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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Barbora Fiklikova
Skolitel: prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Vliv inhibice branebrutinibu na aktivitu vybranych reduktas

z nadrodiny AKR a SDR.

Akutni myeloidni leukemie (AML) je spolu s dal§imi nddorovymi onemocnénimi
velmi ¢astym zdravotnim problémem nejen v Ceské republice, ale po celém svéts.
Na tyto nemoci neexistuje stoprocentni 1éba a kazdy rok tak pfipravi o zivot miliony

lidi.

Jiz po n€kolik desitek let se k lécbé AML vyuzivaji antracyklinovéd antibiotika
(ANT), naptiklad daunorubicin v kombinaci s dal§imi cytostatiky. Nicméné i tato 1é¢iva
maji své problémy. Jednim znich je jejich toxicita pro buiky organismu, zejména
kardiomyocyty, zpiisobena jednak inhibici topoizomerasy 28 a jednak iniciaci vzniku
reaktivnich forem kysliku. Druhym problémem je narlstajici rezistence nadorovych

bunék vici ANT.

ANT jsou karbonyl redukujicimi enzymy metabolizovany na ptislusné alkoholy,
které¢ maji snizeny uc¢inek proti nddorovym buiikdm, a naopak zvySenou toxicitu proti
bunkdam srdce. Inhibici téchto enzymi by bylo mozné dosdhnout lepsich terapeutickych

vysledkd.

Jednim z potencidlnich inhibitori by mohl byt branebrutinib (BRA).
Je to inhibitor Brutonovy tyrosinkinasy, pouZivany k Ié€bé imunitn€ podminénych
a zéanétlivych onemocnéni a B-bunéénych malignit, konkrétn¢ naptiklad revmatoidni

artritidy, lupusu a dalSich onemocnéni.



Predmétem této prace bylo zjistit, zdali BRA inhibuje n¢kterou z vybranych

reduktas, urcit ICso, kinetické parametry a typ inhibice u nejvice inhibovaného enzymu.

BRA nejucinnéji inhiboval AKR1C3. Zde byla inhibice u 10 uM BRA az 77,24 %
a u 50 uM BRA 91,79 %. O néco mén¢ inhiboval AKR1B10, kde byla inhibice
u 10 uM BRA 62,97 % a u 50 uM BRA 81,75 %. U ostatnich testovanych enzymu
vykazoval BRA pouze nizky inhibi¢ni potencial a nemélo tedy smysl s nimi pokracovat

v dalSich experimentech.

Pro AKR1C3 byla zjisténa ICso 2,65 puM. Inhibi¢ni konstanta K; dosahovala
hodnoty 3,08 uM. Z grafického vyneseni dle Lineweavera a Burka byl urcen
nekompetitivni typ inhibice. Posouzenim intenzity vazby inhibitoru k enzymu
se prokazalo, Ze se inhibitor na enzym vaze reverzibiln€é. Pro AKR1B10 byla primérna
ICs0 5,62 uM a hodnota K; dosahovala 6,40 uM. Opét byla inhibice nekompetitivni

a BRA se na enzym vézal reverzibilng.

Na zaklad¢ vysledkti by BRA mohl diky inhibici AKR1C3 a AKRI1B10 zlepSovat
terapeutické ucinky daunorubicinu. In vitro experimenty s rekombinantnimi proteiny

bude nutné doplnit i o dalsi s relevantnimi bunénymi liniemi.
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Acute myeloid leukaemia (AML), along with other cancer diseases,
is a widespread health problem not just in the Czech Republic but in the entire world.

There is no reliable cure, and millions of people die of cancer every year.

Anthracycline antibiotics (ANT) such as daunorubicin have been used as the cure
for many years in combination with other cytostatics. However, even these drugs have
their issues. One of the problems is toxicity for the healthy cells (especially
cardiomyocytes) caused by the inhibition of topoisomerase 2f3 and by the reactive
oxygen species (ROS) formation. The other problem is the increasing resistance

of the ANT to cancer cells.

ANTs are metabolized by carbonyl reducing enzymes to appropriate alcohols with
lower effects against cancer cells and more severe toxicity for the heart cells.

The inhibition of these enzymes could be used to achieve better therapeutic results.

One of the potential inhibitors could be branebrutinib (BRA). It inhibits Bruton
tyrosine kinase and is used to cure immune-mediated diseases and inflammatory

diseases, and B-cells malignancies, for example, rheumatoid arthritis, lupus, and others.

The aim of this work was to find out whether BRA inhibits any of the selected
reductases, determine IC50, kinetic parameters, and a type of inhibition of the most

inhibited enzyme.



BRA was most effectively inhibiting the enzyme AKRIC3. The inhibition
reached 77.20% for 10 pM BRA and 91.79% for 50 pM BRA. Somewhat less inhibited
was AKR1B10. The inhibition reached 62.97% for 10 uM BRA and 81.75 % for 50 uM
BRA. Other tested enzymes displayed low inhibitory potential to BRA, so there was

no need to continue in their following experiments.

The IC50 for AKRIC3 was 2.65 uM, and the inhibitory constant Ki was 3.08 uM.
Based on the Lineweaver-Burk plot, the noncompetitive inhibition type was observed.
The tight binding inhibitor was not proven, and BRA is reversibly bound to AKR1C3.
The average IC50 for AKRIB10 was 5.62 uM, and the inhibitory constant Ki was
6.40 uM. The type of inhibition was also noncompetitive, and BRA was bound to
AKRI1B10 reversibly.

Based on the results, the BRA could increase the therapeutic effect
of daunorubicin due to AKR1C3 and AKR1B10 inhibition. However, further research
with the cell lines is necessary to complete the in vitro observations with recombinant

proteins.
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1. UVOD

Nédorova onemocnéni je Sirokéd Skala malignit, ktera kazdy rok pfipravi o zivot
miliony lidi po celém svét€. Mohou se vyvinout z téméf jakékoliv tkan€, pokud dojde
k nekontrolovatelnému mnozeni bun¢k. Dé¢li se na benigni neboli nezhoubné a maligni,
zhoubné. Zakladem 1écby kazdého novotvaru je vCasna diagnostika, ale ani tak neni
zarucené, ze se pacient uzdravi. Problémem jsou také metastdzy, coz znamena rozsiteni
rakovinovych bunc¢k do dalSich tkani. Nekterd onemocnéni tohoto druhu, naptiklad
akutni myeloidni leukemie (AML), karcinomy prsu, plic, lymfomy a dalsi se po desitky
let 1é¢i pomoci antracyklinovych antibiotik (ANT) v kombinaci s cytostatiky. Nejcastéji
vyuzivanymi ANT jsou daunorubicin (DAUN), ktery byl pouzit i vtéto préaci,

a doxorubicin.

Problémem ANT je, ze naddorové buniky mohou byt vici nim rezistentni. To je
zpusobeno n¢kolika mechanismy. Tim hlavnim je efluxni transport zprostfedkovany
lékovymi pienaSeci z rodiny ABC, ptfedevsim P-glykoproteinem. Pii nadmérné expresi
téchto transportérii je zvySend tendence vypuzeni cytostatika zbuiky. DalSim
mechanismem je redistribuce cytostatika z jadra do cytoplasmy, kde netucinkuje. Za to
je zodpovédny protein LRP. Mechanismti rezistence je mnoho, a proto je slozité jim

zamezit.

Dal8im problémem ANT je jejich toxicita pro builkky organismu. Podléhaji totiz
metabolické pfeméné katalyzované karbonyl redukujicimi enzymy. Mezi né patii
jednak aldo-ketoreduktasy (AKR) a také dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
(SDR). ANT je metabolizovano na piislusny alkohol, ¢imZ dojde ke snizeni aktivity

lé¢iva a zvySeni toxicity, zejména pro bunky srdce.

Moznym feSenim problému toxicity je inhibice vySe zminénych enzymu.
V soucasné dobg je testovano nékolik inhibitorti na vice urovnich vyzkumu. V této praci
je predmétem zkoumani branebrutinib (BRA), inhibitor Brutonovy tyrosinkinasy,
uzivany k 1é€bé tfady onemocnéni. Testovani probihalo in vitro srekombinantnimi

enzymy a jako specificky substrat se pouzival DAUN.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Nadorova onemocnéni

Dle Svétové zdravotnické organizace je rakovina neboli zhoubné nadory
¢1 novotvary velka skupina onemocnéni, které se mohou rozvinout témet v kazdé tkani
téla, pokud dojde k nekontrolovanému ristu bun¢k. Nadorové buniky maji schopnost
napadat pfilehlé organy a také se rozSifovat do jinych orgénd, coz se nazyva
metastazovani. Nadorova onemocnéni jsou celosvétové druhou nejcastéjsi pric¢inou
umrti. Rlzné typy rakoviny nenapadaji obé pohlavi se stejnou frekvenci. U muza jsou
nejcastejsi rakoviny plic, prostaty, tlustého stfeva a konecniku (kolorektum), zaludku
a jater. Mezi zenami je nejbéznéjsi karcinom prsu, tlustého stfeva a kone¢niku, plic,
délozniho ¢ipku a §titné zlazy. Vyskyt rakoviny kazdym rokem nariistd, coz zatézuje
pacienty, jejich okoli 1 zdravotni systém. V mnoha zemich tak pacienti nemaji pfistup
k v€asné diagnostice a kvalitni 1écbé. Za rok 2020 piibylo po celém svéteé pies
18 milionti novych pfipadi. V roce 2018 na rakovinu zemfelo 9,6 milionu lidi, coz
je jedno ze Sesti nejcastéjSich tmrti.

Statni zdravotni ustav uvadi, ¢ v CR jsou nadorova onemocnéni také druhou
nejcastéj$i pfiCinou umrti. Rocné umird 27 tisic osob, coz Cini 23 % z celkové

amrtnosti.
Akutni leukemie

Akutni leukemie patii mezi hematologickd onemocnéni. Déli se na AML a akutni
lymfoblastickou leukemii (ALL) podle toho, kterou fadu bunék onemocnéni postihuje.
Bliz8i klasifikace je moznd diky imunofenotypizaci, cytogenetice a molekularni
genetice. Jde o neoplastickou transformaci hematopoetické kmenové bunky a proliferaci
leukemickych blastl v kostni dieni. ALL postihuje pacienty pfedevs§im v détském véku

a AML primarné dospélé. (Karges et al. 2011, Salek 2012)

Mezi klinické ptiznaky patii horecka, Uinava, no¢ni poceni, pfiznaky anemie,
zvySend krvacivost, nachylnost k infekcim. Dochéazi ke zdufeni lymfatickych uzlin
a také ke zvétSeni jater neboli splenomegalii. Obvykle také byva pfidruzena

diseminovana intravaskularni koagulopatie. (Karges et al. 2011)

11



Zakladem pro uspéSnou lécbu je vcasnd diagnostika. Dulezitym aspektem
je vysetfeni krevniho obrazu a hodnoceni diferencidlniho rozpoctu leukocytii pod
mikroskopem, to znamena pomérové zastoupeni jednotlivych typt leukocyt. Hodnoti
se také vzhled bunék a jejich abnormality. Pro akutni leukemie je charakteristicka
patologie ve vice bunécnych fadach a také pfitomnost blasti. Myeloidni blasty maji
kulaté¢ jadro sjemnym chromatinem a zietelnym jednim ¢i nékolika nukleoly.
Lymfoidni blasty nemivaji jadérka viditelna, jaderny chromatin byva kondenzované;jsi.
Stiedni vyvojova stadia bunck obvykle chybi, to se nazyva hiatus leucaemicus.
Leukocytosa neni podminkou, celkovy pocet muize byt rizny, obvykle vSak byva
anemie a trombocytopenie. U akutni promyelocytarni leukemie je Castd pancytopenie
a u myeloblastové leukemie jsou pfitomné Auerovy tyce v blastickych buiikach.

(Salek 2012, Karges et al. 2011)

AML ma dvoji klasifikaci. Jednak podle FAB (French-American-British) a novéji
podle WHO. Starsi klasifikace dle FAB rozdéluje typy AML dle natéri periferni krve
a kostni dfen¢ barvené klasicky dle Giemsy-Romanovského a riznymi cytochemickymi
barvenimi. Klasifikace dle WHO zahrnuje navic i pritokovou cytometrii, cytogenetiku

a molekulédrni biologii. (Penka et al. 2011)

Pied zahijenim vlastni 1éby je nutné posoudit celkovy stav pacienta
a rozhodnout, jaky zpisob 1é¢by je pro néj nejvhodnéjsi. Hodnoti se charakter leukemie,
celkovy stav pacienta, jeho ve€k, komorbidity, ale také jeho vlastni preference,
po fadném pouceni. U nékterych forem AML ptedchazi vlastni 1é€bé leukodeplecni
vykony, které maji za cil dosdhnout poétu leukocytl alespori 5 000x10%/1. Obvykle se
spolu s tim zac¢ind 1 farmakologicka 1é¢ba. Jiz vice nez 30 let se k chemoterapii pouziva
kombinace ANT s cytarabinem. V néckterych ptipadech je nutné pfistoupit
k transplantaci hematopoetickych kmenovych buné¢k, kde je ale riziko graft versus host
disease, kterd znamena neuspéch transplantace. Cilem 1écby je obnova funkce kostni

dieng. (Salek 2012, Karges et al. 2011)
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blasty jsou =
30 % bunék z
ANC

(s vyjimkou
M3

a nékterych
Mo)

= 3 % blasti
jsou MPO
pozitivni

(s vyjimkou
Mo

a nékterych
M5A)

kategorieFAB

kritéria pro klasifikaci podtypu

Mo

< 3 % bunék jsou MPO nebo SBB pozitivni
lymfoidni markery jsou negativni

je imunologicky nebo ultrastrukturalni prikaz
myeloidni diferenciace leukemie

M1

blasty jsou = 90 % NEC

blasty jsou = 3 % MPO nebo SBB pozitivni
vyzravajici monocytarni linie je < 10 %
vyzravajici granulocyty jsou < 10 %

M2

blasty jsou 30-89 % NEC

vyzravajici granulocyty = 10 % NEC
monocytarni linie < 20 % NEC a nejsou jina
kriteria M4

M3

charakteristicka morfologie

M3v

charakteristicka morfologie

M4

blasty jsou = 30 % NEC

granulocytarni linie = 20 % NEC

monocytarni linie = 20 % NEC drené a/nebo
periferni monocytarni linie je = 5 x 10%/1

nebo dren jako M2 ale cytochemicka barveni
svedci pro monocytarni liniia je = 5 x 10%/1 bunék
periferni krve z monocytarni linie

M5A

blasty jsou = 30 % NEC
monocytarni linie dfené je = 80 % NEC
monoblasty jsou = 80 % monocytarni linie

M5B

jako M5A, ale monoblasty jsou < 80 %
monocytarni linie ve dfeni

Mé

erytroidni fada = 50 % ANC
blasty jsou = 30 % NEC

M7

blasty jsou prevazné megakaryoblasty

Obrazek 1 - FAB klasifikace AML (Penka et al. 2011)
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AML s rekurentni
cytogenetickou
abnormitou

AML s t(8;21); RUNX1-RUNX1T1

AML s inv(16) ¢i t(16:16); CBFB-MYH11

APL s t(15;17); PML-RARA

AML s t(9;11), MLLT3-MLL

AML s t(6;9); DEK-NUP214

AML s inv(3) ¢i t(3;3); RNP1-EVI1

AML megakaryoblasticka s t(1;22); RBM15-MKL1
AML s mutovanym NPM1

AML s mutovanym CEBPA

AML spojena
s myelodysplazii

vznikajici jako vyvoj MDS ¢ MDS/MPN
provazena cytogentickou abnormitou provazejici MDS
s pritkazem multilinearni dyplazie

myeloidni neoplazie spojené s
léébou

t-AML
t-MDS
t-MDS/MPN

AML jinak neurcené

AML s minimélni diferenciaci

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukemie

akutni monoblasticka a monocytarni leukemie

akutni erytroidni leukemie (erytroidni/myeloidni a ¢ista
erytroidni leukemie)

akutni megakaryoblasticka leukemie

akutni bazofilni leukemie

akutni panmyeloza s myelofibrozou

myeloidni sarkom

z myeloblastii, myelomonocytarni, monoblasticky,
trilinearni, dominantné z erytroblastii ¢i megakaryoblastii

myeloidni proliferace spojené
s Downovym syndromem

prechodna abnormalni myelopoéza
myeloidni leukemie spojena s Downovym syndromem

neoplazie z blastickych
plazmocytoidnich
dendritickych bunék

Obrazek 2 - WHO klasifikace AML (Penka et al. 2011)
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2.2. Antracyklinova antibiotika

ANT jsou tetracykliny s antrachinonem pfipojenym glykosidickou vazbou
k cukernému zbytku. Pouzivaji se jako chemoterapeutika pro 1é¢bu nadort
a hematologickych onemocnéni u dospélych 1 déti. Jednd se hlavné
o rakovinu prsu, plic, leukémii, lymfomy. Klinicky nejvyznamnéj$imi zastupci jsou
DAUN, doxorubicin, epirubicin a idarubicin. Produkuji je bakterie rodu Streptomyces.
Podévaji se intraven6zné a jsou metabolizovany piedevSim jatry a vylucovany Zluci.

(Cheong et al. 2018; Bachur et al. 2002; Puchnerova et al. 2016)

Prvni ANT — DAUN a doxorubicin byly velmi ucinné, proto byla snaha
produkovat analogy, které by zlepsily terapeutické aplikace. Z nich se celosvétove

pouzivaji jen epirubicin a idarubicin. (Cheong et al. 2018)
Mechanismus tGcinku

ANT vnikaji do bun¢k a jsou lokalizovany v jadrech. Maji interkalacni funkci,
to znamena, ze se véleni do DNA mezi sousedni par bazi. Tim zptsobi inhibici syntézy

DNA a RNA v rychle se replikujicich nddorovych bunkach.

Dalsi funkci je inhibice topoizomerasy II (Top2). To je enzym, ktery tvofi
doCasné zlomy dvousroubovice DNA a reguluje tim nadSroubovicové vinuti.
Dokaze také opravit rizné spletence. Jeji inhibice zpusobi poruSeni reparacnich
mechanisml, coZz vede k programované bunécné smrti. Tento enzym existuje
ve dvou variantach. Top2a, kterd se nachazi v nddorovych bunikach a Top2f vyskytujici

se u bunck zdravych.

Vzhledem k tomu, ze ANT maji chinonovou ¢ast, podporuji vznik reaktivnich
forem kysliku (ROS). Chinony totiz podléhaji redukci na semichinony za katalyzy
cytosolickych enzymt, jako jsou cytochromy P450, NADH dehydrogenasy,
a xantinoxidasy. Pii tom vznikd superoxid, ktery sam o sob& muze zpusobit poskozeni
bun¢k nebo se miize preménit na peroxidovy ¢i hydroxylovy anion. Kyslikové radikaly
mohou vznikat i reakci ANT s Zelezem. Dusledkem je peroxidace lipidi a poskozeni

DNA bunék. (Cheong et al. 2018; Puchnerova et al. 2016)
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Toxicita

Z vyse popsan¢ho mechanismu uc¢inku ANT vyplyva, Ze nepfinéaseji jen benefity
pro pacienty. Jejich velkym problémem je toxicita pro lidsky organismus, zptisobena
jednak inhibici Top2p a jednak vznikem ROS. Zavaznd je zejména kardiotoxicita,
kdy jsou poskozovany bunky srdce. V mitochondridlni membrané kardiomyocytii
se nachazi typ fosfolipidd, ktery ma k ANT vysokou afinitu. Ty prochazeji do bunky
a kumuluji se v ni. Mira toxického ucinku zéavisi na kumulativni davce

a li8i se u jednotlivych 1€kt a pacientii. (Cheong et al. 2018; Puchnerova et al. 2016)

Proto, ze ANT jsou Siroce pouzivané v lécbé rakoviny, hledaji se postupy,
jak zabranit vzniku poskozeni srdce, aniz by doSlo ke snizeni ucinku léCby.
Jednim zplsobem je podani kontinualni infuze 1éku, misto bolusové davky. Snizi se tak
maximalni hladina 1é¢iva v téle pacienta. U déti bohuZzel uG¢innost tohoto zpiisobu
potvrzena nebyla. Dal§i mozZnosti je podani lipozomalnich ANT, coz znamena, Ze se
1é¢ivo obali do lipozomalni kapsle. Dojde ke zvySeni polocasu 1é¢iva v krvi a zpomaleni
clearance, takze léc¢ivo zlstane v téle delsi dobu. LéCivo navic snaze prochazi
kapilarami nadoru, kde se kumuluje v intersticidlni tekutin¢ a hiie prochézi do bunék
srde¢niho svalu. Déle je mozné podat dexrazoxan, syntetizovany v padesatych letech
ve Svycarsku a USA. Chelatuje Zelezo v buiikach, takZe se netvoii komplexy ANT
s Zelezem zodpovédné za tvorbu ROS a tim nedochazi k poskozeni bunék. U déti se
dexrazoxan nepouziva kvuli podezieni zvyvolani ALL a myelodysplastického
syndromu. Také lze podavat vyzivové doplilky, jako napiiklad vitamin A a C,

nebo selen. (Puchnerova et al. 2016)
Rezistence

Velkym problémem je vznik rezistence nddorovych bunck vici témto lékiim.
Buniky jsou €asto multirezistentni, to znamena, Ze jsou odolné vici fadé 1éciv. Lécba tak
neni dostate¢né ucinnd a nadorova tkan dal nekontrolovatelné¢ roste. Hlavnim
mechanismem rezistence je efluxni transport pfes membrany zprostiedkovany
transportéry z rodiny ABC (ATP binding cassette transporters) — hlavné P-glykoprotein
(P-gp) a MRP (multidrug resistance associated proteins). Tyto lékové pienaSeCe
jsou zodpovédné za transport latek z bunék. Nadmérnad exprese ABC Iékovych
transportérti je tedy pfi¢inu MDR (mnohocetna Iékova rezistence), nebot’ cytostatikum

je z bun€k nadmeérné vypuzovano. (Chien at al. 2008)
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V rezistentnich bunikach také miZze byt pfitomen LRP (lung resistance-associated
protein). Tento transportni protein je zodpovédny za redistribuci cytostatika z jadra

do cytoplasmy, ¢imz dochazi ke snizeni uc€innosti 1éku. (Chien et al. 2008)

Dal$im mechanismem pfispivajicim k MDR je antioxidacni obrana nadorové
bunky. Jak jiz bylo zminéno, ANT zpusobuji vznik ROS, které poskozuji bunku.
Pokud ma nadorova buitka dobré obranné mechanismy, ANT nezptlisobi zavazné

poskozeni buiiky. (Raudenské, 2014)

Mezi dalSimi moznymi mechanismy rezistence muze byt hypoxie buiky
a jeji vyhybani se apoptoze, tyrosinkinasové receptory (RGFR a IGFRI1),
metaloproteinasa 10, nekodujici RNA, DNA metylace a fosfoproteom.

(Ferrari et al. 2022)

V dnesni dobé je proto snaha pochopit mechanismy rezistence a pokusit se
je zvratit nebo obejit, a tim zvysit u¢innost 1é¢by. Testuji se naptiklad inhibitory ABC
transportérti. Nedavné vyzkumy objevily inhibitory ABCB1 a ABCG2, pficemz u obou
I€kovych pfenasect se prokazala souvislost s MDR. (Wu et al. 2022)

2.2.1. Daunorubicin

DAUN je chemoterapeutikum cervené barvy. Byl objeven v 60. letech
20. stoleti. Z bakterie Streptomyces peucetius ho v Italii izoloval a pojmenoval
Di Marco s kolegy. Nejprve byla pozorovana jeho Uc€innost proti mySim nadortm.
Pozdé&ji byl pomoci klinickych testli prokdzan ucinek proti leukemii a lymfomam.

(Cheong et al. 2018)

Je rozpustny ve vodé a metylalkoholu. Obvykle se podava v kombinaci
s cytarabinem k 1é€bé AML u dospélych a déti starSich 1 roku. Pouziva se i k 1é€bé
ALL a testuje se 1 pouziti u jinych typd rakoviny. DAUN hydrochlorid
je metabolizovan v jatrech a dalSich tkdnich cytoplasmatickymi aldo-ketoreduktasami.
Hlavnim metabolitem je daunorubicinol (DAUN-ol), ktery ma antineoplastickou
aktivitu. Nicméné¢ DAUN-ol md mnohem niz$i Gi€innost proti nddorovym buinikam a je

vice toxicky pro buiiky organismu. (PubChem)
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CH3
HONH  H/h

NHy H

Daunorubicin (D 1) Daunorubicinol (D2)

Obrazek 3 - metabolismus daunorubicinu (Bachur et al. 2002)

2.3. Karbonyl redukujici enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory, jejichz funkci je urychleni chemickych reakci
v biologickych systémech. Po chemické strance jsou to bilkoviny. Bilkovinna ¢ést
se nazyva apoenzym, nebilkovinna ¢ast koenzym. Obvykle jim byvaji derivaty vitamina
B, nemusi vSak byt pfitomen u vSech enzymi. Klicovou oblasti pro reakci je aktivni
misto, které maji vSechny enzymy. Latka vstupujici do reakce se nazyva substrat.
Ten je pfeménovan na produkt. Podle typu katalyzované reakce se rozliSuje 6 tiid —

oxido-reduktasy, transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy a ligasy. (Racek et al. 2006)

Piestoze mnoZzstvi enzymu nelze snadno stanovit piimo, je mozné vyjadfit
jeho aktivitu a také kinetické parametry celé enzymem katalyzované reakce.
Aktivita enzymu (Ci katalyticka koncentrace) se vyjadiuje podle latkového mnoZstvi
substratu preménéného na produkt za jednotku casu. Rychlost reakce charakterizuje
Michaelisova konstanta (Kn). Ta odpovida koncentraci substratu, pti niz rychlost reakce
odpovida poloviné¢ maximalni mozné rychlosti (Vmax). Z toho vyplyva, Ze ¢im nizsi K,
tim rychleji je substrat enzymem pieménovan. Hodnota K je také mirou afinity
enzymu k substradtu, proto ¢im niz$i tato hodnota, tim vé&tsi ma enzym afinitu

k substratu. Pfi reakcich s vice substraty se za hlavni povazuje ten, se kterym

ma enzym nejmensi K.
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Oba kinetické parametry (jak Km, tak Vmax) se pocitaji na zaklad€ kinetické rovnice

Michaelise a Mentenové:

. Vinax * [S]
" K+ 18]

kde v = reaké¢ni rychlost; Vimax = mezni (maximalni) rychlost; Ky, = Michaelisova konstanta a [S] je

koncentrace substratu.

Reakéni rychlost reakce lze ovlivnit teplotou, pH, mnozstvim substratu a produktu,
¢1 pridanim aktivatoru nebo inhibitoru. Aktivatory jsou latky, které reakci urychluji

a inhibitory zpomaluji. (Racek et al. 2006)

Inhibitory jsou latky, které zpomaluji, ¢i zastavuji pribéh enzymové katalyzované
reakce, pficemz enzym nedestruuji. Inhibice miize byt vratnd nebo nevratna, zalezi
na sile vazby. Existuje n€kolik typil inhibice, které¢ se od sebe rozeznavaji na zakladé
kinetickych parametrii. Obvykle se rozeznavaji 4 typy — kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smiSeny. Pro odliSeni se sleduje, zda inhibitor po navézani zméni
Michaelisovu konstantu a maximdlni rychlost. RozliSuje se tedy mezi ptvodnimi
parametry (Km a Vmax) a parametry po navdzani inhibitoru (Knm" a Vmax).

(Vodrazka et al. 1991, Ledvina et al. 2020)

Prvnim typem je kompetitivni inhibice. Substrat a inhibitor maji podobnou
strukturu a soutéZi o vazbu na aktivni misto enzymu. Pokud se navdze na enzym
inhibitor, substrat se jiZ nemd kam navazat a reakce neprobéhne. OvSem vazba
inhibitor-substrat je v tomto piipadé reverzibilni. Pokud vzroste mnoZstvi substratu,
inhibice se zvrati. U kompetitivni inhibice se zvySuje Km, zatimco Vmax zUstava

neménna (Km” > Km; Vimax = Vmax"). (Vodrazka et al. 1991, Ledvina et al. 2020)

Naopak u nekompetitivni inhibice dochédzi k poklesu Vmax a Km se neméni
(K" = Kim; Vmax< Vmax"). Tento typ je charakteristicky tim, Ze inhibitor ma jinou
strukturu nez substrat a vaze se tedy na jinou c¢ast enzymu, nez je jeho aktivni misto.
Substrat se tedy mlZe navazat také, ale k pfeméné na produkt nedojde, protoze enzym
je neaktivni. Inhibitor se substratem spolu o vazbu nesoutézi, jak tomu bylo
u predchoziho typu. Pokud se inhibitor vaze nekovalentné, je tato vazba vratna.
Kovalentni vazba je ireverzibilni a inhibitoru se poté nékdy piezdiva enzymovy jed.

(Vodrazka et al. 1991, Ledvina et al. 2020)
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Akompetitivni typ je odliSny, inhibitor se totiz nevdZze na volny enzym,
ale na komplex enzym-substrat. Dochéazi k poklesu obou kinetickych parametrt,
jen jejich vzajemny pomér se neméni (Km'/ Km = Vmax/ Vmax). (Vodrazka et al. 1991,

Ledvina et al. 2020)

Rozdily mezi jednotlivymi typy inhibice jsou dobfe pozorovatelné
na hyperbolickych (a) a dvojnasobné reciprokych grafech dle Lineweaver-Burka,

viz obrazek. (Vodrazka et al. 1991).

inhibice kompetitivni nekompetitivni akompetitivni
v

- —

a) K=K’y [s] [s]

[S) [S) B

Obrazek 4 - graficky zndazornéné typy inhibice (Vodrazka et al. 1991)

Karbonyl redukujici enzymy patii mezi oxido-reduktasy, které katalyzuji oxidacni
a redukéni déje. Jako koenzym vyuZivaji latky pyridinové (NAD' a NADP"), flavinové
(FAD, FMN), ¢i ionty kovu (Zeleza nebo médi). Pti reakcich dochézi k ptenosu vodiku

nebo elektronli mezi substratem a akceptorem. (Vodrazka et al. 1991)
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2.3.1. Aldo-ketoreduktasy

Aldo-ketoreduktasy (AKR) jsou nadrodina enzymt ze tiidy oxido-reduktas.
Nachazeji se v cytosolu bun€k vétsSiny zivych organismi a jsou organové specifické.
Jsou to vétSinou monomery o velikosti 34-37 kDa. Nomenklatura je obdobna jako u
cytochromiit P450. AKR znaci nadrodinu, cislice 1-16 rodinu, pismeno podrodinu a
posledni ¢islo konkrétni sekvenci proteind. V ramci rodiny musi byt alespont 40% shoda
v sekvenci aminokyselin a u rodiny 60 %. V soucasné dob¢ je objeveno 16 rodin,
Citajicich témer 200 Clend. Toto ¢islo neni pravdépodobné konecné, stile se objevuji

nové enzymy. (Barski 2008, Jez et al. 1997, Westermann et al. 2022)

U lidi se vyskytuje 15 ¢lent, jsou to AKR1A1, 1B1, 1B10, 1B15, 1C1, 1C2, 1C3,
1C4, 1D1, 1E2, 6A3, 6AS5, 6A9, 7A2 a 7A3. Prostorové uspofaddani obsahuje (o/p)s
nebo triosafosfatisomerasovy soudkovy motiv. Jejich aktivni misto je lokalizovdno
na C-terminalnim konci soudku. Katalyzuji pfeménu aldehydd na primérni alkoholy,
a ketoni na sekundarni alkoholy mechanismem redukce. Jsou schopné katalyzovat
oxidac¢né-redukeni reakce obéma sméry, oxidacni reakce vSak katalyzuji méné ochotné
neZ redukéni. Uplatiiuji se v metabolismu steroidnich hormoni, konjugovanych steroidt
i syntetickych terapeutickych steroidi, a podileji se na biosyntéze neurosteroidii
a zluCovych kyselin. Jsou schopné redukovat glukosu, glukokortikoidy a malé
karbonylové metabolity. Pii metabolismu latek nékdy spolupracuji s dal§imi enzymy,
napiiklad alkoholdehydrogenasami, cytochromy P450 nebo glutathion-S-transferasami.

Jako kofaktor vyuZzivaji NADPH. (Barski 2008, Jez et al. 1997, Rizner et al. 2014)

Metabolizuji DAUN na DAUN-ol a ostatni ANT na odpovidajici alkoholy, ¢imz
se snizuje jejich u¢inek na rakovinové bunky a zvySuje se toxicita vici buitkam
pacienta, zejména kardiomyocytim. Bylo také nalezeno n€kolik polymorfismt v genech
produkujicich tyto enzymy. Nékteré zpiisobi zpomaleni metabolismu l1é¢iva, jiné naopak

jeho urychleni. (Lubieniecka et al. 2012)
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AKRI1A1

Aldehydreduktasa je jednim zprvnich objevenych enzymii této skupiny.
Tato monomerni NADPH-dependentni oxido-reduktasa je exprimovana v mnoha
tkanich, v nejvétsi mife v proximalnich tubulech ledvin, méné pak v jaterni tkani.
Mutze mit dva rizné transkripty, které maji odliSnou tkdnovou distribuci.
Zatimco dlouhd izoforma je pfitomna téméf ve vSech tkanich, kratka izoforma
je specificka pro ledviny, jatra a stfeva. Vykazuje Sirokou substratovou aktivitu.
Preferuje substraty s karboxylovou skupinou a negativnim nabojem, ochotné redukuje
1 aldehydy aromatické a steroidni, i malé tfiuhlikaté. V opacném sméru oxiduje trans-

dihydrodioly na o-chinony. (Barski 2008)

U mysi je klicovym enzymem biosyntézy kyseliny askorbové, ktera je jakozto
vitamin C pro organismus velmi dillezitd. U lidi neni kyselina askorbova syntetizovana
v organismu, musi se pfijmout v potrave. Pietrvavani genu AKR1A1 tak znaci, ze mize

mit v organismu jesté dosud neobjevenou roli. (Barski 2008)

Studie u AKRIA1 objevily jednonukleotidové polymorfismy (SNP), kdy je
nahrazena néktera z aminokyselin tvofici strukturu enzymu. To pak mlze mit
za nasledek zmény citlivosti k ANT. Konkrétné¢ nahrada glutamatu-55 za aspartat
a asparagin-52 za serin zpisobi sniZeni afinity k DAUN. Byla pozorovdna zvySena
exprese AKR1A1 u rakovinovych bunék. V rozvoji rakoviny mé dvé protichiidné role.
Chrani pred karcinogenezi diky redukéni detoxikaci karcinogenti, zaroven ale vytazuje
protinadorovou lécbu. Studie také ukdzaly spojeni AKR1A1 s rezistenci nadorovych
bunék hrtanu vii¢i zafeni zpisobenou potlaceni funkce proteinu p58. (Barski 2008,

Fujii et al. 2021)
AKRI1BI

Aldosareduktasa je v souCasné dob& hojné studovany enzym, protoze hraje roli
v hyperglykemickém poskozeni tkani u diabetu. Za bazalnich podminek katalyzuje
redukci nizkého mnoZstvi glukosy. ZvysSeni redukce glukosy za hyperglykemie
je spojeno s poSkozenim tkani. Bylo prokazano, Ze inhibice AKRI1BI1 zabramuje,
oddaluje, a dokonce je schopna zvratit poSkozeni tkani spojené s diabetem. AKR1B1
je témer vSudypfitomnd a je schopna regulovat rizné zanétlivé drahy. Studie ukazaly,
ze inhibice tohoto enzymu zastavi zanét vyvolany vysokou hladinou glukosy

a cytokint. (Barski 2008)
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Katalyzuje redukci mnoha substrati véetné oxidovanych fosfolipidii, prekurzoru
kone¢né¢ho produktu pokrocilé glykosylace (AGE), isokortikosteroidii, produktt
lipidové peroxidace (4-hydroxynonenal), glutathionové konjugace nenasycenych
aldehydt a latek znecistujicich zivotni prostfedi, napiiklad akrolein a jeho

glutathionovy konjugat. (Barski 2008)

Studie ukézaly, ze AKRI1B1 hraje zasadni roli v proliferaci bun¢k hladkého
svalstva cév béhem restendzy a aterosklerdzy, a pii zprostfedkovani mitogenni
signalizace, kterou spousti riustové faktory a cytokiny. Enzym je také obligatnim
mediatorem ischemického predkondicionovani. To je stav, kdy do srde¢niho svalu po

kratkou dobu neproudi krev. (Barski 2008)

AKRI1B1 ma v aktivnim misté hyperreaktivni cysteinovy zbytek, jehoz oxidace
urychluje katalyzu a zabranuje navazani inhibitoru. Oxidace tohoto cysteinu zplsobi,

ze se NADPH vazebnd smycka zcela neuzavie, jeji rozvolnéni je tedy snazsi.

(Barski 2008)
AKRI1B10

Aldosareduktasa tenkého stfeva byla objevena vroce 1998. Je nejvice
exprimovana ve stievech — jak tenkém, tak tlustém, dale pak v jaterni tkéani, brzliku,
nadledvinkach, ale také v nadorové tkani plic, jater a kone¢niku. U karcinomu plic,
jater, kolorekta a délohy je AKRIB10 exprimovana mnohonasobné vice
nez za fyziologickych podminek, diky ¢emuz slouzi jako marker téchto nadort.
Studie ukézaly, ze hladina AKR1B10 u hepatocelularniho karcinomu zavisi na stadiu
onemocnéni. V pocatecnich stadiich se zadkladni cirh6zou nebo virovou hepatitidou
je exprimovan vyrazné¢ nadmérné, kdezto v pozdéjSich stadiich s nizkym stupném
diferenciace je down-regulovan. Tim padem by AKR1B10 mohl slouzit jako biomarker

diferenciace a proliferace jaterniho karcinomu. (Barski 2008, Matsunaga et al. 2012)

Byla také prokazana up-regulace AKR1B10 v nékterych rakovinovych bunécnych
liniich (u meduloblastomu a karcinomu tlustého stfeva), ¢imz dochazi k rezistenci
nadorovych bunék k chemoterapeutiku. Proto se uvazuje o jeho vyuziti jako markeru

chemorezistence. (Barski 2008, Matsunaga et al. 2012)
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V promotorové oblasti genu AKR1B10 byla objevena mista, kterd by mohla
slouzit jako vazebna mista pro onkogenni a tumor supresorové geny, véetné¢ nékterych
transkripcnich faktorii, proteinu p53, a onkogenu AP-1. Je také zndmo, Ze lécba
nadorovych onemocnéni pomoci chemoterapeutik zpiisobuje generaci ROS,
které modifikuji biomolekuly, nukleové kyseliny a proteiny. Nésledné se tvoii vysoce
reaktivni a toxické karbonylové slouceniny, naptiklad 4-hydroxy-2nonenal a 4-oxo-2-
nonenal. Studie ukézaly, ze AKRIB10 tyto aldehydy vzniklé peroxidaci lipidi redukuje
na ptislusné alkoholy. (Barski 2008, Matsunaga et al. 2012)

Aminokyselinova sekvence je ze 71 % identickd s AKRIBI a vykazuje
podobnou substratovou specifitu a senzitivitu k inhibitoraim. Na rozdil od AKR1B1 neni
schopna redukovat glukosu. Katalyzuje metabolismus riznych endogennich latek,
napiiklad aromatick¢é a alifatické aldehydy nebo dikarbonylové slouceniny.
Mezi jeji substraty patii i nckteré xenobiotické ketony. Vykazuje 100x vyssi
katalytickou G€innost vii¢i nékterym 1éktim véetné DAUN. (Barski 2008)

Bylo dokézano, ze uml¢eni genu AKR1B10 pomoci siRNA vede k inhibici ristu
a snizeni rychlosti tvorby bun¢k kolorektalniho karcinomu, coz prokazuje roli enzymu
v proliferaci rakovinnych bunck. Zjistilo se, Ze gen AKRIB10 je indukovéan
cigaretovym koufem. Enzym ma vysokou afinitu k aldehydim obsazenym
v cigaretovém koufi, ¢imz poskytuje ochranu pted elektrofilnim poskozenim. Diky
spojeni s karboxyldzou-a, ktera snizuje rychlost de novo syntézy acetyl-CoA, piispiva

k regulaci biosyntézy mastnych kyselin. (Barski 2008)

Katalyzuje také redukei retinalti na odpovidajici retinoly, ¢imz dojde ke sniZeni
hladiny kyseliny retinové. Retinoidy jsou kli¢ové pro proliferaci, diferenciaci
a morfogenezi nékolika typd bun€k diky vazbé retinové kyseliny na odpovidajici
receptory. Retinové kyseliny piisobi jako signdlni molekuly pro spusténi diferenciace
bunék. Kromé role v detoxikaci karbonylovych sloucenin je AKRIBI0O zapojena
do syntézy mastnych kyselin pfes ubikvitin-dependentni degradaci acetyl-CoA

karboxylasy-a, coz je kli¢ovy enzym syntézy mastnych kyselin. (Matsunaga et al. 2012)
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AKRI1C3

Hydroxysteroiddehydrogenasy jsou exprimovany piedevSim v tkani plic
a prostaty a také v jatrech. Katalyzuji premény aldehydu i1 ketonii. Podileji se na vzniku
a progresi onemocnéni jako je karcinom prostaty a prsu nebo benigni hyperplasie

prostaty. (Barski, 2008)

U clovéka byly nalezeny AKRICI1-C4. VSechny jsou z 86 % homologické,
li$i se vSak biochemickymi vlastnostmi, citlivosti k inhibitoriim a tkaiovou distribuci.
Vsechny izoenzymy se vyskytuji v jatrech, kdezto mimojaterni vyskyt je rizny.
AKRIC4 je témét vyhradné v hepatocytech, AKR1C3 spolu s 1C2 jsou dominantné

exprimovany v prostaté¢ a mlé¢nych zlazach. (Matsunaga et al. 2012)

Jejich substraty jsou steroidy a prostaglandiny. Ochotné preménuji aldehydy
1 ketony, ¢imz se 1i81 od AKR1A a 1B. Katalyzuji jak oxidac¢ni, tak reduk¢ni reakce
se srovnatelnou ucinnosti. Jsou velmi dilezité pro metabolismus androgent a estrogentl.
Podileji se tak na vzniku a progresi karcinomu prostaty, benigni hyperplasii prostaty
nebo karcinomu prsu, coz jsou androgen- nebo estrogen-dependentni onemocnéni.

(Matsunaga et al. 2012)

Spolu s AKR1B10 se uplatiiuji v redukci nitrosaminu obsazeného v tabakovém
koufi na produkt, ktery je méné toxicky a jeho eliminace z organismu je jednodussi.
Mezi jejich substraty patii i rliznd xenobiotika, napiiklad DAUN, doxorubicin, oracin,
naltrexon nebo dolasteron. Jsou znamé 1 jako dihydrodioldehydrogenasy, maji totiz
schopnost katalyzovat NADP® véazanou oxidaci trans-dihydrodiold aromatickych

uhlovodiki na odpovidajici katecholy. (Barski, 2008)

Katalyza zprostiedkovana enzymy AKR1C mtize byt regulovana zménou poméru
NADH/NADPH, tim dojde ke zméné preference enzymi. AKR1CI, 1C2 a 1C3 jsou
spolu s AKR1B1 a 1B10 jsou pravdépodobné zodpovédné za ziskavani rezistence
nadorovych bun€k vi¢i chemoterapeutikliim, zejména ANT a cisplating.
Studie prokazaly, ze AKR1C byly up-regulovany u karcinomu vaje¢niku, rakoviny
dé€lozniho ¢ipku. (Barski, 2008, Matsunaga et al. 2012)
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AKRIC3 je znamy také jako PGF syntasa. Katalyzuje pfeménu prostaglandinti H>
a D> na PGF2a a 9a. Ma také aktivitu 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy typu 1
a katalyzuje vzajemnou pieménu mezi estronem a estradiolem nebo androstanedionem
a testosteronem. V perifernich tkdnich produkuje silné androgeny, které aktivuji
androgenni receptor nebo pusobi jako substraty pro aromatasu. Podili se na produkci
androgenti u karcinomu prostaty a syndromu polycystickych ovarii, a aromatasovych
substrath u karcinomu prsu. V souCasné dobé se zkouma fyziologickd role
téchto enzymu, jejich inhibitory, a zpisoby regulace geni AKRIC.
Jednim z prokdzanych inhibitorit AKRIC3 je kyselina retinova. (Barski, 2008,
Penning 2019)

Bylo objeveno nékolik SNP v nekddujicich 1 kddujicich oblastech genu AKR1C3.
Probéhly studie hledajici existenci spojeni mezi SNP a nddorovymi onemocnénimi, ale

nebylo prokazano, ze by je zptisobovaly vSechny SNP. (Penning 2019)
2.3.2. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

SDR (short-chain dehydrogenases/reductases) neboli dehydrogenasy/reduktasy
s kratkym fetézcem je jedna z nejvétsich nadrodin enzymu tiidy oxido-reduktas, kterd se
stale rozrista o nové ¢leny. Strukturné jsou si podobné jen z 20 — 30 %. Sdileji spolu
charakteristické rysy, jako je vazebné misto pro kofaktor nebo katalytickou tetradu,
vétSinou s Asn-Ser-Tyr-Lys. Nejobvyklejsi strukturou je o/ skladany vzor s centralnim
beta listem, ktery je z obou stran lemovany 2-3 a-helixy. To se nazyvd Rosmanniv
skladany motiv. Kofaktorem je pro né¢ NAD(P)(H) vazajici se na N-termindlni konec
enzymu. Obsahuji také C-termindlni cast, kterd urCuje substratovou specifitu.
Jsou pfitomny u vSech forem Zivych organismid. Vyskytuji se v cytosolu
a endoplasmatickém retikulu. Zikladnim mechanismem ucinku je pfenos hydridu
a protonu zahrnujici nikotinamid a aktivni misto tyrozinového zbytku. Studie prokazuji
podobnost SDR s bakteridlnimi haloalkoholdehalogenasami. Ty sice postradaji vazbu

na kofaktor, ale maji architekturu aktivniho mista. (Kavanagh et al. 2008)

V lidském genomu bylo prozatim objeveno 82 proteinti SDR. Nejcastéji se fadi do
ttidy oznacované ,, Clasical (C)*“ a ,, Extended (E) “. Méng¢ Casté jsou ,, Intermediate (1) “,
,, Divergent (D) ", ,,Complex (X)*“ a ,,Atypical (A)“. Ostatni se fadi do ttidy ,, Unknown
(U)“ V organismu plni zejména fyziologickou funkci, ale ucastni se 1 metabolismu

xenobiotik. (Bray et al. 2009, Kavanagh et al. 2008, Westermann et al. 2022)
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Mezi jejich substraty patii lipidy, aminokyseliny, sacharidy a hormony.
Z xenobiotik jsou to napiiklad o-chinony, menadion, doxorubicin, daunorubicin,
haloperidol, warfarin a dalsi. Hraji dtlezitou roli v NAD(P)(H) redoxnim senzorovém
syst¢tmu. Ten se uplatiiuje v kontrole metabolickych cest, transkripci a signalizaci.

(Bray et al. 2009, Kavanagh et al. 2008)

Stejné¢ jako u AKR, i zde byly objeveny polymorfismy, tvorici variabilitu
v rychlosti metabolismu ANT, ¢imz mohou pusobit problémy u pacientli s nadorovym

onemocnénim. (Lubieniecka et al. 2012)
CBRI1

Karbonylreduktasa 1, oznacovana také jako SDR2IC1 je cytoplasmatickym
monomernim enzymem patficim do nadrodiny SDR. Byla prokdzana u mnoha druht
organismil, od rostlin, pfes bakterie, kvasinky, hmyz, ryby, az po rtizné druhy savci,
napiiklad kralik, morCe, mys, pes, prase skot, kufe a samoziejmé¢ clovek.
Je exprimovana v riznych tkanich — jatra, srdce, ledviny, mozek, varlata, vajecnik,

nadledvinky. (Hartmanov4 et al. 2013)

Je velmi dualezitym enzymem katalyzujici NADPH-dependentni redukci ketont
a chinond, a to jak eobiotickych, tak xenobiotickych. Mezi xenobiotické substraty patii
chinony (prekurzor vitaminu K), ANT, aromatické aldehydy nebo napiiklad
karcinogenni nitrosaminy z tabdkového koute. Je obecné zndmo, ze CBR1 patii mezi
enzymy metabolizujicic DAUN na DAUN-ol a analogicky doxorubicin, ¢imZ sniZuje
ucinnost protindadorové 1écby. Z eobiotickych substrati jsou to piedevSim

prostaglandiny, steroidy a dalsi alifatické aldehydy a ketony. (Hartmanova et al. 2013)

Nedavno bylo zjisténo, Ze CBR1 katalyzuje také S-nitrosothiol
a S-nitrosoglutathion, ktery je dtlezity pro dynamickou regulaci S-nitrosylace proteintl,
kovalentni vazbu NO skupiny na reaktivni proteinové cysteiny a posttranslacni
modifikaci, ktera zajiStuje ¢ast signalizace NO. Stejnou reakci katalyzuje i alkohol-
dehydrogenasa ttidy III, kterd redukuje skupinu NO tak, ze nedojde k uvolnéni NO,
ale k wukonCeni signalizace. OvSem CBR1 mé nizs§i katalytickou ucCinnost.
Vzhledem k tomu, ze CBR1 je ze 72 % identickd s CBR3, testovalo se, zda m4d CBR3
také schopnost redukce NO skupiny a tim i S-nitrosoglutathionu. Bylo zjisténo,

ze 1 ptes vysokou podobnost CBR3 tuto schopnost postrada. (Staab et al. 2011)
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Ukézalo se, ze CBRI existuje nejméné ve tfech molekularnich variantach,
které se mezi sebou li§i molekulovou hmotnosti a izoelektrickym bodem,
z ¢ehoz vyplyva, Ze bude vice druhil posttransla¢nich modifikaci. Strukturn¢ je CBR1
monomer, ktery se v lidském organismu nachazi ve vétSing tkéni. Nejveétsi koncentrace
se nachdzi v hepatocytech, placent¢ a CNS. To naznacuje protektivni roli vii€i toxickym

karbonylim. (Staab et al. 2011)

Ma také ochrannou ulohu v oxida¢nim stresu. Mechanismem ucinku je inaktivace
aldehydu 4-oxo-2-nonenalu, coz je produkt peroxidace lipidl vznikajici béhem
oxida¢niho stresu. Zjistilo se, ze SNP nalezené u CBR1 ovliviiuji metabolismus
karbonylovych substrati. Enzym je také spojen s metabolismem 1éka, detoxikaci,
lIékovou rezistenci, mutagenezi, karcinogenezi a apoptézou. Proto je CBR1 pfedmétem
mnoha studii, hledaji se inhibitory, diky nimz by mohlo dojit ke snizeni rezistence
bun¢k wvuci léCivim. Nejsou také jeste zcela pochopeny mechanismy fungovani

enzymu. (Hartmanova et al. 2013, Staab et al. 2011)

Zjistilo se, ze CBRI1 je exprimovana u fady nddorovych onemocnéni, ale nechova
se u vSech nadoril stejné. ZvySena exprese enzymu u hepatocelularniho nadoru
podporuje jeho progresi, naopak snizend exprese koreluje s metastizami
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku. Z toho je patrné, Ze ve vyvoji rakoviny hraje
kontroverzni roli. Studovala se také role CBR1 v rozvoji rakoviny slinivky. Zjistilo se,
ze potlacenim genetické exprese CBR1 doSlo k potlaceni proliferace rakovinnych
bun¢k. Déle byla zjisténa inhibice enzymu pomoci chrysinu, coZ mélo za nasledek
zvySeni produkce ROS, degradace ferritinu a zvySeni hladin intracelularniho Zeleza,
ktery se ucastni ferroptézy v bunkéch karcinomu slinivky. Diky tomu se CBR1 ukézal

jako potencialni cil 1écby tohoto nadorového onemocnéni. (Zhou et al. 2021)
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2.4. Branebrutinib

Branebrutinib  (BMS-986195) (BRA) je vysoce selektivni kovalentni
a ireverzibilni inhibitor Brutonovy tyrosinkinasy (BTK) spolu s naptiklad
acalabrutinibem, inbrutinibem, imatinibem, disatinibem a dalSimi. Je to mala molekula,

ktera se podava peroralné. (Catlett et al. 2020)
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Obrazek 5 - struktura branebrutinibu (Zheng et al. 2019)

BTK je enzym patfici do rodiny Tec nereceptorovych tyrosinkinas.
Produkuji ji hematopoetické bunky a jeji mnozstvi reguluji T-buniky a plasmatickeé
buiiky. Je nezbytnd pro na antigenu zavislou signalizaci a proliferaci B-buné¢k. BTK
také hraje zdsadni roli v aktivaci nizkoafinitnich Fcy (FcyR) receptorti v monocytarnich
bunkach, vysokoafinitnich imunoglobulinovych E receptorti (FceRI) v granulocytech

a RANK receptorti na osteoklastech. (Burke et al. 2017, Watterson et al. 2019)

BRA pisobi tak, ze kovalentné¢ modifikuje cysteinovy zbytek v aktivnim misté
enzymu. Inaktivuje nejen BTK, ale siln¢ inhibuje 1 produkci interleukinu 6, expresi
CD86, proliferaci B-bun¢k a produkci TNF-a. Je testovan pro 1é€bu imunitné
podminénych a zanétlivych onemocnéni a B-bunécnych malignit, konkrétné naptiklad
revmatoidni artritidy, lupusu a dal§ich onemocnéni. V soucasné dobé¢ je ve 2. fazi
klinickych studii pro 1é€bu Sjogrenova syndromu. (Burke et al. 2017, Watterson et al.
2019, Catlett et al. 2020)
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Chemickéd syntéza BRA je vSak problematickd kvili vysoce reaktivni
alkylamidové skuping, kterd souvisi s tvorbou necistot, a stericky pretizené¢ vazbé C-N
spojujici funkcionalizovana indolova a piperidinova jadra. Diky tomu, Ze BRA ma
v mediciné potencial, probéhlo n¢kolik studii, které se pokousely tyto problémy vyftesit
a najit cestu, jak syntetizovat BRA v dostatecné kvalité. Z pocatku vyroba trvala pfilis

dlouhou dobu, pozdé¢ji se nalezla optimalni cesta. (Stevens et al. 2022)
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3. CIL PRACE

Cilem prace bylo in vitro otestovat, zda mé& BRA inhibiéni ucinky
na vybrané karbonyl redukujici enzymy z nadrodin AKR a SDR, konkrétné¢ AKRIA1,
1B1, 1B10, 1C3; a CBR1, které se ucastni metabolismu DAUN.

Jednotlivé dil¢i kroky zahrnovaly:

1. Zakladni screening inhibi¢ni aktivity BRA k vybranym reduktasam (AKR1AI,
I1B1, 1B10, 1C1 a CBRI1), které vykazuji nejvétsi metabolickou aktivitu viici
specifickému substratu DAUN;

2. Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso pro nejvice inhibované enzymy;

3. Urceni inhibi¢ni konstanty K; a typu inhibice pro nejvice inhibované enzymy;

4. V ptipadé¢ nekompetitivni inhibice stanoveni, zda se inhibitor na enzym vaze

pevne.
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Material
4.1.1. Chemikalie

Branebrutinib (MedChemExpress, USA)
Daunorubicin (Toronto Research Chemicals, Kanada)

Destilovand voda (Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta Univerzity

Karlovy v Hradci Kralové¢)

Dimetylsufoxid (DMSO) (Merck, Némecko)

Glukosa-6-fosfat (Roche Diagnostics, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche Diagnostics, Némecko)
Metanol (Penta, Kypr)

MgClz (0,1M; Katedra biochemickych véd, Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové)
NADP (Roche Diagnostics, Némecko)

Na-fosfatovy pufr (0,1M; pH 7,4; Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové)

Enzymy AKRI1C3, 1B1, 1B10, 1Al, CBRI1 (Katedra biochemickych vé&d,

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralove)
4.1.2. Pomiicky a pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf, Némecko)
Eppendorf zkumavky (0,5; 1,5; 2 ml) (Eppendorf, Némecko)
Filtr (0,2um PTFE Membrane; Whatman, Velka Britanie)
Injekeni stiikacka + jehla (1 ml; Terumo, Japonsko)
Inkubatory (Mixing Block, Bioer; Thermomixer, Eppendorf)

Inserty (400 pl; Agilent, USA)
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Navazovaci 1zi¢ky

Pipety + Spicky (0,5 — 1 000 ul) (Biohit, Finsko)
Popisovaci fix

Rukavice

Stojanek na zkumavky

Ttepacka Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

UHPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity. USA)
e binarni pumpa 1290 Bin Pump VL
e autosampler 1290 Sampler
e termostatovand kolona 1290 TCC
e fluorescenc¢ni detektor 1260 FLD
e detektor s diodovym polem 1260 DAD

UHPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity I, USA)
e pumpa 1260 Flexible Pump
e autosampler 1260 Vialsampler
e fluorescenc¢ni detektor 1260 FLD
e detektor s diodovym polem G1315B
e UV-Vis detektor 1260 VWD

Ultrazvukova lazen (Ultrasonic cleaner 120T, Anonkia Ultrasonic, Cina)

Vialky + vicka + septa (Agilent, USA)
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4.2. Metodika prace

4.2.1. Zakladni screening

Nejprve se u vybranych enzymii provadél screening zakladniho inhibi¢niho

potencialu testovaného inhibitoru. Pro kazdy enzym bylo celkem 16 reakei.
Neinhibovana reakce (NI), kontrola (DMSO), inhibitor o findlni koncentraci 10 puM
(INH 10) a inhibitor o findlni koncentraci 50 uM (INH 50), vSechny tyto reakce

byly vzdy v tripletu. Dale byly v dubletu provedeny kontroly bez enzymu (bE) a

kontroly bez substratu (bS).

Reakéni smési byly pfipraveny podle nasledujici tabulky:

Tabulka 1 — sloZeni reakcéni smési inkubace

NaPB (ul) inhibitor (ul) | RS (ul) enzym (ul) | substrat (ul)
NI 60 0 20 10 10
DMSO 58 2 20 10 10
(DMSO)
INH 10 58 2 20 10 10
INH 50 58 2 20 10 10
bE 70 0 20 0 10
bS 60 0 20 10 10
(vody)
Inhibitor
Jako  inhibitor ve vSech rekcich pouzit testovany BRA.

Zasobni roztok o koncentraci 50 mM byl pfipraven rozpusténim 5 mg inhibitoru

v 267 pl DMSO a uchovavan pii -80 °C. Pracovni roztoky o koncentraci 10 mM

byly fedény ze zdsobniho roztoku DMSO a uchovéavany pii -80 °C, piipadné pii -20 °C

po dobu neptesahujici

na potiebné koncentrace.
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Mnozstvi inhibitoru a DMSO bylo vypocitano dle nasledujiciho vzorecku:
C1° Vl =Cy- Vz

kde ci = koncentrace zasobniho roztoku (10 000 uM); V; = objem zéasobniho roztoku,
ktery pocitdme (uM); c» = koncentrace pracovniho roztoku (padesatinasobek koncentrace

inhibitoru potiebna na reakci, pM); V, = pozadovany objem pracovniho roztoku (pl).
Regeneracni systém (RS)

Na 1 reakci se odvazilo 0,2 mg NADP a 0,6 mg glukosy-6-fosfatu, které byly
nasledné rozpustény v 10 pul NaPB a 10 pl MgCl,. Tésné pted pouzitim bylo ptidano
0,5 pl glukosa-6-fosfatdehydrogenasy. Mnozstvi reagencii bylo vzdy pfepocitano

na dany pocet reakci. Na kazdy experiment se ptipravoval cerstvy RS.
Enzymy

Enzymy byly pfipraveny na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Byly rozpustény v draselno-fosfatovém pufru
a 20% glycerolu a uchovavany v mrazaku pii -20 °C. Lisi se jednak koncentrace

zasobnich roztoki (ZR) a jednak mnozstvi potiebné na reakci.

Tabulka 2 — parametry testovanych enzymii

mnoZstvi na reakci (ug) | koncentrace ZR (mg/ml)
AKRI1A1 1 0,494
CBRI1 0,1 1,47
AKRIC3 1,5 1,5
AKR1B10 5 1,5
AKRIBI1 5 1,5

Enzym byl nafedén na pozadovanou koncentraci tésné pied pfiddnim do reakci

smisenim vypocitaného mnozstvi enzymu a NaBP. Pocitalo se podle vzorecku:
Cl ) Vl = C2 ) V2

kde c¢; = koncentrace zasobniho roztoku (mg/ml); V| = objem zasobniho roztoku,
ktery pocitame (pl); c» = koncentrace enzymu v reakéni smési (10x méné€ nez vysledné mnozstvi

na reakci, mg/ml); V, = celkovy objem reak¢ni smési (pocet reakei vynasoben 10, ul).
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Substrat

Jako specificky substrat byl pouzit DAUN. Zasobni roztok o koncentraci 5 mM
byl pfipraven tak, ze se na analytickych vahach odvazil DAUN a rozpustil se

v ultracisté vod¢. Poméry se pocitaji podle vzorce:
m=M-c-V

kde M = molarni hmotnost DAUN (563,98 g/mol); ¢ = koncentrace zasobniho roztoku

(5 mM); V = pozadovany objem

Zasobni roztok byl poté ponechdn 5 min v ultrazvuku, aby doSlo k plnému

rozpusténi, a uchovan v lednicce.
Vlastni inkubace

Do zkumavek se podle tabulky pipetovaly NaPB, inhibitor, regeneracni systém
a enzym. Pomoci vortexu se reagencie promichaly a na par sekund daly centrifugovat,
aby nam neulpivaly ¢asti reakéni smesi na sténach a na vicku. Diky tomu nam reakce
probihala vcelém objemu. Nasledovala preinkubace pii 37°C po dobu
10 min. Béhem této doby byl substrat dan do ultrazvuku na 5 min. Po uplynuti
preinkubace se zacaly reakce startovat pridanim substratu. Zkumavka se pokazdé
promichala na vortexu a vratila do inkubétoru. Inkubace probihala 30 min.
Po uplynuti této doby se reakce stopovala pfidanim 300 pul MetOH a zkumavka se dala
do ledu. Nésledovala precipitace po dobu 30 min pii -20°C. Po vyjmuti z mrazaku
se zkumavky centrifugovaly 10 min pti 9050 % g. Nakonec se obsah piefiltroval pomoci

injekéni stiikacky a filtru do vialek s inzertem a nasledovala UHPLC analyza.
UHPLC

Vzorky byly proméfeny pomoci ultra-¢inné kapalinové chromatografie.
Byla pouzita kolona ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm, 1,8 um),
pfi¢emz nastiik vzorku na kolonu ¢inil 5 pl. Stacionarni fazi tedy byla C18 a mobilni
fazi 0,1% HCOOH:ACN v poméru 74:26 (v/v). Pritok mobilni fidze se nastavil
na 0,7 ml/min a analyza jednoho vzorku trvala 5 min. Pro detekci byl vyuZit
fluorescenéni detektor, kdy kazdy vzorek byl proméfen pii dvou vinovych délkéch:
excitacni 480 nm a emisni 560 nm. Pik DAUN-ol byl uren na zdkladé porovnani
retenéniho Casu se znamym standardem. Kvantitativné byly vzorky vyhodnoceny

metodou kalibra¢ni kiivky s rozsahem 0,25 — 50 pg/ml a s linearitou vyssi nez 0,999.
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4.2.2. Stanoveni inhibiéni koncentrace I1Csg

Pro enzymy, u kterych dochézelo k vyznamné inhibici BRA se stanovila polovi¢ni
inhibi¢ni koncentrace (ICso). To je koncentrace inhibitoru potfebna k tomu, aby se

aktivita enzymu snizila prave na polovinu.

Inkubace probihaly stejnym zptisobem jako zékladni screening. LiSil se pocet
reakci. Zde nebyly tfeba neinhibované reakce a kontroly bez substratu a enzymu.
StaCily pouze DMSO kontrola a reakce o rlznych koncentracich inhibitoru,

vSe v tripletu.

Pro AKR1C3 byly koncentrace BRA 0,1; 0,25; 0,5; 1; 3; 10; 50 a 100 uM.
Pro AKRIBI0 se stanovily koncentrace inhibitoru 0,1; 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 50; 75
a 100 uM.

4.2.3. Stanoveni typu inhibice

U obou enzymil nasledovalo uréeni typu inhibice a vypocet inhibi¢ni konstanty
(Ki). Byly testovany 4 koncentrace inhibitoru vcetné¢ nulové (DMSO kontrola).
Pro AKRI1C3 to byly koncentrace 1; 5 a 10 uM. Pro AKR1B10 to byly koncentrace 2,5;
7,5a15 uM.

Test probihal pti 6 rtiznych koncentracich substratu — 200, 400, 600, 800, 1000
a 2000 pM (z&sobni roztok substraitu byl kvili fedéni pfidavkem
do reakce ptipraven 10x koncentrované¢jsi). Kazd4d koncentrace vznikla nafedénim
roztoku o vyssi koncentraci destilovanou vodou. Zasobni roztok o koncentraci 2000 uM
byl pfipraven rozpusténim 15,70 g substratu 1392 pl vody. MnoZstvi substratu bylo

vypocitano podle vzorce:
m=M-c-V

kde M = molarni hmotnost DAUN (563,98 g/mol); ¢ = pozadovana koncentrace roztoku
(10 x 2000 = 20 000 uM); V = pozadovany objem (na vyrobu vSech koncentraci, v mnozstvi na
4 experimenty => 1400 pM)

Byla testovana kazd4 koncentrace substratu s kazdou koncentraci inhibitoru.
Opét se pracovalo v tripletu a celkovy pocet reakci byl tedy 72. Vlastni inkubace byla

stejna jako u screeningu a ICso.
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4.2.4. Urceni typu vazby

U nekompetitivniho typu inhibice nasleduje posouzeni, zda se inhibitor na enzym
vaze reverzibilné ¢i nikoliv. Bylo testovano celkem 9 koncentraci inhibitoru, véetné
DMSO kontroly, a 4 koncentrace enzymu. Opét byla proméiena kazda koncentrace

enzymu s kazdou koncentraci inhibitoru, vzdy v tripletu, celkem tedy 108 reakei.

Koncentrace AKRIC3 byly 0,5; 1,5; 3 a 5 pg/reakci. Koncentrace BRA byly 0,1;
0,25;0,5; 1; 3; 10; 50 a 100 pM.

AKRI1B10 byl pouzit v koncentracich 1; 3; 5 a 8 ug/reakci a inhibitor 0,1; 0,25;
0,5; 1; 5;10; 50 a 100 uM.

4.2.5. Vyhodnoceni vysledku

Vysledky byly pro vSechny experimenty vyhodnocovany v programu GraphPad
Prism (verze 9.3.1). Vlastnimu vyhodnoceni ptedchazelo vypocitani specifické aktivity
podle vzorecku:

_m-K-1000
 tec-M,

kde a = specificka aktivita (nmol/mg/min), m = hmotnost DAUN-ol (ng), K = koeficient
ziedéni (celé smési bylo 400 pl. Nastiik na kolonu byl 5 pl, to znamena 1/80 celkového objemu;
K = 80), t = Cas inkubace (30 min), ¢ = koncentrace enzymu v reakci (ng), M; = molarni

hmotnost DAUN-ol (529,54 g/mol). 1000x se nasobi kvtli pfevodu jednotek.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Zakladni screening

Nejprve se provedl screening enzymu. Pro kazdy enzym byla zkouména jeho
specificka aktivita k DAUN. Nejvyssi specifickou aktivitu vykazovalo CBRI1
s hodnotami v priméru 3 809,51 nmol/mg/min. Déle specificka aktivita klesala v poradi
AKRIA1 (364,57 nmol/mg/min), AKRIC3 (168,78 nmol/mg/min), AKRI1BI0
(72,31 nmol/mg/min) a nejmensich hodnot dosahovala u AKRI1B1 s pramérnou

hodnotou 14,68 nmol/mg/min.

Dale se u vSech enzymu zjistoval inhibi¢ni potencidl BRA. Enzymy AKRI1AI,
AKR1B1 a CBRI1 vykazovaly po inkubaci s inhibitorem pouze nepatrné sniZeni
specifické aktivity, nebyla tedy pozorovana téméf zadna inhibice. Z obrazkt 6, 7 a 8
je patrné, ze na tyto enzymy nem¢l BRA vyznamny vliv. Vyznamnost rozdilu mezi
neinhibovanou a inhibovanou reakci je zndzornéna nad grafem. Ns nad grafem znamena
nesignifikantni rozdil, hvézdi¢ky naopak znaci rozdil vyznamny. S poctem hvézdicek
stoupad 1 vyznamnost rozdilu. Specifickd aktivita enzyml dosahuje téméf stejnych
hodnot jako DMSO kontrola, jejich inhibice byla mala, proto jsme snimi dale
nepokracovali v experimentu. U CBRI1 je sice signifikantni pokles specifické aktivity
u BRA 50 a inhibice dosahuje 18,39 %, ale ICso by dosahovala hodnoty vys$si nez
100 uM. Pacient by musel dostavat vysoké koncentrace inhibitoru, coZ je z klinického

hlediska irelevantni.
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Obrazek 6 - zavislost prumérné specifické aktivity na koncentraci inhibitoru (primeér dvou
nezavislych méreni v triplikatu). Ve vzorku s DMSO nebyl pritomen inhibitor a slouzil jako vztazna
hodnota. BRA 10 a 50 je BRA o findlni koncentraci 10 a 50 uM. Pro posouzeni statistické vyznamnosti
byly pouzité statistické testy Anova s p = 0,005, Brown-Forsythiv test s p = 02231
a Bartettiiv test s p = 0,3799.
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Obrazek 7 — zavislost primérné specifické aktivity na koncentraci inhibitoru (primeér dvou
nezavislych mereni v triplikatu). Ve vzorku s DMSO nebyl pritomen inhibitor a slouZil jako vztazna
hodnota. BRA 10 a 50 je BRA o findlni koncentraci 10 a 50 uM. Pro posouzeni statistické vyznamnosti
byly pouzité statistické testy Anova s p = 04818, Brown-Forsythuv test s p = 04737
a Bartettiy test s p = 0,6628.
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Obrazek 8 — zavislost priumérné specifické aktivity na koncentraci inhibitoru (primeér dvou
nezavislych méreni v triplikatu). Ve vzorku s DMSO nebyl pritomen inhibitor a slouzil jako vztazna
hodnota. BRA 10 a 50 je branebrutinib o findlni koncentraci 10 a 50 uM. Pro posouzeni statistické
vyznamnosti byly pouzité statistické testy Anova s p = 0,005, Brown-Forsythitv test s p = 0,2231
a Bartettuy test s p = 0,3799.

Jin4 situace nastala u AKR1B10 a AKR1C3. Na obrazcich 9 a 10 je zfetelné vidét,
Zze po inkubaci s inhibitorem specifickd aktivita obou enzymil znatelné klesla.
Primérméa  inhibice AKRIB10 BRA o koncentract 10 upuM  byla
62,97 + 1,57 % a pro 50 uM BRA 81,75 + 0,90 %. AKR1C3 byl inhibovan 10uM BRA
ze 77,24 + 2,53 % a 50 pM BRA 291,79 = 0,16 %.
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Obrazek 9 — zavislost pritmérné specifické aktivity na koncentraci inhibitoru. Ve vzorku s DMSO

nebyl pritomen inhibitor a slouzil jako vztazna hodnota. BRA 10 a 50 je branebrutinib o finalni

koncentraci 10 a 50 uM. Pro posouzent statistické vyznamnosti byly z ditvodu rozdilnych rozptylii pouzity

Brown-Forsythe Anova test s p < 0,0001 a Welch’s Anova s p < 0,0001.
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Obrazek 10 — zavislost priumérné specifické aktivity na koncentraci inhibitoru. Ve vzorku s DMSO

nebyl pritomen inhibitor a slouzil jako vztazna hodnota. BRA 10 a 50 je branebrutinib o finalni

koncentraci 10 a 50 uM. Pro posouzeni statistické vyznamnosti byly z ditvodu rozdilnych rozptylit pouZity

Brown-Forsythe Anova test s p < 0,0001 a Welch's Anova s p < 0,0001.

42



U obou enzymil doSlo k vyznamnému poklesu specifické aktivity. BRA tedy
AKR1B10 a AKRIC3 inhibuje vyznamné, proto se s obéma enzymy pokracovalo
v dalSich experimentech. Inhibice AKR1C3 byla prokézana i v jinych studiich pomoci
odliSnych inhibitor. Naopak inhibice AKR1B10 byla piekvapujici, a BRA ma diky

tomu vétsi potencial v klinickém pouziti.

Inhibice vybranych reduktas pomoci BRA jest¢ testovana nebyla, ale byly
testované jiné inhibitory. Napftiklad belinostat inhiboval AKRIC3 z 89,2 %. Inhibice
AKRIBI10 byla nevyznamna (Slamova 2021). BRA s inhibici 97,79 % pro AKR1C3
a 81,75 % pro AKRIB10 ma vétsi inhibi¢ni potencial. Déle byly testovany entrektinib
(49,99% inhibice AKR1C3 a 61,52% inhibice AKR1B10), spanisertib (31,46% inhibice
AKRI1C3 a 34,54% inhibice AKR1B10) a teponitib (70,57% inhibice AKRI1C3
a 30,24 % inhibice AKR1B10 (Krtilova 2020). Tyto inhibitory mély opét nizsi inhibi¢ni
potencidl nez BRA. Zajimava u nich byla vice nez 50 % inhibice AKR1B1, kterou BRA
nevykazoval. Také olaparib inhiboval AKR1C3 z 91,2 % (LekeSova 2021), coz je témé&f
srovnatelné s BRA, ale inhibice AKR1B10 dosahovala pouze 5 %. Srovnatelnou
inhibici AKR1C3 vykazoval i evobrutinib (93,56 %), ale AKR1B10 inhiboval jen
z 51,30 %. (Zenkerova 2021). Vysoké inhibice AKRI1C3 dosahoval i midostaurin
(93,19 %), ale inhibice AKRIB10 byla zanedbatelnda (Morrel et al. 2020).
Z 96 % inhiboval AKR1C3 dinaciclib, ktery ale jiné AKR neinhiboval (Novotna et al.
2018). Dalsimi studovanymi brutiniby, neboli inhibitory Brutonovy tyrosinkinasy byly
acalabrutinib, ktery inhiboval AKR1C3 z 96,28 % a ibrutinib s 96,41% inhibici stejného
enzymu. Ibrutinib navic stejné jako BRA inhiboval AKR1B10 a to ze 74,97 % (Morrel
et al. 2020). Inhibice obou enzymi ibrutinibem je nepatrné niZsi nez v pfipadé BRA,
oba jsou tedy téméf srovnatelné. Nicméné ze vSech zminénych inhibitori ma BRA
(spole¢né s ibrutinibem) nejvyssi inhibi¢ni potencial k AKRI1C3 a inhibuje navic i1

AKRI1B10.
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5.2. Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICsg

Déle bylo nutné stanovit ICso pro AKRIBI10 a AKRIC3, tedy koncentraci

inhibitoru potfebnou ke snizeni aktivity enzymu na polovinu.

Pro AKRIC3 byly nejprve navrzeny koncentrace inhibitoru 0; 0,5; 1; 10
a 50 uM. V dalSich experimentech byl jesté¢ pfidan 0,1 a 0,25 pM inhibitor.
Za pomoci grafického logaritmického zndzornéni kinetického pribéhu reakce byla
vypocitana ICso a interval, kde se s 95% pravdépodobnosti hodnota nachazi (viz

obrazky 11, 12, 13 a 14). ICso dosahovala hodnot 2,79; 2,48; 2,11 a 3,24 uM.
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Obrazek 11 — zavislost specifické aktivity AKRIC3 na log koncentraci BRA u prvniho mereni.
]Cj() = 2, 79 ,uM.
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Obrazek 12 — zavislost specifické aktivity AKRIC3 na log koncentraci BRA u druhého méreni.
]Cj() = 2,48 ,uM.
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Obrazek 13 — zavislost specifické aktivity AKRIC3 na log koncentraci BRA u tretiho méreni.
IC5() = 2,11 ,uM
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Obrazek 14 — zavislost specifické aktivity AKRIC3 na log koncentraci BRA u ctvrtého mérent.
ICsp = 3,24 uM.

Pocatecni koncentrace inhibitoru pro test ICso u enzymu AKR1B10 byly 0; 0,5; 1;
3; 10 a 50 uM. Pozdéji byly hodnoty optimalizovany na 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 50;
75 a 100 puM. Vypocitana ICso se pohybovala v hodnotich 5,03; 5,47 a 6,37 uM
(zndzornéno na obrazcich 15, 16 a 17). Opét byl vzdy stanoven interval spolehlivosti,

kde se s 95% pravdépodobnosti nachazi hodnota ICso.
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Obrazek 15 — zavislost specifické aktivity AKRIB10 na log koncentraci BRA u prvniho méreni.
IC5() = 5,03 ,uM
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Obrazek 16 — zavislost specifické aktivity AKRIBI10 na log koncentraci BRA u druhého méreni.
]C5() = 5,47 ,uM.
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Obrazek 17 — zavislost specificke aktivity AKRIBI10 na log koncentraci BRA u tietiho méreni.
ICj(} = 6,37,uM
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Hodnota ICso se vzdy odviji od miry inhibice, u nekompetitivni inhibice byva
efektu je tfeba mén¢ 1éCiva a je tudiz mensi riziko toxicity nebo vedlejSich ucinkd.
V piipadé BRA byly hodnoty ICso pro oba enzymy nizké (5,62 uM pro AKR1BI10
a 2,65 uM pro AKRI1C3). U BRA byla navic prokdzana dobra snaSenlivost a nebyla
zatim prokazana toxicita. Hodnota ICso se testovala u vSech vySe popsanych inhibitorti
AKRIC3. Pro belinostat byla 9,5 uM (Slamova 2021), pro tepotinib se pohybovala
v rozmezi 8,45 - 12,20 uM (Krtilova 2020), coz jsou hodnoty vyssi nez u BRA. Naopak
niz8ich hodnot ICs¢ dosahl olaparib s 2,48 uM (Lekesova 2021), evobrutinib s 1,72 uM
(Zenkerova 2021), midostaurin (Morell et al. 2020) dinaciclib (Novotna et al. 2018),
acalabrutinib a ibrutinib (Morrel et al. 2020), které maji ICso mensi nez 1 uM. Ibrutinib
m¢él navic inhibi¢ni potencidl 1 k AKR1B10. I v tomto ptipadé dosahovala ICso hodnot
nizsich nez 1 uM. To z n¢j Cini lepsi inhibitor AKR enzymi nez BRA. V pfipade
srovnani s ostatnimi inhibitory s ICsp mens$i nez 1 uM, nabizi se otazka, zda by bylo
v klinické praxi lepS§i pouzivat inhibitor s niz§i ICso, ale s inhibi¢ni aktivitou jen

k jednomu enzymu, nebo s vyssi ICso, zato s inhibici enzymu dvou.
5.3. Stanoveni typu inhibice

U obou enzymil bylo tfeba stanovit typ inhibice, abychom zjistili, kterym
mechanismem inhibitor na enzym pulsobi. Zda soutéZi se substratem o vazebné misto,
¢i nikoliv. Bylo stanoveno 6 koncentraci substratu — 200, 400, 600, 800, 1000
a 2000 uM. Tyto koncentrace ziistaly stejné pro oba enzymy.

V ptipadé AKR1C3 byl pouzit 0; 1; 5 a 10 uMBRA. Experiment byl opakovan
tiikrat. Na obrazku 19 je zietelné, Ze se pfimky neprotinaji na ose vy,
ale v blizkosti osy x. To znamend, ze Vmax se meénila, zatimco K; zistavala stejna.
Satura¢ni kiivka (obrazek 18) zndzornovala totéz. To je charakteristické
pro nekompetitivni typ inhibice. Ten je charakteristicky tim, Ze inhibitor a substrat
spolu nesoutézi o vazebné misto, protoZze inhibitor se vdZe na jinou Cast enzymu.
Nekompetitivni inhibice je vyhodnéjsi, protoZe se neda zvratit zvySenim koncentrace

substratu, jak je tomu u kompetitivni.
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Hodnota K; udavé afinitu inhibitoru k enzymu. Plati zde nepiimé Uméra,
to znamenda, ze ¢im nizsi K, tim vys$i afinita. Pro dvojici BRA-AKRI1C3 byla K;
stanovena ve 3 nezavislych experimentech a vysla nasledovné: 3,49 + 0,17 uM,

dale 2,94 + 0,20 uM (znazornéno na obrazku 19) a 2,82 + 0,16 uM.
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Obrazek 18 — Michaelis-Menten graf = zavislost specifické aktivity AKRIC3 na ruznych

koncentracich DAUN v reakcich s rozdilnou koncentraci BRA.
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Obrazek 19 — Urceni typu inhibice dle Lineweaer-Burka = dvojité reciproky vynos zavislosti

specifické aktivity AKR1C3 na riiznych koncentracich DAUN v reakcich s rozdilnou koncentraci BRA
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.V experimentech s AKRI1B10 se pracovalo s BRA o koncentracich 0; 2,5; 7,5
a 15 uM. Koncentrace substratu ziistaly stejné jako v pfedchozim ptipadé. Stejné jako
v ptipadé¢ AKRIC3 i AKRIB10 byla BRA inhibovana nekompetitivné. Svédcila pro to
jak saturacni kiivka (obrazek 20), tak graficky zndzornéna Lineweaver-Burkova rovnice
(obrazek 21). V obou bylo ziejmé, Ze Vmax byla proménliva, zatimco K; zlstavala

neménna.

Hodnota K; pro dvojici BRA-AKRIB10 byla stanovena také ve 3 experimentech,
pficemz jeji hodnoty byly nésledovné: 6,39 + 0,33 uM, podruhé 6,82 + 0,26 uM
a5,98 + 0,20 uM.
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Obrazek 20 — Michaelis-Menten = zavislost specifické aktivity AKRIBI0 na ruznych

koncentracich DAUN v reakcich s rozdilnou koncentraci BRA.
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Obrazek 21 — Urcéeni typu inhibice dle Lineweaer-Burka = dvojité reciproky vynos zavislosti

specifické aktivity AKRIB10 na riuznych koncentracich DAUN v reakcich s rozdilnou koncentraci BRA.

U obou enzymt (AKR1C3 1 B10) byla inhibice nekompetitivni, inhibitor se tedy
nevaze na aktivni misto enzymu, ale na jinou Cast. Substrat se tak mlZe navazat, ale
komplex enzym-substrat neni tak ucinny a pteména na produkt neprobiha tak ochotné.
Dalsim nekompetitivnim inhibitorem se ukéazal byt olaparib (LekeSova 2021),
evobrutinib (Zenkerova 2021) a midostaurin (Morrel et al. 2020). Podobnych vysledkl
dosahl i belinostat, kde byl typ inhibice podobny nekompetitivnimu (Slamova 2021).
Acalabrutinib a ibrutinib inhibovaly nekompetitivnim/smiSenym typem inhibice.
(Morrel et al. 2020) Naproti tomu tepotinib byl inhibitor kompetitivni (Krtilova 2020),

soutézi tedy se substratem o vazebné misto.
5.4. Urceni typu vazby

Nakonec bylo tfeba zjistit, zda se inhibitor na enzym vaZe reverzibilng,

¢1 nikoliv. VZdy bylo testovano 9 koncentraci BRA a 4 koncentrace enzymu.

Nejprve se testoval AKRIC3 v koncentracich 0,5; 1,5, 3 a 5 uM.
BRA se pouzil 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 3; 10; 50 a 100 uM. V ptipad¢ pevné se vazajiciho
inhibitoru maji ICso tendenci stoupat se zvysujici se koncentraci enzymu. V naSem
pfipadé¢ tomu tak nebylo, jak je vidét na obrazku 22 a 23. Z toho vyplyva, Ze BRA se na
AKRIC3 nevaze pevné.
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Obrazek 22 — Zavislost ICsp na koncentraci enzymu AKRIC3.
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Obrazek 23 — Zavislost ICsg na koncentraci enzymu AKRIC3.
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Stejny experiment byl proveden i pro AKRIB10 — I; 3; 5 a 8 uM. BRA byl
v koncentracich 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 5; 10; 50 a 100 uM. Ani v ptipad¢ AKR1B10
nemély ICso stoupajici tendenci, coz je patrné z obrazku 24 a 25, tudiz se BRA
ani na tento enzym nevaze pevn¢. Ireverzibilni vazba je nekovalentni, coz je zajimavé,
protoze BRA byl prokazén jako kovalentni inhibitor BTK. Na enzymy z nadrodiny

AKR se evidentn¢ vaze jinymi mechanismy.
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Obrazek 24 — Zavislost ICsp na koncentraci enzymu AKRIBI0.
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Obrazek 25 — Zavislost ICsg na koncentraci enzymu AKRIBI0.

Typ vazby se testoval 1 u evobrutinibu (Zenkerova 2021), kde stejné jako u BRA
byl zjiStén reverzibilni typ. Naopak midostaurin se ukézal jako pevné se vazajici

inhibitor (Morrel et al. 2020), stejné jako acalabrutinib a ibrutinib (Morrel et al.2020)

Z vysledki je patrné, Zze BRA je nekompetitivni inhibitor AKRI1C3
a AKRI1BI10, pficemZ na oba enzymy se vaze reverzibilné. Diky jeho vysokému
inhibicnimu  potencidlu  se  snizi metabolismus DAUN na DAUN-ol.
Dojde tak ke zvySeni Ucinku léciva a snizeni jeho toxicity vi¢i zdravym buikam,
coz je jeden z problému protinadorové 1éCby. Je pravda, Ze ireverzibilni inhibice
by z klinického hlediska byla vyhodnéjsi. Poskytuje totiz vyssi biochemickou t¢innost
a prodlouZeny farmakodynamicky ucinek, coZ zplsobi potfebu niz§i koncentrace
a zlepsi terapeutické rozmezi. Na druhou stranu, v literatufe se uvadi, ze kovalentné
se vazajici ireverzibilni inhibitory maji vyS$$i riziko reaktivity mimo cilové misto,
a tedy vys$i toxicitu pro organismus (Watterson et al. 2019). Diky tomu, ze BRA

se ukazal jako reverzibilni inhibitor AKR1C3 a 1B10, mél by mit toto riziko nizsi.
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Diky dobr¢ snaSenlivosti a velkému potencialu je v sou¢asné dobé BRA zkouman
1 z jinych uhli. Byl také prokazan jako inhibitor 1ékovych transportéri z rodiny ABC,
konkrétné ABCBI1. Dalsi studie, které provedl Chung-Pu Wu a jeho kolegové,
prokazaly, ze spolu s BRA tento 1ékovy transportér inhibuje i almonertinib, erdafitinib
a sitravatinib. (Wu et al. 2022) ABC transportéry, jak bylo uvedeny vyse, jsou

zodpoveédné za mnohocetnou 1ékovou rezistenci.

Jejich inhibice je tedy moznym feSenim tohoto problému a dalSim zptisobem zlepSeni
1é¢by nadorovych onemocnéni. MDR je také mozné omezit pies ABCG2 transportér
pomoci rocilenitibu a cabozantinibu, BRA ale na tento transportér pravdépodobné
nepusobi. (Wu et al. 2022). Studie prokdzaly vyhody spojeni téchto inhibitori

s konven¢nimi protinadorovou 1écbou.

V poslednich letech je velk4 snaha objevit inhibitory enzyml z nadrodiny AKR
a SDR. Podobné jako u BRA byl objeven inhibi¢ni G¢inek belinostatu (Slamova 2021),
tepotinibu (Krtilova 2021), olaparibu (Lekesova 2021), evobrutinibu (Zenkerova 2021),
midostaurinu (Morrel et al. 2020), enasidenibu (Péckova 2021) a acalabrutinibu (Morrel
et al. 2020). VSechny tyto inhibitory vSak inhibovaly pouze AKR1C3. BRA spolu
s ibrutinibem (Morrel et al. 2020) navic inhibuje i AKR1B10, ma tedy $irSi inhibi¢ni

potencidl a vétsi perspektivu v klinickém pouziti.

AKRI1BI10 je inhibovana jesté inhibitorem dasatinibem z 89,1 %, s ICsp mensi nez
1 uM. Inhibice byla nekompetitivniho/smiSené¢ho typu. Nicméné inhibice AKRIC3
timto inhibitorem byla pouze 44,2 % (Biikiim et al. 2021)

Inhibi¢ni u€inky téchto studovanych inhibitorii na enzymy z nadrodiny AKR vSak
byly objeveny neddvno. VétSina z nich jesté¢ nema dokoncené potfebné klinické studie.
Je tedy otazkou, jak dopadnou testy na bunécnych liniich a jestli se cestou neobjevi
zavazné vedlejsi ucinky a toxicita. Z in vitro experimentd vychazi nejlépe ibrutinib,
ktery ma inhibicni aktivitu viici AKR1B10 a 1C3. BRA ma tuto aktivitu také, ale s vys$si
ICso.
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6. ZAVER

Enzymy znadrodin AKR a SDR jsou dulezitymi katalyzatory metabolismu
eobiotickych 1  xenobiotickych latek. Jednou skupinou IéCiv  podléhajici
jimi katalyzovanou redukci jsou ANT pouzivana pro lécbu rtznych nadorovych
onemocnéni. ANT je pfeménéno na odpovidajici alkohol, ktery je vSak toxicky
pro kardiomyocyty a dalSi buniky pacienta, a léCivo ztradci Uc¢innost proti bunkdm
nadoru. Tento problém by se mohl vyfeSit inhibici AKR a SDR enzymd.
V soucasné dob¢ je zkoumano n€kolik inhibitor, u nichz se predpoklada inhibicni

potencial vici témto enzymuam.

Cilem této prace bylo zjistit, zda BRA, znamy jako inhibitor BTK inhibuje také
AKR a SDR enzymy. Dale bylo tieba stanovit ICso a typ inhibice. Procovalo se in vitro,

na urovni rekombinantnich enzymd.

V prvni ¢asti se provadél screening vybranych enzymi — AKR1A1, 1B1, 1B10,
1C3 a CBRI1 ke specifickému substratu DAUN a nésledné moZznost inhibice téchto
enzymu inhibitorem BRA. Vyznamny inhibi¢ni potencial byl zjisten u AKR1B10
a 1C3. S obéma se tedy pokracovalo v dalsich experimentech. Nasledovalo uréeni ICso
pro oba enzymy. U AKR1B10 byla tato hodnota v priméru 5,62 uM a pro AKR1C3
dosahovala 2,65 uM. Dale se urCovala hodnota Kj, ktera vychéazela kolem 6,40 uM
u AKR1B10 a 3,08 uM v piipadé AKR1C3. Experimentalné bylo zji§téno, Ze v obou
ptipadech jde o nekompetitivni typ inhibice. V posledni ¢asti byla tfeba urcit sila vazby

inhibitoru na enzymy. V obou piipadech byl prokazan reverzibilni typ vazby.

BRA byl prokdzan jako nekovalentné se vézajici nekompetitivni inhibitor
AKRIB10 a 1C3. VétSina studii s jinymi inhibitory potvrdila inhibici jen jednoho
enzymu, obvykle AKRIC3. BRA ma tedy rozsahlejsi inhibi¢ni potencial. Navic byl
vjinych studiich prokdzan jako inhibitor ABC lékovych transportérd.
Jeho kombinaci s cytostatickou 1é¢bou by se tedy nejen omezil metabolismus ANT,
coz by mélo za nasledek vyssi t¢innost a mensi toxicitu, ale také by se snizila rezistence
nadorové bunky vici 1éCivu. VSechny experimenty byly provadéné pouze in vitro
na urovni rekombinantnich enzymil. Aby byly vysledky relevantni, je nutné provést
dals$i vyzkumy na buné¢éné Grovni. Rozhodn€é ma ale BRA jako inhibitor AKR veliky

potencial pro zlepSeni 1é¢by nadori, a tudiz 1 progndzy pacient.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ABC (ATP binding cassette transporters)
ACN acetonitril

AGE konec¢né produkty pokrocilé glykosylace
AKRIAI Aldehydreduktasa

AKRI1BI Aldosareduktasa

AKR1B10 Aldosareduktasa tenkého stfeva
AKRI1C3 Hydroxysteroiddehydrogenasa
ALL akutni lymfatické leukemie

AML akutni myeloidni leukemie

ANT Antracyklicka antibiotika

bE kontrola bez enzymu

BRA branebrutinib

bS kontrola bez substratu

BTK Brutonova tyrosinkinasa

CBR1 (SDR21C1) karbonylreduktasa 1

CNS centralni nervova soustava

DAUN daunorubicin

DIC diseminovana intravaskularni koagulopatie
DMSO dimetylsulfoxid

HCOOH kyselina mravenci

ICso polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

INH inhibitor

Ki inhibi¢ni konstanta
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MDR
MetOH
MgCl»
MRP
NADP
NaPB

NI

SzU
Top2
UHPLC
Vimax
WHO

ZR

multidrog resistance (mnohocetna Iékova rezistence)
metanol

chlorid hotec¢naty

multidrog resistance associated transporter
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

sodno-fosfatovy pufr

neinhibovana reakce

p-glykoprotein

reaktivni formy kysliku

statni zdravotni ustav

Topoizomerasa I1

ultrat¢innd kapalinova chromatografie

mezni (maximalni) rychlost reakce

World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)

zasobni roztok
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