zaclenéna do bunécného jadra nebo plazmatické membrany, pficemz spojovaci
domény pak interaguji s vybranymi substraty. Treti regulacni mechanismus je spjat s regulacni
doménou a kinasovou doménou. Blok aktivity katalytické domény prostfednictvim domény
regulacni sméfuje k tomu, ze je enzym aktivovan vazbou ligandu na doménu regulacni,

to zméni jeho konformaci a uvolni inhibi¢ni G¢inek domény regula¢ni (Girault et al. 2017).
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Obr. 9 Schéma fosforylace proteinu prostfednictvim proteinkinas (Weber 2010)
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2.3.1 Inhibice proteinkinas

Inhibitory proteinkinas piredstavuji stidle vyznamnéjsi roli v terapii nadorovych
onemocnéni a dalsich chorob. Rada 1é¢iv, cilicich na kinasy, je v dnesni dobé jiz schvalena
v protinadorové 1é¢bé a dalsi z nich jsou ve fazi klinického testovani (Gross et al. 2015).

Ptiblizné 50 % proteind v lidském téle podléha fosforylaci, cozZ je jedna z nejcastéjSich
posttranslacnich modifikaci. Pfi nadmémé expresi a abnormalni aktivaci kinas muze jit
bud’ o hnaci motor nemoci, tzv. prekancerdzni stav ¢i ptimo vyvolavat nadorové onemocnéni.
Kinasové signédlni drdhy jsou hlavni fidici jednotkou rtznych fenotypli nadorh, podili
se na proliferaci, pohyblivosti, metabolismu, neokapilarizaci i potlacovani protinddorové
imunitni odpovédi. V disledku této problematiky, byla vyvinuta fada inhibitort proteinkinas
a na velké Casti z nich se jesté pracuje (Gross et al. 2015).

Inhibitory proteinkinas soutézi s ATP o vazebné misto, tim snizuji fosforylaci kinas
a v dasledku toho inhibuji proliferaci bun¢k kancerogennich (Jiao et al. 2018).

V soucasné dobé¢ je k inhibitoriim proteinkinas, jakozto k potencialnim protinddorovym
1é¢iviim, pfistupovdno ze 4 uUhli pohledu. Za prvé diky pokrocilejsim technologiim
hloubkového sekvenovani a pokrokové genomice se snazime objevit nové vyznamné kinasy.
Nejcastéjsim mechanismem aktivace kinas jsou bodové mutace, které vedou k abnormalni
onkogenni aktivaci kinas a dysregulaci systému. V dasledku rezistence na inhibitory kinas
je snaha objevit selektivni a silnéj$i inhibitory kinas. Studie ukézaly, Ze rezistence na inhibitory
kinas se miZe vyskytnout z n€kolika divodii. Jednim z problémi miiZze byt resistence na cil
v dtsledku mutaci nebo zménéného sestfihu cilové kinasy. Dalsi z mechanismi rezistence
by mohla byt ,piekdzka“ na cest¢, a to vlivem aktivace downstream komponentl
nebo preruseni smycek negativni zpétné vazby (Gross et al. 2015).

Druhy z moznych mechanismu rezistence na 1é¢ivo se jevi modifikace fenotypu bunky
prostfednictvim histologické transformace ¢i modulace procesii v buiice, které maji vliv
na transport, distribuci a stabilitu 1é¢iva (Gross et al. 2015).

Za tieti se védci zamé&fuji na synergismus inhibitort, tedy hledaji kombinovanou terapii
k potlaceni rezistence na 1é€ivo a ke zlepSeni protinadorového ucinku (Gross et al. 2015).

Za ctvrté je pak snaha nalézt nové cile kinas pfi regulaci imunitni odpovédi

a mikroprostfedi nadoru (Gross et al. 2015).
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2.3.1.1 Brigatinib

Obr. 10 Brigatinib (pfevzato z Internet 6)

Brigatinib (AP26113; Obr. 10) je tyrosinkinasovy inhibitor anaplastické lymfomové
kinasy (ALK) druhé generace. Dale byla také prokézana jeho uc€innost u nddorovych bunck
s mutacemi epidermalniho ristového faktoru (EGFR) (Wei-Sheng et al. 2016, Internet 6).

ALK byla poprvé objevena v anaplastickém velkobunééném lymfomu (ALCL).
Jeji hlavni role spociva v bunééné komunikaci, dale je spojovana s vyvojem a funkci nervového
systému. Abnormalni exprese ALK byla pozorovana u nemalobunééného plicniho karcinomu
a také u neuroblastomu. Prvnim inhibitorem ALK, ktery byl schvalen FDA, byl krizotinib.
Tento ATP-konkuren¢ni inhibitor ALK byl uspé$né pouzit u pacientli s nemalobunéénym
plicnim karcinomem. Ovsem bylo zjisténo, Ze krizotinib — inhibitor ALK prvni generace,
ma pomérné¢ Spatnou biologickou dostupnost do CNS z divodu nedostate¢né penetrace
ptes hematoencefalitickou bariéru a proto, podle klinickych studii zhruba u 20 % pacient
lécenych krizotinibem dochédzi k progresi onemocnéni. Dle studii by mél brigatinib,
jakozto inhibitor ALK druhé generace, coZ jsou inhibitory s vét§i molekulou nez inhibitory
generace prvni, vykazovat vyssi intrakranidlni aktivitu (Costa et al. 2015, Internet 6).

Brigatinib je také inhibitorem receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR).
Tento receptor je exprimovan ve vyS$§i mife v riznych typech néadorovych bunék,
jako je napt. nadorové onemocnéni plic, tlustého stteva, hlavy a krku (Internet 6).

Brigatinib je uzivan pouze perordlné¢ a doporucend denni davka je 90-180 mg/den.
Casto je jeho uziti spjato s fadou nezadoucich wginkd, kdy se doporuduje po jejich vyskytu
upravit davku ¢i brigatinib zcela vysadit. Mezi nejcastéjsi nezddouci ucinku patii Gnava,
nevolnost, prijem kasel ¢i bolest hlavy. V omezené mitfe ovSem daleko zavaznéjsi je pak vyskyt

vedlejSich uc¢inki jako je hypertenze, bradykardie, hyperglykémie, poruchy zraku,

-32-



pneumonitida ¢i intersticialni plicni nemoc. Studie ukdzaly, ze uzivani brigatinibu je spojeno
se zvySenymi hladinami jaternich aminotransferas, ovSem akutni poskozeni jater
nebo chronicka hepatitida zatim nebyla zaznamenana (Internet 7).

Metabolismus brigatinibu probihd v jaternich hepatocytech pomoci CYP2CS8 (72,4 %)
a CYP3A4 (27,6 %). Pii uzivani silnych inhibitori CYP3A4 je nutné davku 1é¢iva snizit,
jelikoz by vlivem inhibitort CYP byla plazmaticka hladina brigatinibu zvysena. Mezi silné
inhibitory CYP3A4 patfi naptf. antimykotika (itrakonazol, ketokonazol), makrolidova
antibiotika (klarithromycin), antivirotika (indinavir) (Internet 8).

Dle Registru klinickych zkousek EU nyni probihaji 4 studie, kdy dochazi k testovani
brigatinibu. Jedna z piikladii je randomizovana studie, ve fazi 2 klinického testovani brigatinibu
u pacienti s ALK pozitivnim nemalobunéénym karcinomem plic, ktefi byli difive léCeni
krizotinibem. Do testovani bylo zapojeno 222 pacientli (muzi i Zeny) zruznych zemi
(pt. z Australie, Némecka, Nizozemska, Koree, Spanélska, USA a dalgich). 170 pacientt bylo
ve véku (18—64 let), 52 pacientii (od 65 do 84 let). Brigatinib byl podavan peroralné¢ 1x denné
v ddvce 90-180) mg/den v 28dennim cyklu az do progrese onemocnéni nebo nesnesitelnosti
toxicity. Tato studie nyni dale pokracuje, a zatim nebyly uvedeny hlavni statistiky k hodnoceni

miry objektivni odezvy podle hodnoceni vySetfovatele (Internet 9).

2.3.1.2 Alisertib

OH

Obr. 11 Alisertib (pfevzato z Internet 10)
Alisertib (MLN8237; Obr. 11) je selektivni inhibitor Aurora A kinasy (AAK). AAK je

serin/threonin proteinkinasa, kterd je vysoce exprimovana v rychle se délicich buiikach

(Nikonova et al. 2012, Internet 10).
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Aurora A kinasa je lokalizovana v polech vieténka a v mikrotubulech vietena
béhem bunécného cyklu, konkrétné béhem mitézy a davame ji do souvislosti s regulaci
sestaveni vietena. Inhibice AAK alisertibem muze mit za nasledek zastaveni abnormalni tvorby
mitotického vietena a segregace chromozomt a inhibici bunécné proliferace (Internet 10).
U velkého mnozstvi nadorovych onemocnéni, jako je napi. nadorové onemocnéni prsu
¢i tlustého stieva, se setkavame s aberantni expresi AAK (Nikonova et al. 2012).

Alisertib, byl vroce 2012 Evropskou unii oznacen jako sirotéi 1éCivo, které bylo
vyvinuto pro 1écbu nadorového onemocnéni vajecniku a pro 1écbu periferniho T-bunécného
lymfomu. V roce 2016 dle Evropské 1ékové agentury (EMA) byl stazen z registru pro vzacna
onemocnéni a jiz se v této indikaci nikde v EU nepouziva (Internet 11).

Alisertib je biologicky dostupny po perordlnim podani. Nyni je alisertib v riznych
fazich klinického testovani. Jednou ze zkouSek je studie alisertibu v kombinaci
s chemoterapeutikem paklitaxelem u metastazujiciho a lokalné se opakujicitho nadorového
onemocnéni prsu. Tato klinicka studie je nyni ve druhé fazi. Divodem této kombinace je to,
ze 1écba nadorovych onemocnéni, je asto ucinngjs$i v kombinaci 1é¢iv, nez pokud jsou 1éCiva
podavana samostatné — bud’ mulze dochéazet k synergickému nebo aditivnimu uUc€inku
(Internet 12).

Vroce 2014 byl alisertib testovan u pacientil s recidivujicim a refrakternim
B a T lymfocytdrnim non-Hodgkinovym nadorem. V klinické studii byl alisertib podavan
pacientim vdavce 50 mg 2x denné¢ 7 dnl a poté znovu v 2ldennich cyklech.
Nejcastéjsim nezadoucim jevem byly zaznamenany poruchy v krvetvorbé, a to konkrétné
neutropenie, leukopenie, trombocytopenie a anémie. Vysledkem této studie byla prokdzéana
aktivita alisertibu jak u T-bunéénych, tak u B-buné¢nych lymfomu. Ze vSech 1é€enych pacientli

byla mira uspésné odpovedi 27 % (13 ze 48 pacientil) (Friedberg et al. 2014).
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3. CIL PRACE

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo studium inhibi¢niho
potencidlu  vybranych  proteinkinasovych  inhibitori,  brigatinibu a  alisertibu,
vuci karbonylredukujicim enzymam, které jsou schopny metabolizovat chemoterapeutikum

daunorubicin na mén¢ u¢inny daunorubicinol.

Pro posouzeni efektu bylo potteba:

e Porovnat specifickou aktivitu vybranych karbonylredukujicich enzymii z nadrodiny
AKR (AKR1A1, AKR1BI1, AKR1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKR1C3, AKRI1C4,
AKR7A2) a SDR (CBR1, CBR3) pfi pouziti substratu daunorubicinu

e Provést zakladni screening inhibice u nami zvolenych inhibitorti proteinkinas
(brigatinibu a alisertibu) na karbonylredukujicich enzymech, které byly aktivni
vuci daunorubicinu (substratu)

e Stanovit ICso, coz je koncentrace inhibitoru, kterd je potiebna ke snizeni aktivity
enzymu na polovinu

e Stanovit Kj, coZ je inhibi¢ni konstanta, charakterizujici afinitu inhibitoru k enzymu

(Kj a ICso stanovuje u inhibitoru, ktery ma vysokou inhibi¢ni aktivitu)
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4. POUZITY MATERIAL A METODIKA

41 MATERIAL

4.1.1 Pomiicky a pristrojové vybaveni

Tabulka 1 shrnuje pomitcky, které byly k této praci vyuzivany a v tabulce 2 jsou
uvedeny pristroje, které nam usnadnily experiment, anebo jsme diky nim ziskaly hodnoty

pro dalsi vypocty.

Tab. 1 Ptehled pouzitych pomiicek

Pomiicka Pivod, vyrobce

Hodinky - stopky

Injekeni jehly Ceska republika, Braun
Injekeni stiikacky Japonsko, Terumo
Kédinky

Kopistky

Lzicky

Led

Filtr s membranou Némecko, Sigma-Aldrich
Mikrozkumavky Némecko, Eppendorf
Mikropipety Finsko, Santorius Biohit

Odmérné vélce
Rukavice Ceska republika, Vulkan Medical

Stojan na zkumavky

Spi¢ky k pipetovani Finsko, Santorius Biohit

Vialky + (inzerty, septa a vicka na vialky) USA, Agilent Technologies
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Tab. 2 Ptehled pouzitych pfistroji

Pristroj

Pivod, vyrobce

Centrifuga (Mini Spin plus)

Némecko, Eppendorf

Kolona k UHPLC (2. 1 x 50 mm, 1. 8 pum,
Zorbax Eclipse Plus C18)

USA, Agilent Technologies

Odsavaci pumpa

Ceska republika, P-Lab

Ptistroj na vyrobu ledu (Scotsman AF80)

Velka Britanie, Scotsman

Termomixér (Thermomixer Compact)

Némecko, Eppendorf

Ttepacka (IKA Vortex Genius 3)

Némecko, IKA

UHPLC (Agilent 1290 Series)

USA, Agilent Technologies

Ultrazvuk

Polsko, Activ

Vahy analytické (Scaltec SBC22)

USA, Scaltec

Vakuovy koncentrator (Concentrator plus)

Némecko, Eppendorf

4.1.2 Chemikalie a reagencie

Tabulka niZe shrnuje vSechen pouzity materidl a reagencie, se kterymi jsem po dobu

své experimentalni prace pracovala (Tab. 3).

Tab. 3 Piehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Pivod, vyrobce (dodavatel)
Acetonitril Némecko, Sigma-Aldrich
Amoniak Ceska republika, Lachema
Ethylacetat Némecko, Merck KGaA

Destilovana voda

Katedra biochemickych véd, FaF

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Cina, MP Biomedicals

Glukoza-6-fosfat (Glc-6-P)

Némecko, Applichem

Glukoéza-6-fosfatdehydrogenasa
(Glc-6-P dehydrogenasa)

Némecko, Roche Diagnostics

Chlorid hotfe¢naty hexahydrat (MgClz)

Némecko, Sigma-Aldrich

Methanol

Ceska republika, Penta

NADP"
(Nikotinamidadenindinukleotidfosfat)

Némecko, Roche Diagnostics

Na;HPO4. 2H>0

Ceska republika, Penta

Na;HPO4. 12H>0O

Ceska republika, Penta




Rekombinantné pripravené enzymy

Enzymy (Tab. 4), se kterymi byl experiment proveden, byly pfipraveny na Katedie
biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Tyto enzymy byly pfipravené
rekombinantné pomoci expresniho systému E. coli a byly rozpusténé v 0,1 M sodno-fosfatovém

pufru s ptidavkem 20 % glycerolu; pH 7,4.

Tab. 4 Enzymy

Enzymy ¢ [mg/ml]
AKRI1AI 1,70
AKRI1B1 1,50
AKRI1B10 1,56
AKRIC1 1,84
AKRIC2 1,96
AKRIC3 1,30
AKRIC4 0,75
AKR7A2 2,40
CBRI1 2,11
CBR3 1,93
Substrat a inhibitory

Pro experimentdlni c¢ast této diplomové prace byl pouzit substrat daunorubicin

hydrochlorid a dva inhibitory proteinkinas — alisertib a brigatinib (Tab. 5).

Tab. 5 Pouzité inhibitory a substrat

Pivod, vyrobce (dodavatel)

Substrat

Daunorubicin hydrochlorid Némecko, Sigma-Aldrich
Inhibitor

Alisertib Selleckchem

Brigatinib Selleckchem
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4.2 METODIKA

4.2.1 Princip pouZivané reakce

DAU byl prostfednictvim NADPH-dependentnich karbonylredukujicich enzymu
redukovan na C-13, za vzniku jeho sekundarniho metabolitu daunorubicinolu.

Pomoci UHPLC jsme zjistovali, jaky je inhibi¢ni potencial vybranych inhibitora
proteinkinas (alisertib, brigatinib) viiéi vybranym karbonylredukujicim enzymim. Cim méné
daunorubicinolu jsme ziskali, tim vy$$i byl inhibi¢ni potencidl vybranych inhibitorQ

proteinkinas.
4.2.2 Priprava reagencii

Piiprava NADPH-regeneracniho systému

NADPH-regeneracni systém je dilezitou soucasti reakéni smési. NADPH zaujima roli
kofaktoru studovanych CR. Pomoci regenerac¢niho systému je v reakci zajistén stale dostatek

NADPH (Obr 12).

NADP* NADPH

N

Glukoza-6-fosfatdehydrogenasa
Glukéza-6-fosfat ! > 6-fosfoglukonolakton

Obr. 12 Schéma vzniku NADPH v regeneracnim systému

NADPH-regeneracni systém (piepocten na 1 reakci) je sloZzen z NADP™ (0,2 mg),
glukoza-6-fosfatdehydrogenasy (0,5 pl), glukéza-6-fostatu (0,6 mg), MgClz (10 pl; 0,1 M)
a sodno-fosfatového pufru (10 ul; 0,1 M; pH 7,4).

Priprava sodno-fosfatového pufru 0,1 M s pH 7,4
Pro ptipravu sodno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 7,4) jsme smichali dva roztoky
ve vhodném poméru tak, abychom dostali pH 7,4 pufru. Prvni roztok, ziskany rozpusSténim

7,16 g Na,HPOs4. 12H20 ve 200 ml vody, jsme smichali s druhym roztokem ve vhodném
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pomeéru, kdy druhy roztok byl pfipraven rozpusténim 3,12 g NaH>PO4, 2H>0, tak aby vysledné
pH bylo 7,4.

Celkova priprava NADPH-regenerac¢niho systému

Do reak¢ni smési jsme pridali 20 pl roztoku NADPH-regeneracniho systému, ktery jsme
si pfipravili neprodlené vzdy pied inkubaci. NADP" a glukédza-6-fosfatdehydrogenasu jsme
si navazili do eppendorfek na analytickych vahach a poté rozpustili v 0,1 M sodno-fosfatovém
pufru s pH 7,4. Do vzniklé smési byla ptidana glukéza-6-fosfatdehydrogenasa a 0,1 M MgClo.

Smés jsme nasledn¢ dikladné zhomogenizovali za pouziti tiepacky.

Priprava substrdtu

Zvoleny substrat pro vSechny reakce byl daunorubicin.

Nejprve byl pfipraven 5 mM pracovni roztok DAU. Z tohoto roztoku bylo do 100 pl
reak¢ni smési pridano 10 pl, takze vysledna koncentrace DAU byla 500 uM.

Pti stanoveni hodnoty K; alisertibu jsme vychdzeli z pracovnich roztokl o koncentracich
DAU 20000 uM, 10000 pM a 8000 uM, 6000 uM a 4000 uM. Z té€chto pracovnich roztokl
jsme do reakéni smési pridali 10 pl. Finalni koncentrace DAU v 100 pl reakéni smési tedy byla

2000 pM, 1000 M, 800 uM, 600 uM a 400 pM.

Priprava enzymii

Karbonylredukujici enzymy, které musely byt uchovavany v mrazaku, jsme natedili
na pozadovanou pracovni koncentraci roztoku pomoci sodno-fosfdtového pufru (0,1 M;
pH 7,4). Koncentrace zasobnich roztokl s jednotlivymi enzymy jsou uvedeny v tabulce 4.
Pti porovnavani aktivity enzyma vici substratu DAU, jsme pracovali se zdsobnimi roztoky
enzymt, které byly nafedény na koncentraci 0,3 mg/ml. Do reakce jsme pipetovali 10 ul
takto natedéného roztoku, coz odpovidalo 3 pg enzymu ve 100 pl reakcei.

Pro zékladni screening potencialnich inhibi¢nich vlastnosti alisertibu a brigatinibu jsme
na jednu reakci pouzili 1 ng CBRI1; 1 ng AKRIAI; 5 pg AKRIBI; 5 pg AKRI1BI10;
1,5 ng AKR1C3; 5 ng AKR7A2.

Pti stanoveni ICsp a K inhibitoru jsem pouzili pracovni roztok AKRIC3 enzymu,

jehoz koncentrace €inila 0,15 mg/ml, coz odpovidalo 1,5 pg enzymu v 100 pl reakéni smési.
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Priprava inhibitori

Zasobni roztoKy inhibitort, které jsme pouzivali, byly uchovavany v mrazaku (-20 °C).
Jejich zasobni koncentrace byla 10 mM. Alisertib byl rozpustén v DMSO a brigatinib
v ethanolu. Pomoci DMSO, respektive pomoci ethanolu, jsme tyto zadsobni roztoky inhibitorQ
fedili na pozadovanou pracovni koncentraci.

Findlni koncentrace inhibitorti v 100 ul reakci byla 10 a 50 uM. Ze zasobnich roztokt
inhibitori jsme pfipravili roztoky pracovni o koncentraci 500 uM a 2500 uM. Na pracovni
roztok o koncentraci 500 uM jsme pouzili 2 pl inhibitoru a 38 ul DMSO (respektive ethanolu)
a pracovni roztok o koncentraci 2500 uM jsme pfipravili nafedénim 4 pl inhibitoru s 12 pl
DMSO (respektive ethanolu). Poté bylo do reakéni smési pfidano 2 pl pracovniho roztoku.

Pti stanoveni ICso alisertibu byla jeho vyslednad koncentrace ve 100 pl reakéni smési
50 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,25 uM a 0,1 uM, 0,05 uM. Ptipravili jsme tedy pracovni
roztoky o koncentracich 2500 uM, 500 uM, 250 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 5 uM a 2,5 uM
a z téchto roztokl byly do reakéni smési pridany 2 pl.

Pfi stanoveni K; jsme vychazeli z pracovnich roztokl alisertibu o koncentracich
250 uM, 50 uM a 25 uM, z té€chto pracovnich roztokii jsme do reakéni smési ptidali 2 pl.
Finalni koncentrace alisertibu ve 100 pl reakéni smési tedy byla 5 uM, 1 uM a 0,5 uM.

4.2.3 Inkubace

V prvnim kroku naseho experimentu jsme si oznacili eppendorfky, do kterych jsme
napipetovali NADPH-regeneracni systém a sodnofosfatovy pufr a nédsledné jsme tuto smés
prenesli do ledu a chladili. V dalSim kroku byl do regeneracni smési piidan ptislusny
karbonylredukujici enzym, a v pfipad¢ reakce bez enzymu, jsme namisto enzymu ptidali pufr.
U vzork, kde jsme zkoumali inhibi¢ni aktivitu, jsme pfidali inhibitor. Poté jsme smés diikladné
zhomogenizovali na tfepaéce. Do piedem vyhiatého termomixéru na 37 °C jsme vlozili
eppendorfky s pfipravenou smési a zacali jsme s preinkubaci vzorku, kdy preinkubace trvala
10 minut a podstatou této preinkubace bylo navazani inhibitoru na enzym.

Po uplynuti deseti minut jsme postupné v tficeti sekundovém intervalu pfidavali substrat
DAU. Délka inkubace pak trvala 30 minut u vétSiny enzymu, krom& AKR1B1, kdy inkubace
v piipad¢ screeningu inhibitord trvala 120 minut. Inkubaci jsme zastavili 300 pl methanolu

a vzorky dali zpét na led, kde byly ponechany po dobu deseti minut. V pfipad€ porovnani aktivit
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jednotlivych enzyma a pfi stanoveni hodnoty K; jsme reakci stopovali ptidavkem 40 pl
amoniaku. Vzorky byly dany na 10 minut na led, poté k nim byl pfiddn 1 ml ethylacetatu,
vzorky byly 15 minut vytfepavany na tiepacce, nasledné zcentrifugovany pii 13 400 rpm
2 minuty. Z eppendorfek jsme odebrali horni organickou vrstvu a tu dali pfi 30° C odpafit
a tento proces, od pridavku 1 ml ethylacetatu jsme provedli jesté jednou.

Ptipravili jsme si tedy reakce s inhibitory o pozadované koncentraci v triplikatu,
neinhibovanou reakeci v triplikatu, kontrolu DMSO pro alisertib (respektive kontrolu ethanolu
pro brigatinib) v triplikatu, kontrolu bez enzymu (byl zde misto enzymu pouzit sodno-fosfatovy
pufr) a kontrolu bez substratu (substrat byl nahrazen destilovanou vodou), ty byly v duplikatu.

Ptesné slozeni rek¢énich smési jsou uvedeny v tabulkach pod textem (Tab. 6, 7, 8, 9).

Tab. 6 Slozeni jednotlivych reakénich smési pro porovnani aktivity enzymu

Regeneracni Sodno- Enzym Substrat Pocet
systém fosfatovy (nb) Daunorubicin | reakei
(b pufr (1D
(ul)

Neinhibovana 20 60 10 10 3
reakce
Kontrola bez 20 60 10 - 2
substratu (10 pl vody)
Kontrola bez 20 70 - 10 2
enzymu
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Tab. 7 Slozeni jednotlivych reak¢énich smési pii screeningu inhibitort

Regeneracni | Sodno- | Enzym Inhibitor Substrat Pocet
systém fosfatovy | (ul) (nb) Daunorubicin | reakei
(1D pufr (D
(u)

Neinhibovana 20 60 10 - 10 3
reakce
Kontrola 20 58 10 2 10 3
DMSO (DMSO/ethanol)
(ethanolu)
Inhibitor 20 58 10 2 10 3
10 pM
Inhibitor 20 58 10 2 10 3
50 pM
Kontrola bez 20 70 - 10 2
enzymu
Kontrola bez 20 60 10 - - 2

substratu

(10 pl vody)
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Tab. 8 SloZeni jednotlivych reak¢énich smési pii stanoveni ICso inhibitoru — alisertibu

50 pM

Regeneracni | Sodno- | Inhibitor | Enzym Substrat Pocet
systém fosfatovy (nb) (ul) | daunorubicin | reakci
(1D pufr (D
(u)
Neinhibovana 20 60 - 10 10 3
reakce
Kontrola bez 20 70 - - 10 2
enzymu
Kontrola bez 20 60 - 10 - 2
substratu (10 pl vody)
Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,05 uM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,1 pM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,25 pM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 nM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1puM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
SuM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
10 pM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
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Tab. 9 SloZeni jednotlivych reak¢énich smési pii stanoveni K; inhibitoru — alisertibu

Regeneracni | Sodno- | Inhibitor | Enzym Substrat Pocet
systém fosfatovy (nb) (nb) daunorubicin | reakci
(1D pufr (b
(nl)
Kontrola bez 20 70 - - 10 2
enzymu
Kontrola bez 20 60 - 10 - 2
substratu 10 ul vody
Daunorubicin 2000 pM
Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
SuM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1pM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 nM
Daunorubicin 1000 pM
Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
S M
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1M
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 uM
Daunorubicin 800 pM
Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
5uM
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1M
Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 nM

Daunorubicin 600 pM
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Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
5 M

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1M

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 nM

Daunorubicin 400 pM

Kontrola 20 58 2 10 10 3
DMSO (DMSO)

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
SuM

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
1puM

Inhibitor 20 58 2 10 10 3
0,5 pM

4.2.4 UHPLC analyza

Priprava vzorkii na UHPLC

Pii méfeni ICso, Ki a inhibi¢ni aktivity inhibitorGi proteinkinas jsme pro ukonceni
inkubace a zastaveni reakce pouzili methanol a jednotlivé vzorky uloZzili na 10 minut do ledu.
Poté jsme vzorky ptenesli do centrifugy, kde byly po dobu deseti minut centrifugovany
pii 13 400 rpm. V dalSim kroku jsme vzorky pfipravili k analyze pomoci UHPLC. Pomoci
injekeni stiikacky s jehlou jsme kazdy vzorek nabrali a piefiltrovali pfes membranovy filtr
Whatman do inzerti oznacenych vialek a vialku poté zavieli. Takto byly vzorky piipravené
k méfeni za pomoci UHPLC.

Dalsi alternativou, jak zastavit probihajici enzymatickou reakci, bylo pouziti 26%
minutach jsme ke vzorku pfidali ethylacetat (1 ml) a nasledné vytiepavali po dobu patnécti
minut. Nasledn¢ jsme v dalsim kroku vzorky 2 minuty centrifugovali pti 13 400 rpm
apoté odebrali do mikrozkumavek horni organickou vrstvu, ve které se nachazel

daunorubicinol. Extrakci jsme se vzorky zopakovali jesté jednou, kdy jsme tedy ke spodni
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vrstve pridali ethylacetat (1 ml), vyttepali, centrifugovali a odebrali horni organickou vrstvu.
Poté vzorky s organickou vrstvou byly pfi 30 °C odpafovany, kdy doslo k zakoncentrovani
vzorkl odpafenim rozpoustédla. Vzorky byly ptfedany do vialek a pfipravené k méfeni
na UHPLC. Tuto metodu jsem si vyzkouSela pii porovnavani aktivit jednotlivych

karbonylredukujicich enzymu, dale pak pii stanoveni hodnoty K.

Analyza pomoci UHPLC

Pro tento experiment, respektive UHPLC analyzu, byl pouzit piistroj Agilent 1290
Series, jehoz kolona byla Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm; 1,8 pl) a Infinity 1290 filtr.
Pro analyzu vzorkd na UHPLC byla stanovena tato kritéria: priitokova rychlost 0,8 ml/min,
izokratick4 eluce, teplota 40 °C, mobilni faze 0,1% kyselina mraven&i s acetonitrilem v poméru
74:26 (v/v), tlak 535 bart, a fluorescencni detektor (emisni vinova délka 560 nm, excitacni
vlnova délka 480 nm).

Pomoci UHPLC analyzy jsme ziskali vysledky méfeni metabolitu daunorubicinolu
jak kvalitativni (specificky retenéni cas), tak kvantitativni (porovnavéani plochy piku

s kalibra¢ni kiivkou).

Priiprava mobilni faze na UHPLC

Pii méfeni na UHPLC jsme jako mobilni fazi pouzili roztok, sloZzeny z kyseliny
mravenci (0,1%) a acetonitrilu. Pti zjiStovani aktivity karbonylredukujicich enzyma jsme

pouzili takto pfipraveny roztok v mnoZzstvi 400 pl na rozpusténi odpatfenych vzorkd.

4.2.5 Zpracovani namérenych dat

Zapomoci UHPLC analyzy jsme zjistili, jaké mnoZstvi metabolitu daunorubicinolu (ng)
je ve vzorku, kdyZ néstiik na kolonu €inil 5 pl vzorku. Z této hodnoty, jsme pak byli schopni
vypocitat specifickou aktivitu enzymu, kterd byla vyjadiena v nmol/mg/min. Hodnotu,
ziskanou prostfednictvim UHPLC jsme vynasobili koeficientem fedéni. Koeficient fedéni (K)
zahrnuje podil nastfiku vzorku na kolonu (5 pl) a celého objemu vzorku (400 pl),

tedy K =400 pl/5 pl = 80. Vysledek, ktery jsme timto ziskali jsme pfepocetli na mnoZzstvi
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daunorubicinolu, které je schopny vytvofit 1 mg enzymu. V dal§im kroku nasledoval prepocet
zng na nmol. Predesly vysledek jsme vydélili Mr daunorubicinolu, tedy 529, 54 g/mol
(Mipauol = 529,54 g/mol). Poslednim krokem bylo vydé¢lit vysledek poctem minut inkubace
enzymu, a tim jsme ziskali vysledek specifické aktivity.

Pro vypocet specifické aktivity jsme vyuzili program Microsoft Excel 16.25.

Pro grafické hodnoceni ICso a inhibi¢ni konstanty K; jsme vyuzili programu GraphPad

Prism &8.2.0.
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5. VYSLEDKY MERENI

5.1 SPECIFICKA AKTIVITA yYBRANYCH KARBONYLREDUKUJICICH
ENZYMU VUCI SUBSTRATU DAUNORUBICINU

Nejprve jsme stanovili specifickou aktivitu vybranych enzymii z nadrodiny AKR a SDR
vuc¢i nami zvolenému substratu DAU. Porovnani jsme provedli u karbonylredukujicich enzymi
AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2, AKRIC3, AKR1C4, AKR7A2 a CBRI1,
CBR3.

Z analyzy vzorku, pomoci UHPLC, jsme ziskali mnozstvi vznikajictho metabolitu
daunorubicinolu v ng. Mnozstvi daunorubicinolu bylo pfepocitdno na specifickou aktivitu
enzymi v nmol/mg/min. Pro vétsi presnost vysledktl jsme pokusy se vzorky méfili vzdy 3x.
Tudiz aritmeticky pramér, ktery je uveden nize v tabulce (Tab. 10) jsme vypocitali z triplikatu

aktivity jednotlivych karbonylredukujicich enzymii.

Tab. 10 Porovnani specifické aktivity vybranych karbonylredukujicich enzymi
vuci daunorubicinu.

ENZYM SPECIFICKA AKTIVITA
(nmol/mg/min)

AKRI1A1 1302,89 + 106,89

AKRI1B1 50,85+ 0,93

AKRIBI10 549,14 + 226,50

AKRICI1 0

AKRIC2 0

AKRI1C3 1372,14 + 34,28

AKRI1C4 0

AKR7A2 220,90 + 87,77

CBRI1 1970,92 + 243,32

CBR3 0

Dle vysledki mizeme vidét, ze nejvyssi specificka aktivita vici substratu DAU byla
zaznamenana u CBR1, AKR1C3 a AKR1AT1 (Obr 13).
U enzymiit AKR1C1, AKRIC2, AKR1C4 a CBR3 se aktivita vii¢ci DAU neprokazala,

tudiz jsme s témito enzymy jiz dale nepracovali a vyfadili jsme je z dalSiho testovani.
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Aktivita enzymu viéi daunorubicinu
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Obr. 13 Porovnani specifické aktivity jednotlivych enzymt viaci DAU (Karbonylredukujici
enzymy byly fazeny podle klesajici specifické aktivity)

5.2 ZAKLADNI SCREENING INHIBICNIHO POTENCIALU INHIBITORU
PROTEINKINAS U AKTIVNICH ENZYMU VUCI DAUNORIBICINU

U enzymt, které byly aktivni viici DAU, jsme testovali inhibi¢ni potencial vybranych
inhibitort proteinkinas, tedy alisertibu a brigatinibu. Jednotlivé karbonylredukujici enzymy
(AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKRIC3, AKR7A2, CBR1) jsme inkubovali s potencidlnim
inhibitorem, ktery byl testovan v koncentracich 10 uM a 50 uM. Pomoci kontrolniho vzorku,
ve kterém byl namisto inhibitoru pouzit DMSO u alisertibu nebo ethanol u brigatinibu, jsme
porovnavali specifickou aktivitu enzymi s inhibitorem a specifickou aktivitu v kontrolnim
vzorku s DMSO, popiipadé¢ s ethanolem. Vzorek s DMSO/ethanolem byl povazovan

za neinhibovanou reakci s maximalni specifickou aktivitou.
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AKRI1A1

Pouzili jsme 1 pg enzymu AKRIA1 na 100 pl reakei, reakce probihala po dobu

30 minut a byla zastavena ptidavkem methanolu.

Meéieni jsme provedli v triplikdtu a hodnoty, které jsou uvedeny nize, jsme dostali

vypoctem jejich aritmetického priiméru. Vypocitané hodnoty specifické aktivity, procentualni

aktivity a procentudlni inhibice enzymu jsou uvedeny v tabulce 11 a 12.

Zavislost aktivity AKR1A1 (%) na koncentraci alisertibu a brigatinibu je na obrazku

14al5s.

Tab. 11 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKR1A1

AKRI1A1 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 1028,44 + 32,16
reakce
Kontrola DMSO 724,95 + 118,32 100,00 + 16,32 0,00
Alisertib
10 ptM 723,59 + 63,69 99,81 £8,79 neinhibuje
50 pM 655,63 + 58,19 90,44 + 8,03 9,56 + 8,03
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Obr. 14 Vliv alisertibu na aktivitu AKR1A1
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Tab. 12 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR1A1

AKR1A1l Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 1028,44 + 32,16
reakce
Kontrola ethanol 851,31 £56,87 100,00 £ 6,68 0,00
Brigatinib
10 pM 775,79 + 50,32 91,13 +591 8,87 +591
50 uM 838,00 £ 9,84 98,44 £ 1,16 1,56 1,16
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Obr. 15 Vliv brigatinibu na aktivitu AKR1A1

V ptipadé AKR1AT nebyla zjisténa zména aktivity enzymu o vice nez 10 %.

AKRI1B1

Pouzili jsme 5 pg enzymu AKRIBI na 100 pl reakci, reakce probihala po dobu
120 minut a byla zastavena pfidavkem methanolu.

Meéfteni jsme provedli v triplikatu a do tabulek 13 a 14 jsme uvedli aritmetické praméry
vypocitanych hodnot specifické aktivity, procentudlni aktivity a inhibice enzymu.

Grafické zndzornéni vlivu inhibice na aktivit¢ enzymu AKRIBI jsou uvedeny

na obrazcich 16 a 17.
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Tab. 13 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKR1B1

AKR1B1 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 9,26 + 1,23
reakce
Kontrola DMSO 7,99 + 0,63 100,00 + 7,83 0,00
Alisertib
10 pM 7,37 £ 0,69 92,27 + 8,58 7,73 + 8,58
50 uM 5,29 £0,38 66,25 + 4,75 33,75+ 4,75
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Obr. 16 Vliv alisertibu na aktivitu AKRI1B1
Tab. 14 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR1BI1
AKRI1B1 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 9,26 £ 1,23
reakce
Konrola ethanol 9,79+ 1,20 100,00 £ 12,24 0,00
Brigatinib
10 pM 11,09 + 0,69 113,26 £ 7,07 neinhibuje
50 M 10,27 £ 1,30 104,92 + 13,27 neinhibuje
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Obr. 17 Vliv brigatinibu na aktivitu AKR1B1

V piipadé AKRI1B1 bylo zjisténo snizeni aktivity o 34 % pfi pouziti alisertibu v 50 pM
koncentraci. Pti pouziti brigatinibu v 10 1 50 pM koncentraci doslo k mirnému zvySeni aktivity

enzymu.

AKRI1B10

Pouzili jsme 5 pg enzymu AKRIBI0 na 100 pl reakei, reakce probihala po dobu
30 minut a byla zastavena piidavkem methanolu.

Mg¢éteni bylo provedeno v triplikatu a do tabulek 15 a 16 jsme uvedli vypocitané hodnoty
specifické aktivity, aktivity a inhibice enzymu v procentech.

Vliv inhibitoru na aktivitu AKR1B10 je graficky zndzornén na obrazcich 18 a 19.

Tab. 15 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKR1B10

AKR1B10 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)

Neinhibovana 108,56 + 12,55

reakce

Kontrola DMSO 84,10 + 14,47 100,00 + 17,21 0,00

Alisertib

10 pM 56,97 + 3,47 67,74 £ 4,12 32,26 £4,12

50 M 37,26 £4,19 44,30 + 5,00 55,70 £ 5,00
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Obr. 18 Vliv alisertibu na aktivitu AKR1B10

Tab. 16 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR1B10

AKRI1B10 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)

Neinhibovana 108,56 + 12,55

reakce

Kontrola ethanol 77,86 + 6,74 100,00 £ 8,66 0,00

Brigatinib

10 ptM 76,00 £+ 8,73 97,60 £ 11,21 2,40+ 11,21

50 uM 75,42 £3,61 96,87 + 4,63 3,13+4,63
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Obr. 19 Vliv brigatinibu na aktivitu AKR1B10

Alisertib se jevi jako potencidlni inhibitor enzymu AKR1B10. Pfi pouziti alisertibu
v koncentraci 10 uM byla aktivita enzymu AKRIB10 snizena na 68 %. Pii pouziti
50 uM alisertibu pak doslo ke sniZeni aktivity AKR1B10 na 44 %.

V piipadé brigatinibu nebyla pozorovéna vyznamna zména aktivity AKR1B10.

AKRIC3

Pouzili jsme 1,5 pg enzymu AKRI1C3 na 100 pl reakci, reakce probihala po dobu
30 minut a byla zastavena ptidavkem methanolu.

V tabulce 17 a 18 jsou uvedeny hodnoty specifické aktivity, aktivita v procentech
a inhibice enzymu v procentech. Vzdy jsme reakci méfili v triplikdtu a hodnoty byly vypocitany
z aritmetického priméru.

Graf zavislosti vlivu inhibitorh na aktivit¢ AKR1C3 je na obrazku 20 a 21.
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Tab. 17 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKR1C3

AKRI1C3 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 658,16 + 26,46
reakce
Kontrola DMSO 523,08 = 12,41 100,00 + 2,37 0,00
Alisertib
10 pM 104,06 + 14,75 19,89 £2,82 80,11 +£2,82
50 uM 74,48 £30,10 14,24 +£ 5,75 85,76 £ 5,75
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Obr. 20 Vliv alisertibu na aktivitu AKR1C3
Tab. 18 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR1C3
AKRI1C3 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)

Neinhibovana 658,16 26,46
reakce
Kontrola ethanol 567,30 + 32,41 100,00 £ 5,71 0,00
Brigatinib
10 pM 577,54 + 38,73 101,81 £ 6,83 neinhibuje
50 pM 530,21 +£49,98 93,46 + 8,81 6,54 + 8,81
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Obr. 21 Vliv brigatinibu na aktivitu AKRC3

Enzym AKRIC3 byl inhibovan alisertibem. Pfi pouziti alisertibu v koncentraci
10 uM byla aktivita enzymu snizena na 20 %, v ptipadé 50 pM pak na 14 %.
V piipadé brigatinibu nebyl zjistén vliv na aktivitu enzymu AKR1C3.

AKR7A2

Pouzili jsme 5 pg enzymu AKR7A2 na 100 pl reakci, reakce probihala po dobu
30 minut a byla zastavena ptidavkem methanolu.

Meéfeni bylo uskute¢néno v triplikatu a hodnoty, které jsou uvedeny v tabulkach 19 a 20
jsme ziskali vypocitanim aritmetického priméru hodnot specifické aktivity, procentudlni
aktivity a inhibice enzymu.

Na obrazku 22 a 23 je znazornén graf vlivu inhibitoru na aktivit¢ AKR7A2.
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Tab. 19 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKR7A2

AKR7A2 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 115,56 + 59,01
reakce
Kontrola DMSO 127,03 = 37,30 100,00 + 27,00 0,00
Alisertib
10 pM 155,26 + 39,60 122,22 £ 31,18 neinhibuje
50 uM 140,68 + 22,46 110,74 £ 17,68 neinhibuje
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Obr. 22 Vliv alisertibu na aktivitu AKR7A2
Tab. 20 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR7A2
AKR7A2 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 115,56 + 59,01
reakce
Kontrola ethanol 135,61 £ 8,31 100,00 £ 6,13 0,00
Brigatinib
10 pM 136,47 £ 15,67 100,86 = 11,55 neinhibuje
50 M 155,47 + 23,14 114,65 + 17,06 neinhibuje
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Obr. 23 Vliv brigatinibu na aktivitu AKR7A2

Inhibi¢ni vliv alisertibu a brigatinibu na aktivitu enzymu AKR7A2 jsme nezaznamenali.

Naopak testované latky enzym AKR7A2 mirn¢ aktivovaly.

CBR1

Pouzili jsme 1 pg enzymu CBR1 na 100 pl reakei, reakce probihala po dobu 30 minut
a byla zastavena pfidavkem methanolu. Tabulky nize (Tab. 21 a 22) popisuji pfesné vysledky,
které jsme vypocitali podle hodnot z UHPLC.

Reakce byli métfeny v triplikatu a uvedené jsou zde hodnoty specifické aktivity, aktivity
v procentech a inhibice enzymu v procentech. Vzdy se jednd o aritmeticky promeér.
Naobrazcich ¢. 24 a 25 miZeme vidét graf zavislosti aktivity CBRI1 v procentech

na koncentraci alisertibu a brigatinibu.
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Tab. 21 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu CBR1

CBR1 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 2162,74 £ 225,58
reakce
Kontrola DMSO 2115,19 £ 191,22 100,00 = 9,04 0,00
Alisertib
10 pM 2109,96 + 592,00 99,75 £+ 28,00 Neinhibuje
50 uM 2201,95 + 345,59 104,10 £ 16,34 Neinhibuje
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Obr. 24 Vliv alisertibu na aktivitu CBR1
Tab. 22 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu CBR1
CBR1 Specificka aktivita | Aktivita Inhibice
(nmol/mg/min) (%) (%)
Neinhibovana 2162,74 £225,58
reakce
Kontrola ethanol 2187,96 +£ 109,71 100,00 £+ 5,01 0,00
Brigatinib
10 pM 2203,64 £ 36,20 100,72 £ 1,66 Neinhibuje
50 uM 2144,39 + 63,82 98,01 +£2,92 1,99 +£2.92
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Obr. 25 Vliv brigatinibu na aktivitu CBR1

Bylo zjisténo, ze alisertib neinhibuje enzym CBR1. Inhibice prostfednictvim brigatinibu

o koncentraci 50 uM byla pouze 2 %.

5.3 STANOVENI HODNOTY ICs

Dle méfeni byl nejvys$i inhibi¢ni potencidl zaznamenan u inhibitoru alisertibu
s enzymem AKRIC3, a proto jsme hodnotu ICsp méfili pravé u tohoto enzymu s timto

inhibitorem. ICs je koncentrace inhibitoru, kterd je potieba ke sniZeni aktivity enzymu o 50 %.

Alisertib + AKR1C3

V rozsahu koncentraci alisertibu od 0,05-50 uM (respektive 50 uM; 10 uM; 5 uM;
1 uM; 0,5 uM; 0,25 uM; 0,1 uM; 0,05 uM) jsme zjistovali specifickou aktivitu enzymu
AKRI1C3. Jako substrat byl pouzit DAU (500 uM finélni koncentrace v reakci). Pomoci téchto
hodnot jsme vypocitali hodnotu ICso. V Tab. 23 jsou uvedeny naméfené hodnoty, respektive
jejich aritmetické primeéry, jelikoZ jsme kazdé méteni pro presnost provadéli v triplikatu.

K vyhodnoceni ICso byl pouzit program GraphPad Prism 8.2.0. (Obr. 26). Z grafu
muzeme vycist, jaka je zavislost specifické aktivity AKR1C3 na log koncentrace alisertibu.
ICso pro alisertib je dle naSich vypocti 0,7 uM. Daéle byla stanovena také hodnota

95 % CI = 0,6-0,8 uM, coz je interval spolehlivosti neboli konfiden¢ni interval.
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Tab. 23 Specificka aktivita AKR1C3 pfi pouziti alisertibu v rizném koncentracnim rozmezi

Specificka Aktivita Inhibice
aktivita (%) (%)
(nmol/mg/min)
AKRIC3 1697,89 + 168,79 | - -
Kontrola DMSO | 1403,34 + 27,81 100 +£2,43 -
0,05 uM 1227,30 + 5,39 87,46 + 0,47 12
0,1 uM 1169,54 + 40,17 83,34 £ 3,51 17
0,25 uM 1072,74 £ 32,99 76,44 + 2,88 24
0,5 uM 956,91 + 36,50 68,19+ 3,19 32
I uM 501,65 £ 61,80 35,75+ 6,23 64
5 uM 62,08 + 15,98 4,42 + 1,39 96
10 uM 37,36 + 4,06 2,66 £ 0,35 97
50 uM 24,15+ 1,92 1,72+ 0,17 98
150
S
8 100 & ICSO = 0,7 ]J.M
x 95% CI =0,6-0,8 uM
£
£ 50
=
=
o
0 I I I 1
-6 -4 -2 0 2

log koncentrace alisertibu (uM)

Obr. 26 Graf zavislosti aktivity AKRIC3 v procentech na log koncentrace alisertibu
v umol/dm?

5.4 STANOVENI HODNOTY K;

Stanoveni hodnoty inhibi¢ni konstanty Ki nejaktivnéjSiho inhibitoru — alisertibu jsme
provadéli s enzymem AKRI1C3. Na méfeni jsme pouzili daunorubicin o koncentracich 400,
600, 800, 1000 a 2000 uM a alisertib o koncentracich 0,5; 1,0; 5,0 uM. Pomoci programu
GraphPad Prism 8.2.0. byl ziskan graf zavislosti specifické aktivity AKRI1C3 na ménici se

koncentraci daunorubicinu a alisertibu a byla vypocitdna hodnota Ki= 1,1 uM (Obr. 28).
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Obr. 28 Zména specifické aktivity enzymu AKR1C3 v zavislosti na rlizné koncentraci substratu

DAU a inhibitoru alisertibu

Z grafu podle Lineweavera a Burka (Obr. 27) jsme zjistili, Ze enzym AKRIC3,
ktery katalyzuje redukci DAU, je alisertibem inhibovan nekompetitivné. Pfidanim inhibitoru
se tedy snizuji hodnoty Vmax enzymové reakce, ovsem K se neméni. Hodnota K; 1,1 uM
naznacuje, Ze afinita alisertibu k AKRIC3 je vysokd. Nekompetitivni typ inhibice muize
znamenat, ze alisertib se nevdze do aktivniho mista enzymu AKR1C3, ale vaze se na volny
AKRI1C3 nebo na komplex AKRIC3-DAU. Tim, Ze se substratem nesoutézi o aktivni misto,
nelze zvySenim koncentrace substratu snizit inhibicni ucinek. To je velmi dilezity poznatek

pro klinickou praxi, takZe pfi zvySeni ddvek DAU se neovlivni inhibi¢ni u€inek alisertibu.
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6. DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo stanovit vliv alisertibu a brigatinibu na aktivitu
karbonylredukujicich enzymi, které metabolizuji antracyklinové antibiotikum daunorubicin.

Antracyklinova chemoterapeutika jsou Siroce vyuzivana pifi 1é¢bé nadorovych
onemocnéni, nicméné jejich G€innost je vyznamné omezena rozvojem rezistence a nezadoucich
ucinkil. Jednim z mechanismi vzniku rezistence je prave zvysend aktivita karbonylredukujicich
enzymt, které metabolizuji daunorubicin na daunorubicinol. Tento primarni metabolit
se vyznacuje niz8i protinddorovou aktivitou a kardiotoxickymi U¢inky, coz zna¢né omezuje
pouziti antracyklint v klinické praxi (Shen et al. 2011).

Vztah  mezi  antracykliny a  karbonylredukujicimi  enzymy  studoval
jiz Gonzalez et al. (1995), ktery poukazal na zmény ve farmakologickych vlastnostech
tohoto protinddorového 1éciva v disledku metabolického plsobeni. ZvySena aktivita CBR1
enzymu v leukemické linii K562 vedla k 2-3nasobnému poklesu cytotoxicity DAU
(Gonzalez et al. 1995). Obdobné pak bylo pozorovano snizeni cytotoxického piisobeni DAU
vlivem zvySené exprese CBRI1 také vpfipadé akutni myeloidni leukémie
(Varatharajana et al. 2012).

V souvislosti s rezistenci na DAU byla zkouména zvySena exprese enzymi AKR1Cl1
a AKR1C3 1 u leukemickych bun¢k U937 a snizeni cytotoxicity DAU bylo potvrzeno
(Matsunaga et al. 2014). Rezistenci nddorovych bun¢k na DAU a IDA v souvislosti s enzymem
AKR1C3 zkoumal Hofman et al. (2014). Studii bylo dokazano, Ze rezistence nddorovych bun¢k
na antracykliny miize byt pfekonana piisoucasném podavani specifického inhibitoru
AKRI1C3 — 2’-hydroxyflavanonu.

Shen el al. (2011) poukazal na to, Ze enzym AKR1B10 vykazuje zvySenou preferenci
k 1é¢ivim DAU a IDA. AKRIBI0 byl vi¢i DOX a EPI méné¢ aktivni, coz pravdépodobné
souvisi s ptitomnosti hydroxylové funkcéni skupiny na uhliku C-14 téchto 1éCiv.

Metabolické pisobeni nejen vede ke sniZeni protinddorového ucinku antracyklind,
ale i ke zvySeni kardiotoxicity. Pacienti s Downovym syndromem, tedy trisomii chromozomu
21, se vyznacuji zvySenou expresi enzymu CBR1 a vykazuji tak az 1,8krat vys$si hladiny CBR1
oproti jedinciim, ktefi nejsou limitovani timto syndromem. V dusledku toho je kardiotoxicky
potencial antracyklini u téchto pacientd vyssi. Dle studie se u 17,5 % détskych onkologickych
pacienti s touto trisomii, které podstupovaly lécbu antracykliny, objevila klinicky

symptomatickd kardiomyopatie (Kalabus et al. 2010; Quifiones Lombrail et al. 2014).
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Vzhledem k této rezistenci nadorovych bunék na antracykliny a zarovenn zvySenému
kardiotoxického plisobeni, je snahou nalézt potencidlni inhibitory antracyklinredukujicich
enzymu z fad ptirodnich, tak i syntetickych slou¢enin (Piska et al. 2017).

Flavonoidy byly popsany jako inhibitory CBR a AKR. Nejvétsi inhibice byla
zaznamenana u luteolinu, ktery vykazoval interakci s CBR1 prostfednictvim hydroxylovych
(Arai et al. 2015). Z ptirodnich sloucenin, které by mohly byt potencidlnimi inhibitory
karbonylredukujicich enzymi, se jako u¢inné jevi resveratrol (Ito, Mitani et al. 2013), berberin
(Hao et al. 2015), ¢i kurkumin (Hintzpeter et al. 2015). Emodin, vykazoval inhibi¢ni aktivitu
viuci CBR1, AKR1B10 a AKR1C3 a vyrazné zvysil ucinnost DAU u bunééné nadorové linie
plic (A549) a jater (HepG2) (Hintzpeter et al. 2016). Ze syntetickych latek, které se jevi
jako potencialni inhibitory antracyklinkarbonylredukujicich enzymi, mizeme zminit ebselen
(Mordente et al. 2015), pixantron (Salvatorelli et al. 2013), zopolrestat, fidarestat ¢i tolrestat
(Zhang et al. 2013).

V této diplomové praci byly studovany inhibitory proteinkinas, konkrétné alisertib
a brigatinib jako potencidlni inhibitory karbonylredukujicich enzymu. Alisertib je selektivni
inhibitor AAK, ktery se nachazi v mnoha fazich klinického testovani vii¢i pokroc€ilym solidnim
1 hematologickym malignitdm. Nyni se v klinické praxi alisertib nepouziva, ovSem klinické
studie, kde se testuje pom¢r rizik a pfinost spojenych s 1écbou alisertibem, neustale probihaji
(Huifeng et al. 2015). Dle studie Kelly et al. (2014) byla stanovena davka alisertibu 50 mg
2x denné po dobu 7 dni ve 21dennich cyklech u pacientl s perifernim lymfomem T-bunék.
Brigatinib piisobi jako inhibitor ALK a EGFR, a v klinické praxi je pouzivan pti 1écbé
nemalobunééného karcinomu plic (Ali, Arshad et al. 2019).

Nejprve byla stanovena specifickd aktivita karbonylredukujicich enzymil z nadrodiny
AKR a SDR vu¢i antracyklinovému antibiotiku DAU pro vyselektovani aktivnich enzymu
schopnych metabolizovat toto 1éCivo. Dle vysledki méteni jsme zjistili, Ze nejvyssi aktivitu
k DAU vykazovaly enzymy CBR1, AKR1C3 a AKR1AI. Nasledovaly enzymy AKRI1B10,
AKR7A2 a AKRIBI. Bez znamek aktivity k DAU byly zaznamenany enzymy CBR3,
AKRICI, AKR1C2 a AKR1C4. Nami zjiSténa data se shoduji s vysledky studie Takahashiho
et al. (2008), kteti poukézali na schopnost AKR1AT metabolizovat DAU a DOX. Oproti tomu
enzym AKRIC2 ani vtéto studii tuto redukéni schopnost nevykazoval, proto nebyla
zaznamenana zadna tvorba daunorubicinolu a doxorubicinolu. Tym Bainse (2008, 2009, 2010a,
2010b) porovnaval aktivitu aldo-ketoreduktas a karbonylreduktas na metabolismu DAU
a DOX. Aktivita byla sledovana u téchto enzymti — CBR1, CBR3, CBR4, AKR1A1, AKRICI,
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AKRI1C2, AKR1C3, AKR1C4, AKR7A2, AKR1B10 a AKR1BI. Nejvyssi aktivita vi¢i DAU
byla zaznamenana u CBR1, AKRIC3, AKR7A2, AKRIA1 a AKRI1B10. Mazeme tedy fict,
ze vysledky naseho testovani se shoduji s touto studii.

Cilem diplomové prace bylo stanovit, zda alisertib a brigatinib mohou
pusobit jako inhibitory téchto karbonylredukujicich enzymt. Nejvyssi inhibi¢ni potencial, byl
zaznamenan u alisertibu (50 pM) s enzymem AKRI1C3, kdy inhibice byla 86 %. Pfi pouziti
alisertibu (10 pM) byla zaznamenidna 80% inhibice AKRI1C3. Zména aktivity byla
zaznamenana dale u alisertibu (50 pM), kdy inhibice enzymu AKRI1B1 byla 34 %.
Také pfi inhibici alisertibem (50 pM) jsme naméfili 56% inhibici u enzymu AKR1B10
a pii pouziti alisertibu (10 pM) byla inhibice AKR1B10 32 %. Na zéklad¢ vysledku této prace,
by pfedmétem dal§iho méfeni mohla byt ICsp a K; alisertibu a AKR1B10, popiipadé¢ AKR1BI.

U alisertibu bylo déle provedeno stanoveni ICso a K;. Méfeni bylo provedeno s enzymem
AKR1C3. Naméiend hodnota ICso byla 0,7 uM a hodnota Kjbyla 1,1 uM. Alisertib vystupoval
jako nekompetitivni inhibitor, z ¢ehoz lze uvazovat, ze se nevaze do aktivniho mista AKR1C3,
a neovliviiuje tedy vazbu DAU do aktivniho mista enzymu. Alisertib se miiZze vazat na volny
AKRI1C3 nebo na jeho komplex s DAU. Pro klinickou praxi je tento fakt dulezitym zjiSténim,
jelikoz zvySena koncentrace DAU neovliviiuje inhibici, tudiz pfi navySeni davky DAU nedojde
k ovlivnéni inhibice alisertibem (Copeland 2000).

Dle studie Zhou et al. (2018) byla stanovena maximalni koncentrace alisertibu
vplazmé - Cmax= 2,76 uM. Diky této farmakokinetické analyze milZeme fict,
ze naSich naméfenych hodnot K; a ICso jsme schopny v organismu dosahnout.

Nizké hodnoty ICso a K; znamenaji nizké hodnoty efektivni terapeutické davky
v klinické praxi, coz pro pacienta znamena minimalni z4t€Z organismu dalSim Iékem. Alisertib
se tak jevi jako potencidlni 1é€ivo v kombinované terapii s DAU.

Nejenom zvySend kardiotoxicita a rezistence nddorovych bunck na 1écbu je spojena
s vyskytem antracyklinredukujicich enzymii. Jednd se také o nadmérnou expresi enzymd,
ktera je spjata s patogenezi a nddorovym onemocnénim. Napiiklad zvySend exprese AKR1C3
se vyskytuje u nadorovych onemocnéni jater a jicnu (Zhao et al. 2019). AKR1C3 piisobi
jako 17-ketosteroidreduktasa, a podili se tak na produkci androgeni u CRPC a u syndromu
polycystickych vajecnik.

AKR1C3 se zapojuje do metabolismu prostaglandintl a steroidnich hormoni, coz vede
k naddorovému bujeni v prsni tkani (Penning et al. 2015).

Inhibitory antracyklinreduktas se jevi jako potencialn¢ slibnd lé¢iva, ktera by mohla

zvysit efektivitu protinddorové terapie. Bylo by tedy vhodné se vice zaméfit na vyvoj dalSich
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ucinngjsich latek a na jejich testovani nejen v biochemickych, ale i bunécnych kulturach, které
vice odpovidaji fyziologickym podminkédm. V ptipadé prokdzani jejich ucinnosti in vitro

by pak nésledovalo in vivo testovani s vyuzitim xenograftovych modelt.
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. ZAVER

e Po porovnani specifické aktivity jsme zjistili, ze aktivni vii¢i daunorubicinu jsou
enzymy CBR1, AKR1A1, AKR1C3, AKR7A2, AKR1B10 a AKR1B1. Bez zndmek
aktivity se jevily enzymy CBR3, AKR1CI1, AKR1C2 a AKR1C4.

e Alisertibem byly nejvice inhibovany enzymy AKR1B10 a AKR1C3, kdy pii
koncentraci alisertibu 50 uM byla inhibice AKR1B10 56% a AKR1C3 86%. Pti 10
uM koncentraci alisertibu byla vyrazné inhibice AKR1C3 a to 80 %. Brigatinib

neinhiboval zadny z testovanych enzymt.

e Hodnota IC50, tedy koncentrace alisertibu, pii které klesla aktivita AKR1C3 na
polovinu, byla 0,7 uM.

e Inhibi¢ni konstanta Ki alisertibu byla 1,1 pM. Zaroven jsme zjistili, Ze alisertib je

nekompetitivnim inhibitorem AKR1C3.

-69 -



8. SEZNAM OBRAZKU A TABULEK

Seznam obrazku

Obr. 1 Chemické struktury DAU, DOX, IDA, EPI ....ccoooiiiiiiiieeeeeeeeeee e -11-
Obr. 2 Haber-WeiSSova T€AKCE ....c.eiiiiiiiiiiiieiieeieee ettt -12-
Obr. 3 Prvni krok Haber-Weissovy 1€aKCe ........cceeviiiiiiiriieiieiieeiiesie et -13 -
Obr. 4 Druhy krok Haber-Weissovy reakce - Fentonova reakce .........cocceevieviiieniieneenen. -13 -
Obr. 5 Mechanismy tvorby ROS prostiednictvim antracykling ...........ccccceeeeveeerieeennenee. -14 -
Obr. 6 Struktura DOX vytvarejici adukty s fetézcem DNA ..o, -15-
Obr. 7 Schéma redukce daunorubicinu na primarni metabolit daunorubicinol .................. -20 -
Obr. 8 Premény karbonylovych slouc¢enin v lidském organismu.............ccceecveeeiienieeneennen. -21 -
Obr. 9 Schéma fosforylace proteinu prostfednictvim proteinkinas...........cceeceeereeereeeueenee. -30 -
ODbr. 10 BIIatinID ....coouiiiiiiiiiiiieiiece ettt -32-
ODBI. 11T ABISEITID ...ttt sttt et st nbe e sneeees -33-
Obr. 12 Schéma vzniku NADPH v regenera¢nim SYStEMU ...........ccvevveevieneeniieeneeenneennnn. -39 -
Obr. 13 Porovnani specifické aktivity jednotlivych enzymt viici DAU..........c..ccccceeenene. -50 -
Obr. 14 Vliv alisertibu na aktivitu AKRTAT .....oooiiiiii e -51-
Obr. 15 Vliv brigatinibu na aktivitu AKRTAT.....cccooiiiiiiieeeeeee e -52-
Obr. 16 Vliv alisertibu na aktivitu AKRIBI ..o, -53-
Obr. 17 Vliv brigatinibu na aktivitu AKRIBI .......cccciiiiiiiiiee e -54 -
Obr. 18 Vliv alisertibu na aktivitu AKRIB1O........coccoiiiiiiiiee e -55-
Obr. 19 Vliv brigatinibu na aktivitu AKRIBIO........cccooeiiiiiiieieeeeee e -56 -
Obr. 20 Vliv alisertibu na aktivitu AKRIC3......oooiiiiiiiieeeeee e -57 -
Obr. 21 Vliv brigatinibu na aktivitu AKRC3 ........ccooiiiiiieeeeeeee e -58 -
Obr. 22 Vliv alisertibu na aktivitu AKRT7AZ .....cooiiiiiiiiiiieieeeeeceeeee e -59 -
Obr. 23 Vliv brigatinibu na aktivitu AKR7AZ.......coooiiiiiiiieieeeeee e - 60 -
Obr. 24 Vliv alisertibu na aktivitu CBR1 ..., -61 -
Obr. 25 Vliv brigatinibu na aktivitu CBR1 .........ccciiiiiiiieee e -62 -

Obr. 26 Graf zavislosti aktivity AKR1C3 v % na log koncentrace alisertibu v umol/dm® - 63 -
Obr. 27 Urceni typu inhibice podle Lineweavera a Burka...........ccccoooeniinininiinincnnene. - 64 -
Obr. 28 Zména specifické aktivity AKR1C3 v zavislosti na koncentraci DAU a alisertibu- 64 -

-70 -



Seznam tabulek

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

1 Prehled pouZityCh pOMUCEK .......cccuviieiiiieiiieciee et e -36 -
2 Piehled pouZityCh PriSIrOJl...cueeeeeiieeeiie ettt e e -37-
3 Piehled pouzitych chemikalif.........ccceeiiiiiiiiiiiiiiciieeeeee e -37-
L 23 1747 11 SO SRRRTRPRRRTRPO -38-
5 PouZzité Inhibitory @ SUDSIIAL......cccuvieeiiieciie ettt e -38 -
6 Slozeni jednotlivych reak¢nich smési pro porovnani aktivity enzymti................... -42 -
7 Slozeni jednotlivych reakénich smési pfi screeningu inhibitorQ ..........ccccevveeennnen. -43 -
8 Slozeni jednotlivych reakénich smési pfi stanoveni ICso inhibitoru — alisertibu.... - 44 -
9 SloZeni jednotlivych reakénich smési pfi stanoveni K; inhibitoru — alisertibu....... -45 -
10 Porovnani specifické aktivity karbonylredukujicich enzymt vici DAU. ............ -49 -
11 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKRTAT.......cccoooiiiiieiieiieeceececee, -51-
12 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKRTAT ......cccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeee -52-
13 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKRIBI ........ccoooiiiiiiiie -53-
14 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKRIBI ......ccoociiiiiiiiie -53-
15 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKRIB1O0.........cccooviiiiniiiiiieeeeee e -54 -
16 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKRIBI10 ......ccccoociiiviiiiiiiiieeeeee e, -55-
17 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKRIC3 .........cociiiiiiniiiiiceceee -57-
18 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKRIC3 ......cccoiiiiiniiiiiiicecee -57-
19 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu AKRT7A2........cooovveviiieieeeeeeeeeee e -59 -
20 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu AKR7A2 .......cccvveiiiiiiieiieeeeeee e -59 -
21 Vliv alisertibu na aktivitu enzymu CBRI .......c..cociiiiiiiiiniiiiccccceeee -61 -
22 Vliv brigatinibu na aktivitu enzymu CBR1 ... -61 -
23 Specificka aktivita AKR1C3 viici alisertibu v rizném koncentraénim rozmezi .. - 63 -

-71-



9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAK
AKR
ALDH
ALL
AML
ATP
CBR
CHF
CNS
CRE
CRPC
DAU
200-DHP
DMSO
DNA
DOX
EGFR
EKG
EMA
EPI
FDA
GABA
GBH
Glc-6-P
Glc-6-P dehydrogenasa
3a-HP
ICso
IDA

Ki
MDR
MDRI1
MgCl,

Auroru A kinasa

aldo-ketoreduktasa
aldehyddehydrogenasa

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloblastické leukémie
adenosintrifosfat

karbonylreduktasa

méstnavé srdecni selhani

centralni nervova soustava
karbonylredukujici enzym

karcinom prostaty rezistentni na kastraci
daunorubicin

200-dihydroprogesteron
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
doxorubicin

receptor epidermalniho ristového faktoru
elektrokardiografie

Evropské 1ékové agentury

epirubicin

Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv
kyselina gama-aminomaselna
gama-hydroxybutyrat

gluk6za-6-fostat
gluko6za-6-fosfatdehydrogenasa
3a-hydroxy-4-pregnen-20-on

poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace
idarubicin

inhibi¢ni konstanta
dehydrogenasa/reduktasa se sttedné dlouhym fetézcem
mnohocetna 1¢kova rezistence

Chlorid hotecnaty
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NAD(H) nikotinamidadenindinukleotid

NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NSAID nesteroidni antiflogistika

PGD2 prostaglandin D2

PGH2 prostaglandin H2

PgP P-glykoprotein

QR chinonreduktasa

RNA ribonukleova kyselina

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SDR dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem
Topl topoisomerasa 1

Top2 topoisomerasa 2

UHPLC ultra vysoce tc¢inna kapalinova chromatografie
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