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ABSTRAKT
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Nézev rigorozni prace: Vliv evobrutinibu na rezistenci nadorovych bun¢k k

daunorubicinu zpsobenou enzymy redukujicimi karbonylové skupiny

Jiz po desitky let patii anthracykliny (ANT) do prvni linie 1é€iv proti mnoha druhim
rakoviny, vcetn¢ akutni myeloidni leukémie. Tato chemoterapeutika cili
na topoisomerasy II, jsou schopny zabranit syntéze DNA a RNA za pomoci interkalace
a indukuji apoptézu tvorbou reaktivnich forem kysliku. Stejné jako u mnoha jinych
chemoterapeutik jejich pouziti pfinasi fadu nezadoucich Gcinkil, zejména kardiotoxicitu
arozvoj rezistence. Za kardiotoxicitu je zodpovédny hydroxylovy metabolit ANT
vznikajici redukci karbonylové skupiny v poloze 13. Tento metabolit je také mnohem
mén¢ cytotoxicky, nadmérnou metabolizaci ANT tak ziskdvaji rakovinné buniky odolnost
vuci jejich ucinkiim. Redukce ANT se ucastni NADPH dependentni karbonyl redukujici
enzymy (CRE), pfedev§im znadrodin aldo-keto reduktas a dehydrogenas/reduktas
s kratkym fetézcem. Tyto enzymy jsou casto nadmérné exprimované v rakovinnych
bunikdch a mohly by tak byt vhodnym cilem budoucich modernich chemoterapeutik.
Inhibi¢ni vlastnosti k CRE byly zjistény také u zastupct inhibitorti cyklin-dependentnich
kinas, fosfoinsoditid-3-kinas, poly(ADP rib6za) polymeras a Brutonovych tyrosinkinas
(BTK). V navaznosti na tyto objevy byly v ramci této rigorézni prace testovany ucinky
BTK inhibitoru evobrutinibu (Evo) na vybrané CRE in vitro. Vybrané enzymy byly
inkubovany se substratem daunorubicinem a s inhibitorem Evo. Za vyuziti UHPLC
a programu GraphPad byly vyselektovany enzymy, nejvice inhibované Evo a urceny
jejich hodnoty ICso. U nejsilngji inhibovaného enzymu (AKRI1C3) byla urcena také
hodnota Kj, typ inhibice a typ vazby na enzym. Evo je novy zastupce inhibitori BTK
inhibujici nekompetitivné zejména enzym AKRI1C3 (ICso= 1,721 uM; K= 1,81 uM),

znemoznujici tak redukci daunorubicinu na jeho kardiotoxicky a méné G€inny metabolit



daunorubicinol. AKR1C3 je jednim z hlavnich enzymi metabolizujicich ANT a jeho

inhibice by mohla byt klicem k feSeni problému spojenych s uzivanim ANT.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Mgr. Katharina Zenkerova
Supervisor: Prof. Ing. Vladimir Wsol, Ph.D.
Title of diploma thesis: Effect of evobrutinib on cancer cell resistance to daunorubicin

caused by carbonyl reducing enzymes

Anthracyclines (ANT) have been among the first line treatments for many types
of cancer, including acute myeloid leukemia, for decades. These chemotherapeutic agents
target topoisomerase II, interfere with DNA and RNA synthesis by intercalation,
and induce apoptosis by forming reactive oxygen species. As with many other
chemotherapeutics, administration of ANT is associated with a range of adverse effects,
particularly cardiotoxicity and resistance. The culprit responsible for this cardiotoxicity is
the hydroxy metabolite of ANT, formed by reduction of the carbonyl group at position
13. This metabolite is also considerably less cytotoxic; cancer cells excessively
metabolize ANT, thus developing resistance to their effects. Enzymes involved in the
ANT reductions are NADPH dependant carbonyl reducing enzymes, primarily from
aldo-keto reductase and short-chain dehydrogenase/reductase superfamilies. These
enzymes are frequently over-expressed in cancer cells and they might be an attractive
target of novel chemotherapeutics. Inhibitory effects towards CRE have already been
observed in some cyclin-dependent kinase inhibitors, phosphoinositide 3-kinase
inhibitors, poly(ADP-ribose)polymerase inhibitors, and Bruton's tyrosine kinase (BTK)
inhibitors. Following these findings, the effects of a BTK inhibitor evobrutinib (Evo)
were tested on a selection of CRE in vitro within this thesis. Selected enzymes were
incubated with substrate daunorubicin and inhibitor Evo. Using the UHPLC system and
GraphPad program, the most inhibited enzymes were determined, and their ICso values
were calculated. For the most inhibited enzyme (AKR1C3) K, type of inhibition and type
of bonding were determined. Evo is a novel BTK inhibitor, non-competitively inhibiting

the enzyme AKRIC3 (ICso= 1,721 uM; Ki= 1,81 uM), therefore counteracting the



reduction of daunorubicin to its cardiotoxic and less effective metabolite daunorubicinol.
AKRIC3 is one of the chief enzymes reducing ANT, and its inhibition may be the key

to solving the problems associated with ANT administration.
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1. UVOD

Prestoze prvni anthracykliny (ANT) byly objeveny uz v 60. letech minulého stoleti, tyto latky
a jejich analoga se dodnes pouzivaji v onkologii jako Iéky prvni linie pro fadu
hematologickych i solidnich tumorti. Pies vysokou ucinnost této skupiny antineoplastik je
jejich pouziti limitovano pfedevsim pro riziko vzniku kardiomyopatie a rezistence (Marinello

etal. 2018).

Na mechanismu vyskytu téchto nezddoucich uc¢inkl se podili enzymy z nadrodin aldo-keto
reduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR), jejichz plsobenim
dochdzi k redukci ANT na jejich méné uc¢inné a kardiotoxické hydroxy metabolity. Tyto
enzymy jsou navic ¢asto nadmérné exprimovany v rakovinnych buiikéch, zejména u pacientii

rezistentnich na ANT (Piska et al. 2017, Novotna et al. 2008).

V nédvaznosti na tato zjiSténi byly testovany ucinky inhibitorti kinas na enzymy z nadrodin
AKR a SDR in vitro i ex vivo a prokazal se jejich potencidl ve sniZeni rezistence

a kardiotoxicity ANT (Novotna E. 2018, Bukum N. 2019, Tavares T. 2020, Morell A. 2021).

Na tyto vysledky navazuje i tato Rigor6zni préace, jejimz cilem bylo zjistit, zdali podobné
ucinky na karbonyl redukujici enzymy (CRE) vykazuje také inhibitor Brutonovy thyrosin
kinasy (BTK) evobrutinib (Evo), do jaké miry a zdali by bylo mozné uc€inky tohoto inhibitoru

potencialné vyuzit pii [é€bé ANT.



2. TEORETICKA CAST

2.1 AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE A MOZNOSTI
LECBY

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni onemocnéni kostni dfené, pii kterém dochézi
k nekontrolovatelnému déleni nezralych myeloidnich kmenovych buné€k, jako jsou cervené
krvinky, desticky a bilé krvinky jiné nez T a B lymfocyty. U vice nez 97 % piipadl se
u pacientl vyskytuje genetickd abnormalita (Patel et al. 2012), pfi¢inou vzniku nemoci vSak
muze byt také predesla 1écba alkylaénimi latkami, inhibitory topoisomerasy II (top2), nebo
expozice radia¢nimu zareni. Kromé genetickych faktort a ptredeslé cytotoxické 1éCby patii

mezi rizikové faktory také zivotni styl, kouteni, obezita (Kouchkovsky et al. 2016).

Leukémie patii mezi pomérné vzacné malignity, v roce 2020 tvotily dle International Agency
for Research on Cancer (IARC) odhadem 2.5 % novych ptipadl vSech onkologickych
onemocnéni celosvétové (Obr. 1), pficemz AML tvofi piiblizné¢ jednu tretinu vSech

diagnostikovanych leukémii (Pelcovits et al. 2013).

Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
2 261 419 (11.7%)

Other cancers
4752 964 (24.6%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Corpus uteri
417 367 (2.29%)
Kidney
431 288 (2.2%)
Leukaemia
474 519 (2.5%)
Pancreas
495 773 (2.6%)
NHL
544 352 (2.8%)
Bladder
573 278 (3%)
Thyroid
586 202 (3%)
Oesophagus
604 100 (3.1%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver

604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Data souree: Globocan 2020
Graph production: Global Caneer
Observatory (hLip://geo lareft)

Obr. 1 Odhadovany pocet novych piipadl onkologickych onemocnéni celosvétove, pro obé pohlavi, pro rok

2020 (Internet 1)
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Svétova zdravotnickd organizace (WHO) rozdéluje ve svych guidelinech AML do Sesti
skupin, ato: AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami, AML s myelodysplastickymi
zménami, myeloidni neoplasmy v disledku piedchozi terapie, AML nezafazend jinde,

myeloidni sarkom a myeloidni proliferace u Downova syndromu (Obr. 2).

Acute myeloid leukemia (AML) and related neoplasms
AML with recurrent genetic abnormalities
AML with 1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11
APL with PML-RARA
AML with #(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
AML with 1(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214
AML with inv(3)(g21.3926.2) or 1(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastic) with #(1;22)(p13.3;q13.3); RBM 15-MKL1
Provisional entity: AML with BCR-ABL1
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
Provisional entity: AML with mutated RUNX1
AML with myelodysplasia-related changes
Therapy-related myeloid neoplasms
AML, NOS
AML with minimal differentiation
AML without maturation
AML with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia
Acute panmyelosis with myelofibrosis
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Transient abnormal myelopoiesis (TAM)
Myeloid leukemia associated with Down syndrome

Obr. 2 Klasifikace AML dle WHO (Arber et al. 2016)

Kritériem pro diagndézu AML je 20% a vyssi podil nezralych myeloidnich prekurzort (blastt)
v kostni dieni nebo periferni krvi (D6hner et al. 2010; Arber et al. 2016). Klinické manifestace
AML vznikaji disledkem akumulace nediferenciovanych myeloidnich bunék, dochézi
k selhani kostni dfen¢ a vyvoji anemie a trombocytemie, které mohou byt doprovazeny také
nespecifickymi ptiznaky, jako je tinava ¢i Ubytek na vaze. NeléCeny pacient umird béhem

nekolika mésicii dasledkem infekce nebo krvaceni (Kouchkovsky et al. 2016).
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Prestoze incidence AML se neustale zvySuje, mortalitu se vzhledem ke zlepSujici zdravotni
pé&i dati snizovat. Uspésnost 16¢by klesa se zvySujicim se vékem a vyskytem komorbidit,
s vyssim vékem se také Castéji objevuje rezistence na 1éCbu a tzv. mortalita spojena s 1écbou
(Dohner et al. 2017). Strategie terapie zlstava uz desitky let t¢éméf neménnd pies vesSkeré noveé
poznatky o patogenezi a molekuldrni heterogenité AML. Mezi standardni terapii AML patii
kombinace ANT s cytarabinem (Obr. 3) vtzv. 7 + 3 rezimu, dale transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék a modernési cilena 1écba, pticemz pétileté celkové
pteziti odpovidéa 40 % u pacientti mladsich 60 let a pouze 10-20 % u pacienti starSich 60 let,

kteti tvofi vétSinu nemocnych AML (Dohner et al. 2010, Dohner et al. 2015).

Obr. 3 Cytarabin

Pro noveé diagnostikované pacienty mladsi 60 let je jako induk¢ni terapie doporucena
kombinace ANT po tfi dny a cytarabinu po 7-10 dni. U pacientd nad 60 let je nutné brat
v potaz progndzu, komorbidity a celkovy stav pacienta. V ptipadé ptiznivé progndzy je také
doporucovan 7 + 3 rezim ANT s cytarabinem v intenzivni ¢i snizené davce, v opacném
pfipadé¢ transplantace kmenovych bunék. Co se ty€e post-remisni terapie, seniorim nad 60 let
s ptiznivou progndézou miize byt poddvan také samostatné cytarabin ve snizené davce (Yang et
al. 2018). Nov¢ji se pouziva také fixni kombinace cytarabinu a daunorubicinu (Dau)
enkapsulovand v liposomu v molarnim poméru 1:5 (Vyxeos, CPX-351), kterd prokézala

zvySeni celkového pieziti oproti konvenénimu 7 + 3 rezimu (Tzogani et al. 2020).

Nov¢jsi strategie 1écby zahrnuji cilenou terapii. Schvéalené jsou DNA hypometylujici
piipravky azacitidin (Obr. 4A) a decitabin (Obr. 4B), které jsou pro svoji toleranci vhodné
ipro star§i pacienty s nepfiznivou prognoézou. Lécba azacitidinem vyznamné sniZzuje miru
mortality v porovnani s konven¢ni 1é¢bou (Wen at al. 2020). Klinické testy aktudlné probihaji
na hypometylujici ptipravek druhé generace guadecitabin (Obr. 4C), dinukleotid decitabinu,
ktery je odolny vuci cytidin deaminase a muze tak prodlouzit plisobeni decitabinu in vivo

(Yang et al. 2018, Sébert at al. 2019).
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Obr. 4 A: Azacitidin; B: Decitabin; C: Guadecitabin; D: Midostaurin

Centralizovan¢ registrované jsou v EU inhibitory FMS podobné thyrosinkinasy (FLT3)
midostaurin (Obr. 4D), gilteritinib (Obr. 5A) indikované u pacientii s mutaci FLT3, které se
vyskytuji u cca 30 % dospé€lych pacienti s AML (Daver et al. 2015, Internet 2, 3). DalSim
zkoumanym inhibitorem FLT3 v indikaci AML je sorafenib (Obr. 5B), ktery je prozatim
schvaleny Evropskou I¢kovou agenturou (EMA) v indikaci hepatocelularniho karcinomu,
renalniho karcinomu a karcinomu §titné Zlazy (Internet 4). Mutaci, vyskytujici se u 25 %
AML pacientil, je mutace nukleofosminu 1 (NPM1). NPMI1 onkoprotein mize byt cilem all-
trans-retinova kyselina (ATRA) (Obr. 5C) a oxidu arsenité¢ho, které zptsobi jeho degradaci
a apoptozu. To muze vést ke zvysSeni senzitivity leukemické buniky k ANT daunorubicinu

a zvysit tak jeho uc¢innost (Martelli et al. 2015).
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Obr. 5 A: Gilteritinib; B: Sorafenib; C: ATRA

Velké pozornosti se v poslednich letech t&€8i také imunoterapie, kterd vyuziva strategie
posileni imunity proti rakovinnym buiikdm. Zkoumané jsou monoklonalni protilatky cilici
na CD33 a CD123, checkpoint inhibitory a chimérické antigenni receptorové T-bunky (Yang
et al. 2018).

Ptes veskeré snahy o vyvinuti co nejucinnéjsi 1écby, pouze neceld jedna tfetina nemocnych
s AML dosahne trvalé¢ remise (Vago et al. 2020). Pro vysokou heterogenitu AML, vyskyt
rezistence, zavaznych nezddoucich ucinkti a rozdilné odpovédi na 1écbu u jednotlivych
pacientii je vybér nejvhodnéj$i terapie velmi obtizny. Védci proto pokracuji v hledani

optimalni terapie a novych kombinaci, které by byly feSenim téchto probléma.

2.2 ANTHRACYKLINY

Jiz od roku 1970 je kombinace cytarabinu s ANT stézejni terapii v 1écbé AML (Marinello et
al. 2018). ANT byly poprvé extrahovany ze Streptomyces spp. a jsou dodnes pouzivany
pro nespocet druht onkologickych onemocnéni, vcéetné AML. Cilem ANT je enzym
topoisomerasa II, zodpovédny za spravnou replikaci DNA. Top2 se vaze na dvouSroubovici

avytvari na vldknech DNA pfechodné zlomy. Top2 inhibitor tento komplex stabilizuje
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azlomy zistanou ireverzibilni, coz eventuelné¢ vede k apoptéze bunky. ANT tedy cili
na buniky rychle se délici. Mimo inhibice Top2 maji ANT schopnost interkalace, kdy se
zacleni mezi jednotlivé baze v fetézci DNA a brani tak syntéze DNA a RNA (Venkatesh et al.
2021). Na aktivaci apoptdzy se podili také tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), jejichz
produkce v srde¢nim svalu je povazovana za pfic¢inu vysoké kardiotoxicity ANT (Ferreira et
al. 2008). Mezi ANT, vyuzivané v onkologické 1écbé nejvice, patii doxorubicin (Dox),
danorubicin, epirubicin a idarubicin (Obr. 6A-D). V onkologii nachazi své vyuziti také k 1écbé
karcinomu prsu, endometria, moCového méchyfe nebo Hodgkinova a non-Hodgkinova

lymfomu.

Obr. 6 A: Doxorubicin; B: Daunorubicin; C: Epirubicin; D: Idarubicin

Dau nachéazi své vyuziti zejména k 1écbé leukémii, zatimco Dox, liSici se pouze jednou
hydroxylovou skupinou, se vyuziva k1écbé jak solidnich, tak nesolidnich tumort. Mezi
frekventované nezadouci ucinky patii mukositida, myelosuprese, alopecie, nauzea, zvraceni,

stomatitida a kumulativni kardiotoxicita. Jejich pouziti je proto limitovano maximalni
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doporuc¢enou kumulativni davkou, ktera ¢ini 550 mg/m?2 pro Dau a 450-550 mg/m2 pro Dox
(Edwardson et al. 2012). Epirubicin, vznikajici z Dox epimerizaci hydroxylové skupiny
v poloze 4°, je mnohem snadné&ji glukuronidovan, nez Dox a jeho doporucend kumulativni
davka tak tvofi témét dvojnasobek 900-1000 mg/m2 (Fumoleau et al. 206). Idarubicin je
analog Dau, lisici se chyb¢jici methoxy skupinou na uhliku 4. Idarubicin se osvédcil pii 1écbé
leukémii a je jedinym ANT, ktery lze poddvat krom¢ intraven6zni (i.v.) cesty i peroralné.
Chybé¢jici methoxy skupina ma za nasledek vzestup lipofility, delSi poloCas pifeméeny
cytostatika, ale také snadné€jSi kumulaci v bunkach a vyssi cytotoxicité v porovnani s Dox

a Dau (Tab. 1)

Tab. 1 Porovnani davkovani, polo¢asu pfemény cytostatika a vedlejSich €inkl nejpouzivanéjSich ANT

e Polocas
Maximalni femen
Anthracyklin | doporucena p Ly Vedlejsi ucinky
dévka [mg/m?] cytostatika
[hod]
. . 450-600 1-3 Kardiotoxicita, mukositida, nausea, zvraceni
Doxorubicin
Kardiotoxicita, mukositida, myelosuprese,
. . 550 14-20 . .
Daunorubicin nausea, zvraceni, alopecie
- 900-1000 33 Myelosuprese, k’ardlo‘[OX%C'l‘[a, nausea,
Epirubicin zvraceni, mukositida
. ~160 1227 Kardiotoxicita, myelosuprese, mpkomhda,
Idarubicin nausea, zvraceni, alopecie
Farmakokinetika

ANT (krom¢ idarubicinu) se nevstiebavaji perordln€, je proto nutné i.v. podéani, nebo
intravezikadlni podani v indikaci rakoviny mocového meéchyie. ANT nepronikaji pies
hematoencefalickou bariéru a po aplikaci se vazi na plazmatické proteiny az z 80 %. Jsou
typické svoji rychlou distribuci a pomalou eliminaci. Typicka je metabolizace za pomoci
dvou-elektronové redukce ketonické skupiny vpoloze 13 na skupinu hydroxylovou,
jednoelektronova redukce na semichinon doprovazené tvorbou ROS a nejméné frekventovana
deglykosidace koncici tvorbou deoxyaglykonu (Edwardson et al. 2015). Eliminace probiha
pfedevsim Zluci, zvlastni opatrnosti je proto nutné u pacientt s jaternim onemocnénim (Robert

et al. 1993, Venkatesh et al. 2021).
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Kardiotoxicita
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ktera snizuje kvalitu zivota a zvySuje umrtnost pacientii nezavisle na onkologické prognoze.
Nelécena ANT indukovana kardiotoxicita vede ke snizeni ejekcni frakce levé komory (LVEF)
a eventueln¢ k srdecnimu selhani. Incidence je vyssi u pacientii mladSich 5 let a starSich 65 let,
pacientl jiz trpicich srdenim onemocnénim, nebo s vyskytem rizikovych faktorQ
pro kardiovaskularni onemocnéni a pacienti podstupujici radioterapii oblasti hrudniku
(Cardinale et al. 2020). Riziko se zvySuje také s vy$Sim davkovanim ANT nebo uzivanim
trastuzumabu (Bloom et al. 2016). Pfestoze pfesny mechanismus G¢inku vzniku kardiotoxicity
neni znam, za mediator vzniku kardiotoxicity je povazovana topoisomerasa II, kterou ANT
inhibuji. Pfi inhibici Top2 dochazi k uvoliiovani ROS, zplisobujici oxidacni stres, ktery vede
k poskozeni kardiomyocyti. Druhym medidtorem vzniku kardiotoxicity je sekundarni
hydroxylovy metabolit ANT, ktery narozdil do jeho prekursoru nepodlé¢hé efluxu z bun¢k ven
a dochazi tak k jeho hromadéni kardiotoxickému piisobeni (Obr. 7, Menna et al. 2017). Podle
studie z roku 2015, provadéné na vzorku 2 625 pacientil, se kardiotoxicita vyvine v 98 %

do jednoho roku od zahajeni uzivani ANT (Cardinale et al. 2015).
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Obr. 7 Determinanty kardiotoxického ptisobeni ANT (Menna et al. 2017)
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Véasna detekce a zahajeni 1éCby jsou klicové pro vyraznéjs$i zotaveni srdec¢ni funkce.
Diagnostické metody zahrnuji Dopplerovskou a zatéZzovou echokardiografii, pii které se
detekuje snizeni LVEF. Standardnim biomarkerem pro detekci kardiotoxicity je troponin,
jehoz hladiny se zvySuji s postizenim srdce a koreluji s mirou snizeni LVEF (Shafi et al.
2017). Méfenim hladin troponinu miizeme také piedpoveédét pravdépodobnost budouciho

vyvoje srdecniho poskozeni a identifikovat pacienty s potiebou kardioprotekce.

Moznosti kardioprotekce pri 1é¢bé anthracykliny

Od roku 1980 se jako kardioprotektivni latka pouziva dexrazoxan (Obr. 8A), latka strukturné
podobna kyselin¢ edetové (EDTA), ktery funguje jako chelata¢ni Cinidlo ionta Zeleza (Nitiss
et al. 2014). Vychytavanim iontl Zeleza zabranuje dexrazoxan tvorbé ROS a snizuje tak riziko
kardiotoxicity u pacientli 1écenych ANT a jinymi kardiotoxickymi léky. Mimo to dexrazoxan
katalyticky inhibuje Top2p isoformu topoisomerasy, kterd se vyskytuje v nedé€licich se
bunikach, napt kardiomyocytech. Tim zabraiiuje ptisobeni ANT na tyto bunky (Nitiss et al.
2009). Vroce 2011 byl dexrazoxan EMA kontraindikovan u déti a dospivajicich pro
podezieni zvySeni rizika vzniku sekundarnich malignanci, infekce a myelosuprese (Internet 5).
V nasledujicich letech byl vSak prezkouman pomér riziko/benefit a pfinos dexrazoxanu u déti
a dospivajicich byl potvrzen, kontraindikace u této veékové skupiny byla vroce 2017

odstranéna (Internet 6, Reichardt et al. 2018).
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Obr. 8 A: Dexrazoxan; B: Karvedilol

Diikazy kardioprotekce existuji na zastupce ze skupin inhibitori angiotensin konvertujiciho
enzymu (ACEi), beta blokatori (BB), statinli a diuretik. Nejvice studii bylo provedeno na

kardioprotektivni ucinky BB karvedilolu (Obr. 8B), pficemz se prokazalo preventivni podani
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jako uc¢inné proti snizeni LVEF pfi uzivani ANT a jinych kardiotoxickych latek (Bosch et al.
2013, Abuosa et al. 2018, Guglin et al. 2019). Z tady ACEi se potvrdil benefit uzivani
enalaprilu a lisinoprilu (Obr. 9A-B) pro prevenci vzniku a 1écby kardiotoxickych uc¢inkl
chemoterapie (Gupta et al. 2018, Guglin et al. 2019). Protektivni u¢inek na kardialni tkan byla
dale prokazana u antagonisty aldosteronu spironolaktonu (Obr. 9C) (Akpek et al. 2014, Yavas
et al. 2017, Li et al. 2019). Kombinace ANT se statiny vedla ke sniZeni rizika srde¢niho
selhani, zaroven se potvrdila senzitizace nekterych tkani k ainkim ANT pfi uzivani statint,

coz vede k rozsifeni terapeutického okna (Valcovici 2016, Henninger et al. 2017) (Obr. 10).
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Obr. 9 A: Enalapril; B: Lisinopril; C: Spironolakton
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Obr. 10 Strategie pro detekci, prevenci a 1é€bu kardiotoxicity indukovanou chemoterapeutiky

Nezadouci €inky ANT jsou vyrazné snizené u liposomalnich pegylovanych forem, kdy vedle
snizeni vyskytu alopecie, nausey a myelosuprese byly i vyrazné snizené kardiotoxické ucinky

téchto chemoterapeutik (O'Brien et al. 2004).

V posledni dobé se dostavd pozornosti rozvoji nanotechnologie, pomoci které se mohou
chemoterapeutika cilen¢ distribuovat pouze do mista nddorového bujeni a vyvarovat se tak
nezadoucim G¢inklim na ostatni tkan€. Nékolik studii in vitro 1 in vivo jiz potvrdilo radikalni
snizeni kardiotoxicity a dalSich nezadoucich w¢inkd doxorubicinu pii vyuziti nanocdstic

(Mondal et al. 2019, Teran-Saavedra et al. 2020, Mohammed et al. 2020).

Snizeni kardiotoxicity je mozné dosahnout také inhibici metabolismu ANT na jejich
kardiotoxict¢jsi hydroxy metabolit. Pfeména na tento metabolit probiha zejména v jatrech,
méné také v ledvindch, pficemz nékteré studie prokazaly hromadéni téchto metaboliti
v srdecni tkani (Olson et al. 1988). ZvysSené riziko kardiotoxicity muzeme pozorovat
u pacientii s Downovym syndromem, ktefi maji zvySenou expresi reduktas metabolizujicich
ANT na jejich hydroxylové metabolity (Quinones-Lombrafia et al. 2014), naopak snizeni
rizika kardiotoxicity bylo pozorovdno pii podani fenobarbitalu, ktery je inhibitorem AKR
reduktasy (Behnia et al. 1999). Enzymy metabolizujici ANT by tak mohly byt vhodnym cilem

pro snizeni nezadoucich u¢inki ANT. V poslednich letech bylo testovano nékolik latek
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inhibujici tyto enzymy a prokdzal se jejich Uc€inek nejen na sniZeni kardiotoxicity ANT, ale

také na zvySeni U€innosti a snizeni vyskytu rezistence (Sorf et al. 2019, Bukum et al. 2019).

2.3 RESISTENCE PROTINADOROVYCH LECIV

Pres veSkeré snahy o vyvoj novych IléCiv a ziskdvani poznatki o aktudlnich
chemoterapeuticich, velkou ptekazkou zlstava rezistence. Lékova rezistence je definovana
jako schopnost bun¢k piezit klinicky relevantni koncentrace cytotoxickych latek (Chatterjee et
al. 2019). Rakovina je zodpovédna za jednu ze Sesti umrti celosvétove, pricemz rezistence
stoji za az 90 % tmrti pacientli uzivajici tradi¢ni i moderni chemoterapeutika (Bukowski et al.
2020). Mnoho studii se zaméfuje na odhaleni mechanismi vzniku rezistence, piesto vSechny
zpusoby nejsou dosud zcela zndmy. Je znamo, Ze rezistence mize byt primarni nebo ziskana.
Primarni rezistence existuje jiz pfed expozici chemoterapeutiku, na rozdil od ziskané, ktera se
vyviji az v reakci na expozici xenobiotiku (Zhang et al. 2019). Rezistence miize byt
limitovana pouze na latky pacientovi podévané, nebo se rozSifit na celé spektrum
protinddorovych latek s riznymi mechanismy ucinky, tj. multilékova rezistence (Gottesman et
al. 2016). Zndme mechanismy vzniku rezistence na protinddorova terapeutika zahrnuji:
zvySeny eflux xenobiotik, zvySeny metabolismus xenobiotik, alterace signalnich drah,

genetické faktory a mnohé dalsi.

ZvySeny eflux xenobiotik

Jeden znejvyznamnéjSich zpasobl rezistence rakovinnych bunék k chemoterapeutikim je
zvySeny eflux ven z intracelularniho prostoru za pomoci iontovych adenosintrifosfat (ATP)
dependentnich pump z nadrodiny ATP vézajicich kazetovych transportéri (ABC). Mezi
nejvyznamnéjsi efluxni transportéry xenobiotik patii ABCB1, ABCG2 a ABCCI.

Jednim z nejvice prozkoumanych ABC proteinii je P-glykoprotein (nazyvan tak¢ ABCBI1
nebo MDRI1), jehoz zvySena exprese je pozorovana u 50 % ptipadi vSech druhil rakovin
(Bukowski et al. 2020). V ptipadech rakoviny plic, jater, ledvin nebo kone¢niku byla zvysena
exprese pozorovana jiz pfed nasazenim chemoterapeutické 1€Cby, kdezto v pfipad¢é akutni
myeloidni leukémie (AML), akutni lymfoblastick¢é leukémie (ALL) a dalSich
hematologickych malignanci bylo zvySeni exprese P-glykoproteinu pozorovano az po

expozici cytotoxickym latkam (Wang et al. 2019).
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Tento 170kD protein, kdédovany MDRI1 genem, je tvofen dvéma transmembranovymi
doménami a dvéma doménami vézajici nukleotid. Domény vézajici nukleotid hydrolyzuji
ATP molekuly, coz je provdzeno konformacni zménou a xenobiotikum je pumpovéano
transmembranovym prichodem z bunky ven (Wang et al. 2019). Charakteristickym znakem
ABC transportéri je jejich substratova nespecifita, krom¢ antineoplastik zahrnujici ANT,
vinka alkaloidy, taxany, derivaty podofylotoxinu, jsou tyto pumpy schopny pienaset také
molekuly ze skupin imunosupresiv, antihistaminik, steroidi nebo latek k 1¢cbé HIV (Lugmani
2005). Zvysena exprese P-glykoproteinu vede ke snizeni celkového pieziti a mira jeho exprese

mize byt vyuzita jako prognosticky faktor indukéni terapie (Schaich et al. 2005).

ABCG2 (znamy také jako protein rezistence karcinomu prsu, BCRP) jsou efluxni pumpy
vysoce exprimované v placentarnich syncitiotrofoblastech a mozkovém endotelu a podili se
tak na ochran¢ téchto organti v ramci hematoencefalické a hematoplacentarni bariéry. V mensi
mife je tento protein exprimovan také ve stfevech, jatrech a ledvindch (Eckenstaler et al.
2020). Jeho funkci je extruze rozmanitych endogennich i1 exogennich latek. Stejné jako
ABCBI byl ABCG2 objeven v rezistentnich rakovinnych buiikach a ziejmé se tak podili na
MDR. Tato rezistence muze byt zvracena inhibitory ABC pump. Inhibitor BTK PCI29732 se
kompetitivné vaze na ATP vazebné misto ABCG2 a zvySuje tak Gc¢innost chemoterapeutik
v buitkkach nadmérné exprimujici ABCG2 (Ge et al. 2018). Inhibi¢ni vlastnosti nejen
k ABCG2, ale také k ABCBI vykazuje inhibitor CDK4/6 voruciklib, ktery tak snizuje eflux
chemoterapeutik z rakovinnych bunék (Gupta et al. 2018). Mimo onkologii hraje ABCG2
vyznamnou roli také vexkreci urdtl a je spojovan s patologickymi stavy jako jsou

hyperurikémie a dna (Hoque et al. 2020).

ABCCI1 (MRP1) je exprimovan témer ve vSech tkénich lidského téla a podili se na efluxu
sirokého spektra latek, véetné chemoterapeutik, antibiotik, aniontii tézkych kovu, ale také
produkta I1. faze metabolismu; konjugéatii s glutathionem, glukuronidem a sulfatem (Robey et
al. 2018). Stejné jako ABCC1 a ABCG2 se ABCC1 podili na rozvoji rezistenci u mnoha
druhti rakoviny, napi. prsu, prostaty, plic nebo u neuroblastomu. Regulac¢ni vlastnosti
k ABCC1 byly objeveny u nékterych zluCovych kyselin, napt kyseliny B-cholanové
(Chewchuk et al. 2018). Kyselina B-cholanova specificky inhibuje ABCCI1 transport a zvySuje
tak uptake a senzitivitu k Dox, zaroven inhibuje AKR, podilejici se na metabolizaci ANT

(Chewchuk et al. 2018).
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ZvySeny metabolismus xenobiotik

Antineoplastika jsou stejné jako ostatni xenobiotika v téle metabolizovany enzymy 1. a II. faze
metabolismu. Casto tak vznikaji net¢inné a toxické metabolity cytotoxik, které se podileji na
vzniku rezistence a vys$si incidenci nezddoucich ucinkl. ZvysSend exprese téchto enzymul po
expozici cytotoxickym latkdm byla potvrzena v nékolika studiich (Matsunaga et al. 2014, Hu

etal. 2015, Buck et al. 2019).

Cytochrom P450 (CYP) se ucastni reakci I. faze metabolismu, zvySena exprese CYP3A4 byla
pozorovana po podavani indukéni terapie pii 1écbé AML (cytarabin, daunorubicin) (Su et al.
2019). CRE, katalyzujici hydroxylaci ANT, jsou zodpovédné za snizeni cytotoxického ucinku
ANT. AKR jsou enzymy primarn¢ zodpovédné za hydroxylaci doxorubicinu, zatimco u Dau
prevlada hydroxylace za piitomnosti karbonylreduktas CBR1, CBR2 (Mordente et al. 2003).
Indukce AKR enzymt rusi uUC¢inky ANT v leukemickych bunkdch a vede tak

ke vzniku rezistence (matsunaga et al. 2014).

Pozménéna exprese enzymil II. faze metabolismu v rakovinnych bunikdch mize také vést
k vyvoji multilékové rezistence (MDR). Nejcastéjsi konjugacni reakci II. faze je
glukuronidace, probihajici pomoci enzymu UDP-glukuronosyltransferasy. Michael J. Osborne
et al. zjistili, ze inhibici tohoto enzymu by bylo mozné zvratit rezistenci bunék na
glukuronidovana 1é¢iva (Osborne et al. 2019). Inhibice enzyma metabolizujicich cytotoxické

latky ma potencidl stat se novou strategii k pfekonani rezistence.

Alterace signalnich drah

Fosphatidylinositol-3-kinasa/protein kinasa B (PI3K/AKT) signalni draha hraje vyznamnou
roli vbunéfném ristu, proliferaci, invazi, angiogenezi a inhibici apoptdézy. Tumor
supresorovy gen PTEN je pfirozenym inhibitorem této drahy, pfi terapii antineoplastiky vSak
muze dojit k jeho mutaci, coz zpusobi up-regulaci PI3K/AKT signalni drdhy a inhibici
apoptozy. PI3K/AKT draha se také podili na regulaci exprese P-glykoproteinu a pfispiva tak

1 ke vzniku rezistence zprostiedkovanou P-glykoproteinem (Zhang et al. 2019).

Na regulaci apoptozy se podili také draha proteinu p53 a nuklearnich faktor kappa B
(NF-kB). p53 je nejvice prostudovanym a nejcastéji inaktivovanym tumorovym supresorem.

P53 reaguje na rozdilné formy bunécného stresu a podili se na opravé DNA, bunécné
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senescenci, angiogenezi nebo apoptdze (Fridman et al. 2003). Inaktivace tohoto genu vede

chemorezistenci.

NF-«B je rodina transkripcnich faktorti znadme pro své anti-apoptické vlastnosti, které se podili
na prezivani malignich bungk. Jejich aktivita je vyrazné€ vyssi v rezistentnich bunkach a jejich
inhibice byla testovana na myeloidnich bunécnych liniich pro indukci apoptoézy (Pinto et al.

2020).

Genetické faktory

Genetick¢ mutace a alterace jsou velmi ¢asto pozorovany v tumorovych bunkich a jsou
povazovany za nejCastéjsi pri¢inu selhdni chemoterapeutické 1écby. Chemoterapeutika cilici
na molekuly hraji vyznamnou roli v 1é¢bé rakoviny, piestoze se u této skupiny Casto vyskytuje
mutace genu kodujici cilovou molekulu zplsobujici rezistenci na podavané

chemoterapeutikum.

Top2 je cilem né¢kolika antineoplastik, vcetné ANT nebo etoposidu. Genové mutace
topoisomeras vSak mohou zménit jejich aktivitu, pocet a nuklearni lokaci, vedouci k selhani

lécby (Zhang et al. 2019).

Jednou z mutaci, ¢asto se vyskytujicich u pacienti s AML je mutace FLT3, ktery ovlivituje
bunécnou proliferaci, pfezivani a diferenciaci. Jsou zndmy dvé formy mutaci FLT3, a to
interni tandemova duplikace a mutace tyrosin kinasové domény. Interni tandemova duplikace
je pozorovana az u jedné tietiny vSech ptipadu AML a je molekularnim markerem nepiiznivé

progndzy (Zhang et al. 2019).

Dalsim protoonkogenem c¢asto exprimovanym u pacientti s AML je Wilms Tumor 1 gen, ktery
zvysuje riziko relapsu a zhorSuje prognozu pacienti (Ho et al. 2010). ZvySena exprese tohoto
genu zpusobi upregulaci antiapoptické chinolinat fosforibosyltransferasy, vedouci ke vzniku

rezistence na lé¢bu.
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2.4 ENZYMY REDUKUJICI KARBONYLOVE
SKUPINY

Enzymy redukujici karbonylové skupiny jsou skupina proteinti, podilejici se na redukci mnoha
xenobiotik i endogennich latek ufady organismu, vcetné lidi. Tyto NADPH dependentni
oxidoreduktasy redukuji endogenni i exogenni molekuly s aldehydickou ¢i ketonickou

skupinou na skupinu hydroxylovou (Obr. 11).

0 CRE OH
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Obr. 11 Redukce karbonylu pomoci CRE na hydroxylovou skupinu

Za pomoci této reakce, mohou CRE fidit endogenni signdlni molekuly, které aktivuji ¢i
deaktivuji a ovliviluji tak dalsi procesy v lidském téle. Vys$si koncentrace a aktivita CRE byla
nalezena v orgédnech Casto vystavenych potencialné Skodlivym latkdm (jatra, epidermis, epitel
gastrointestindlni trakt (GIT), ledviny, placenta, centralni nervovy systém (CNS)). Tyto
enzymy zabranuji toxickym ucinkiim xenobiotik a pfevadéji je jako soucast faze I
metabolismu na hydroxy slouceniny, které se snadno konjuguji v II. fazi metabolismu na ve
vod¢ rozpustné€jsi, polarnéjsi, a tudiz 1épe eliminovatelné slouceniny. Jelikoz je karbonylova
skupina velmi Casto nositelem biologického ucinku xenobiotik, vzniklé metabolity se Casto
projevuji snizenym nebo zadnym ucinkem ptvodni molekuly a ziskdni novych, cCasto

Skodlivych ucinkt (Malatkova et al. 2010).

CRE jsou typické pro svoji Sirokou substratovou specifitu. Mezi endogenni substraty fadime
steroidy, eikosanoidy, kofaktory, neurotransmitery a polyoly. Z xenobiotik jsou touto cestou
metabolizovany napf. warfarin, ANT, ketoprofen, nebo karcinogenni latka z tabakovych
vyrobkl nitrosamin 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) (Obr. 12). Za
nejvyznamnéjs$i CRE jsou povazovany zastupci dvou velkych nadrodin AKR a SDR (Pilka et
al. 2009).
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Obr. 12 Role AKR pii metabolismu NNK

2.4.1 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem (SDR)

SDR je velkd nadrodina tvofici asi % vSech zndmych dehydrogenas (Kavanagh et al. 2008).
Tato nadrodina zahrnuje vice nez 168 150 zastupct (Griff et al. 2019), pficemz vice jak 83 %
vSech znamych SDR se nachézi v bakteriich (Internet 7). V lidském genomu je zakddovano
pies 80 SDR enzymi, patficich do 48 rtznych rodin (Kallberg et al. 2010, Skalova et al.
2011). VSechny SDR enzymy sdileji stejnou strukturni ¢ast, nazyvanou jako Rossmantiv
zahyb, vyznamny pro vazbu koenzymu NADPH pies adenosin difosfat (Hanukoglu 2015).
SDR katalyzuji kromé redukce karbonylti také dekarboxylace, izomerace, epimerizace,
redukce sekundéarnich aminii, enoyl Co-A redukce, dehydratace a dehalogenace. Podileji se na
metabolismu mnoha molekul, jako jsou steroidni hormony, oxysteroly, Zlu¢ové kyseliny,
prostaglandiny, retinoidy, mastné kyseliny, aminokyseliny, cukry a xenobiotika. Mezi
nejvyznamnéj$i SDR podilejici se na metabolismu endogennich i exogennich latek v lidském
téle patii cytosolické karbonylreduktasy CBR1 a CBR3 a 11B-hydroxysteroid dehydrogenasa
(11B-HSDT1) (Beck et al. 2017), nebo mikrosomalni 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1.

CBR

Karbonyl reduktasa 1, CBR1 nebo také dle oficidlni nomenklatury SDR21CI1, je enzym

svelmi Sirokym substratovym spektrem, znaéné se podilejici na fazi I metabolismu
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xenobiotik. Podili se také na konverzi endogennich steroidd, prostaglandind, lipidovych
aldehydq, ale ptesnd fyziologicka funkce téchto reakci dosud neni zcela objasnéna (Beck et al.
2017). Vyznamnou roli ptedstavuje nitrobunééna CBR1 v ochrané¢ bun¢k ptfed oxidativnim

stresem zpusobenym ROS inaktivaci reaktivnich lipidovych aldehydi (Yun et al. 2020).

Tento monomerni cytosolicky enzym se skldd4 z 277 aminokyselin a katalyzuje metabolismus
napt. nékterych antineoplastik, antipsychotik, nebo antagonistii serotoninu (Malatkova et al.
2010). Breysse et al. zjistili, Ze za preménu Dox na kardiotoxicky doxorubicinol (Dox-ol)
v mySich jatrech mize z 25 % CBRI, pfi odstranéni CBR1 z jaterniho cytosolu, se tvorba
metabolitu snizila na 75 % (Breysse et al. 2020). Starsi studie z roku 2008 tvrdi, ze CBR1 je
predominantni reduktasou doxorubicinu v lidskych jatrech, ledvinadch 1 GIT (Kassner et al.
2008). Inhibici CBR1 je dosazeno snizené pfemény ANT na jejich hydroxy metabolity a tim
1 snizeni kardiotoxicity a zvySeni ucinnosti 1é€by, oproti tomu zvysSena exprese vede ke vzniku
rezistence na protinadorovou lécbu (Matsunaga et al. 2015, Zhou et al. 2020). V nedavné
studii byla zjiSténa zavislost exprese CBR1 na Top2p, jejiz deplece vede k downregulaci

CBRI1 (Khazeem et al. 2020).

Zména exprese CBRI1 a jeji dopad na progresi a prognosu rakoviny je v posledni dobé
predmétem né¢kolika studii. Yun et al. zjistili, Ze nizkd exprese CBR1 korelovala s lepsi
prognoézou a lepsi odpovedi na radiacni terapii u pacienti s dlazdicovym karcinomem hlavy
akrku (HNSCC) (Yun et al. 2018). Nov¢jsi studie z roku 2020 ale naznacuje, ze inhibice
CBR1 n¢kolikrat zvySuje invazivni vlastnosti HNSCC bunék a pacienti s metastazemi
v lymfatickych uzlindch vykazuji nizsi expresi CBR1, nez pacienti bez metastaz (Yun et al.
2020). Nizka exprese CBR1 byla asociovana také se Spatnou progndzou u pacientl s oralnim
dlazdicovym karcinomem (Yamanouchi et al. 2018). Aktivita a exprese CBR1 se u riznych

individui mlze vyrazné 1iSit a opovéd’ na protinddorovou lécbu tak zlstava neptredvidatelna.

Druhou, méné probadanou cytosolickou monomerni CBR je CBR3 (SDR21C2). Tato CBR se
sklada ze 277 aminokyselin a nejvy$si hladiny CBR3 mRNA byly zjistény v pankreatu
a vajeCnicich (Malatkova et al. 2010). Prestoze sdili s CBR1 71 % sekvencové identity,
substratové spektrum CBR3 je vyrazné uzsi (Pilka et al. 2009). CBR3 se také podili na
redukci anthracyklini, jednonukleotidovy polymorfismus CBR3 genu je spojovan s vyS$im
rizikem ANT kardiotoxicity u pediatrické populace (Blanco et al. 2012). Stejné jako CBR1 je
CBR3 ubikvitarni, presto s mnohem nizsi expresi, endogenni funkce CBR3 zlstava neznama

(Miura et al. 2008).
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11p-HSD1

11B-HSD1 je ¢len SDR nadrodiny, exprimovan piedevs§im v jatrech, adiposni tkéni, kostech,
plicich a CNS. Znama je jeho NADPD dependentni redukce inaktivniho glukokortikoidu
kortisonu na aktivni kortisol. Knock-out genu pro 11B-HSD1 vedl ke zlepSeni glukosové
tolerance, lipidového profilu, insulinové senzitivity a redukci vahy (Mosquera et al. 2018).
Naopak nadmérné exprese tohoto proteinu je spojovana s obezitou, hypertenzi a insulinovou
rezistenci (Coutinho et al. 2011). ZvySena aktivita 11B3-HSD1 byla pozorovéna u pacientl
s DM2, s BMI < 23 kg/m? (Shukla et al. 2019). V poslednich letech jsou studovany inhibitory
11B-HSD1, potencialné vyuzitelné pii 1écbé DM2 (Mosquera et al. 2018, Koike et al. 2019).

2.4.2 Aldo-keto reduktasy (AKR)

Nadrodina AKR obsahuje vice nez 190 ¢lend, které se dale déli do dalSich 16 rodin, sdilejicich
vice jak 60 % identity aminokyselinové sekvence, znacené jako AKR1-16. Ulohou AKR je
redukce aldehydli a ketont na primarni a sekundarni alkoholy, Tyto vétSinou monomerni
solubilni proteiny maji Siroké spektrum aktivit a redukuji molekuly jako jsou cukry, lipidové
aldehydy, ketosteroidy, ketoprostaglandiny, nikotinové nitrosaminy, nebo karcinogeny
odvozené od polycyklickych aromatickych hydrokarbont ¢rans-dihydrodiolt. Zastupci rodiny
AKRID se nechovaji jako oxidoreduktasy, ale jako 5B-reduktasy a katalyzuji redukci
steroidnich dvojnych vazeb (Penning 2015). Ptestoze in vitro se AKR chovaji jako
oxidoreduktasy, in vivo funguji vyhradné jako reduktasy. Vykazuji totiz mnohem vétsi afinitu
(Kd = 10 — 120 nM) ke kofaktoru NADP(H), nez NAD(H) (Kd = 100 — 250 uM) (Ma et al.
2000) (Obr. 13).
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Obr. 13 Struktura oxidacnich a reduk¢nich ¢inidel NAD(P)*, NAD(P)H ucastnicich se oxidoreduk¢nich reakci
v ptitomnosti CRE

Pro vSechny AKR je typicka struktura tzv. (o/B)s soudku (Obr. 14), pfi¢emz rozpoznani
substratu probihd interakci s aminokyselinami na termindlnim konci elipsoidu. Prvni se na
enzym vaze kofaktor, pak nasleduje substrat. 4-pro-R hydrid z NAD(P)H je nasledné ptenesen
na karbonylovou skupinu substratu, ktery je protonizovan vodikovym protonem uvolnénym

z tyrosinu, ktery v reakci vystupuje jako kyselina (Obr. 15) (Mindnich et al. 2009).

Obr. 14 Strukturni uspotfadani (o/B)8 soudku, typického pro mnoho enzymt véetné AKR. Terminalni konce osmi
vnéjsich B-vlaken tvoii cylindrické paralelni f-skladané listy. Tento B-soudek je obklopen osmi a-helixy (Si et al.

2009).
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Obr. 15 Interakce NAD(P)H s vazebnym mistem enzymu a protonizace substratu pii redukéni reakei. V ptripadé

oxidacni reakce by se tyrosin choval jako zasada.

Dosud bylo identifikovano 15 lidskych AKR; aldehyd reduktasa AKR1A1; aldozo reduktasy
AKRIB1, AKRI1B10, AKRIBI15; dehydrogenasy hydroxysteroidi AKRIC1-AKR1C4;
steroidni 5B reduktasa AKR1D1; reduktasa 1,5-anhydro-D-fruktézy AKR1E2; B podjednotky
draselnych nepétové fizenych kandli AKR6A3, AKR6AS, AKR6AY; a dimerické aflatoxin
aldehyd reduktasy AKR7A2 a AKR7A3 (Penning 2015).

Rodina AKRI1
Rodina AKR1 se déli na Sest podrodin, pficemz nejvétsi je podrodina AKR1C.

Fyziologickd lloha AKR1AT1 neni dosud zcela znama, vyznamny podil ma na syntetické draze
kyseliny askorbové redukci D-glukurondtu na L-gulonat (Obr. 16). Genovym knockoutem
AKRI1A1 nebyly geneticky upravené mySi schopné syntetizovat vitamin C, coz vedlo
k rychlému vyvoji osteopordzy (Lai et al. 2017). Dle studie z roku 2019 je AKR1A1 vysoce
exprimovana v proximalnich tubulech ledvin, kde funguje jako SNO-CoA reduktasa a tidi tak
S-nitrosylaci proteinti (Stomberski et al. 2019). Spolu s AKR1CI1, AKR1C2, a AKR1C3 se
AKRI1AT1 podili na metabolismu fady chemoterapeutik, véetné ANT (Hofman et al. 2014)
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Obr. 16 Role enzymu AKR1A1 v biosyntéze vitaminu C

Nadmérna exprese AKRI1B1 je pozorovana u pacientl s rakovinou a studie naznacuji, ze se
muze vyznamné podilet na progresi nemoci. Jeji zvySena exprese je spojovana s mnoha
mediatory jako jsou NF-xB, cykliny a cyklin dependentnimi kinasami, sav¢im cilem
rapamycinu (mTOR) nebo s proteinkinasou B (PKB). Inhibice AKR1B1 se prokazala
piedevs§im proti-rakovinnym ucinkem a jeho inhibice by se tak v rdmci adjuvantni terapie
mohla osvéd¢it pro zvySeni senzitivity k podavanym IéCivim a uleveni od symptomi
nezéddoucich u¢inktt (Khayami et al. 2020). Inhibitory AKRIBI jsou jiz vyuZivany pro
zabranéni komplikaci u diabetikii. AKR1BI1 totiz pfeménuje vysoké hladiny glukosy na
sorbitol (Obr. 17) a aktivita tohoto enzymu je spojovana s komplikacemi jako katarakta,
retinopatie, neuropatie nebo nefropatie u pacientl s diabetes mellitus (DM) (Penning 2015,

Wu et al. 2020).
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Obr. 17 Role enzymu AKR1B1 v metabolismu glukosy

AKRIBI10 je enzym podilejici se na eliminaci retinoida (Obr. 18), fyziologicky je exprimovan
v tenkém 1 tlustém stievé, méné v jatrech (Wang et al. 2010). ZvysSena exprese je pozorovana
pii rakovinném onemocnéni predevsim plic, jater a prsou, je spojovana s rozvojem rezistence,

stimuluje migraci a invazi rakovinnych bunék aktivaci ERK signélni drahy a jako tumorovy
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marker pfedpovida nepfiznivou prognoézu onemocnéni (Laffin et al. 2012, Li et al. 2017).
Upregulace AKRIB10 je pozorovédna v plicnim epitelu i u zdravych kufdkt a mize byt

znakem budouciho vyvoje rakoviny plic (Wang et al. 2010).
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AKR1B10

All-trans-retinal All-trans-retinol
NAD*
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SRRt
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Obr. 18 AKR1B10 metabolizuje retinaly na odpovidajici retinoly a zabranuje tak tvorbé signalni molekuly

plicnich bun¢k kyseliny retinové

Nejnovéjsi €len AKRI rodiny je AKR1B15 s 91% identitou s vice prozkoumanou isoformou
AKRI1BI10. Tento enzym ma pravdépodobné roli ve steroidnim metabolismu, regulaci
mitochondridlni funkce a starnuti. Oproti AKRIB10 mé uzsi spektrum aktivity a ptes
strukturni podobnost neni inhibovana inhibitory AKRI1B1 a AKRI1B10. Hydrofébnéjsi
vazebné misto pro substrat je pravdépodobné zodpovédné za nizsi aktivitu vici retinoidim
a vyssi aktivitu ke steroidnim molekuldm v porovnani s AKRIB10 (Giménez-Dejoz et al.

2019).

AKRICI je predominanti reduktasou 20-ketosteroidii a jednou z jeji hlavnich tloh je pfeména
progesteronu na inaktivni 20a-hydroxyprogesteron (Obr. 19). Udrzovéani hladin progesteronu
je dulezité pro zabranéni pifedCasného porodu a zmirnéni ucinki estrogenu na endometrium.
Zvysené hladiny AKR1C1 vsak byly objeveny u pacientek s rakovinou délozniho hrdla a jeji
downregulace vede ke zvySeni citlivosti k cisplatiné u nasofaryngealniho karcinomu (Zeng et
al. 2019, Wei et al. 2021). AKRICI by tak mohla byt dalSim potencidlnim cilem pii
chemoterapeutické 1é¢bé. Spolu a AKRIC2 jsou vyrazné¢ zvySené¢ exprimované

u nemalobunécného karcinomu plic (Penning 2014).
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Obr. 19 Role AKR1C1 v metabolismu progesteronu

AKRIC2 je pievazné 3-ketosteroid reduktasa podilejici se na preméné Sa-dihydrotestosteronu
na inaktivni androgen Sa-androstan-3a,17B-diol (Obr. 20) a pteméné 5B-dihydroprogesteronu
na neuroaktivni steroid allopregnanolon spojovany s premenstruacnim syndromem (Penning
2015). ZvySena aktivita tohoto enzymu vede ke snizeni syntézy androgent, coz by mohlo byt
uzitetné¢ v 1éCbeé androgen dependentnich néadori (Rizner et al. 2003, Ide et al. 2018).
Pozorovan byl také inhibi¢ni efekt AKR1C2 na onkogenezi §titné zlazy, zvySena exprese se
projevila jako ptiznivy prognosticky faktor (Jin et al. 2019). Dalsi studie ale naznacuji, Ze
AKR1C2 aktivuje drahu PI3K/AKT a chova se tak jako onkogen (Wang et al. 2008, Zhang et
al. 2020).
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NADPH NADP*
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AKR1C2 .
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5a-Dihydrotestosteron Sa-Androstan-3a,17B-diol

Obr. 20 Redukce 5a-dihydrotestosteronu na Sa-androstan-3a,17p-diol za ptitomnosti AKR1C2

AKRIC3 je znama také jako 17B-hydroxysteroid dehydrogenasa typu 5 a prostaglandin F2a
syntasa. Je to jedind 17B-hydroxysteroid dehydrogenasa, ktera se netadi mezi SDR. Jako
dehydrogenasa se podili na syntéze testosteronu z A*-androsten-3,17-dionu a S5o-
dihydrotestosteronu redukci So-androstan-3,17-dionu, dale redukei estronu na 17f-estradiol.
Je tak vhodnym cilem pro 1é€bu hormon dependentnich nadorii prostaty a prsu (Penning

2015). Jako prostaglandin F2a syntasa pfeménuje prostaglandiny PGH> na PGF2, a PGD; na
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11B-PGF2, (Obr. 21), které ptsobi pro-proliferativné skrz MAPK signalizaci. Aktivace MAPK
AKRIC3 prispiva také k rozvoji rezistence na radiacni chemoterapii (Sun et al. 2016).
AKRIC3 se také podili na rozvoji rezistence malignanci nezavislych na hormonech, napf.
AML, inhibici exprese 7y receptoru aktivovaného proliferatorem peroxizomu (PPARY)
a aktivaci prostaglandinového FP receptoru (Sun et al. 2016, Penning 2018). AKRI1C3 je
velmi Casto nadmérné exprimovana u pacientii s AML a ALL a je zodpovédna za rezistenci na
ANT, léCiva prvni linie téchto leukémii (Verma et al. 2019). 11B-PGF2,, zodpovédny za
aktivaci FP receptoru, podporuje bunécnou proliferaci, zatimco PGD> synergizuje s ATRA
a stimuluje apoptézu a diferenciaci leukemickych bunék (Desmond et al. 2003). PGD.,
prevladajici pii nedostatku AKR1C3, se preménuje pies PGJ, na 15-deoxy-A-prostaglandin J»,
ktery slouzi jako ligand diferenciaci stimulujiciho PPARYy receptoru (Straus et al. 2001).
Inhibice AKR1C3 je pfedmétem mnoha nedavnych studii a mohla by se v budoucnu vyuzivat
v onkologické 1écbé. Ve studii z roku 2018 byla pozorovéna spojitost AKR1C3 s glaukomem.
AKRI1C3 vsak ziejmé hraje roli i v jinych patologickych stavech. Exprese AKRIC3 byla
vyrazné nizs§i u pacientll s glaukomem v porovnani s kontrolni skupinou. Gen AKRI1C3 byl
oznacen jako kli¢ovy pro prevenci a lécbu glaukomu, vice studii je vSak potieba pro objasnéni
role AKRI1C3 u tohoto onemocnéni (Nie et al. 2018). AKR1C3 piedstavuje slibny cil i u Zen
s polycystickym ovaridlnim syndromem, u kterych nadmérnad exprese tohoto enzymu vede
pies aktivaci androgent v adiposni tkani k akumulaci lipida a insulinové rezistenci (O'Reilly

et al. 2017).
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Obr. 21 Redukce PGD; na ligand FP receptoru 11B-PGF», za pfitomnosti enzymu AKR1C3

AKR1C4 je hlavnim enzymem zodpovédnym za pfeménu testosteronu na 5p-tetrahydrosteroid
v jatrech, stejné jako AKRIC2 se podili na tvorbé Sa-androstan-3a,17B-diolu z 5o-
dihydrotestosteronu. Mutace AKR1C2 a AKRIC4 jsou spojovany s gonadalni dysgenezi
(Rizner et al. 2014). Déle se AKR1C4 podili na tvorbé¢ GABAa modulatoru allopregnanolonu
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z Sa-pregnan-3,20-dionu (Obr. 22) (Zeng et al. 2017). Na rozdil od AKR1C1-3, které¢ jsou
v ruznych koncentracich pfitomny plicich, prostaté, jatrech, mlécné zldze a wvarlatech,
AKRIC4 se nachazi vyhradné vjatrech (Jin et al. 2011). Vjatrech je AKRI1C4
nepostradatelnym ucastnikem biosyntézy zluCovych kyseliny (Rizner et al. 2014). Zajimava je
spojitost polymorfismus genu pro AKR1C4 s manickou/hypomanickou iritabilitou u muzi

s bipolarni chorobou (Johansson et al. 2011, Johansson et al. 2012).
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Sa-Pregnan-3,20-dion (3a-hydroxy-5a-pregnan-20-on)

Obr. 22 Redukce So-pregnan-3,20-dionu na GABA s modulator allopregnanolon

AKRIDI] je steroidni 5B-reduktasa, ktera katalyzuje metabolismu steroidni hormonti s a,f3-
nenasycenym A kruhem (Obr. 23), zaroven se stejn¢ jako AKR1C4 podili vyznamné na
biosyntéze zluCovych kyselin (Penning 2015). AKRI1D1 dale v jatrech inaktivuje
glukokortikoidy, jeho zvySena exprese tak zvysi clearance glukokortikoidll a snizi tak expresi
gent, na které glukokortikoidy cili. Zaroven piijem exogennich glukokortikoidii snizuje
aktivitu a expresi AKR1D1 a tim se clearance glukokortikoid snizuje a prohlubuje se tak

jejich ucinek (Nikolau et al. 2019, 2020).
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Obr. 23 Redukce steroidnich hormont s a,f-nenasycenym A kruhem AKR1D1

35



Novéjsi ¢len AKR AKRIE2 je homolog mysi jaterni keto-reduktasy AKRI1EI. Nazyva se také
lidska testis specifickd AKR (htAKR), protoZe je vysoce exprimovana v testes. Ziejmé se
nepodili na metabolizaci steroidnich hormonii ani prostaglandinti, vice studii je potteba

k prozkoumani aktivity tohoto enzymu (Azuma et al. 2004, Mindnich et al. 2009).

Rodina AKRG6

Z rodiny AKR6 jsou znami tfi zastupci v lidském téle; AKR6A3, AKR6AS a AKR6A9. Tyto
tf1 tetramerni proteiny nejsou povazovany za enzymy, protoze tvoii B-podjednotky napétove
fizenych draselnych kanald a jejich hlavni funkci je tak fizeni jejich otevirdni. S ostatnimi
¢leny AKR nadrodiny sdili vazebné misto pro NADPH. Jsou oznacovany také jako KV[1-3
a vramci napétové fizenych draselnych kandli se podili se na regulaci membranového
potencialu, kontrakci svalu, uvoliovani neurotransmitertt a hormona (Nystoriak et al. 2017).
Byla vSak také objevena slaba enzymaticka aktivita vici aldehydim a ketontim (Tipparaju et
al. 2008). S vysokou afinitou se vazi k pyridinovym nukleotidlim, vice studii o substratové
specifité a katalytické aktivité této skupiny je vSak potteba pro pochopeni jejich katalytické
funkce (Tipparaju et al. 2008).

Rodina AKR7

Aflatoxin aldehyd reduktasy AKR7A2 a AKR7A3 se tucastni redukce aflatoxin dialdehydii na
pfislusné mono a bis alkoholy (Penning 2015). Touto reakci zabrani AKR7 tvorbé
hepatotoxickych Schiffovych bazi se zbytky lysinu (Obr. 24). AKR7A2 se také jako
vyznamna sukcindt semialdehyd reduktasa podili na redukci GABA na y-hydroxybutyrat
v CNS (Picklo et al. 2001). AKR7A2 je také nejhojnéj$i reduktasou redukujici ANT
v kardiomyocytech, podilejici se tak na jejich kardiotoxickych Gcincich (Quinones-Lombrafia
et al. 2019). Uginky pfi rakovinném onemocnéni byly studovany také u AKR7A3, jeji aktivita
je snizena u hepatocelularniho karcinomu. AKR7A3 senzitizuje builkky k apoptickym
procesim a jeji zvySend exprese inhibuje aktivaci ERK, c-Jun a NF-«B antiapoptickych

signalnich drah (Chow et al. 2017).
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Obr. 24 Tvorba Shiffovych bazi aflatoxinu B s lysinem a metabolizace dialdehydu aflatoxinu AKR

2.5 EVOBRUTINIB A DALSI INHIBITORY CRE

CRE hraji vyznamnou roli v metabolismu fady endogennich i exogennich molekul a maji vliv
na mnoh¢é fyziologické funkce lidského té€la. Mohou tak byt vhodnym cilem inhibitori pfi

1é¢bé a adjuvantni terapii fady onemocnéni.

Prirodni inhibitory CRE

Inhibi¢ni vlastnosti na CRE byly objeveny u mnohych pfirodnich latek. Jako piirodni
inhibitory CRE byly popsany napf. sekundarni metabolity rostlin, flavonoidy, mezi nimiz se

prokézal luteolin (Obr. 25A) jako silny inhibitor CBR1 (ICso= 95 nM). Zkoumani vztahu mezi
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strukturou a aktivitou naznacilo, ze za inhibicni ucinek luteolinu je zodpovédnéd jeho

7-hydroxy skupina (Arai et al. 2015).

Obr. 25 A: Luteolin; B: (—)-Epigallokatechin gallat

(—)-Epigallokatechin gallat (Obr. 25B) pfitomny v zelenym caji je také inhibitorem CRE
véetné¢ CBR1 a AKRI1B1 (Balestri et al. 2020). Jako inhibitor CBR1 snizil tento katechin
redukci Dau na bunéénych liniich hepatomu a zvysil tak jeho cytotoxicitu az o 20,5 % (Huang
et al. 2010). Dalsi ptirodni latky rozmanitych struktur inhibujici CRE zahrnuji napt. kurkumin,
liquiricin, kyselina oleanolova, alkaloid berberin nebo stilbenoid resveratrol (Piska et al. 2017,

Zeng et al. 2019).

Dalsi inhibitory CRE

Inhibi¢ni vlastnosti k CRE byly objeveny také u tfady syntetickych molekul. Diabetické
komplikace zpusobené¢ enzymem AKRI1B1 mohou byt potla¢eny inhibitory blokujici tento
enzym, jako jsou sorbinil, tolrestat, nebo epalrestat (Obr. 26A) (Penning 2015). Inhibice
AKRIBI epalrestatem vedla také k potlaceni progrese rakoviny délozniho hrdla (Ji et al.
2020).

AKRI1BI10 je dals$im enzymem vyrazné zvysSen¢ exprimovanym u mnoha druhti rakovin a jeho
inhibice je predmétem nedavnych studii. Selektivné je AKR1B10 inhibovana oleanolovou
kyselinou (Takemura et al. 2011). Epalrestat inhiboval kromé¢ AKRI1B1 také AKRIBI0

a usnadnil tak sorafenibem indukovanou apoptézu inhibici mTOR drdhy na buné¢né linii
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hepatocelularniho karcinomu (Geng et al. 2020). Inhibice enzymi AKR1B1 a AKR1B10 se
ziejm¢ podili také na protirakovinném ucinku objeveném u nesteroidniho antiflogistika
sulindaku (Obr. 26B). Ve studii z roku 2015 byly naméfeny pro inhibici AKR1B1 hodnoty
ICs0 0,36 uM a pro AKR1B10 2,7 uM (Cousido-Siah et al. 2015).

F

Obr. 26 A: Epalrestat; B: Sulindak

AKRICI-3 se vyznamné podili na metabolismu steroidnich hormonti a jejich inhibitory tak
mohou najit své vyuziti v1é€bé hormon dependentnich nddorti. Pro kastracné rezistentni
karcinom prostaty jsou vyuzivany abirateron acetat, enzalutamid a apalutamid, jejich pouziti
je vSak limitovano rychlym rozvojem rezistence zplisobenou zvySenou expresi enzymil
z rodiny AKR (Wangtrakuldee et al. 2019). Inhibice téchto enzyml by mohla tento problém
vyfesit, a proto se mnoho studii zaméfuje na vyvoj vhodnych inhibitorit AKR1C enzymd.
Ne¢kolik potencidlnich inhibitort, strukturné N-(naften-1-yl)amino-benzoatl, otestovali
Wangtrakuldee et al. a u nékolika molekul dosdhli silné inhibice v nanomolarnich

koncentracich.

Nadmérna exprese predevsim enzymu AKR1C3 predstavuje velky problém také u lécby AML
ANT. Jeji aktivitu je mozné snizit nesteroidnim antiflogistikem indometacinem (Obr. 27A),
v klinické praxi se v§ak kombinace v této indikaci nevyuziva. Analoga indometacinu a dalSich
nesteroidnich antiflogistik (NSAID) jsou vSak zkoumany a je mozné jejich budouci vyuziti

v chemoterapii (Gobec et al. 2005, Lolli et al. 2019).
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Obr. 27 A: Indometacin; B: Olaparib

Nalezenim vhodnych potencidlnich inhibitortt enzymi zrodin AKR a CBR a objasnénim
mechanismu U¢inku puasobeni téchto inhibitori v kombinaci s ANT se zabyvad katedra
biochemickych véd na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Krélové. Synergisticky ucinek
inhibitoru poly(ADP-ribdza)polymerasy olaparibu (Obr. 27B) s ANT byl uz zndmy a klinicky
testovany (Conte et al. 2014), mechanismus tohoto uc¢inku vSak nebyl zndm. Tavares et al.
z Farmaceutické fakulty zjistili, Ze olaparib synergizuje s daunorubicinem pravé inhibici

enzymu AKR1C3 (Tavares et al. 2020).

Dal$imi neddvno studovanymi molekulami byly BTK inhibitory akalabrutinib a ibrutinib
(Obr. 28A-B). I u nich se projevil synergismus s daunorubicinem inhibici AKRIC3 a jejich

kombinace by tak mohla vést k pfekonani multi-l€kové rezistence (Morell et al. 2020).
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Obr. 28 A: Akalabrutinib; B: Ibrutinib; C: Evobrutinib
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Evobrutinib

Od schvéleni prvniho BTK inhibitoru ibrutinibu v roce 2013 se hledaji nové indikace a novi
zastupci této skupiny. BTK jsou kinasy exprimované v v B-lymfocytech, myeloidnich
bunkach a destickach. BTK se podili se na proliferaci, dozravani a diferenciaci B-lymfocytd,
na imunitni odpovédi vrozené i1 adaptivni a zprostfedkovavéa signalizaci B-celuldrniho
receptoru (BCR) a Fc imunitnich receptorti (Haselmayer et al. 2019). V monocytech a
granulocytech fidi BTK fagocytozu a produkci cytokint a dalSich mediatori zanétu (Lopez-
Herrera et al. 2014). BTK inhibitory jsou vyuzivané v indikacich malignanci B-lymfocyti a
autoimunitnich chorob. Byly navrzeny jako nové antitromboticky aktivni latky, testovali se

také na pacientech s t€zkym pribéhem onemocnéni COVID-19 (Estupifian et al. 2021).

Mnozi zastupci BTK inhibitorG jsou v poslednich letech hojné testované v indikacich
roztrouSené¢ sklerosy, pemphigu, revmatoidni artritidy a lupu erythematodes. Jednim
z nov¢jSich zastupceti, vyvinutych k 16€bé autoimunitnich chorob, je Evo (Obr. 28C). Evo je
ireverzibilni inhibitor, prochazejici pfes HEB (Hundelshausen et al. 2021). Vzhledem
ke kovalentni vazb¢é na BTK je jeho dlouhodoby a ptetrvavd dlouho po odstranéni latky ze
systémové cirkulace. Evo G¢inn€ inhibuje signalizaci zprostfedkovanou BCR a Fc receptory,
zabraniuje aktivaci B-bunék a bunék pfirozené imunity, snizuje produkci autoprotilatek
a normalizuje poCty B 1 T bunék (Haselmayer et al. 2019). Evo jiz prosel II. fazi klinického
testovani v indikaci roztrousené sklerosy (Montalban et al. 2019). Stejn¢ jako u dalSich
inhibitord kinas je vSak mozny objev dalSich 0€inkli a roz$ifeni indikaci tohoto BTK
inhibitoru. V experimentalni ¢4asti se tato rigordézni prace zabyva zkoumanim u¢inkt Evo na

zastupce CRE z nadrodin AKR a SDR in vitro a jeho potencialni ptinos pii 1¢écbé AML ANT.
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo otestovat ucinek inhibitoru BTK Evo na pét vybranych CRE

redukujicich Dau na kardiotoxicky a mén¢ uc¢inny daunorubicinol (Dau-ol) in vitro.
Dil¢i experimentalni cile pak zahrnovaly:

e zédkladni screening vybranych CRE (AKR1C3, AKRIB10, AKRIBI, AKRI1AI
a CBR1) s Evo a pfedbéZnou selekci enzymi nejsilnéji inhibovanych Evo

e stanoveni hodnot ICso pro nejsilnéji inhibované enzymy

e urceni typu inhibice a inhibi¢ni konstanty pro nejsilnéji inhibovany enzym

e urceni typu vazby inhibitoru na enzym.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL A CHEMIKALIE

Chemikalie a reagencie

NADP+ (Roche Diagnostics, Némecko)
Glukosa-6-fosfat (Applichem, Némecko)
Sodno-fosfatovy pufr (pH = 7,4; 0,1 M) (Sigma-Aldrich Némecko)
Chlorid hotecnaty (0,3 mM) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche Diagnostics, Némecko)
Dimethylsulfoxid (MP Biomedicals, Cina)
Destilovana voda Katedra biochemickych véd, FaF)
Methanol (Penta, Ceska republika)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko)
Inhibitor

e Skladovan pfi teplot¢ -20 °C (vys$i koncentrace pii -80 °C). Rozpustén
v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Evobrutinib  1mM, 10mM (Selleck Chemicals, Némecko)

Enzymy

e Lidsk¢é CRE byly pfipraveny rekombinantné na Katedfe biochemickych véd
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Na jejich ziskani byl vyuzit expresni systém
E. coli, nasledné byly rozpusténé v NaP pufru a 20% glycerolu a uchovavany v -20 °C

(nebo -80°C).

AKRI1C3 1,5 mg/ml
AKRIBIO 1,5 mg/ml
AKRI1BI1 1,5 mg/ml
AKRI1A1 0,494 mg/ml
CBRI1 1,47 mg/ml
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Substrat

Rozpustén v ultracisté vodé a skladovan v lednici pii +4 °C. Nebo v pevném c¢istém stavu

skladovan v mrazaku pfti teploté -20 °C.

Daunorubicin hydrochlorid

SmM (Sigma-Aldrich, Némecko)

4.2 POMUCKY A PRISTROJE

Pomiicky

Rukavice
Mikrozkumavky
Stojan na zkumavky
Laboratorni 1zi¢ka
Mikropipety

Spi¢ky na mikropipety
Kéadinky

Stopky

Vanicka na led
Vialky

Inserty do vialek
Injekéni stiikacky
Jehly

Membranovy filtr na stiikacky

Piistroje a programy
Analytické vahy

Vortex

Inkubator Thermomixer
Ptistroj na vyrobu ledu
Centrifuga

UHPLC

Kolona

ChemDraw Professional 19.0

(Vulcan Medical, CR)

(Eppendortky)(1,5 ml, 2ml, 5Sml, Eppendorf, Némecko)
(Eppendorf, Némecko)

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

(0,5 — 1000 pl, Santorius Biohit, Finsko)

(Santorius Biohit, Finsko)

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

(1ml, Agilent Technologies, California, USA)
(Agilent, Technologies, California, USA)
(Terumo, Japonsko)

(0,9 x 40 mm, Braun, CR)

(Sigma-Aldrich, Némecko)

(Scaltec, Florida, USA)

(IKA, Némecko)

(Eppendorf, Némecko)

(Scotsman, UK)

(Eppendorf, Némecko)

(Agilent Technoligies, California, USA)

(2,1 x 50 mm, 1,8 um, Zorbax Eclipse Plus C18,
Agilent Technologies, California, USA)
(PerkinElmer, Massachusetts, USA)
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GraphPad Prism 8.2.0 (GraphPad Software, California, USA)

4.3 METODIKA PRACE
4.3.1 Princip reakci

Cilem experimentu bylo zjistit, zda Evo inhibuje vybrané CRE a pokud ano, specifikovat, do
jaké miry inhibice probiha a o jaky typ inhibice se jedna.

CRE metabolizuji ANT redukci karbonylové skupiny v poloze 13 na hydroxy skupinu (Obr.
29). Evo tuto reakci mize inhibovat a zabranovat tak vzniku kardiotoxického a netc¢inného
metabolitu. Do jaké miry Evo dané enzymy inhibuje bylo zméfeno pomoci UHPLC, na

zéakladé kvantifikace obsahu substratu (Dau) a produktu (Dau-ol) v reakéni smési.

o o4 O NADPH NADP"
CRE
0]
-7 \NHZ
OH
Daunorubicin Daunorubicinol
Molecular Weight: 527,53 Molecular weight: 529,54

Obr. 29 Redukce Dau na Dau-ol v pfitomnosti CRE

4.3.2 Typy reakci a jejich sloZeni

Reakéni smés o 100 pl se sklada z péti klicovych slozek. Jedna se o sodno-fosfatovy pufr
(NaPB), regeneracni systém (RS), enzym, inhibitor a substrat (Tab. 2).

VSechny reakce byly pfipraveny v triplikatech pro zajisténi co nejpiesnéjSich vysledki

a vylouceni ptipadné odchylky zptsobené chybou v prubéhu experimentu.

Tab. 2 Obecné slozeni reakéni smési

NaPB Evo RS Enzym Substrat

Objem [pl] 58 2 20 10 10
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Zakladni screening enzymu

U zakladniho screeningu byly pfipravovany navic kontrolni triplikdty, které neobsahovaly
neékteré ze zminénych slozek. Napt. v neinhibované reakci zcela chybi inhibitor, v kontrole
bez inhibitoru je inhibitor nahrazen DMSO, ktery sam o sobé disponuje inhibi¢nimi
vlastnostmi. V kontrole bez enzymu se chyb¢jici objem roztoku enzymu nahradi pfidanim
vice NaPB a misto substratu se v kontrolni zkumavce bez substratu doplni destilovana voda
(Tab. 3).

Zakladni screening slouzil k selekci enzymil nejvice inhibovanych Evo, a tudiz relevantnich

pro dalsi analyzu.

Tab. 3 Slozeni reakénich smési pii zakladnim screeningu enzymu

Koncentrace
inhibitoru [uM] NaPB [ul] | Evo [ul] | RS [ul] | Enzym [pl] | Substrat [ul]

0" 60 0" 20 10 10

0™ 58 2" 20 10 10

10 38 7 20 10 10

50 58 D) 20 T T

T =0 T 20 - 0

T %0 T N 5 e

" Neinhibovana reakce (inhibitor nahrazen 2 pl NaPB)
** Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

*** Kontrola bez enzymu (enzym i inhibitor nahrazeny 12 ul NaPB)

otk

Kontrola bez substratu (substrat nahrazen 10 pl destilované vody, inhibitor nahrazen 2 ul NaPB)

Stanoveni hodnoty ICso
U enzymd, kde se prokazal Evo jako neti¢inngjsi, se nasledné stanovovaly hodnoty ICso. Zde
bylo kli¢ové pouziti vice riiznych koncentraci inhibitoru pii zachovani koncentraci enzymu

1 substratu (Tab. 4, 5).
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Tab. 4 Slozeni reak¢nich smési pii stanovovani hodnoty ICso Evo s enzymem AKR1C3

Koncentrace
inhibitoru puny | o T Evolull RS [ud] FAKRICS [l - Substrat [u]

0° 58 2 20 10 T

0,02 58 P 20 10 T

0,1 58 ) 20 10 T

0,5 58 ) 20 10 o

2 58 2 20 10 10

10 58 ) 20 10 o

100 58 ) 20 10 T

1000 58 ) 20 10 T

* Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

Tab. 5 Slozeni reakénich smési pfi stanovovani ICso Evo s enzymem AKR1B10

Koncentrace
inhibitoru [uM] NaPB [ul] | Evo [ul] | RS [ul] | AKR1B10 [pl] | Substrat [ul]

0 58 2" 20 10 10

0,5 58 ) 20 10 T

2 58 2 20 10 10

10 58 P 20 10 T

50 58 P 20 10 T

250 58 P 20 10 10

1000 58 B 20 10 0

* Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

Ur¢eni typu inhibice a inhibi¢ni konstanty K;

Pro podrobnéjsi analyzu inhibice, typu inhibice a urceni inhibi¢ni konstanty K; byly kromé

koncentraci inhibitoru ménény také koncentrace substratu (Tab. 6).

Tab. 6 Slozeni reak¢énich smési pii urceni typu inhibice enzymu AKR1C3 Evo

Koncentrace

inhibitoru [uM]

NaPB [p]]

Evo [pl]

RS [u]

AKRI1C3 [p]]

Substrat [ul]

Substrat 200 uM
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0 58 2" 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
Substrat 400 pM
0 58 27 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
Substrat 600 pM
0° 58 2" 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
Substrat 800 uM
0 58 27 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
Substrat 1000 pM
0 58 2" 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
Substrat 2000 pM
0 58 27 20 10 10
1 58 2 20 10 10
5 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10

" Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 pl DMSO)
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Urceni typu vazby inhibitoru na enzym

Pti zjisténi nekompetitivniho typu inhibice se déle pokracuje analyzou vazby inhibitoru na

enzym pii zménach koncentraci jak inhibitoru, tak enzymu (Tab. 7).

Tab. 7 Slozeni reak¢nich smési pii ur€ovani typu vazby inhibitoru na enzym

Koncentrace
inhibitory vy | D A Eve [ull RS [l | AKRICS [ul] | Substrit [ul]

AKR1C3 0,05 pg/ml
0" 58 2F 20 10 10
0,02 58 P 20 T T
0,1 58 P 20 10 T
0,5 58 P 20 10 T
2 58 2 20 10 10
10 58 P 20 10 T
100 58 P 20 10 T
1000 58 P 20 10 T

AKR1C3 0,15 pg/ml
0" 58 2F 20 10 10
0,02 58 P 20 T T
0,1 58 P 20 10 T
0,5 58 P 20 10 T
2 58 2 20 10 10
10 58 P 20 10 T
100 58 P 20 10 T
1000 58 P 20 10 T

AKR1C3 0,3 pg/ml
0° 58 2 20 10 10
0,02 58 P 20 T T
0,1 58 P 20 10 T
0,5 58 P 20 10 T
2 58 2 20 10 10
10 58 P 20 10 T
100 58 P 20 10 10
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1000 58 2 20 10 10
AKRI1C3 0,5 pg/ml
0 58 2" 20 10 10
0,02 58 2 20 10 10
0,1 58 2 20 10 10
0,5 58 2 20 10 10
2 58 2 20 10 10
10 58 2 20 10 10
100 58 2 20 10 10
1000 58 2 20 10 10

*Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

4.3.3 Podrobny postup experimentu
Samotna metodika celého experimentu spocivala v péti krocich:
e pfiprava reakéni smési,
e preinkubace,
e inkubace,
e precipitace a filtrace,

e m¢éfeni UHPLC a jeho vyhodnoceni.

Piiprava regeneracniho systému

NADPH regeneracni systém slouzi ke generaci NADPH, vyznamného kofaktoru pro ¢innost
redukénich enzymu. Sklada se z nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP"), Glukosy-6-
fosfatu (Glc-6-P), Glukosy-6-fosfatdehydrogenasy (Glc-6-PDH), chloridu hote¢natého
(MgClz) 0,1 M a NaPB 0,1 M, pH 7,4 (Tab. 8).

Tab. 8 Slozeni regeneracniho systému pro jednu reakéni smés

Slozka | NADP" | Glc-6-P | NaPB | MgCl> | Glc-6-PDH

Mnozstvi | 0,2mg | 0,6 mg | 10 pl 10 pl 0,5 ul

Prvnim krokem piipravy regeneraéniho systému bylo pe¢livé a presné navazeni NADP" a Gle-
6-P do prazdné eppendorfky (mnozstvi pfepocitané na pocet naplanovanych reakci + rezerva

alesponi pro dv¢ reakce navic). Druhym krokem bylo pfidani odpovidajiciho mnozstvi NaPB
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amichédni navortexu do vzniku homogenniho roztoku. Nésledné¢ byl do eppendorfky
pipetovan MgCl,. Poslednim krokem zlstavalo pfidani enzymu (Glc-6-PDH), tento krok se
vSak provedl vzdy az v Case potieby, pred samotnym pipetovanim RS do jednotlivych

reakénich smeési.

Priprava inhibitoru

Zasobni roztok inhibitoru byl uchovavan v mrazdku pii -20 °C (koncentrovanéj$i roztok
pii -80 °C). Po vyjmuti z mrazaku bylo nutné roztok rozmrazit teplem rukou a zvortexovat pro
zajisténi homogenity pred fedénim a pipetovanim. Pro vypocteni pozadované¢ho objemu ZR

inhibitoru pii fedéni inhibitoru na pozadovanou koncentraci byl vyuzit vzorec:

c1XVi=cax Vs,

c1= koncentrace zasobniho roztoku inhibitoru [uM], V= objem zasobniho roztoku potiebny k piipraveé roztoku
inhibitoru vysledné koncentrace [ul], co= vysledna koncentrace inhibitoru v reakéni smési vyndsobend 50-ti

[uM], V2= objem roztoku inhibitoru o vysledné koncentraci [pl]

Vypocitany objem ZR inhibitoru byl doplnén DMSO na konecny objem roztoku inhibitoru.

Piiprava enzymi
Podobné¢ jako inhibitor, enzymy bylo potieba vyjmout zmrazdku a vyckat do jejich
rozmrazeni. Na pozadovanou koncentraci (Tab. 9) byly nafedény ptfidinim NaPB, po

vypocteni potiebného objemu zasobniho roztoku obdobnym vzorcem, jako u inhibitoru.

c1XVi=caxV,

ci= koncentrace zasobniho roztoku enzymu [pg/pl], Vi= objem zésobniho roztoku potiebny k piipravé roztoku
enzymu vysledné koncentrace [ul], co= vyslednd koncentrace roztoku enzymu [pg/ul], Vo= objem roztoku

enzymu o vysledné koncentraci [pul]

Tab. 9 Cilové koncentrace jednotlivych enzymt na jednu reakéni smés

Enzym AKR1C3| AKR1B10 | AKR1B1 | AKRIA1 | CBRI
Mnozstvi [pug/reakei] 1,5 5 5 1 1(0,5)
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Piiprava daunorubicinu

Zasobni roztok Dau 5 mM byl uchovavan v lednici. Pfed jeho pouzitim se pro zahtati vlozil na
tf1 minuty do ultrazvukové lazn¢.

Pti potfebé jiné koncentrace se roztok Dau piipravil v Case potfeby rozpusténim ¢istého Dau
v destilované vodé. Hmotnost Dau, potfebnd pro piipravu roztoku o dané koncentraci se

vypocitala podle vzorce:

m:CXMDauXV

m= navazka Dau [mg], c= koncentrace vysledného roztoku Dau [mM], Mpa,,= molarni hmotnost Dau

hydrochloridu (563,98), V= objem roztoku Dau o vysledné koncentraci [ml],

Z takto ptipraveného roztoku Dau mohly byt ptipraveny dalsi roztoky o nizSich koncentracich

v ptipadé¢ potieby vice riznych koncentraci (Urceni typu inhibice Tab. 6).

Priprava reak¢nich smési

Pottebny pocet mikrozkumavek (eppendorfek) byl v triplikatech nasklddan do stojanu na
zkumavky a oznafen popisky vylucujicimi zaménitelnost jednotlivych reakénich smési. Jako
prvni bylo do jednotlivych zkumavek rozpipetovano 58 pul NaPB 0,1 M (60 ul u neinhibované
kontrolni reakce a reakce bez substratu, 70 pl u kontroly bez enzymu) (Tab 2). Nasledovalo
piidani 2 pl inhibitoru o pfipravené koncentraci, ptipadné¢ 2 pl DMSO v kontrolnich
triplikatech bez inhibitoru. Jako tfeti byl do reakéni smési piidan RS 20 pl, jehoz ptiprava byla
dokoncena tésné¢ pied pipetovanim pifidanim glukosy-6-fosfatdehydrogenasy. Pfedposledni
slozkou reakcni smési byl piedptipraveny roztok CRE v objemu 10 ul. VSechny zkumavky

byly postupné zvortexovany a umistény na 5 s do centrifugy.

Preinkubace
Po centrifugaci byly vSechny vzorky pfemistény do termostatu ptedem vyhiatém na 37 °C. Za
stalého tfepani byly vzorky v termostatu zahtivany po dobu 10 min. Divodem preinkubace

bylo usnadnéni navazani inhibitoru na enzym a pfiprava na inkubaci se substratem.
Inkubace

Inkubace probihala ve stejném termostatu za stalého michani po dobu 30 min. Reakce byla

zahdjena v kazdé zkumavce pfiddnim 10 pl Dau a vortexovanim ve 30 s intervalech. Pfi
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zakladnim screeningu byla provadéna také kontrola bez substratu, kde misto substratu bylo
pfidano 10 pl destilované vody (Tab. 3). Po ubéhnuti 30 min, byly ve 30 s intervalech reakce
postupné ukoncovany 300 pl methanolu a ulozenim do 1dzn€ s ledem. Po ukonceni posledni

reakce byly vSechny zkumavky presunuty na 30 min do mrazaku.

Precipitace a filtrace

Po vyjmuti z mrazdku byly vzorky opét umistény do centrifugy, pro odstfedéni precipitatu,
tentokrat na 10 min s rychlosti otacek 13 400 rpm. Po dokonceni byl zfetelny precipitat na dné
zkumavek. Pro diikladné odstranéni precipitatu pied méfenim UHPLC byla vyuzita injekéni
sttikacka s filtrem. Tekutina z horni ¢asti zkumavky byla nabréna jehlou do stfikacky,
nasledn¢ byla jehla vyménéna za filtr a tekutina protlacena ptes filtr do pfedem pfipravenych
a oznacenych vialek s inserty. Mezi jednotlivymi triplikaty byly jehla, stiikacka i filtr fadné
proplachnuty destilovanou vodou a vysuSeny, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd mezi sebou.

Vialky byly uzavieny vicky se septy.

UHPLC a interpretace vysledkii

Vysledky reakci byly hodnoceny za vyuziti UHPLC pfistroje na principu detekce obsahu
substratu Dau a produktu Dau-ol ve filtratu pomoci fluorescen¢niho detektoru. Po vypsani
sekvence a urCeni pozic vialek v pocitaci, byly vialky vysklddany na odpovidajici mista do
stojanu. Parametry pfistroje byly nastaveny nésledovné: objem ndstfiku vzorku 5 pl,
pratokova rychlost 0,7 ml/min, izokratickd eluce, slozeni mobilni faze: 0,1% kyselina
mravenci a acetonitril 74:26 a fluorescen¢ni detektor (emisni vlnova délka 560 nm, excitacni
délka 480 nm).

Z vyslednych pikii byl podle kalibracni kiivky vypocitan obsah metabolitu Dau v jednom
nastfiku vng. Vysledky méfeni byly pfevedeny do Microsoft Excel, ve kterém byla

nasledovné spocitana specifickd aktivita enzymi dle vzorce:

A= (l’l’l x K x 1000) / (t x Cg X MDau—ol)

A= specificka aktivita enzymu [nmol/mg/min], m= mnozstvi zméfeného Dau-ol ve vzorku [ng], K= koeficient
ziedéni (80), t= Cas inkubace [min], Cg= koncentrace enzymu ve vzorku [pg/reakci], Mpau-o= molarni hmotnost

Dau-ol (529,54 g/mol), hodnota 1000= pro pfevod na pg
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Pro grafické hodnoceni specifické aktivity jednotlivych vzorkt, uréeni hodnot ICso, Inhibi¢ni
konstanty Kj, typu inhibice a typu vazby inhibitoru na enzym byl vyuZit program GraphPad
Prism 8.2.0.
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5. VYSLEDKY

5.1 ZAKLADNI SCREENING

V ramci zakladniho screeningu byl inhibitor Evo inkubovan spolu s vybranymi CRE, a to
enzymy znadrodiny aldoketoreduktas AKRI1C3, 1B10, 1B1, 1Al a enzymem CBRI
z nadrodiny SDR. Ukolem bylo zjistit, vii¢i kterym z t&chto enzymii vykazuje Evo nejvyssi

inhibi¢ni potencidl a tudiz, které z enzymi by byly vhodné pro dalsi analyzu s Evo.

Pro zékladni screening byly pouzity pro kazdy enzym dvé koncentrace Evo, 10 uM a 50 uM
na jednu reakci vobjemu 2ul (Tab. 3). Pfipraveny roztok tedy musel byt 50-krat
koncentrovanéjsi. Déle se provadély kontrolni reakce bez inhibitoru a kontrolni reakce
s DMSO. DMSO kontrola slouzila k eliminaci vlivu DMSO na inhibici enzymu. Hodnota
specifické aktivity enzymu inkubované¢ho pouze s DMSO misto inhibitoru se stala referen¢ni
pro vypocet inhibi¢niho potencidlu Evo. VSechny reakce byly provadéné 2-krat a vzdy
v triplikatech (kromé kontroly bez enzymu, ktera byla provadéna v duplikatech), dohromady

tedy 6-krat (4-krat), pro lepsi interpretaci vysledki z priméri namétenych hodnot.

e Zakladni screening Evo s enzymem AKR1C3

Enzym AKRI1C3 je nejaktivnéjsi z vySe zminénych enzymu, s potvrzenou ucasti na rezistenci

nadorovych bunék vi¢i ANT. Mnozstvi enzymu AKR1C3 na reakci odpovidalo 1,5 pg.
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Obr. 30 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1C3 v procentech v jednotlivych reakcich. NI — neinhibovana
reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 uM, Evo
50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu. Hodnota specifické aktivity vzorku
kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvofen z priméri dvou experimentalnich sad vzorkd, kazda sada

byla méfena v triplikatech, vzorky bez enzymu v duplikatech.

Tab. 10 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRIC3 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka

z obou experimentalnich sad vzorku.

Koncentrace Evo [uM] Sﬁ?&%%(? Fﬁf;‘éﬁig}iiﬁu Aktivita [%] | Inhibice [%]
0° 274,23 + 17,60
0" 241,33+ 11,18 100,00 + 4,63
10 uM 41,84 + 1,82 17,34 £0,75 | 82,66+ 0,75
50 uM 15,55+ 0,93 6,44 +0,39 | 93,56+ 0,39
0 6,00 + 0,07 2,49 + 0,03

* Neinhibovana reakce (inhibitor nahrazen 2 pl NaPB)
** Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

sk

Kontrola bez enzymu (enzym i inhibitor nahrazeny 12 pl NaPB)
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Ze ziskanych hodnot je patrnd silna inhibice enzymu AKR1C3 Evo. Evo o koncentraci 10 pM
inhiboval enzym AKR1C3 primémé z 82,66 %, vyssi koncentrace Evo, 50 uM, vedla k vyssi
inhibici enzymu, pramérné z 93,56 % (Obr. 30, Tab. 10).

e Zakladni screening Evo s enzymem AKR1B10

Dal§im enzymem inkubovanym sEvo byl enzym AKRIBI0. Vysledna koncentrace

AKRI1BI10 bylo 5 pg na reakei.
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Obr. 31 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1B10 v procentech v jednotlivych reakcich. NI — neinhibovana
reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 uM, Evo
50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu. Hodnota specifické aktivity vzorku
kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvofen z primért dvou experimentalnich sad vzorkd, kazdé sada

byla méfena v triplikatech, vzorky bez enzymu v duplikatech.
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Tab. 11 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1B10 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka

z obou experimentalnich sad vzorkd.

Koncentrace Evo [uM] ?ég?gﬁ%?ﬁg;{?ﬂfgféﬁ? Aktivita [%] | Inhibice [%]
0" 95,95 + 2,00
0" 73,81 + 2,65 100,00 + 3,59
10 uM 49,44 + 1,83 66,98 £2,48 |33,02+248
50 uM 35,94 + 1,02 48,70+ 1,38 | 51,30+ 1,38
0 1,97 +0,18 2,67 £0,25

* Neinhibovana reakce (inhibitor nahrazen 2 pl NaPB)
** Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

sk

Kontrola bez enzymu (enzym i inhibitor nahrazeny 12 pl NaPB)

Dle namétfenych hodnot Evo inhibuje enzym AKRI10 primérmé z 33,02 % pii pouziti 10 uM
koncentrace Evo a z 51,30 % pfi pouziti 50 uM koncentrace (Obr. 31, Tab. 11). Inhibice je

tedy niz8i nez u enzymu AKR1C3, pfesto stale signifikantni.
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e  Zakladni screening Evo s enzymem AKR1B1

Enzym AKR1B1 byl pouzit v koncentraci 5 pg na reakci.
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Obr. 32 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1B1 v procentech v jednotlivych reakcich. NI — neinhibovana
reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 uM, Evo
50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu. Hodnota specifické aktivity vzorku
kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvofen z primért dvou experimentalnich sad vzorkd, kazda sada

byla méfena v triplikatech, vzorky bez enzymu v duplikatech.

Tab. 12 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1BI1 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka

z obou experimentalnich sad vzorku.

Koncentrace Evo [uM] Sﬁfgg%{? ?ﬁ;‘gﬁ;;}ﬁﬁu Aktivita [%] | Inhibice [%]
0" 21,71 +0,75
(0 17,18 £ 0,19 100,00 + 1,36
10 uM 16,91 + 0,95 101,51 £2,97
50 uM 16,92 + 0,48 98,46 £2,80 | 1,54 +2,80
0 1,86 + 0,07 10,83 + 0,40

* Neinhibovana reakce (inhibitor nahrazen 2 ul NaPB)
** Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 nl DMSO)

stk

Kontrola bez enzymu (enzym i inhibitor nahrazeny 12 pl NaPB)
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Nedochézi ke zméné aktivity enzymu AKRI1B1 pfi inkubaci s inhibitorem, a tudiz jim neni

inhibovan (Obr. 32, Tab. 12).

e Zakladni screening Evo s enzymem AKR1A1

Enzym AKR1A1 byl pouzit v koncentraci 1 pg na reakci.
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Obr. 33 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 v procentech v jednotlivych reakcich. NI — neinhibovana
reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 uM, Evo
50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu. Hodnota specifické aktivity vzorku
kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvofen z priméri dvou experimentalnich sad vzorkd, kazda sada

byla métena v triplikatech, vzorky bez enzymu v duplikatech.
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Tab. 13 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka

z obou experimentalnich sad vzorkd.

Faerines s ] Sﬁgﬁi{f ?rll{rtrll\(l)llt/?n egljrzrfl‘;]“ Aktivita [%] | Inhibice [%]
0" 501,00 + 7,75
(O 438,05 + 20,25 100,00 + 4,62
10 uM 432,38 + 23,91 98,71 £546 | 1,29+5,46
50 uM 418,66 + 23,85 95,57+ 544 | 4,43+544
0" 13,29 + 3,68 3,03 + 0,84

* Neinhibovana reakce (inhibitor nahrazen 2 ul NaPB)
** Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)

stk

Kontrola bez enzymu (enzym i inhibitor nahrazeny 12 pl NaPB)

Nameétené hodnoty inhibice enzymu AKRIA1 Evo nebyly statisticky vyznamné (Obr. 33,
Tab. 13).

e Zakladni screening Evo s enzymem CBR1

Enzym CBRI1 byl méfen ve dvou riznych koncentracich, a to 1 pg na reakci a pfi druhém
méieni 0,5 pg na reakci. Z obr. 34 a 35 je patrné, ze Evo nevykazuje k tomuto enzymu

statisticky vyznamny ucinek.
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Obr. 34 Hodnoty specifické aktivity enzymu CBR1 (o koncentraci 1 pg na reakci) v procentech v jednotlivych
reakcich. NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s
Evo o koncentraci 10 uM, Evo 50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu.
Hodnota specifické aktivity vzorku kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvofen z praiméru vysledkt

jednotlivych triplikath (duplikatu v ptipadé vzorku bez enzymu) jedné experimentalni sady vzorkd.
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Obr. 35 Hodnoty specifické aktivity enzymu CBR1 (o koncentraci 0,5 pg na reakci) v procentech v jednotlivych
reakcich. NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 10 — reakce s
Evo o koncentraci 10 uM, Evo 50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM, BE — kontrolni reakce bez enzymu.
Hodnota specifické aktivity vzorku kontroly DMSO urcena jako 100 %. Graf byl vytvoten z priméra vysledkt

jednotlivych triplikatt (duplikatu v ptipad€ vzorku bez enzymu) jedné experimentalni sady vzorku.
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Obr. 36 Grafické porovnani hodnot inhibice [%] jednotlivych enzyml Evo. Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci

10 uM, Evo 50 — reakce s Evo o koncentraci 50 uM
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Podle o¢ekavani, byl Evo nejvice inhibovan enzym AKRI1C3, a to primérné z 82,66 % pfti
pouziti 10 uM Evo na reakci a z 93,56 % pfii pouziti 50 uM Evo na reakci. Druhd nejvyssi
odpovéd’ na inhibitor byla zaznamenéana u enzymu AKR1B10 s dosazenim priamérné 33,02 %
inhibice pfi pouziti 10 uM Evo na reakci a 51,30 % inhibice pfi pouziti 50 uM Evo na reakci.
U enzymi AKRI1Al, AKRIB1 a CBRI1 byly naméfené hodnoty inhibice zanedbatelné
a klinicky nevyuzitelné, proto dalsi experimenty nebyly s témito enzymy provadény (Obr. 36).

5.2 STANOVENI HODNOTY ICs

Evo nejvice snizoval aktivitu u enzymit AKR1C3 a AKRIB10, u téchto enzymt byla nésledné
zjiStovana hodnota ICso. ICso je koncentrace inhibitoru, pfi které je aktivita enzymu sniZena

na 50 %.

e Stanoveni hodnoty ICso Evo s enzymem AKR1C3

Pro stanoveni hodnoty ICso, bylo zvoleno sedm riaznych koncentraci Evo pii zachovani
koncentrace enzymu AKR1C3. Koncentrace inhibitoru byly zvoleny nasledovné: 0,02; 0,1;
0,5; 2; 10; 100 a 1000 uM. Byly tedy zvolené i vyrazné niz$i koncentrace nez pii zédkladnim
screeningu (10 uM a 50 uM), které inhibovaly dany enzym z 80-90 %. Jako kontrola byl opét
proveden triplikat reakci bez inhibitoru, s obsahem DMSO 2 pl, k jejichz hodnotam specifické
aktivity enzymu se nasledné vztahovaly hodnoty specifické aktivity vzorkl s obsahem

inhibitoru.

Tab. 14 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka
jednotlivych triplikata

Koncentrace Evo [uM] SX%CSC(% ?Ill(rtl?(;llt/?negr;rzli?ll]u Aktivita [%] | Inhibice [%]
0" 275,30 + 8,31 100 + 3,02

0,02 264,78 + 7,88 96,18 +2,86 | 3,82+2,86

0,1 235,02 + 7,57 85,372,775 | 14,63 +2,75

0,5 215,12 + 4,60 78,14+ 1,67 | 21,86+ 1,67

2 128,44 + 3,77 46,65+ 1,37 | 53,35+ 1,37
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10 45,43 £ 0,86 16,50+ 0,31 | 83,50+0,31
100 11,47 0,13 4,17+0,05 | 95,83 +0,05

1000 10,30 £ 0,21 3,74 £ 0,08 96,26 + 0,08
* Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)
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Obr. 37 Zavislost specifické aktivity enzymu AKRIC3 na logaritmu jednotlivych koncentraci Evo. IC50 —
koncentrace inhibitoru, pifi které je aktivita enzymu snizena na 50 %; 95% CI — konfidencni interval
s konfiden¢ni hladinou 95 %. Graf byl vytvofen z priméra vysledka jednotlivych triplikatd jedné experimentalni

sady vzorkd.

Z pouzitych koncentraci Evo byla nejblize 50 % inhibici enzymu AKR1C3 koncentrace 2 uM.
Tato koncentrace inhibitoru snizila aktivitu enzymu o 53,35 % (Tab. 14). Pomoci GraphPadu
byla vypocitana hodnota ICso Evo viici AKR1C3 1,72 uM. Byl stanoven rovnéz konfiden¢ni
interval 95% Cl: 1,49 — 1,99 uM, ktery potvrzuje, Ze se hodnota ICso s 95% pravdépodobnosti

pohybuje v tomto intervalu koncentraci Evo (Obr. 37).

e Stanoveni hodnoty ICso Evo s enzymem AKR1B10

Pti zékladnim screeningu enzymu AKR1B10 bylo zjisténo, ze 50 pM koncentrace Evo snizi
aktivitu tohoto enzymu o 51,30 %. Proto se hodnoty koncentraci Evo pfi stanovovani ICso

pohybovaly kolem této hodnoty. Pro stanoveni hodnoty ICso u enzymu AKRI1B10 bylo
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stanoveno Sest koncentraci Evo: 0,5; 2; 10; 50; 250 a 1000 uM. Pro eliminaci vlivu DMSO na

inhibici enzymu, byly jednotlivé hodnoty aktivit enzymu ve vzorcich s inhibitorem vztazené

na hodnotu aktivity kontroly DMSO.

Tab. 15 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1B10 a inhibice enzymu Evo, primér a smérodatna odchylka

jednotlivych triplikata

Koncentrace Evo [uM] %’Eﬁ?ﬁﬁ%?ﬁggﬁggﬁiﬁ? Aktivita [%] | Inhibice [%]
0" 82,34 +2,56 100,00 + 3,11
0,5 79,40 + 2,96 96,43 £ 3,60 | 3,57+ 3,60
2 71,77 £2,16 87,17+2,62 | 12,83 +£2,62
10 52,72 + 1,06 64,03 £ 1,28 | 35,97 £1,28
50 37,57+ 0,30 45,63 +0,37 | 54,37+0,37
250 30,84 £ 1,59 37,45+£1,93 | 62,55+1,93
1000 27,84 £ 1,67 33,81 £2,03 | 66,19+2,03
* Kontrola DMSO (inhibitor nahrazen 2 ul DMSO)
100
ICso: 72,68 uM

95% ClI: 48,67 to 108,50 pM
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Obr. 38 Zavislost specifické aktivity enzymu AKRIB10 na logaritmu jednotlivych koncentraci Evo. IC50 —
koncentrace inhibitoru, pfi které je aktivita enzymu snizena na 50 %; 95% CI — konfidencni interval
s konfidenc¢ni hladinou 95 %. Graf byl vytvoifen z prumeért vysledki jednotlivych triplikat jedné experimentalni

sady vzorkd.
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Z vytvoiené¢ho grafu zdvislosti specifické aktivity enzymu na logaritmu koncentrace Evo
GraphPad ur¢il jako hodnotu ICso 72,68 uM (Obr. 38). Konfidencni interval byl vypocitan
95 % Cl: 48,67 — 108,5 uM. Interval byl tedy vyrazné rozsdhlej$i, nez pfi stanovovani ICso
uenzymu AKRIC3 a tudiz hodnota 72,68 uM vypocitana GraphPadem nemusi odpovidat
skute¢né hodnoté¢ ICso. Hodnota mohla byt programem nepfesné vypocitana i z divodu
nespravného protnuti vSech boda. Piesto hodnoty konfiden¢niho intervalu koncentrace Evo
potfebného ke snizeni aktivity enzymu AKRI1B10 na 50 % byly pfili§ vysoké a s timto

enzymem se jiz v dal$i analyze nepokracovalo (Tab. 15, Obr. 38).

5.3 URCENI TYPU INHIBICE A INHIBICNI KONSTANTY Ki

Pfi urCovani typu inhibice a inhibi¢ni konstanty Evo vi¢i enzymu AKRI1C3 byly pouzity
rizné koncentrace jak Evo (0, 1, 5, 10 uM), tak Dau (2000, 1000, 800, 600, 400, 200 uM). Ze
zjisténych hodnot specifické aktivity enzymu AKR1C3 byl za pomoci GraphPadu sestaven
graf zavislosti specifické aktivity enzymu na koncentraci inhibitoru a substratu (Obr. 39)

a jeho linearizovana varianta dle Lineweavera a Burka (Obr. 40).

3 400+
-~

£

< T 300-

-] - Evo 1
€ E 2001

S 3 -+ Evo 5
n(“ E

g

S 'y

o

Q.

(/2] 0 T

I I I |
0 500 1000 1500 2000 2500
Koncentrace Dau [uM]

Obr. 39 Zavislost specifické aktivity enzymu AKR1C3 na koncentraci inhibitoru a substratu. DMSO — kontrola
s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 1 — reakce s Evo o koncentraci 1 uM, Evo 5 — reakce s Evo
o koncentraci 5 uM, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 uM. Graf byl vytvoien z primért vysledka

jednotlivych triplikat jedné experimentélni sady vzorkd.
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Reciproky vynos dle Lineweavera a Burka
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Obr. 40 Reciproky vynos zavislosti specifické aktivity enzymu AKRIC3 na koncentraci inhibitoru a substratu.
DMSO - kontrola s DMSO a nulovou koncentraci Evo, Evo 1 — reakce s Evo o koncentraci 1 uM, Evo 5 —
reakce s Evo o koncentraci 5 pM, Evo 10 — reakce s Evo o koncentraci 10 pM, K; — inhibi¢ni konstanta. Graf byl

vytvofen z prumért vysledkl jednotlivych triplikatd jedné experimentalni sady vzorkd.

Ze ziskanych grafti byla zjisténa hodnota inhibi¢ni konstanty Ki= 1,81 uM. Jde o pomérné
nizkou hodnotu, a tudiZz potencidlné klinicky vyuzitelnou. Zaroveni byl z Obr. 40 uréen typ
inhibice. V tomto pfipad¢ jde o inhibici nekompetitivni, jelikoz se vSechny ptimky spojujici
jednotlivé koncentrace Evo sbihaji v jednom bod¢ na ose x. Z toho plyne, Ze s ménici se
koncentraci inhibitoru neméni hodnota K., tedy Michaelisova konstanta, ktera udava
koncentraci substratu, potiebnou pro dosazeni poloviny maximalni rychlosti reakce pii dané
koncentraci enzymu. Protnuti osy y v riznych bodech naznacuje snizujici se hodnotu Vimax se

zvysujici se koncentraci inhibitoru (Obr. 40).

5.4 URCENI TYPU VAZBY INHIBITORU NA ENZYM

Poslednim krokem v analyze vazby inhibitoru na enzym bylo urceni, zda se jedna o tzv. tight

binding inhibitor, tedy pevné se vazajici, i nikoliv. Ze ¢tyt koncentraci enzymu AKR1C3 (0,5
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ng/reakei, 1,5 pg/reakei, 3 pg/reakei a 5 pg/reakcei) a osmi riznych koncentraci Evo (0; 0,02;
0,1; 0,5; 2; 10; 100; 1000 uM) byly urceny ctyti hodnoty ICso pro Ctyfi rizné koncentrace
enzymu a nasledné vytvoren graf zavislosti hodnot ICso na koncentraci enzymu AKRI1C3
(Obr. 41).
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Obr. 41 Zavislost hodnot ICso Evo na koncentraci enzymu AKR1C3 (E). Graf byl vytvofen z praimért vysledki

jednotlivych triplikatt jedné experimentélni sady vzorkd.

Tab. 16 Hodnoty ICso Evo pro jednotlivé hodnoty koncentrace enzymu AKR1C3

Koncentrace enzymu AKR1C3 [mg/ml] 0,05 0,15 0.3 0.5

ICso 2,38 1,721 1,676 2,323

U pevné se vazajiciho inhibitoru na enzym se predpokladd zvysujici se hodnota IC50 se
zvySujici se koncentraci enzymu, a tedy linearni stoupajici pfimka. V tomto piipadé se vSak
tento jev neprojevil a hodnoty ICso Evo se méni nezédvisle na koncentraci enzymu (Tab. 16).
Bylo tak usouzeno, ze ackoliv je Evo nekompetitivni inhibitor enzymu AKR1C3, nejedna se

o pevné€ se vazajici inhibitor.
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6. DISKUZE

Zastupci enzyml nadrodin AKR a SDR se vyznamné podileji na karcinogenezi a rozvoji
rezistence na chemoterapii. Jejich nadmérné exprese byla pozorovana u mnoha druhti rakovin
(Saraswat et al. 2006, Tai et al. 2007) a nedavné studie se tak zacaly zabyvat otazkou
moznosti inhibice téchto enzymi a jejich potencidlnim vyuzitim v 1é¢bé rakoviny. V roce
2018 zjistili Novotna et al., ze inhibitor cyklin-dependentni kinasy (CDK) dinaciklib je
silnym, pevné se vdazajicim inhibitorem AKRIC3 shodnotou ICso = 0,23 uM, ktery
senzitizuje rezistentni bunky vysoce exprimujici AKR1C3 k daunorubicinu (Novotna et al.
2018). AKR1C3 je jednim z hlavnich enzymi redukujicich athracykliny, ktery se podili na

jejich kardiotoxicité a vzniku rezistence (Piska et al. 2021).

YV v

Po dinaciklibu byla Gspésné testovana fada dalSich CDK inhibitor; roskovitin, purvalanol A,
AZD5438, R547, abemaciklib, palbociklib, ribociklib, ale také inhibitor fosfoinsoditid-3-
kinasy (PI3K) buparlisib, inhibitor poly(ADP ribéza) polymerasy (PARP) olaparib
a inhibitory BTK ibrutinib a akalabrutinib (Novotna et al. 2018, Sorf et al. 2019, Bukum et al.
2019, Sorf et al. 2020, Tavares et al. 2020, Morell et al. 2020). Ibrutinib a akalabrutinib se
osveédCily jako silni inhibitofi AKR1C3 na bunéénych liniich HCT116 v mikromolarnich
koncentracich, s K; hodnotami pohybujicimi se kolem 0,3 uM pro ibrutinib a 0,5 puM pro
akalabrutinib (Morell et al. 2020).

BTK je nereceptorova tyrosin kinasa, exprimovand ve vétSiné hematopoetickych bunék,
piredevsim B-lymfocytech. Hraje vyznamnou roli v signalizaci BCR a dalSich receptorti na
povrchu bunék, at’ uz malignich ¢i zdravych. BTK aktivace nastavda po reakci BCR
s antigenem, dale po aktivaci receptort pro ristové faktory, cytokiny, nebo receptory sprazené
s G proteinem jako chemokinové receptory a integriny. Aktivovand BTK pak spousti signalni
kaskady jako PI3K/AKT, fosfolipasu C (PLC), proteinkinasu C (PKC), NF-xB a ftidi tak
proliferaci a diferenciaci B-lymfocytt. Pti absenci BTK nedochézi k dostatecnému dozravani
a diferenciaci B-lymfocytl, naopak nadmérnd aktivita BTK vede k autoimunitnim chorobam,
které jsou reverzibilni pii pouziti BTK inhibitord (Burger 2019). V poslednich letech nachazi
inhibitory BTK své uplatnéni napf. u pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii, lymfomu
z plastovych bunck nebo Waldenstromovou makroglobulinemii, klinicka testovani probihaji
také v indikaci autoimunitnich chorob. Pro rychly rozvoj rezistence je jejich pouziti zatim

limitované, jsou vSak studovdny kombinace zastupcii BTK inhibitorG s konvencni terapii
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a vyvijeny a zkoumany zastupci novych generaci. Studovana je kombinace BTK inhibitoru
prvni generace ibrutinibu s inhibitorem BCL2 venetoklaxem v indikaci AML (Eide et al.
2020), vliv na protileukemickou aktivitu venetoklaxu byl sledovan i u BTK inhibitoru
abivertinibu (Huang et al. 2020). U BTK inhibitoru PCI29732 byla objevena schopnost
inhibice efluxni pumpy ABCG2 vazbou na jeji ATP vazebné misto. Tim se zvysila citlivost
rakovinnych bunék nadmérné exprimujicich ABCG2 k chemoteraputikiim (Ge et al. 2018).
Inhibi¢ni vlastnosti k ABC pumpé byly uz diive objeveny u ibrutinibu. Jeho inhibi¢ni efekt na
ABCCI byl prokazan in vitro i in vivo (Zhang et al. 2014). Vliv BTK inhibitori na aktivitu
AKR pozorovan u ibrutinibu a akalabrutinibu (Morell et al. 2020) je dal§im nové objevenym

mechanismem jejich plisobeni a jeho pochopeni vede k novym moznostem jejich vyuziti.

V této praci byl zkouman dal$i zastupce inhibitortt BTK, Evo, a jeho vliv na reduk¢ni aktivitu
vybranych CRE enzyml na ANT daunorubicin. Z péti vybranych CRE enzymi byl in vitro
pozorovan znacny inhibi¢ni efekt Evo na enzym AKRIC3, méné vyrazny na enzym
AKRI1B10. Na rozdil od ibrutinibu a akalabrutinibu Evo zfejm¢ neni pevné se vazajici
inhibitor AKRIC3 a jeho hodnoty K; dosahovaly vysSich hodnot (K; = 1,81 + 0,07 uM).
Presto se jedna o silny inhibitor enzymu AKRIC3 (82,64% inhibice pii 10uM koncentraci

Evo) a jeho aktivita bude dale ohodnocena na bunéénych liniich.

V porovnani s dal§imi znamymi inhibitory enzymu AKRIC3 dosdhl Evo klinicky
vyznamnych hodnot ICso (ICso = 1,72 pM). Nizs§i hodnoty byly zjiStény napi. u NSAID
indometacinu (ICso = 0,10 uM) (Liedtke et al. 2013), derivatu kyseliny skoficové baccharinu
(ICs0 = 0,10 uM) (Zang et al. 2015), CDK inhibitoru dinaciklibu (ICso = 0,23 uM) (Novotna
et al. 2018), nebo derivatu vitaminu A ATRA (ICso = 1,17 uM) (Novotna et al. 2020). Nizké
hodnoty ICso a K; znamenaji 1 niz8i efektivni terapeutickou davku, tim klesa zatéz pro

organismus pacienta a riziko nezadoucich uc¢ink.

Pfi zkoumani rtiznych koncentraci Evo s riznymi koncentracemi substratu bylo zjisténo, ze
Evo se vaze na enzym nekompetitivné. Nevaze se tedy na aktivni misto enzymu a koncentrace
substratu tedy neovlivni miru inhibice enzymu a zavisi tak pouze na poméru inhibitoru
k enzymu. V praxi by pak pii zvySeni davky Dau nemélo dochazet k ovlivnéni u¢inku Evo,
coz je pro klinické vyuziti vyhodné. Prestoze je Evo nekompetitivni inhibitor AKR1C3, dle
nam¢fenych vysledki Evo neni pevné se vazajicim inhibitorem enzymu AKRIC3.
Nekompetitivni inhibitory enzymu jsou Casto pevné se vazajici inhibitory. Tento typ vazby na

enzym (tight-binding) byl pozorovan napt. u kurkuminu, nekompetitivné inhibujiciho CBR1
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(Ki =223 nM) (Hintzpeter et al. 2015), chalkonti odvozenych od chmelu (Humulus Lupulus)
xanthohumol, isoxanthohumol a 8-prenylnaringenin, akompetitivné inhibujicich AKR1B1
(Ki=15,08 uM, 0,34 uM, 0,71 uM) a 1B10 (K;=20,11 uM, 2,25 uM, 1,95 uM) (Seliger et al.
2018) nebo CDK inhibitoru dinaciklibu, nekompetitivné inhibujiciho AKR1C3 (K; = 0,07
uM) (Novotna et al. 2018).

Evo je vysoce specificky, ireverzibilni ordlni BTK inhibitor, inhibujici aktivaci B-lymfocytt,
M1 makrofagl a uvoliiovani cytokinti. B-lymfocyty se podileji na patogenezi autoimunitniho
onemocnéni roztrousené sklerosy, kde nadmérné produkuji protilatky, prezentuji antigen,
stimuluji a aktivuji T-lymfocyty a stimuluji produkci prozanétlivych cytokini (Milo 2019).
Pro Evo aktualné€ probihaji klinické studie v této indikaci (Montalban et al. 2019). V ramci jiz
probéhlé I. faze byla sledovana bezpecnost, tolerance a farmakokinetika Evo na zdravych
jedincich. Evo se velmi rychle absorboval (Tmax ~ 0.5 hod) a mél kratky polocas (~ 2 hod).
Obsazenost vazebného mista na BTK byla zavisld na ddvce, maximalni obsazenost (> 90 %)
nastala béhem ~ 4 hod po jedné davce a efekt byl dlouhodoby. Podédvané davky se pohybovaly
od 25 do 500 mg, plnd obsazenost BTK byla pozorovana jiz pii opakované podavané davce
25 mg. Nezadouci U€inky pfevazné mirn¢ho charakteru se vyskytly u 25 % subjekti, ktefi
obdrzeli pouze jednu davku a u 48,1 % subjektd s vice davkami. Neprokazal se zadny vliv

na QT interval (Becker et al. 2020).

Na rozdil od schvalenych BTK inhibitorti 2. generace, u kterych se objevily krvacivé stavy
jako nezadouci ucinek pii podavani, u Evo tento efekt nebyl pozorovan (Hundelshausen et al.
2021). Evo ma totiz mnohem mensi schopnost inhibovat BTK podminénou agregaci desticek
oproti dals$im BTK inhibitorim ibrutinibu, zanubrutinibu, akalabrutinibu, tirabrutinibu
a fenebrutinibu (Goldmann et al. 2019, Denzinger et al. 2019). Uginek nékterych BTK
inhibitord na desticky by v§ak mohl byt vyuzitelny u onkologickych pacient s aterosklerosou

(Lindner 2018).

Inhibice CRE enzymi je vedle inhibice NF-«kB (Singh et al. 2018) a efluxu zprostiedkovaného
ABC pumpami (Zhang et al. 2014, Ge et al. 2018) nové objeveny mechanismus ucinku
inhibitort BTK, ktery by mohl byt v budoucnu vyuzitelny v boji proti rakoviné a jeji
rezistenci. BTK inhibitor Evo je nekompetitivni inhibitor AKR1C3 s potencidlem zvySeni
efektivity chemoterapeutické 1écby Dau. Jeho ucinky je tieba dale prozkoumat na bunécnych

liniich, Iépe napodobujicich fyziologické podminky zivych organismd.
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7. ZAVER

V ramci tohoto experimentu byl testovan vliv Evo na aktivitu 5-ti CRE: AKR1C3, AKR1B10,
AKRIB1, AKR1A1l a CBRI pii enzymatické reakci redukce Dau na Dau-ol in vitro.
Nejsilnéjsi inhibice Evo se projevila u enzymu AKRIC3 (82,64% inhibice, 10 pM
koncentrace Evo) a enzymu AKRIB10 (32,28% inhibice, 10 puM koncentrace Evo).

U zbyvajicich tii enzymt byl inhibi¢ni potencial inhibitoru Evo zanedbatelny az nulovy)

U enzymli AKR1C3 a AKR1BI10 byly nasledné stanoveny hodnoty ICso Evo, které dosahly
hodnot 1,72 pM s konfiden¢nim intervalem 95 % CI: 1,49 — 1,99 uM pii inkubaci s enzymem
AKRI1C3 a 73,32 uM s konfidenénim intervalem 95 % Cl: 47,38 — 113,4 uM pro enzym
AKRI1B10. Piestoze inhibi¢ni u¢inek Evo na enzym AKRIBI10 nebyl zcela zanedbatelny,

nebylo s timto enzymem v dal$i analyze pokracovano.

Typ inhibice a inhibi¢ni konstanta byla stanovovana jen u nejsilnéji inhibované¢ho enzymu
AKRIC3. Inhibi¢ni konstanta byla vypocitana pomoci GraphPadu (K; = 1,81 £ 0,07 uM).
Vynesenim zavislosti specifické aktivity na ménici se koncentraci inhibitoru a substratu bylo

zjisténo, ze Evo inhibuje enzym AKR1C3 nekompetitivné.

Poslednim krokem bylo urceni, zda je Evo tzv. tight binding (pevné se vazajici) inhibitor.
Po vytvoreni grafu zavislosti hodnot ICso na koncentraci enzymu bylo ziejmé, ze Evo se na

enzym AKR1C3 pevné nevaze.
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8. SEZNAM ZKRATEK

118-HSD1 11B-hydroxysteroid dehydrogenasa

ABC ATP vazajici kazetové transportéry (ATP-binding
cassette)

ACEi Inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu

AKR Aldo-keto reduktasa

ALL Akutni lymfoblastické leukémie

AML Akutni myeloidni leukémie

ANT Anthracyklin

ATP Adenosintrifosfat

ATRA All-trans-retinova kyselina

BB Beta blokatory

BCR B-celularni receptor

BCRP Protein rezistence karcinomu prsu

BTK Brutonova thyrosin kinasa

CBR Karbonyl reduktasa

CDK Cyklin-dependentni kinasa

CNS Centralni nervovy systém

CRE Enzym redukujici karbonylové skupiny

CYP Cytochrom P450

Dau Daunorubicin

Dau-ol Daunorubicinol

DM Diabetes Mellitus

DMSO Dimethylsulfoxid

Dox Doxorubicin

Dox-ol Doxorubicinol

EDTA Kyselina edetova

EMA Evropska 1¢kova agentura (European Medicine
Agency)

ERK Extracelularnim signalem regulovana

proteinkinasa (Extracellular signal-regulated

kinase, Elk-related tyrosine kinase)
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Evo
EU
FLT3

GABA
GIT
Glc-6-P
Glc-6-PDH
HNSCC

htAKR
IARC
1.V.

LVEF

MAPK
MDR
MgCl»
MRP
mTOR

NADP"*
NF-xB
NNK

NPM1
NaPB
NSAID
PARP
PI3K
PI3K/AKT
PKC

PLC

PKB

Evobrutinib

Evropskd unie

FMS podobna tyrosinkinasa 3 (Fms-like tyrosine
kinase 3)

Kyselina y-aminomaselna

Gatrointestinalni trakt

Glukosa-6-fosfat
Glukosa-6-fostatdehydrogenasa

Dlazdicovy karcinom hlavy a krku (head and neck
squamous cell carcinoma)

Lidska testis specificka AKR

International Agency for Research on Cancer
Intravendzni

Ejekéni frakee levé komory (Left Ventricular
Ejection Fraction)

Mitogenem aktivované proteinkinasy

Multi 1€kova rezistence

Chlorid hotfec¢naty

Protein multilékové rezistence

Sav¢i cil rapamycinu (Mammalian target of
rapamycin)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nuklearni faktor kappa B

nitrosamin 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanon

Nukleofosmin 1

Sodno-fosfatovy pufr

Nesteroidni antiflogistika

Poly(ADP ribéza) polymerasa
Fosfoinsoditid-3-kinasa
Fosphatidylinositol-3-kinasa/protein kinasa B
Proteinkinasa C

Fosfolipasa C

Proteinkinasa B
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PPARy
ROS

Rpm

RS

SDR
SNO-CoA
Top2
WHO

y receptor aktivovany proliferatorem peroxizomu
Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen
Species)

Otacky za minutu (Revolutions per minute)
Regeneracni systém

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
S-nitroso koenzym A

Topoisomerasa II

Svétova zdravotnicka organizace (World Health

Organisation)
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