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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Katefina Tuckova
Skolitel: prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Lenka LaStovickova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti vybranych inhibitorii k pfekondni anthracyklinové rezistence

v terapii nddorovych onemocnéni (in vitro studie)

Vyskyt rezistence na cytostatika je zavaznym problémem v 1é¢bé onkologickych pacientt,
ktery vyrazné ztézuje Sanci na jejich rekonvalescenci. Jednou z pfiin vzniku rezistence je
zvySend exprese karbonyl redukujicich enzymi v nadorovych buiikach. Tyto enzymy dokazi
redukovat cytostatika ze skupiny antracyklinli na jejich mén¢ G¢inné derivaty a vyrazné tak
sniZovat jejich u¢inek. Inhibitory karbonyl redukujicich enzymi by proto mohly zvysit uc¢inek
podavanych antracyklini. Cilem je najit inhibitor s vysokou inhibi¢ni aktivitou a zaroven
nizkymi vedlej$imi u¢inky.

V této diplomové praci byly testovany inhibitory asciminib, tucatinib, sotorasib
a umbralisib hydrochlorid va¢i karbonyl redukujicim enzymim  z nadrodiny
aldo-ketoreduktas (AKR1C3, 1A1, 1B1, 1B10) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem

(CBR1) za pouziti cytostatika daunorubicinu.

Nejvetsi inhibiéni potencidl byl pozorovan u asciminibu a enzymu AKR1C3, proto se pro
ziskani dalSich kinetickych parametrii pracovalo pouze s timto inhibitorem. Inhibice zde
dosahovala pti 10 uM koncentraci inhibitoru 38,9 % a pti 50 uM koncentraci inhibitoru
70,7 %. Hodnota IC50 byla experimentalné¢ stanovena na 17,4 + 2,0 uM a hodnota Ki 16,25
+ 0,7 pM. Asciminib plsobi jako nekompetitivni inhibitor. Tento inhibitor byl v roce 2021

schvalen spole¢nosti FDA pro 1é¢bu chronické myeloidni leukémie.
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Title of diploma thesis: The use of selected inhibitors to overcome anthracycline resistance in

cancer therapy (in vitro study)

Resistance to chemotherapy is a severe problem in treating cancer patients, significantly
reducing their chances of recovery. The increased expression of carbonyl reductases in tumour
cells is one of the leading causes of the resistance. These enzymes can reduce anthracycline-
based chemotherapy drugs to their less effective derivatives and thus significantly reduce their
efficiency. Therefore, the inhibitors of carbonyl reductases could increase the effectiveness of
anthracycline-based chemotherapy. The goal is to find an inhibitor with high inhibitory activity

and low side effects.

This thesis tested inhibitors asciminib, tucatinib, sotorasib, and umbralisib hydrochloride
against carbonyl reductases from the aldo-keto reductase superfamily (AKR1C3, 1A1, 1BI,
1B10) and short-chain dehydrogenases/reductases superfamily (CBR1), using chemotherapy

drug daunorubicin.

The most significant inhibitory potential was observed between asciminib and the enzyme
AKRIC3, therefore only this inhibitor was used to obtain other kinetic parameters. The 10 uM
inhibitor showed inhibition of 38.9 %, and the 50 uM inhibitor reached inhibition of 70.7 %.
The IC50 value was 17.4 + 2.0 uM, and the Ki value was 16.3 + 0.7 uM. The inhibitor asciminib
acts as a non-competitive inhibitor. FDA approved this inhibitor for the treatment of chronic

myeloid leukaemia in 2021.



I UVOA oottt 8
2 TEOTEHICKA CASE....eeeutiiiiieie ettt 9
2.1 NAdOroVA ONEMOCHEN...c..eetiriiiriietieieeitesie ettt ettt s nae e eaees 9
2.2 Hematolo@ické Malignity .......ccccoieriieiiiiniieiieeieeiie ettt e e ereens 9
2.2.1  Akutni myeloidni leukemie............ccceeriiriiiniiiiiieieeeeeee e 10
2.2.2  Chronicka myeloidni leukemie...........cccceevuieriiiiieniieiieieeieeee e, 12

2.3 Antracyklinova antibiotiKa ..........c.cooeeieeiiiiiiiiieeee e 14
2.3.1  DaunOTUDICIN. c...eeiieieiii ettt 16
2.3.2  REZISLEIICE . .uveeeiiieeiiieetiee ettt tee ettt e et eesite e e taeesntaeessaeesssaeessseeensseeanns 17

2.1 Karbonyl redukujici €NZYMY ......cceeeeiiiiiiiieeiiieeiiie e e 18
2.1.1  AldO-KetoredUKLASY .......ccuveruieeiieiieeiieriie ettt ettt et ereesee e e snaeeneees 19
2.1.2  Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fet€zcem..........ccceevveeveenienreennennnn. 21

2.2 INRIDITOTY .ottt ettt ettt ettt ettt snbe b e enneennes 22
22,1 ASCIMINID ..ttt 23
2.2.2 SOLOTASID ..ottt 24
2.2.3  TUCAHNID ..ottt ettt st an 25
2.2.4  Umbralisib hydrochlorid..........cccoeciiiiiiiieiieeciecceeee e 27

R O 1 1 o) o TSRS 29
4 PraKtiCKA CASE...cccuviiieiie ettt ettt e e et e e s ae e e sbaeessbae e sbeeennreeenns 30
A1 MALEIIAL ..ottt 30
411 ChemiKALIE ..c.eoiiiiiiieieeeeeee e 30
4.1.2  POMUCKY @ PIISIIOJC .ouvveeuvieeeieeiieeiieeiieeiieeieesite et e e esereeeveesaeessseensaeennees 31
4.1.3  PHPrava roZtoKU.......cccuieiiieiieiiecieeie ettt v e e 32

4.2 MELOAIKA.....oiiiiiieeiieeciee et e e e e eareeeareas 32
4.2.1  Screening jednotlivych inhibitorQ........ccccocveviiiiniiiniiiiniecce 32
4.2.2  Stanoveni ICS50........ooii i 36
423 Stanoveni Ki......ccoooiiiiiiiieieceee e 36
424 ZPpracovVAn] dat ........cceeviiiiiiiieeeeee e 36

S VYSIEAKY ettt st eneas 38
5.1 ZAKIAdNT SCTEEMING .....veeeeiieeiiieeiiiieeieeeiteeeiteeeieeeeaeeeeaeeessreeesnbeeeesseeesseeenssees 38

5.2 OS50 et et 45



O 0 9

11

5.3  Typ inhibice a stanoveni Ki .........cccccieeiiiieiiiieiiieceecee et 49

DISKUZE ...ttt ettt et e 53
ZLAVET .ottt h bt ettt b et e h bttt e sttt eaees 56
SezNam ZKIatek .........covuiriiriiiiiiieee e 57
SezNam ODTAZKIL........cccuiriiiiiiiiiieie et 61
Seznam tabulek .........cocoiiiiiiiii e 63



1 UVOD

Metody terapie nddorového onemocnéni se posouvaji stale kuptedu. V nynéjsi dobé se
vyvijeji nové terapeutické moznosti, které by mohly byt G€innéjSi a s menSim vyskytem
vedlejSich ucinkii nez stavajici 1écba. Vyzkum se pfedev§im soustiedi na pochopeni
molekuldrnich mechanismt, které stoji za vznikem nddorového bujeni, a identifikaci novych

strategii v 1é¢bé nadorového onemocnéni.

Prvni volba v 1é¢bé nddorového onemocnéni je pouziti antracyklinovych antibiotik (ANT),
jejichz historie saha az do poc¢atku 60. let 20. stoleti a které se vyuzivaji v 16€b¢ nejriznéjsich
solidnich nadori 1 hematologickych malignit. Tato 1éCba je vSak v nynéjsi dob¢ nadale omezena
vznikem ziskané rezistence, ktera se projevuje ve chvili, kdy tumor piestane reagovat na l1écbu
a zacne op¢t rist a mnozit se. Vznika tak snaha tuto rezistenci pfekonat a byt nadale o krok

napted v boji s touto zdkeifnou nemoci.

V rezistenci na ANT jako je daunorubicin (DAUN), hraji mimo jiné roli karbonyl
redukujici enzymy (CRE). CRE jsou enzymy, které redukuji ANT na jejich méné ucéinné
metabolity. DAUN se tak metabolizuje na daunorubicinol (DAUNOL), ktery ma tedy nejen
mnohem mensi cytostatickou aktivitu, ale plisobi 1 kardiotoxicky, coz komplikuje naslednou

1é¢bu pacienta.

Jednim ze zplsobd, jak tuto rezistenci piekonat je kombinace terapie ANT s inhibitory
CRE. Zablokovanim funkce CRE snizime pravdépodobnost vzniku chemorezistence na ANT

a tim zvySujeme Sanci na uspé$né zakonceni 1écby.

Incidence nddorového onemocnéni je nadale celosvétove vysokd, avSak mortalita pacientti
diky rozmanitym moznostem terapie stale klesa. Dilezit¢ je nadéale se snazit pochopit

mechanismus vzniku onemocnéni, testovat nové moznosti terapie a vyvijet nova 1éciva.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorové onemocnéni, téz znamé pod pojmem rakovina, je stav, kdy se nékteré buiiky tcla
vymknou kontrole, zacnou nezvladateln¢ rist a Sifit se do okolnich a ptipadné
1 vzdalenych tkani. Existuje mnoho druhti nadorovych onemocnéni, které se 1isi jak piiznaky,
tak 1 prognozou ¢i moznosti 1écby. K nespecifickym celkovym projevim patii nadmerné no¢ni
poceni, nechutenstvi ¢i rychly ibytek hmotnosti. Tumor se mtze projevit komplikacemi v misté
lokace, napt. krvacenim, bolesti a poruchou funkce organu. Vznik onemocnéni je zplisoben
mnoha faktory, jako jsou genetickd predispozice, expozice karcinogeniim, nadmérné piti
alkoholu, obezita a nezdravé strava. Lécba mtze zahrnovat chirurgické odstranéni vzniklého
novotvaru, radioterapii, chemoterapii, imunoterapii nebo piipadnou kombinaci t€chto metod.
Jeji tspésnost zavisi na mnoha faktorech véetné typu nadorového onemocnéni a jeho stadia,
veéku pacienta a jeho celkového zdravotniho stavu. VEasnd diagnoza je klicova pro usp€snou
1é€bu a naslednou rekonvalescenci, proto je dualezité podstupovat pravidelné preventivni

prohlidky a dodrzovat zdravy Zivotni styl (Ceska onkologicka spolecnost J. E. Purkyng, 2023).

Rakovina je celosvétové 2. nejCastgj$i pfic¢ina umrti a je zodpovédnd odhadem
za 9,6 milionu Zivotl v roce 2018. Nejcastéjsim typem rakoviny je dle svétové zdravotnické
organizace rakovina plic (WHO, 2017). Ceska republika (CR) se v incidenci zhoubnych nadori
celosvétové fadi na 16.-17. misto. Mezi nejéasté&jsi malignity v CR patii rakovina tlustého stfeva
a koneéniku, pridusek a plic, prostaty u muzi a prsu u Zen. V roce 2020 bylo v CR nové
diagnostikovano 91,5 tisic nddorovych onemocnéni a v ten samy rok zemielo na zhoubné
novotvary 35,5 tisice osob. Prevalence zhoubnych novotvart dale nartstd, avSak diky zavedeni
screeningovych programu se onemocnéni mnohdy diagnostikuje v ¢asném stadiu a prognoza je

tak ptiznivéjsi (UZIS, 2021).

2.2 Hematologické malignity

Néadorova onemocnéni, kterda postihuji hematopoetické bunky se nazyvaji
hematologickymi malignitami. Vznikaji bud’ z hematopoetickych bunék zcela nezralych nebo
jiz v ur€itém stupni vyvoje. Tyto malignity nejcastéji postihuji builky kostni diené¢ nebo
lymfatického systému. Zahrnuji mnoho rtznych typi nadort, jako je leukémie, lymfom

a mnohocetny myelom (Penka a Tesafova, 2011).



Hematologickd nddorova onemocnéni tfidime na myeloidni a lymfoidni fadu. Myeloidni
vznikaji z pluripotentni kmenové burky, kterd sméfuje k myeloidni fad€. Lymfoidni leukémie
vznika z progenitorové buiiky pro lymfatickou fadu nebo jiz z lymfatickych vyzralych bunék.
RozliSujeme také stavy akutni a chronické, kdy u akutnich stavli neléCend leukemie vede ke
smrti pacienta v tydnech az mésicich, zatimco u chronického pribéhu jsou to mésice az roky

(Penka a Tesatova, 2011).
2.2.1 Akutni myeloidni leukemie

Nédorové onemocnéni, které vznika na zakladé klonalni expanze myeloidnich blastl
v periferni krvi, kostni dieni nebo jiné tkani se nazyva akutni myeloidni leukemii (AML).
Akumulaci a proliferaci téchto funkéné neplnohodnotnych blastd se utlacuje tvorba
fyziologickych bun€k a dochazi tak k neutropenii, anémii a trombocytopenii. AML je
nejcastéj$i akutni leukémii dospélych. Incidence nov€ diagnostikovanych pacientl je
15/100 000 ro¢n€. Median véku vyskytu onemocnéni je 65 let (Kouchkovsky & Abdul-Hay,
2016).

AML ma prudky nastup, klinické projevy jsou zietelné a stav se rychle zhorSuje. Tyto
projevy obvykle vyplyvaji z naruSen¢ funkce krevnich elementl periferni krve. Jsou zpiisobeny
pfedev§im anémii, kterda se projevuje maldtnosti, Unavou, pocitem vycerpani
a bledosti sliznic. U neutropenie se setkdvame s Castymi infekcemi agresivniho pribéhu
a trombocytopenie potom zpusobuje Casté krvaceni z nosu nebo jsou po téle pritomny petechie

(Pelcovits & Niroula, 2013).

Pfi¢ina vzniku je multifaktorialni. Mezi tyto faktory patfi zejména vystaveni se
ionizujicimu zéieni nebo kancerogennim chemikaliim jako je benzen, pesticidy, herbicidy atd.
Zvyseny vyskyt AML je pozorovan u Downova syndromu nebo u Fanconiho anémie (Penka a

Tesatova, 2011).

Prvnim krokem k diagnostice AML je vySetfeni krevniho obrazu, kde nachdzime prudce
zvyseny pocet leukocytll spole¢né se snizenym poctem erytrocytd a trombocytli. Diagnozu
AML stanovujeme pii nalezu 20 % blastli v aspiratu kostni dfené. K nezbytnym laboratornim
nalezlim patii také cytochemie, cytogenetika a molekuldrné genetickd analyza. Nésledné se
zjist'uje, zdali jsou pfitomny pievazné megakaryoblasty, monoblasty, promonocyty ¢i atypické
promyelocyty. Samoziejmée nelze opomenout také anamnestické tidaje konkrétniho pacienta

(Pelcovits & Niroula, 2013).
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Lécba AML zahrnuje kombinaci podavani DAUN po dobu tii dnli a nasledné podavani
cytarabinu po dobu dalSich sedm dni. Velmi duilezitou ¢asti je také podplrna terapie, jako je
antiinfekéni 1é¢ba nebo transfuze erytrocyti a trombocytl. Progndza je variabilni dle

konkrétniho typu AML (Penka a Tesafova, 2011).

V 70. letech 20. stoleti rozd¢lila skupina expertlh z USA, Velké Britanie a Francie AML
do osmi podtypl (viz Tabulka 1). Tato Francouzsko-americko-britskd (FAB) klasifikace se
odvijela z vySetfeni natérl periferni krve a kostni dfen¢ barvenim dle Giemsy-Romanowského
a dle cytochemického barveni. Mame vSak i1 novéjsi systém klasifikace dle WHO (viz

Tabulka 2), kterd nerozd€luje podtypy pouze dle cytochemického barveni, ale 1 podle

genetického profilu (Buckova et al., 2013).

Tabulka 1: FAB klasifikace AML (Buckova et al., 2013).

AML dle FAB Klasifikace

Popis

MO0 — AML s min. myeloidni diferenciaci

minimalné diferencovana AML

M1 — AML bez vyzravani

v kostni dfeni je minimalni pocet vyvojové zralych

bunék — pievladaji nezralé blasty

M2 — AML s vyzravanim

v kostni dfeni nezralé myeloblasty, av§ak n¢které

bunky vyzravaji ve zralé leukocyty

M3 — akutni promyelocytarni leukémie

pritomnost chromozomalni translokace 15 a 17

M4 — akutni myelomonocytarni leukémie

leukemické buniky mivaji translokaci nebo inverzi

chromozomu 16

MS — akutni monoblastickd/monocytarni  leukémie

pritomnost znakl vyvijejicich se monocytl

u leukemickych bun¢k

M6 — akutni erytroleukémie

ptitomnost znakl vyvijejicich se erytrocyt

u leukemickych bun¢k

M7 — akutni megakaryocytoblasticka leukémie

ptritomnost znak vyvijejicich se megakaryocyt

u leukemickych bun¢k
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Tabulka 2: WHO klasifikace AML (Buckova et al., 2013).

A. AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami

e AML s translokaci chromozomu § a 21

e AML s translokaci nebo inverzi chromozomu 16

e AML se zménami chromozomu 11

e  Akutni promyelocytarni leukémie s translokaci chromozomii 15 a 17
e AML s mutaci v NPMI1 genu

e AML s mutaci v CEBPA genu

B. AML s multilinearni dysplazii

e AML vznikla z pfedchazejiciho myelodysplastického ¢i myeloproliferativniho syndromu

e AML bez piedchazejiciho myelodysplastického syndromu

C. AML souvisejici s 1écbou

e po lécbe alkylacnimi cytostatiky
e  po lécbe ionizujicim zafenim

®  po lécbe inhibitory topoizomerasy 11

D. Myeloidni sarkom

E. AML bliZe nespecifikovana

2.2.2 Chronicka myeloidni leukemie

Chronicka myeloidni leukemie (CML), nékdy také znama jako chronicka granulocytarni
leukemie, je myeloproliferativni nadorové onemocnéni krvetvorby. Vychazi z abnormalni
pluripotentni kmenové bunky, kterd je jiZ ve vyvoji nasmérovana k myeloidni vyvojové fadg,
a je spojena s pritomnosti leukemického fizniho genu BCR-ABLI, ktery vznika translokaci
t(9;22) Filadelfského (Ph) chromozomu (viz Obrazek 1). Onkogen BCR-ABL1 koduje
fosfoprotein, ktery ma tyrozinkinasovou aktivitu a stimuluje tak abnormalni mnozeni bun¢k
myeloidni fady, coz vede pfedevs§im ke granuldrni leukocytdze. Samotné pfic¢ina vzniku Ph

chromozomu neni znama (Penka a Tesafova, 2011; Hehlmann, 2020).
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Obrazek 1: Vznik Ph chromozomu a fazniho genu BCR-ABL1 (Zackové, 2012).

VétSina pacienti ma obvykle pozvolny nastup a jsou diagnostikovani v chronické fazi
onemocnéni. Pfiblizné u tfetiny pacientd je diagnostikovana CML ndhodné v dobé, kdy
nepocit'uji zadné ptiznaky. Mezi nejbéznéjsi subjektivni potize patii hmotnostni ubytek, inava,
noc¢ni poceni a splenomegalie. V krevnim obraze muizeme pozorovat enormné zvysené
mnoZstvi leukocytti (mnohonasobné nad hodnotu 9 x 10%/1) s posunem doleva, vyvojové formy
neutrofilli (myelocyty, metamyelocyty), téz zvySeny pocet eozinofili a bazofilii, a méné Casto
potom trombocytémie & anémie. Castou komplikaci miiZze byt stav, kdy podet leukocyti
piesahne hodnotu 400 x 10°/1, potom hovoiime o hyperviskéznim syndromu, ktery ovliviuje
prutok krve zivotné dulezitymi organy. Dochdzi tak k hypoxii a obstrukci kapilar, coz se projevi

neurologickymi problémy, poruchou zraku nebo dusnosti (Penka a Tesatova, 2011).

Onemocnéni ma tfi faze: chronickou, akcelerovanou a blastickou. S postupem onemocnéni
se ptiznaky zhorSuji, a to zejména v akcelerované a blastické fazi. Chronickéd faze CML se
vyznacuje predevSim granularni leukocytdézou s obsahem blastii pod 2 % z celkového poctu
leukocytll. Vyraznéjs$i narist blastli se objevuje ve fazi akcelerované, kdy se jejich obsah
zvySuje na 10-19 % v dfeni nebo periferni krvi. Zaroven je kostni dfeni hypercelularni a mtze
byt pfitomna myelodysplazie. Za blastickou fazi (né¢kdy oznacovana jako blasticky zvrat) se
povazuje obsah blastt nad 20 % vperiferni krvi nebo kostni dfeni
a jsou zde projevy extramedularni blastické proliferace, kterd nejcastéji postihuje lymfatické
uzliny, kiizi, kosti nebo centralni nervovy systém (CNS) (Penka a Tesatova, 2011; Hehlmann,

2020).
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Pro urceni CML se nej€astéji vyuziva diferencialni diagnostika, kterd vychazi predev§im
z hodnot krevniho obrazu, imunofenotypizace (u blastického zvratu) a cytogenetického
vySetieni (prokazujici Ph chromozom). Vylucuje tak jiné myeloproliferativni stavy, akutni

leukemii nebo plazmocelularni choroby (Faber a Urbanova, 2010).

Lécbou prvni volby jsou zejména inhibitory tyrozinkinas, jejichz hlavni cil je dosahnout
poklesu hladiny transkriptu BCR-ABLI1, mezi které patii imatinib, nilotinib a dasatinib nebo
mimo jiné nov¢ registrovany asciminib. Pfi selhani cilené 1écby je potom indikovéana
splenektomie, ozafeni sleziny, a predevSim alogenni transplantace krvetvornych bunék

(Lindstrém & Friedman, 2020; Doubek a Mayer, 2020).

2.3 Antracyklinova antibiotika

ANT jsou cytostatika pouzivana v 1écbé nddorovych onemocnéni od druhé poloviny
20. stoleti, kterd vyrazn¢ snizila mortalitu onkologickych pacienti. ANT jsou
po intraven6znim podani metabolizovany jatry a nasledné vylucovany zluci a ¢asteéné moci.
Pouzivaji se predevs§im k 1é¢bé rakoviny prsu, zaludku, plic nebo u riiznych hematologickych

malignit (Puchnerova et al., 2017).

Prvnim objevenym a nejcastéji pouzivanym ANT je DAUN, ktery se pouziva pievazné
k 1é€bé AML, CML a Kaposiho sarkomu. Mezi dalsi klinicky vyznamné ANT patii doxorubicin
(DOX), epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA). DOX je vyuZivan pii lécbé mnohocetného
myelomu ¢i Hodgkinova lymfomu. EPI se uplatiiuje zejména v terapii karcinomu prsu a IDA
u AML a akutni lymfoblastické leukemie (ALL) (Kiss ef al., 2022). VSechny ctyfi ANT maji
tetracyklickou aglykonovou strukturu (viz Obrazek 2) ze ¢tyi cyklohexanti s cukernou casti
pfipojenou na uhliku C7 kruhu 4, dale hydrochinonové skupiny v kruzich B a C, methoxy
substituent na uhliku C4 v kruhu D, karbonylovou skupinu na uhliku C13, a nakonec kratky
postranni fetézec na uhliku C9, ktery odliSuje DOX od DAU. DOX ma na tomto fetézci
primarni alkohol, zatimco DAU methylovou skupinu. EPI je odvozen od DOX epimerizaci
hydroxylové skupiny a IDA je strukturdlné podobny s DAU, kromé& toho, Ze neobsahuje
methoxyskupinu v kruhu D (McGowan et al., 2017).
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Obrazek 2: Struktura vybranych ANT (McGowan et al., 2017).

Mechanismus u¢inku ANT spociva ve schopnosti vazat se mezi pary bazi DNA, a tim
deformovat jeji strukturu. DvouSroubovice DNA se rozvine, inhibuje enzym topoizomerasu II,
coz narusi reparacni mechanismy buiiky a vznikaji jedno ¢i dvouvldknové zlomy. Tyto zlomy
pak brani nddorové bunice v dalsi syntéze DNA ¢i RNA a zastavi rist a dalsi déleni. DAUN
také inhibuje aktivitu polymerasy, diky ¢emuzZ naruSuje expresi genu a vede k dalSimu

poskozeni DNA volnymi radikaly a nasledné apoptdze (Saleem & Kasi, 2022).

Nejvétsi nevyhodou pouzivani ANT je znacnd kardiotoxicita. Mechanismus vzniku
poskozeni srde¢niho svalu je pravdépodobné multifaktoridlni, avSak rozsifenou hypotézou je
poskozeni DNA v disledku produkce reaktivnich forem kysliku a tvorba komplexl
s topoizomerasou II v kardiomyocytech, coz vede k poskozeni mitochondrii. Klinické projevy
kardiotoxicity se projevuji abnormalnim elektrokardiogramem (EKG), arytmii, myokarditidou,
infarktem myokardu nebo chronickym srdecnim selhdnim. Zminéné projevy jsou velmi
variabilni a méni se v zavislosti na ¢ase od prvni podané davky léciva. Ptiznaky akutni
kardiotoxicity se projevuji do tydne, subakutni projevy do jednoho roku a pozdni kardiotoxicita
se mize objevit az rok po podini ANT (McGowan et al, 2017; Chang
& Wang, 2018). Pro sniZzeni vyskytu kardiologickych problémti se ANT mohou podavat
v kombinaci s dexrazoxanem, ktery se podava intravendzné v poméru 10:1 dexrazoxan:ANT

(DAUN) (Saleem & Kasi, 2022).
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2.3.1 Daunorubicin

DAUN, téz znamy pod nazvem daunomycin, je chemoterapeuticky 1€k pattici do skupiny
ANT pouzivany piedevsim pii lécbé AML, CML nebo se vyuziva u Kaposiho sarkomu. DAUN
je prvnim objevenym ANT a ziskava se z ptirozené produkce bakterie Strepromyces peucetius
(Saleem & Kasi, 2022; Laurent & Jaffrézou, 2001). DAUN je v jatrech a dalSich tkanich
metabolizovan pomoci cytoplazmatickych aldo-ketoreduktas. Hlavnim metabolitem se stava
DAUNOL, ktery ma vSak mensi i€innost proti nadorovym buiitkdm a je mnohem vice toxicky

pro organismus pacienta (Bachur & Huffman, 1971).

0
H/CH4

NH, H

Daunorubicin Daunorubicinol

Obrazek 3: Redukce DAUN (Aslazos et al., 1977).

DAUN se podava intraven6zné a ucinné pusobi nejen proti rakovinnym buiikam, ale
zaroven pisobi i na zdravé buiky, proto je pojen s mnozstvim vedlejSich U¢inkd, mezi které
ucinky, mize byt odumfieni tkan¢ v misté vpichu, kardiologické komplikace a suprese kostni
dfené¢. Proto je dulezit¢é DAUN uzivat pod pfisnym Iékafskym dohledem a v souladu
s ptredepsanymi davkami. Pfed kazdym podanim DAUN se doporucuje laboratorni vySetfeni
krevniho obrazu, jaternich a renalnich funkci, monitorovani suprese kostni diené a screening

kardiovaskularnich rizikovych faktort (Saleem & Kasi, 2022).

Z klinickych studii vyplyva, Ze u pacientt 1é¢icich se s nelymfocytarni leukemii DAUN
zpiisobuje Uplnou remisi ve 40-50 % piipadii a v kombinaci s cytarabinem dokonce v 53-65 %

ptipadi (Saleem & Kasi, 2022). V roce 2017 byla ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA)
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schvalena lipozomalni forma DAUN, ktera se pouzivd jako 1€k prvni volby

u imunokompromitovanych pacientll s Kaposiho sarkomem (Petre & Dittmer, 2007).

2.3.2 Rezistence

o214

schopnost tumorovych bunék odolavat cytotoxickym ucinkim ANT. Maligni buitky mohou byt
rezistentni vi¢i chemoterapii uz pfi prvnim podani. V tomto pfipadé mluvime o rezistenci
primarni (vrozené). Sekundérni (ziskand) rezistence potom vznikd az v pribchu 1écby, kdy
pivodné byly buiiky k 1écbé citlivé, ale v pribéhu terapie si byly schopny vytvofit obranné
mechanismy a jejich citlivost viici ANT klesa a stavaji se rezistentnimi. Existuje mnoho faktort,
které ovliviuji citlivost a vznik rezistence na protinadorova 1é¢iva. Mezi n¢ patii mechanismy,
které omezuji mnozstvi 1éCiva, které se dostane do naddoru a mechanismy ovliviiyjici jeho

mikroprosttedi (Plebuch et al., 2007).

Muzeme se vSak setkat i s pfipady zkiizené rezistence u 1éCiv, které se lisi jak strukturaIné,
tak mechanismem uc¢inku, nazyvame je tzv. mnohocetnou lékovou rezistenci (MDR), ktera je

v ptipadé DAUN a DOX pomérn¢ Casta (Noskova et al., 2000; Skalova et al., 2017).

Vznik MDR muze byt zplsoben nékolika mechanismy. Jednim znich je snizeni
akumulace 1é¢iva v buiice. To mlze byt napiiklad zpisobeno zvySenym vypuzovanim léciva
z bunék pomoci efluxnich transportért patiicich do rodiny ABC, do kterych fadime zejména P-
glykoprotein (Pgp), MRP2 (protein 2 spojeny s mnohocetnou Iékovou rezistenci), LRP (protein
rezistence rakoviny plic) a BCRP (protein rezistence rakoviny prsu). Dal§im pfipadem vzniku
rezistence na léciva je snizena exprese cilového proteinu. Nékterd 1é¢iva plsobi tak, Ze se
navazou na specificky cilovy protein v nddorové buiice a tim zablokuji jeho funkeci, tudiz pokud
buiika snizi mnoZstvi onoho proteinu, muze to vést ke snizené UCinnosti. Buiitka mtize mit
zablokovanou svoji signalni drahu, tudiz mize byt aktivovana alternativni, kterd umozni preziti
a rust nadorové bunky, i kdyz je blokovan cilovy protein. Rakovinové bunky také mohou
v nadorech vytvafet prostorové bariéry, které brani adekvatnimu pratoku krve, ¢imz snizuji
ucinnou expozici nddoru vici 1é¢ivu. Nadorova heterogenita, je stav, kdy nador obsahuje rizné
subpopulace s riiznymi mutacemi a epigenetickymi zménami. V tomto pfipad¢ 1é¢ivo ucinkuje
pouze na urcitou subpopulaci bun¢k a neucinkuje na ostatni, coz ma za nasledek rezistenci na
1é¢ivo a mozny relaps onemocnéni. Dal§im mechanismem miZe byt mutace cilovych molekul,
na néz se ANT vazou. Navazani na cilovou molekulu je tak netplné nebo zcela nemozné

(Longley & Johnston, 2005).
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Jako jednou z poslednich moznosti rezistence na cytostatikum je zvySena exprese enzymd,
na ANT je redukce na méné u¢inny C13-hydroxy metabolit (napf. DAUNOL) pomoci karbonyl
redukujicich enzymu (CRE). CRE zahrnuji dve nadrodiny, a to
aldo-ketoreduktasy (AKR) a dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR). Tyto
enzymy jsou ve zvySené mife exprimovany kolem lokalizace tumoru, snizuji intracelularni
koncentraci ANT a tim znemoziiuji tspéSnou 1écbu onkologickych pacientti (Tavares ef al.,

2020; Sau et al., 2010; Hofman et al., 2014).

Mechanismt vzniku rezistence je hned nékolik a faktort, které ovliviiuji i¢innost ANT je
cela fada. Vyzkum se aktudlné zaméfuje na zplsoby, jak rezistenci na ANT piekonat a trvale
tak zlepsit i€innost nadorové terapie. Jednim z moznych ptistupti, jak takového cile dosdhnout,
je kombinovani ANT s jinymi 1éCivy, ktera mohou vzniku rezistence branit nebo mohou riziko
jejiho vzniku alespon snizit (Kizek et al., 2012). Jednim ze zptsobu, jak zvysit u¢innost ANT
je kombinace se specifickymi inhibitory. Kombinace ANT s inhibitory Pgp miize vést ke
zvysené akumulaci ANT v nddorovych bunikdch a tim zvySené ti¢innosti celé terapie (Hofman
et al., 2014), podobn¢ jako kombinace inhibitoru CRE s ANT vede k snizeni pravdépodobnosti

vzniku chemorezistence a u¢inek protinadorové terapie se tak zvysuje (Plebuch et al., 2007).

2.1 Karbonyl redukujici enzymy

Karbonylovéa redukce aldehydu, ketont a chinonti na jejich odpovidajici hydroxyderivaty
patfi do 1. faze biotransformace a hraje dileZitou roli v metabolismu mnoha endogennich
a xenobiotickych sloucenin. Existuje mnoho typti CRE, které¢ se liS§i svymi vlastnostmi
1 strukturou. Patii mezi n€ napiiklad aldehyd reduktasy, ketolasy, enoyl reduktasy a aldolasy.
Aldehyd reduktasy redukuji alkoholy a jsou vyznamné v metabolismu glukozy. Ketolasy jsou
schopny redukovat ketonové skupiny na alkoholy a jsou dillezité v biosyntéze steroidi a
vitamind. Enoyl reduktasy redukuji dvojnou vazbu v enolatech a hraji vyznam v biosyntéze
mastnych kyselin a aminokyselin. Aldolasy katalyzuji redukci aldolové reakce, coz je reakce
mezi aldehydy a ketony, a jsou vyznamné v metabolismu sacharidti (Plebuch et al., 2007;

Hoffman & Maser, 2007).

V 1é¢bé nddorového onemocnéni maji CRE zasadné negativni vyznam z toho diivodu, Ze
redukuji ANT. Vysledny alkoholovy metabolit DAUNOL ma o dost nizsi protinddorovou

ucinnost, a navic je zodpovédny za kardiotoxicitu (Plebuch et al., 2007).

18



2.1.1 Aldo-ketoreduktasy

AKR jsou enzymy, které¢ hraji dilezitou roli v metabolismu = sloucenin
u riiznych zivocicht, véetné ¢loveka. Jsou to monomerni proteiny o velikosti 34-37 kDa, které
vyuzivaji NADPH jako kofaktor a katalyzuji redukéni reakce, pti kterych se aldehydy
a ketony pfeménuji na primarni a sekundarni alkoholy. Na rozdil od alkoholdehydrogenas jsou
reakce AKR spiSe redukcni nez oxidacni a jsou obvykle obousmérné. Jeden z hlavnich rysi
AKR spociva v nizké substratové selektivité. Jsou klicové pro detoxikaci xenobiotik, jako jsou
pesticidy a léky, zatimco jiné jsou dilezité pro metabolismus endogennich sloucenin, jako jsou

steroidy a vitaminy (Penning, 2015).

AKR jsou rozdéleny do rodin a nadrodin podle struktury a sekvence aminokyselin. Kazdy
enzym ma specifickou funkci v téle. AKR je zdklad, ktery symbolizuje funkci enzymu, tedy
aldo-ketoreduktasu. Nasleduje arabskd Ccislice pro oznafeni rodiny enzymdi, pismeno
pro oznaceni podrodin a dalsi arabska ¢islice pro specifickou proteinovou sekvenci enzymu

(Barski et al., 2008).

Kazdy enzym je charakterizovan stejnym proteinovym zahybem,
triosafosfatizomerasovym soudkovym motivem nebo (a/B)s soudkem s inzerci nékolika dalSich
Sroubovic. Na zadni stran¢ soudku jsou tfi velké smycky, které definuji specificnost substratu

(Penning, 2015).

Mutace v genech kodujicich AKR mohou vést k riiznym onemocnénim, véetné rakoviny a
diabetu. Proto je studium téchto enzymu dilezité pro pochopeni jejich role v lidském zdravi a
vyvoji novych léciv. U lidi bylo prozatim identifikovano 15 AKR, které¢ se podili na
fyziologickych 1 patologickych procesech. Patfi mezi né enzymy s oznacenim AKR
a koncovkou 1A1, 1B1, 1B10, 1BI1, 1C1, 1C2, 1C3, 1C4, 1DI1, 1E2, 6A3, 6AS5, 6A9, 7A2
a 7A3. Po celém svété existuji programy pro blizké prozkoumani vlivu inhibice téchto enzymi

spojenych s vyvojem ruznych onemocnéni (Barski et al., 2008).
AKR1A1

Tato aldehydredukasa je jednou zprvnich objevenych izoforem AKR. Jedna se
o cytoplazmaticky enzym, ktery je hojné exprimovan v mnoha tkanich lidského téla, avSak
nejvice v proximalnich tubulech ledvin. Tento enzym je zndm nizkou substratovou selektivitou.
Je schopen pfeménovat rizné typy sloucenin, vcetné¢ substrati s negativné nabitou
karboxylovou skupinou, steroidnich aldehydi, aromatickych aldehydii i malych tfiuhlikatych
aldehydii. Vyznamnou roli AKR1AL1 je detoxikace riznych slou¢enin, jako jsou aromatické,
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heterocyklick¢  slouCeniny a  alkylujici  Cinidla, tim  chrani  organismus

pfed zevnimi negativnimi U¢inky (Barski et al., 2008).

Podili se ale i na vyvoji n€kterych onemocnéni, mezi které patii kardiovaskularni
onemocnéni, diabetickd nefropatie a neurodegenerativni choroby (Barski et al., 2008). Hraje
roli v aktivaci prokarcinogent, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodikové trans-
dihydrodioly, a v metabolismu riznych xenobiottk a 1éCiv, vcéetné DOX

a DAUN. Svoji negativni roli hraje 1 v oxidativnim stresu (Bains et al., 2008).

AKRI1B1

Aldosareduktasa je z divodu své potencidlni role pfi zprostfedkovani hyperglykemického
poskozeni a rozvoji druhotnych diabetickych komplikaci jednim z nejstudovanéjSich enzymu
znadrodiny AKR. Dle Barski et al. (2018) je redukce glukézy pomoci AKRIBI1 pfi
hyperglykémii spojena s poSkozenim tkané. Tento enzym také hraje vyznamnou roli
v proliferaci bunc¢k hladké svaloviny cév bchem aterosklerézy a restendzy a navic pfi
zprostiedkovani mitogenni signalizace spousténé rtistovymi faktory a cytokiny (Ramana ef al.,

2002).

Enzym katalyzuje redukci nejen fyziologickych substrati, ale i nékterych xenobiotik. Mezi
fyziologické substraty mizeme tadit AGE prekurzory (konecné produkty pokrocilé glykace),
konjugaty glutationu s nenasycenymi aldehydy, isokortikosteroidy a produkty oxidace
peroxidace lipidi (napf. oxidované fosfolipidy). Produkty environmentalniho znec€isténi, mezi
které fadime akrolein a jeho glutationovy konjugat, fadime mezi xenobiotika (Barski et al.,
2008).

AKRI1B10

Aldosareduktasa tenkého stfeva, jak jiz z nazvu vyplyvd, je exprimovana predevSim
v tenkém a tlustém stfeve, ale také v jaterni tkani, nadledvinkéch i1 thymu. Z tohoto diivodu
nadorové tkan¢ zminénych organti vykazuji vyrazn€ zvySenou expresi proteinu AKRIBI10.
Aminokyselinova sekvence je z71 % identickd se sekvenci aldosareduktasy (AKR1B1)

a vykazuje velmi podobnou substratovou specifitu a citlivost na inhibitor (Barski et al., 2008).

Enzym AKRI1BI10 katalyzuje redukci alifatickych a aromatickych aldehydl, vcetné
konverze retinalil na retinoly, coZ ma za nésledek nedostatek kyseliny retinové, dilezité signalni
molekuly v bunééné diferenciaci a proliferaci. Také reguluje biosyntézu mastnych kyselin

a detoxikuje cytotoxické karbonyly (DiStefano & Davis, 2019). Ukazalo se, Ze inhibice genu
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AKRI1B10 pomoci siRNA vede k zastave rustu kolorektalniho karcinomu, coz svéd¢i o zasadni

roli enzymu v proliferaci nadorovych bun¢k (Barski ef al., 2008).
AKRIC3

Lidska AKRI1C3, neboli 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa, sdili s ostatnimi geny
AKRIC az 86 % homologie, avSak 1isi se svymi biochemickymi vlastnostmi. Enzym je
exprimovan v mnoha tkanich v téle, v€etné¢ prostaty, mlécné Zlazy, plic a jater. Katalyzuje

oxidoredukéni transformace rtiznych druhi substratii (Barski ef al., 2008).

Ma sirokou substratovou specifitu, pfirozenymi substraty jsou steroidy a prostaglandiny.
Hraje klicovou roli v metabolismu androgenii, které jsou dualezité pro vyvoj muZskych
pohlavnich organti, zaroven pfispiva k tvorbé estrogenu (zenského pohlavniho hormonu).
To ovSem znamend, Ze enzym hraje zasadni roli ve vzniku a progresi androgen a estrogen-
dependentnich onemocnéni, jako je karcinom prsu, karcinom prostaty a benigni hyperplazie
prostaty. Podili se na produkci androgent u kastracné rezistentniho karcinomu prostaty
a syndromu polycystickych ovarii. Rovnéz se uplatiiuje na metabolismu xenobiotik, jako je
redukce latek obsaZzenych v tabdkovém koufi. Hraje velmi vyznamnou roli pfi inaktivaci

protinadorového DOX a potencialniho cytostatika oracinu (Penning, 2019).
2.1.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

SDR jsou Siroce rozmanitou enzymovou skupinou, ktera obsahuje ptes 600 tisic ¢lent,
zahrnujici enzymy z mnoha riznych kategorii. Proteiny se z fylogenetického hlediska
vzajemné odliSuji, prestoze spolu sdili urcité charakteristické rysy, jako je vazebné misto pro
kofaktor a katalyticka tetrada, jejich homologie je v§ak mensi neZ 20-30 %. Jsou zaloZeny na
podobnych strukturalnich motivech a katalytickych mechanismech, které umoziuji oxidaci
nebo redukci kratkych organickych molekul. Jsou pfitomny u vSech forem zivota, od
primitivnich bun€k az po vys$si organismy Maji malou molekulovou hmotnost (v rozmezi
20-30 kDa) a jsou zavislé na NAD(H) i NADP(H) kofaktoru (Kallberg ef al., 2002; Liu ef al.,
2020).

V lidském genomu bylo identifikovdno 8 gent korespondujicich s 48 SDR enzymy. Tyto
enzymy jsou v nomenklaturnim schématu fazeny nasledovné. Cislo rodiny je oznadovéano
pismenem, které specifikuje typ SDR enzymu. Existuje celkem Sest riznych typti SDR enzymi,
z nichz dva nejcastéjsi typy jsou “Clasical® (C), majici zdkladni strukturu kofaktorové vazebné
Casti a katalytické tetrady a “Extended (E), jejichz dodate¢né strukturdlni prvky jim umoziuji
katalyzovat rizné reakce. Dalsi Ctyfi méné Casté typy jsou oznacovany jako “Intermediate* (1),
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“Divergent™ (D), “Complex“ (X) a “Atypical” (A), kde vSechny maji odlisné strukturni rysy
a funguji v riiznych metabolickych drahach. VSechny ostatni enzymy fadime mezi “Unknown*
(U). Tento kodovaci systém napomahd pii klasifikaci SDR enzyml na zakladé jejich

strukturalnich a funk¢nich charakteristik (Persson et al., 2009).

Lidské SDR enzymy maji v organismu piedevsim funkci fyziologickou se Sirokym
spektrem substrati jako jsou steroidni hormony, alkoholy, sacharidy, prostaglandiny
a retinoly. Mohou se ale podilet i na metabolismu cizorodych latek, naptiklad 1é¢iv
1 toxickych latek. V genech SDR byl zpozorovan rostouci pocet genovych polymorfismil
a s nim spojena fada dédi¢nych metabolickych onemocnéni. Mezi vyznamné SDR enzymy,
které se ucastni metabolismu xenobiotik, zatazujeme karbonylreduktasy 1 a 3 z rodiny SDR21C

(Persson et al., 2009).

CBR1

vvvvvv

NADPH-dependentni oxidoreduktasa s Sirokou specifitou pro karbonylové skupiny v fadé
endogennich sloucenin, jako jsou aldehydy, ketony a chinony, ale také i v fadé xenobiotik,
vcetné 1€k, pesticidl a karcinogent. Enzym je Siroce exprimovan ve vétsin€ tkani, ale vysoké
hladiny tohoto enzymu nalezneme predevsim v jatrech, CNS a placenté (Gonzalez-Covarrubias

et al., 2007; Rashid et al., 2010).

CBRI1 ma dilezitou fyziologickou funkci, naptiklad se podili na syntéze vitaminu K,
metabolismu steroidnich hormonti a detoxikaci riznych cizorodych latek. Hraje také ochrannou
roli pfed poskozenim bunék pii oxidativnim stresu, neurodegeneraci a apoptdze. Mezi
xenobiotika redukovdna enzymem CBR1 patii pfedev§im o-chinony, p-chinony
a ANT (DOX a DAUN) a dalsi 1é¢iva, jako je naptiklad antikoagulant warfarin nebo
antipsychotikum haloperidol. Mutace genu pro CBR1 mohou zapfi€init vznik rGznych
onemocnéni, jako je diabetes nebo sklon k nékterym typim nadorového onemocnéni

(Gonzalez - Covarrubias et al., 2007).

2.2 Inhibitory

Inhibice CRE je potencidlnim terapeutickym cilem v lécbé nejriiznéjSich onemocnéni.
Inhibice je biochemicka reakce, kdy vazba inhibitoru zplsobi sniZeni aktivity konkrétniho
enzymu, coz zpusobi omezeni jeho funk¢nosti. Jak uz bylo psano vySe, CRE redukuji

protinddorova lé¢iva ANT na méné ucinny C13-hydroxy metabolit a tim mnohonasobné snizuji
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jejich tcinnost. Inhibice enzyma pomoci konkrétniho inhibitoru by tak mohla zvysit a¢innost

ANT a tim i pravdépodobnost na vyléceni onkologického pacienta (Hofman et al., 2014).
2.2.1 Asciminib

ASCI je vyzkumna latka (struktura viz Obrazek 4), kterd alostericky nekompetitivné cili
na onkogen BCR-ABLI1 s adenositrifosfatem (ATP). Za fyziologickych podminek je kinasa
ABL1 regulovana vazbou jejiho myristoylovaného N-konce na myristoylovou kapsu.
V ptipadé CML dochéazi k poruse regulace z divodu ptitomnosti BCR-ABLI, ktery je
konstitutivné aktivni. U 1écby je tedy nutné pfistoupit k vysoce specifickym adenosintrifosfat
(ATP)-kompetitivnim tirosinkinasovym inhibitortm (TKI), které se vazou na ATP-vazebnou
kapsu ABL1 a deaktivuji enzym. Schvalené TKI vSak pfiblizné u 15-20 % pacientl selhdvaji
v disledku rezistence nebo intolerance k terapii TKI. Progndza je tak u pacientii velmi Spatna

(Lindstrém & Friedman, 2020).

HO

F
P
O F
Obrazek 4: Struktura ASCI (Selleckchem.com).

ASCI byl schvalen v roce 2021 organizaci FDA pro pouziti u pacientll trpicich CML
v chronické fazi, rezistentnimi na vice nez 2 TKI nebo u pacientii s mutaci T315I (FDA, 2021).
Tato mutace proptjcuje rezistenci vSem schvalenym TKI kromé ponatinibu, ktery je ale pro své
vazné vedlejsi ucinky nevhodny. T3151 inhibuje vazbu TKI tim, ze se stericky stfetava
s vétSinou 1éku, jelikoz je umistén u vstupu do kapsy vazajici ATP (Lindstrom
& Friedman, 2020). ASCI se v8ak véaze siln€ a specificky na myristoylovou kapsu ABL1 a tim
inhibuje ABL kinasu (viz Obrazek 5) (Réa & Hughes, 2022). V klinickych studiich ukézal
silnou G€innost u pacientli s mutaci T3151 1 bez ni a vykazoval vyznamné vys§i molekuldrni
odpoveéd’ a lepsi bezpecnost nez ATP-kompetitivni bosutinib (Choi, 2023; Hochhaus et al.,
2023).
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Obrizek 5: Mechanismus u¢inku ASCI (Réa & Hughes, 2022).

Nejcastéjsimi piipadnymi nezadoucimi ucinky jsou infekce hornich cest dychacich,
muskuloskeletalni bolest, inava, nevolnost, vyrazka a prijem. NejcastéjSimi laboratornimi
abnormalitami je snizeny pocet trombocytli neutrofild i hemoglobinu a zvySené hodnoty
triglyceridi, kreatinkinasy, alaninaminotransferasy (ALT), lipasy a amylasy. Doporucena denni
davka ASCI u pacientl s chronickou fazi CML je 80 mg ASCI uzivané¢ho perordlné jednou
denné ve stejnou dobu kazdy den nebo 40 mg dvakrat denné po 12h intervalech. Doporucena
denni davka u pacientli s CML a mutaci T315I je 200 mg perordlné¢ dvakrat denn¢ ve 12h
intervalech. ASCI se prodava pod nazvem Scemblix (FDA, 2021).

2.2.2 Sotorasib

Sotorasib (SOT, struktura viz Obrazek 6) je inhibitor KRAS, nejcastéji mutovaného
onkogenu u nddorovych onemocnéni. Mutace KRAS G12C se vyskytuje zhruba u 13 %
pacientli s karcinomem plic, 3 % pacientl s kolorektdlnim karcinomem a u 2 % pacientd
s jinymi solidnimi nadory (Blair, 2021). Inaktivace KRAS blokuje signalizaci a preziti

tumorové bunky, inhibuje bunéény rist a dochazi k apoptoze, SOT se vaze kovalentné a

24



ireverzibilné na cysteinovy zbytek mutovaného KRAS GI12C a je metabolizovan

neenzymatickou konjugaci s CYP3A (Blair, 2021).

Obrazek 6: Struktura SOT (Selleckchem.com).

SOT byl v kvétnu roku 2021 schvalen organizaci FDA pro 1écbu dospélych pacientd
s lokaln¢ pokrocilym nebo metastatickym neoperabilnim nemalobunécnym karcinomem plic
(NSCLC) s mutaci KRAS GI12C, ktefi postoupili minimalné jednu ptedchozi systémovou
lécbu. Na trh se dostdva pod obchodnim ndzvem Lumakras a v Evropské unii pod nazvem
Rybrevant. Doporucend denni davka je 960 mg peroralné jednou denné az do progrese
onemocnéni nebo nepfiijatelné toxicity, avSak kvili nezadoucim uCinklim mohou byt nutné
upravy davkovani (FDA, 2021). Mezi nejcastéjsi neZzddouci G€inky fadime snizeni lymfocyt
a hemoglobinu, zvyseni aspartdtaminotransferasy (AST), ALT a alkalické fosfatasy (ALP),
snizeni vapniku, Gnava, nevolnost, hepatotoxicita, kasel, muskuloskeletarni bolest a prijem

(Blair, 2021).
2.2.3 Tucatinib

Tucatinib (TUC), nebo také irbinitinib (struktura viz Obrazek 7), je malomolekuldrni
selektivni inhibitor lidského epidermalniho ristového faktoru (HER2). Pouziva se v druhé linii
1é¢by u pacientek s karcinomem prsu a u pacientii s kolorektalnim karcinomem. TUC byl
v lednu roku 2023 schvalen spolecnosti FDA v kombinaci s trastuzumabem a kapecitabinem

(FDA, 2023).
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Obrazek 7: Struktura TUC (Selleckchem.com).

Problémem ostatnich TKI zaméfenych na HER?2 je, ze uc¢inkuji i mimo cilovy receptor,
coz vede k nezddoucim ucinkim jako je téZky prijem a kozni problémy. TUC je ATP-
kompetitivni vysoce selektivni inhibitor pro receptor HER2 a zaroven také jen minimalné
inhibuje jiné receptory rodiny HER, ¢im pomahé zpomalit rist a §ifeni rakovinovych bunék

s minimem vedlejSich ucinkt (Curiliano et al., 2021).

HER2 ma sklon k metastazovani do mozku, coz komplikuje moznosti 1éCby, jelikoz velké
molekuly monoklondlnich protilatek nepronikaji skrze hematoencefalickou bariéru (Kiss ef al.,
2023). HER2 je specializovany protein, ktery se ucastni fyziologického rlstu a diferenciace
bun¢k. Abnormélni hladiny HER2 mlzZzeme najit pfi patologickych procesech, jako je praveé
zminovany adenokarcinom prsu nebo vajecnikt, mocového méchyte ¢i zaludku. Tento protein
se poji se zvySenou recidivou a Spatnym prognostickym faktorem pro pieziti (Albaqoush

& Limaiem, 2022).

Tucatinib se pod obchodnim ndzvem Tukysa pouZiva pro pacientky s pritomnosti HER2
lokaln¢ pokroCilym nebo metastazujicim karcinomem prsu, které prosly alesponn dvéma
pfedchozimi anti-HER2 1é¢bami (naptiklad kombinace trastuzumab-pertuzumab-taxan), nebo
pro metastaticky kolorektalni karcinom, ktery progredoval i po 1€cbé fluoropyrimidinem,

oxaplatinou a irinotekanem (Kiss et al., 2023; FDA, 2023).

Doporucend denni ddvka je 300 mg peroralné dvakrat denné v kombinaci s trastuzumabem
a kapecitabinem az do progrese onemocnéni. NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky mohou byt
prijem, Unava, vyrazka, nevolnost, bolest bficha a zvysena teplota. Casto vyskytujicimi
abnormalnimi laboratornimi vysledky mohou byt snizeny pocet leukocyti a hemoglobinu,
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zvyseny kreatinin, glukoza, ALT, bilirubin, ALP a snizeny albumin a sodik (Curiliano et al.,

2021).
2.2.4 Umbralisib hydrochlorid

Umbralisib hydrochlorid (UMH, struktura viz Obrazek 8) je inhibitor fosfatidyl 3-kinasy
delta (PI3KJ) a kaseinasy 1 epsilon (CK1¢) a byl pouzivan v 1é¢b¢ refrakternich a rekurentnich
lymfomt okrajové zony (MZL) a folikularniho lymfomu (FL) od schvaleni agenturou FDA
vroce 2021 az do roku 2022, kdy FDA své povoleni stdhla kvili zdvaznym negativnim
ucinkim. FL a MZL patii do skupiny indolentnich non-Hodgkinovych lymfomt. Postihuji
lymfaticky systém a vznikaji z abnormalnich B-lymfocyti (vykazujici pozitivitu CD 20+)

(Ceska onkologicka spole¢nost J.E.P.).

H-Cl F

Obrazek 8: Struktura UMH (Selleckchem.com).

PI3Kd je expresi omezena pouze na buiky hematopoetického piivodu, je vysoce
exprimovana v leukocytech a hraje zdsadni roli ve vyvoji a funkci B-lymfocyti. Dle Fowler
et al. (2021) UMH siln¢ inhibuje izoformy PI3KS5 v klinicky dosazitelnych koncentracich.
Vykazuje vice nez 1500krat vétsi selektivitu pro PI3Kd nez u izoforem o a  a 225krat veétsi
selektivitu oproti y-izoform¢. Zatimco jiné inhibitory PI3Ko6 byly omezeny Spatnou
dlouhodobou snésenlivosti a toxicitou, UMH vykazoval v klinickych studiich vétsi bezpecnost
a zvySenou selektivitu vici PI3Ks. Po podani jedné davky UMH zdravym pacientiim je stiedni

doba dosazeni maximalni plazmatické koncentrace zhruba 4h. Inhibitor je in vitro
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metabolizovan piedev§im izoformami enzymi CYP450 (véetné¢ CYP2C9, CYP3A4 a
CYP1A2) (Dhillon & Keam, 2021).

Pod obchodnim nazvem Ukoniq byl UMH pouzivan pro 1é¢bu dospélych pacientti s MZL,
ktefi podstoupili minimalné¢ jeden pfedchozi rezim terapie na bazi anti-CD20,
a u pacientt s FL, ktefi podstoupili vice nez 3 ptedchozi systémové 1écby. Stal se také idedlni
volbou pro pacienty nezpusobilé k Ié€bé imunochemoterapii kvuli pokroc¢ilému véku.

Doporucend denni davka byla 800 mg UMH jednou denné¢ (Dhillon & Keam, 2021).

Bohuzel kviili obavam o bezpecnost byl Ukoniq v ¢ervnu roku 2022 stazen spolecnosti
FDA. Klinické studie prokazovaly, ze rizika 1écby prevazuji nad piinosy. Mezi nezadouci
ucinky patii prijem nebo kolitida a hyperglykémie. Vyskytovaly se i podezieni o mozném
zvySeném riziku Umrti u pacienti uzivajicich Ukoniq v kombinaci s monoklonalnimi

protilatkami (FDA, 2022).
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem in vitro experimentl bylo zjistit, zda vybrané inhibitory, konkrétné¢ ASCI,

SOT, TUC a UMH, maji vyrazny inhibi¢ni u¢inek na CRE, a to na AKR1C3, 1A1, 1B1, 1B10
a CBR1, viici substratu DAUN.

Jednotlivé kroky experimentu zahrnovaly:

Zakladni screening inhibitorii ASCI, SOT, TUC a UMH vu¢i reduktasam
AKRIC3, 1A1, 1B1, 1B10 a CBR1.

Vyhodnoceni inhibi¢niho vlivu inhibitort CRE a dalsi prace s inhibitorem
s nejveétsim inhibi¢nim potencialem.
Stanoveni polovicni inhibi¢ni koncentrace (IC50) vybraného inhibitoru.

Stanoveni typu inhibice a inhibi¢ni konstantu (Ki) vybraného inhibitoru.
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
Acetonitril (HPLC LC-MS grade, VWR, USA)
Asciminib (MedChemExpress, USA)
Daunorubicin (Selleckchem, USA)

Dimethylsulfoxid (research grade, Serva, Némecko)

Enzymy: AKRIC3, 1B10, 1A1l, 1B1, CBR1 (Katedra biochemickych véd, Hradec
Kralové, Ceska republika)

Glukoza-6-fosfat (Roche Diagnostics, Némecko)
Glukoza-6-fosfat dehydrogenasa (Roche Diagnostics, Némecko)
Kyselina mravenc¢i (LC-MS grade, VWR, USA)

Methanol (HPLC gradient grade, Honeywell, USA)

MgClz (Lachema, Ceska republika)

NADP (Roche Diagnostics, Némecko)

NaH2P04.2H20 (Penta, Ceska republika)

Na;HPO4.12H>0 (Penta, Ceska republika)

Sodno-fosfatovy pufr (0,1M; pH 7,4; Katedra biochemickych véd, Hradec Kralové, Ceska
republika)

Sotorasib (MedChemExpress, USA)
Tucatinib (MedChemExpress, USA)
Ultracista voda (0,055 uS; Katedra biochemickych véd, Hradec Kralové, Ceska republika)

Umbralisib hydrochlorid (MedChemExpress, USA)
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4.1.2 Pomiicky a pristroje
Analytické vahy (Sartorius CP225D, Némecko)
Centrifuga (MiniSpin plus, Eppendorf, Némecko)
Injekeni stiikacka a jehla (Terumo, Japonsko)
Mikrozkumavky 0,5; 1,5 a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Nédoba s ledem
Pipety a $picky 0,5 — 1000 ul (Biohit, Finsko)
Rukavice
Stojanek na zkumavky
Stiikackovy filtr s 0,2 uM PTFE membranou (Whatman, Velka Britanie)
Termoblok (ThermoMixer C, Eppendorf, Némecko)
Ultrazvukova vana (Ultrasoniccleaner120T, Anonkia Ultrasonic, Cina)
UHPLC Agilent Technologies 1290 Infinity (USA)

e binarni pumpa (1290 Bin Pump VL, G4220B)
e autosampler (1290 Sampler, G4226A)

e termostatovand kolona (1290 TCC, G1316C)

e detektor diodového pole (1260 DAD, G4212B)
e fluorescencni detektor (1260 FLD, G1321B)

UHPLC Agilent Technologies 1260 Infinity II(USA)

e pumpa (1260 Flexible Pump, G7104C)

e autosampler (1260 Vialsampler, G7129C)

e kolona: RRHD Eclipse Plus C18,2.1x50mm,1.8u
e fluorescenc¢ni detektor (1260 FLD, G7121A)

e detektor s diodovym polem (DAD, G1315B)

e UV-VIS detektor (1260 VWD, G7114A)

Vialky s inserty a vicky (Agilent, USA)

Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, USA)
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4.1.3 Priprava roztoku

DAUN o koncentraci 5 mM vznikl rozpusténim 1,41 mg v 500 pl ultracisté vody.
0,1M chlorid hotecnaty (MgClz) vznikl rozpusténim 1,02 g v 50 ml ultracisté vody.

0,IM sodno-fosfatovy pufr (NaPB) vznikl ptipravou dvou roztokti. Prvni roztok vznikl
rozpu§ténim 3,58 g Na2HPO4.12H20 ve 100 ml ultracisté vody a druhy rozpusténim 0,39 g
NaH2P04.2H20 ve 25 ml ultracisté vody. Roztoky se smichaly tak, aby bylo pH 7.,4.

4.2 Metodika

4.2.1 Screening jednotlivych inhibitora

Nejprve se piistoupilo k zdkladnimu screeningu a testoval se inhibicni efekt Ctyfech
vybranych inhibitort,, a to ASCI, SOT, TUC a UMH, k jednotlivym enzymim (AKRIC3,
1B10, 1A1, 1B1 a CBR1). Pro piipravu reakéni smési (viz Tabulka 3) se testovala neinhibovana
reakce (NI), tedy reakce bez ptidavku inhibitoru, dale kontrola dimethylsulfoxidu (DMSO), aby
se zajistilo, ze jakykoli pozorovany vliv testované latky je skutecné zptisoben samotnou latkou,
nikoli pouze rozpoustédlem. Nésledné se zkoumal vliv inhibitoru o findlni koncentraci 10 pM
(INH10) a inhibitoru o finalni koncentraci 50 uM (INH50). Nakonec se ptistoupilo ke kontrole
bez enzymu (bE) a kontrole bez substratu (bS). Kazda reakce se testovala v triplikatech.

Kontrola bS a bE probihala ve dvou opakovanich.

Tabulka 3: Piiprava reakéni smési

NaPB (ul) | Enzym (pul) Regener(a::lr;i systemn Inhibitor (ul) | DAUN (ul)
NI 60 10 20 0 10
DMSO 58 10 20 2 (DMSO) 10
INH10 58 10 20 2 10
INHS50 58 10 20 2 10
bE 70 0 20 0 10
bS 60 10 20 0 10 (H20)
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4.2.1.1 Regeneracni systém

Regeneracni systém (RS) je smés chemikalii pouzivanych pro regeneraci NADPH,
dilezitého kofaktoru pro cinnost CRE. RS se pfipravoval Cerstvy pied kazdou inkubaci
a mnozstvi se vypocitalo dle celkového poctu reakcei (viz Tabulka 4). Na analytickych vahach
se pfimo do plastové mikrozkumavky zvazily NADP a Glc-6-P. Nasledné se pridaly NaPB
a 0,1M MgClz. Uplné nakonec, tésné pred pouzitim, se pfidala Glc-6-P-dehydrogenasa.

Tabulka 4: Ptiprava RS pro jednu reakci

NADP 0,2 mg
Glc-6-P 0,6 mg
NaPB 10 pl
0,1M MgCl2 10 pl
Glc-6-P-dehydrogenasa 0,5 pl (tésné pred pouzitim)
4.2.1.2 Enzym

Rekombinantni lidské AKR a CBR (viz Tabulka 5) byly pfipraveny v expresnim systému
E. coli na Katedie biochemickych v&d Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzita
Karlova. Byly nafedény na pozadovanou zdsobni koncentraci v 0,1M draselno-fosfatovém
pufru a 20 % glycerolu. Uchovavany jsou v mrazicim boxu pfi teploté¢ -80 °C (piipadné

-20 °C). Pted pouzitim bylo koncentraci enzymu nutné natedit NaPB dle sméSovaci rovnice.

c1-Vi=c2-V2

kde ci je zasobni koncentrace enzymu (mg/ml), V1 objem zasobniho roztoku — neznadma hodnota (ul), c2

koncentrace piipravovaného pracovniho roztoku (mg/ml) a V2 celkové mnozstvi ziedéného enzymu (ul).
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Tabulka 5: Seznam a mnozstvi vybranych enzymi v reakci

Enzym Mnozstvi (ng/reakci)
AKRIC3 1,5
AKR1B10 5,0
AKRIBI 5,0
AKRIA1 1,0

CBRI1 0,2

4.2.1.3 Inhibitor

K zdkladnimu screeningu byly pouzity inhibitory ASCI, SOT, TUC a UMB. Zasobni
roztoky jednotlivych inhibitori o koncentraci 50 mM byly pfipraveny rozpusténim 5 mg
konkrétniho inhibitoru v DMSO (viz Tabulka 6) a uchovavany v mrazicim boxu o teploté
-80 °C. Zasobni roztoky inhibitori o koncentraci 10 mM byly jesté¢ dale nafedény DMSO a
uchovavany ve 0,5 ml eppendorf zkumavkéach pti -80 °C (ptipadné -20 °C).

Objem DMSO pftidany k inhibitoriim byl vypocitan dle vztahu:

kde m je hmotnost sypkého inhibitoru (mg), ¢ je pozadovana koncentrace inhibitoru (mM), V je objem

findlniho produktu (pl, nezndma hodnota) a M je molekularni hmotnost inhibitoru (g/mol).

m=c-V-M

Tabulka 6: Piiprava zasobnich inhibitorti o koncentraci 50 mM

Inhibitor (5 mg) Objem DMSO (ul)
ASCI 2223
SOT 178,4
TUC 208,1
UMB 164,5
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Inhibitor byl ze své zdsobni koncentrace (10 mM) nafedén na pracovni koncentrace (500
a 2500 uM). Objem jednotlivych inhibitord v poméru s DMSO byl spocitan dle nasledujici

sméSovaci rovnice.
Ci- V1 =Cy- Vz

kde c1 je koncentrace zasobniho roztoku (uM), V1 objem zasobniho roztoku (pl), c2 koncentrace pracovniho

roztoku (M) a V2 pozadovany objem pracovniho roztoku (pl).

4.2.1.4 Vlastni inkubace

Do nadepsanych zkumavek se postupné rozpipetovalo NaPB, RS, inhibitor a enzym.
Jednotlivé zkumavky se fadné zvortexovaly a ndsledné zcentrifugovaly. Po promichani
nasledovala preinkubace v termobloku po dobu 10min pii 37 °C. Reakce se startovala piidanim
substratu. Substrat (DAUN o finélni koncentraci 500 uM v reakci) se ptidaval do jednotlivych
zkumavek po 30s intervalech a nasledn€ se reakéni smés kratce zvortexovala pied vracenim
zpét do termobloku. Samotna reakce pro enzymy AKR1C3, 1B10, 1A1 a 1B1 probihala v jedné
zkumavce 30min pfi 37 ©°C. Reakce enzymu CBR1 byla testovana pfi
37 °C po dobu 20min. Po inkubaci se reakce zastavila ptidanim 300 ul MetOH a uloZzenim do
chladu (nddoba s ledem a nasledné mrazici box pii -20 °C). Po 30min v chladu se zkumavky
s precipitdtem zcentrifugovaly na 10min pfi 12100 % g. Pomoci injekéni stiikacky
a stfikackového filtru se zbavil zkoumany vzorek necistot, prefiltroval se do vialek s inserty

a nasledovala UHPLC analyza.

4.2.1.5 UHPLC

Vzorky zexperimentu byly méfeny pomoci ultra vysoce ucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC). UHPLC je vysoce vykonna technika kapalinové chromatografie,
ktera slouzi k analyze slozitych smési chemickych latek. Soucasti systému je vysokotlaké
cerpadlo, které umoziiuje priatok mobilni faze kolonou se stacionarni fazi vdzanou na Céstice

v koloné.

Me¢éteni probihalo na pfistrojich Agilent 1290 Infinity a Agilent 1260 Infinity II
s fluorescen¢ni detekci (FLD). Podminky obou pfistrojii byly nastaveny na pritok 0,7 ml/min,
pricemz nastiik na kolonu byl 5 pl. Doba jedné analyzy trvala Smin. Mobilni faze byla smési

0,1 % HCOOH s acetonitrilem v objemovém poméru 74:26. Pro separaci byla pouzita kolona
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RRHD Eclipse Plus C18 s velikosti ¢astic 1,8 pm a rozmérech 2,1x50 mm, eluce izokraticka.

FLD byl nastaven na excitacni vinovou délku 480 nm a emisni vlnovou délku 560 nm.

Diky pouziti smésného standartu DAUN a DAUNOL bylo nasledné mozné stanovit
produkt enzymatické reakce DAUNOL. Kvalitativni vyhodnoceni produktu bylo posouzeno na
zéklad¢ hodnoty retencniho Casu. Kvantitativni vyhodnoceni se stanovovalo pomoci porovnani

plochy chromatografického piku s kalibra¢ni kiivkou.
4.2.2 Stanoveni IC50

IC50 se stanovovala u inhibitoru, kde byla zaznamenana vyrazna inhibice vici alesponl
jednomu z enzymi (v tomto piipadé u ASCI a enzymu AKR1C3). Zvolil se koncentra¢ni rozsah

1,2,5,10, 50, 100, 200 uM, aby bylo zahrnuto cel¢ inhibi¢ni spektrum ASCI.

Jednotlivé koncentrace byly pfipraveny fedénim roztoku s vyssi koncentraci s DMSO. Pro
nejvyssi koncentraci (200 uM ASCI v reakci) byl pouzity 10 mM zasobni roztok ASCI.

Inkubacni podminky a koncentrace DAUN v reakci byly stejné jako u zakladniho screeningu.
4.2.3 Stanoveni Ki

Pro dvojici ASCI a enzym AKRI1C3 byly testovany 4 rozdilné koncentrace inhibitoru, a to
nulova (kontrola DMSO), 10, 20 a 40 uM s Sesti riznymi koncentracemi substratu (200, 400,
600, 800, 1000 a 2000 pM).

Nejvyssi koncentrace DAUN (2000 uM) byla pfipravena rozpuSténim 0,0158 g
v 1400 pl destilované vody. Kazd4 koncentrace DAUN byla zhotovena fedénim roztoku s vyssi

koncentraci destilovanou vodou.

Podobnym zptsobem byly pfipraveny i koncentrace inhibitoru, a to fedénim roztoku
s vy$$i koncentraci pomoci DMSO. Nejvyssi koncentrace inhibitoru ASCI (40 uM) se
pfipravila fedénim 16 pl zadsobniho ASCI o koncentraci 10 mM s 64 ul DMSO.

Testovala se tedy kazda koncentrace inhibitoru s kazdou koncentraci substratu. Inkubacéni

podminky byly stejné jako u zakladniho screeningu a IC50.
4.2.4 Zpracovani dat

Z jednotlivych vysledkit z UHPLC byla déale vypocitana specificka aktivita, a to diky

VZOrci:
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_m - K - 1000
T mr

kde a je specificka aktivita (nmol/mg/min), m je hmotnost DAUNOL (ng), K je koeficient zfedéni (na

UHPLC je nasttik 400 pl, nastiik na kolonu je 5 pl, tudiz se ziska jen 1/80 celkové hmotnosti DAUNOL = 80),

t je Cas inkubace (20min u CBRI1, u ostatnich 30min), ¢ je mnoZzstvi enzymu na reakci (pg/reakei), Mr je

molarni hmotnost DAUNOL (529,54 g/mol) a nasobek 1000x je z davodu pievodu jednotek.

Dale se vysledky zpracovavaly v programu GraphPad Prism 9, ktery byl pouzity také
k vypoctu hodnot IC50, Ki a k sestrojeni jednotlivych graft.
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5 VYSLEDKY

5.1 Zakladni screening

Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorti (ASCI, SOT, TUC a UMH) jsou
postupné graficky i ¢iseln¢ zobrazeny nize, dle enzymu, s kterym inkubace probihala. Vysledky
experimentl s enzymem AKRI1C3 jsou prezentovany na Obrazku 9 a v Tabulce 7. Ze vSech
testovanych inhibitorii prokézal nejvétsi aktivitu inhibitor ASCI. Dosazena specificka aktivita
zde dosahovala v priméru dvou meétfeni hodnoty 116,4 £ 9,6 nmol/mg/min pfi 10 uM
koncentraci inhibitoru v reakci a 55,7 + 8,6 nmol/mg/min pii 50 uM koncentraci, coZ je inhibice
v pruméru az o 38,9 %, respektive 70,7 %. Ostatni inhibitory mély na AKR1C3 také statisticky
vyznamny vliv. Inhibi¢ni t¢inek TUC a UMH byl velmi podobny. V priméru dvou méfeni byla
specificka aktivita TUC 129,2 + 10,2 nmol/mg/min pti 10 uM a 88,9 + 5,4 nmol/mg/min pfii
50 uM, coz je inhibice 0 32,9 %, respektive 0 53,5 %. UMH mél naméfenou specifickou aktivitu
v priméru dvou méfeni 121,5 + 2,4 nmol/mg/min pii 10 uM a 97,3 £ 5,2 nmol/mg/min pfi
50 uM, coz je inhibice o 36,6 % respektive o 49,1 %. Ze CEtvefice testovanych inhibitord mél
nejmensi vliv na aktivitu AKR1C3 inhibitor SOT. Jeho primérna specificka aktivita ¢inila
155,8 = 5,6 nmol/mg/min pti 10 uM a 108,5 + 1,9 nmol/mg/min pti 50 uM koncentraci, coz je

inhibice v priméru o 18,9 %, respektive 43,3 %.
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Obrazek 9: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorti s enzymem AKR1C3 — grafické zobrazeni.
Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (prumér + smérodatna odchylka), vzorky byly méteny v triplikatu.
DMSO slouzilo jako kontrola s nulovou koncentraci inhibitoru. Hodnoty specifické aktivity testovanych inhibitorti byly
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vztazeny k hodnot¢ DMSO kontroly. ASCI asciminib, SOT sotorasib, TUC tucatinib, UMB umbralisib hydrochlorid, 10
10 umol/l koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakci.

Tabulka 7: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitord s enzymem AKR1C3 — ¢iselné zobrazeni.
Prezentované jsou vysledky dvou nezévislych experimentd (primér + smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny
v triplikatu. Hodnota p je vztazena ke kontrole DMSO (reakce s nulovou koncentraci inhibitoru). ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p

<0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001.

Koncentrace Specificka Specificka Inhibice
AKRIC3 inhibitoru aktivita ak‘t’ivi (%) %) p hodnota
v reakci (uM) (nmol/mg/min) ’ °
180,4 £3,5 100 - -
DMSO 0 2043 + 12,0 100 ; :
10 126,0 £ 5,0 69,9 +2,8 30,1 +2,8 *ok
106,8 + 5,2 52,3+2,5 47,7+25 ol
Asciminib
50 64,3+54 35,7+3,0 64,3£3,0 Horkk
471+1,6 23,0+ 0,8 77,0+ 0,8 HoH Ak
10 1502 +2.7 833+1,5 16,7+1,5 ns
161,3+9,8 79,0 4,8 21,0+4,8 *ok
Sotorasib
50 110,3+5,8 61,2+32 38,8 +3,2 oAk
106,6 + 6,5 52,2432 478 +32 rokkk
10 119,0£7,0 66,0 +3,9 34,0+3,9 ok
139,4 +4,5 68,3+2,2 31,7+2,2 Horkk
Tucatinib
50 942 +74 52,2+4,1 478 +4,1 ook
83,5+5,8 40,9+29 59,1£2,9 ook
10 123,8 £ 19,9 68,6 = 11,0 31,4+11,0 *E
Umralisib 119,1 £12,9 58,3+6,3 41,7+ 6,3 *orAk
hydrochlorid 50 102,5+ 1,8 56,8+ 1,0 432+1,0 i
92,1+23 451+1,1 549+1,1 ook

Vysledky experimentii s enzymem AKRIA1 jsou zobrazeny na Obrazku 10 a v Tabulce

8. Ani jeden z testovanych inhibitord nemél na enzym statisticky vyznamny vliv. V Zddném
z ptipadii nedoslo k inhibici vétsi nez 12 %. Konkrétné u inhibitoru SOT to byla inhibice
v priméru o 3,4 % pti 10 uM koncentraci inhibitoru v reakci, respektive o 10,6 % pii 50 uM
koncentraci. TUC inhiboval enzym pouze o 6 %, respektive 1,4 % a UMH primérné¢ o 4,4 %,

respektive 8,6 %.

Vysledky naznacuji, ze ASCI nejenom ze enzym neinhiboval, ale dokonce doslo k jeho

aktivaci. Aktivace prob¢hla v ptipad¢ obou méfeni jak pii koncentraci 10 uM tak pii 50 pM.
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Obrazek 10: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitort s enzymem AKR1A1 — grafické zobrazeni.
Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (pramér = smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny

v triplikatu. DMSO slouzilo jako kontrola s nulovou koncentraci inhibitoru. Hodnoty specifické aktivity testovanych
inhibitorti byly vztazeny k hodnot¢ DMSO kontroly. ASCI asciminib, SOT sotorasib, TUC tucatinib, UMB umbralisib
hydrochlorid, 10 10 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakci.

Tabulka 8: Vysledky zékladniho screeningu vybranych inhibitorti s enzymem AKR1A1 — ¢iselné zobrazeni.

Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (primeér + smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny v triplikatu.
Hodnota p je vztazena ke kontrole DMSO (reakce s nulovou koncentraci inhibitoru). ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p<0,001 a ****p<0,0001.

Koncentrace Specificka Specifické Inhibice
AKRIAI inhibitoru aktivita ak‘t’ivi t (%) %) p hodnota
v reakei (uM) (nmol/mg/min) ’ ¢
358,0+ 1,6 100 - -
DMSO 0 257,5+21,5 100 i :
10 360,6 + 18,4 100,7+0,4 - ns
292,6 £0,9 113,6 £0,3 - *
Asciminib
50 397,7+53 1ML,1+£1,5 -
292,8 +0,6 113,7+0,2 -
10 3425+ 11,6 95,7+3,2 43+32 ns
251,0£59 97,5+£23 25+23 ns
Sotorasib
50 317,2+ 18,8 88,6 +52 11,4+5,2 *
232,5+0,3 90,3 £0,1 9,7+0,1 ns
10 316,6 + 3,3 88,4+0,9 11,6 £0,9 *
256,3+7,2 99,6 2,8 0,4+2,8 ns
Tucatinib
50 355,725 99,3+0,7 0,7+0,7 ns
252,3+6,0 98,0+2,3 2,0£2,3 ns
10 3352+£6,9 93,6+1,9 6,4+19 ns
Umralisib 250,6 + 10,3 97,3+4,0 2,7+4,0 ns
hydrochlorid 50 3257 +8,1 91,0+2,3 9,0+2,3 ns
236,3+4,7 91,8 £ 1,9 8,2=+1,9 ns
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Vysledky inkubace vybranych inhibitori a enzymu AKRI1BI jsou prezentovany na
Obrazku 11 a v Tabulce 9. Zde podobné jako u enzymu AKR1A1l u zadného z inhibitort
nedoslo ke statisticky vyznamné inhibici. V ptipadé¢ ASCI byla namétena primérné specificka
aktivita 10,9 + 2,4 nmol/mg/min pii 10 uM a 9,2 £+ 2,7 nmol/mg/min pii 50 uM koncentraci
inhibitoru v reakci, coz je inhibice o 12,5 %, respektive 23,1 %. TUC mél primérnou
specifickou aktivitu 11,1 + 2,7 nmol/mg/min pii 10 uM a 10,8 + 3,2 nmol/mg/min pii 50 uM,

coz je inhibice o 5,6 %, respektive 0 9,6 %.

V nékterych piipadech doslo k mirné aktivaci enzymu, ale ve vSech ptipadech je to v ramci

smeérodatné odchylky.
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Obrazek 11: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitord s enzymem AKR1B1 — grafické zobrazeni.

Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentl (primér + smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny v triplikatu.
DMSO slouzilo jako kontrola s nulovou koncentraci inhibitoru. Hodnoty specifické aktivity testovanych inhibitorti byly
vztazeny k hodnot¢ DMSO kontroly. ASCI asciminib, SOT sotorasib, TUC tucatinib, UMB umbralisib hydrochlorid, 10
10 umol/l koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakei.
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Tabulka 9: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitord s enzymem AKR1B1 — ¢iselné zobrazeni.

Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentl (prumér + smérodatna odchylka), vzorky byly méteny
v triplikatu. Hodnota p je vztazena ke kontrole DMSO (reakce s nulovou koncentraci inhibitoru). ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001.

Koncentrace Specificka Specificka Inhibice
AKRI1BI1 inhibitoru aktivita aklt)ivi ta (%) (%) p hodnota
v reakci (uM) (nmol/mg/min) ’ °
14,9 +0,3 100 - -
DMSO 0 8,7+ 0.4 100 . :
10 13,3+0,5 89,2+ 32 10,9 +£3,2 *
8,5+£0,6 96,9 + 6,4 3,164 ns
Asciminib
50 11,9+ 0,6 79,5 +3,8 20,5+ 3,8 Ak
6,5+0,2 74,4+ 1,7 25,617 *
10 14,4+0,7 96,7+5,0 33+£5,0 ns
8,6+£0,3 98,5+3,3 1,5+3.3 ns
Sotorasib
50 14,3+0,3 95,7+ 1,7 43+1,7 ns
9,0£0,5 102,7+5,8 - ns
10 13,8+0,5 922+32 7,8+32 ns
8,4+0,6 96,7+17,1 33+7,1 ns
Tucatinib
50 14,0+ 0,5 93,9+33 6,1 £33 ns
7,6 £0,2 87,0+24 13,0£2,4 ns
10 14,0+ 0,1 93,6 £0,8 6,4+0,8 ns
Umralisib 10,6 £1,7 121,6 £ 19,8 - ns
hydrochlorid 50 14,4+0,7 96,6 + 4,3 34+43 ns
9,0+0,5 103,5+£5,3 - ns

Enzym AKRI1BI10 zobrazen na Obrazku 12 a v Tabulce 10, téZ nepfinesl statisticky
vyznamné vysledky. I pfi koncentraci 50 uM nedoséhl zadny z inhibitort inhibice vyssi nez
18 %. Konkrétné UMH se svoji praimérnou specifickou aktivitou 63,3 £ 15,7 nmol/mg/min
pfi koncentraci 10 pM a 60,9 + 19,2 nmol/mg/min pfi koncentraci 50 uM dosahl inhibice
0 9,6 %, respektive o 14,8 %.

V ptipadé prvniho méteni doslo dokonce k aktivaci pii koncentraci 10 uM u inhibitord
ASCI, SOT a TUC. Pfi koncentraci 50 uM doslo k velmi nizké inhibici. Konkrétné u ASCI
pramérné o 11,3 %, SOT v jedné inkubaci o 3,4 % a TUC primérné o 11,7 %.
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Obrazek 12: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitord s enzymem AKR1B10 — grafické zobrazeni.
Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (primér + smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny

v triplikatu. DMSO slouzilo jako kontrola s nulovou koncentraci inhibitoru. Hodnoty specifické aktivity testovanych
inhibitort byly vztazeny k hodnoté DMSO kontroly. ASCI asciminib, SOT sotorasib, TUC tucatinib, UMB umbralisib
hydrochlorid, 10 10 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 pmol/l koncentrace inhibitoru v reakci.

Tabulka 10: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorti s enzymem AKR1B10 — ¢iselné zobrazeni.

Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (pramér + smérodatna odchylka), vzorky byly méteny

v triplikatu. Hodnota p je vztazena ke kontrole DMSO (reakce s nulovou koncentraci inhibitoru). ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p
<0,01, *** p < 0,001 a **** p <0,0001.

Koncentrace Specificka Specificka Inhibice
AKRIBIO0 inhibitoru aktivita aklt)i ita (%) (%) p hodnota
v reakei (uM) (nmol/mg/min) v ’ ’
87,0+4,1 100 - -
DMSO 0 52.9+0.6 100 - :
10 88,6 2,8 101,9£3,2 - ns
50,1 £3,2 94,7+ 6,1 5,3+6,1 ns
Asciminib
50 78,4+ 1,6 90,1 +£1,9 9,9+1,9 ns
46,2 +2,0 87,4+3,7 12,6 £ 3,7 ns
10 88,9+43 102,2+5,0 - ns
499+2,1 94,4+ 4,0 5,6 4,0 ns
Sotorasib
50 87,6 +29 100,8 +3,4 - ns
51,2+3,1 96,6 £5,9 34+£59 ns
10 87,1 +£3,8 100,2 +4.4 - ns
49,8 £2,7 942 +52 5,8+52 ns
Tucatinib
50 82,1+24 94,4+ 2.8 5,6£2.8 ns
434+25 82,2+4,7 17,8 4,7 ok
10 78,9 £27 90,8 + 3,1 9,2+3,1 ns
Umralisib 476 +1,2 90,1 +2,3 99+23 ns
hydrochlorid 50 80,0 +2,6 91,6 +2,9 8,4+29 ns
41,7+3,3 78,9+ 6,2 21,1 £6,2 *ok
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Vysledky inkubace enzymu CBR1 jsou prezentovany na Obrazku 13 a v Tabulce 11. Zde
doSlo ke statisticky vyznamné inhibici enzymu CBR1 pomoci inhibitoru UMH. Primérna
hodnota specifické aktivity ze dvou nezédvislych méfeni Cinila 1608,3 + 356,0 nmol/mg/min pfi
koncentraci 10 uM a 1311,5 £ 244,2 nmol/mg/min pii 50 uM, coz je inhibice o 47,2 %,
respektive 56,5 %. TUC mél pramérnou specifickou aktivitu 2384,6 = 501,7 nmol/mg/min pfi
10 uM a 24443 + 4449 nmol/mg/min pii 50 uM, coz je inhibice v priméru o 21,4 %,
respektive 37,7 %. ASCI mél primérnou aktivitu 29282 + 507,5 nmol/mg/min pii 10 uM
a 2489,6 + 703,3 nmol/mg/min pti 50 uM, coz je v piipadé¢ 10 uM v jedné inkubaci aktivace
0 7,5 % a v druhé inkubaci inhibice o 12,4 %, zatimco pii koncentraci 50 pM doslo k inhibici

v praméru o 19,7 %.

K aktivaci do§lo u 10 pM ASCI v jedné inkubaci o 7,5 %, u SOT v jedné inkubaci 10 uM
0 3,3 % a pii obou inkubacich u 50 uM v praméru o 6,4 %.
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Obrazek 13: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorti s enzymem CBR1 — grafické zobrazeni.
Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentd (pramér + smérodatna odchylka), vzorky byly méfeny

v triplikatu. DMSO slouzilo jako kontrola s nulovou koncentraci inhibitoru. Hodnoty specifické aktivity testovanych
inhibitort byly vztazeny k hodnot¢ DMSO kontroly. ASCI asciminib, SOT sotorasib, TUC tucatinib, UMB umbralisib
hydrochlorid, 10 10pmol/l koncentrace inhibitoru v reakei, S0 50umol/l koncentrace inhibitoru v reakci.
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Tabulka 11: Vysledky zékladniho screeningu vybranych inhibitorti s enzymem CBR1- ¢iselné zobrazeni.

Prezentované jsou vysledky dvou nezavislych experimentl (prumér + smérodatna odchylka), vzorky byly méteny
v triplikatu. Hodnota p je vztazena ke kontrole DMSO (reakce s nulovou koncentraci inhibitoru). ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001.

Koncentrace Specificka . . _
CBR1 inhibitoru aktivita ailt)ievcilti:c(lz/a) In?ol/b)lce p hodnota
v reakci (uM) (nmol/mg/min) ’ °
22529+ 14,4 100 - -
DMSO 0 3923,5 + 1209 100 . :
10 2420,7 + 49,5 107,5+22 - ns
3435,6 +327,9 87,6 + 8,4 12,4 £ 8,4 ns
Asciminib
50 1786,3 + 58,4 79,3 +£2,6 20,7+ 2,6 ns
3192,8 +361,8 81,4+9,2 18,6 £9,2 *
10 2327,4 £199,2 103,3+8,8 - ns
3381,6 2883 86,2+ 773 13,8+7,3 ns
Sotorasib
50 2514,3+£71,0 111,6 £3,2 - ns
3971,1 +157.8 101,2+4,0 - ns
10 1882,9 £ 195,1 83,6 + 8,7 16,4+ 8,7 ns
2886,3 +258,0 73,6 £ 6,6 26,4 + 6,6 *k
Tucatinib
50 1999,4 £ 105,4 88,7+ 4,6 11,3+£4,6 ns
2889,1 £51,6 73,6 +1,3 26,4+1,3 *k
10 1252,3 + 166,0 55,6+7,3 444 +73 Horkk
Umralisib 1964,2 + 187,7 50,1 +4,8 499+48 Horkk
hydrochlorid 50 1067,3 + 39,8 474+1,7 52,6+1,7 Rk ko
1555,6 +225,5 39,6 +£5,8 60,4 +5,8 HoAkk

Nejvétsi aktivitu in vitro prokazal inhibitor ASCI viici AKR1C3.

Pro stanoveni kinetickych parametrti (hodnota IC50, Ki a typ inhibice) byl vybran inhibitor
ASCI v kombinaci s enzymem AKR1C3.

5.2 IC50

Pro stanoveni hodnoty IC50 byly provedeny celkové tii nezavisla méteni. Vysledky
prvniho méteni, kde byla koncentrace ASCI v reakcei 5, 10, 30, 50 a 100 uM, jsou zobrazeny
na Obrazku 14 a v Tabulce 12. Vysledky dalSich dvou méfeni, kde byly koncentrace ASCI
vreakei 1, 2, 5, 10, 50, 100 a 200 uM, jsou zobrazeny na Obrazku 15 a 16 a v Tabulce 13 a 14.
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Obrazek 14: Vysledky stanoveni IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 — grafické zobrazeni prvniho méteni.

(CI = konfiden¢ni interval)

Tabulka 12: Vysledky IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 — ¢iselné zobrazeni prvniho méfeni.
ASCI byl pouZit v koncentraci 5, 10, 30, 50 a 100 pM. Jako kontrola slouzil DMSO. Vzorky byly méteny v triplikatu.
Vysledky jsou prezentovany jako primer + smérodatna odchylka.

Koncentrace inhibitoru (uM) Specificld aktivita Aktivita % Inhibice %
(nmol/mg/min)
DMSO 151,6 + 17,2 100 -
ASCI 5 120,0 £4,3 73,3+2,6 26,7 +£2,6
ASCI 10 99,0+ 6,7 60,5 +4,1 39,5+4,1
ASCI 30 63,3+4,6 38,7+2,8 61,3+2,8
ASCI 50 41,4+ 10,0 29,6 + 0,4 70,4+ 0,4
ASCI 100 322+1,1 19,7+0,7 80,3 0,7
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Obrazek 15: Vysledky stanoveni IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 — grafické zobrazeni druhého méfeni.

(CI = konfiden¢ni interval)

Tabulka 13: Vysledky IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 — ¢iselné zobrazeni druhého méfeni.
ASCI byl pouzit v koncentraci 1, 2, 5, 10, 50, 100 a 200 pM. Jako kontrola slouzil DMSO. Vzorky byly méteny v triplikatu.
Vysledky jsou prezentovany jako primer + smérodatna odchylka.

Specificka aktivita
Koncentrace inhibitoru (uM) (amol/mg/min) Aktivita (%) Inhibice (%)
DMSO 1633+ 13,1 100 -
ASCI 1 1484 + 10,5 90,9 + 6,5 9,1+6,5
ASCI 2 138,7+ 10,6 849+6,5 15,1+ 6,5
ASCI 5 121,829 74,6 £ 1,8 254+1,8
ASCI 10 89,5+10,9 54,8 £6,7 452 +6,7
ASCI 50 447+2,5 27,3+ 1,5 72,7+ 1,5
AKR 100 42,1 +£0,6 25,8 +£0,4 74,2 +£0,4
AKR 200 255+2,1 15,613 84,4 +1,3
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Obrazek 16: Vysledky stanoveni IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 — grafické zobrazeni tfetiho méteni
(CI = konfiden¢ni interval)

Tabulka 14: Vysledky IC50 ASCI s enzymem AKR1C3 —¢iselné zobrazeni tfetiho méfeni.
ASCI byl pouzit v koncentraci 1, 2, 5, 10, 50, 100 a 200 uM. Jako kontrola slouzil DMSO. Vzorky byly méfeny v triplikatu.
Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka.

Koncentrace inhibitoru Specificka aktivita

M) (nmol/mg/min) Aktivita (%) Inhibice (%)
DMSO 142,1+2,0 100 -
ASCI 1 113,7+0,8 81,6 £7,1 18,4+7,1
ASCI 2 116,1 10,1 80,0+ 0,5 20+0,5
ASCI S 1099+ 4,4 77,3+3,1 22,7+3,1
ASCI 10 86,5+5,5 60,9 +£3,8 39,1 +3,8
ASCI 50 43,8 +6,5 30,8 £4,6 69,2 +4,6
AKR 100 345+1,8 242+1,3 75,8+ 1,3
AKR 200 18,7+2,1 132+1,5 86,8+ 1,5
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Graf IC50 wvznikl v zavislosti specifické aktivity na logaritmické koncentraci ASCI
v programu GraphPad. V grafu mizeme pozorovat, ze s rostouci koncentraci ASCI klesa

specificka aktivita enzymu AKR1C3, a hledan4 hodnota IC50 leZi v inflexnim bodu kiivky.

Ze vsech tii méfeni IC50 enzymu AKRI1C3 vici ASCI vysla hodnota IC50 v prvnim
mefeni 17,1 uM, v druhém 17,6 uM a ve tietim 17,4 uM. V priméru tiech méteni byla IC50
stanovena na hodnotu 17,4 = 0,2 uM.

5.3 Typ inhibice a stanoveni Ki

Pro stanoveni hodnoty Ki a ur€eni typu inhibice byly provedeny celkové tfi nezéavislé
experimenty. Pfi in-vitro inkubacich byl pouzit substrat DAUN v Sesti riznych koncentracich,
a to konkrétn¢ 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM. Inhibitor ASCI byl pouzit v koncentraci
0 (kontrola DMSO), 10, 20 a 40 pM.

Byla zméfena specifickd aktivita a nasledné vysledky byly zpracovany v programu
GraphPad a vynesenim dvojité reciprocnich hodnot pomoci Lineweaver-Burkovy rovnice byl
ziskan graf zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 na koncentraci DAUN v pfitomnosti
inhibitoru 1 bez n¢j. Vysledky ze vSech tfech nezéavislych meétfeni jsou prezentovany na
Obrazcich 18-23.

Priimérnd hodnota Ki ze vSech tfech nezéavislych méfeni ¢ini 16,3 + 0,7 uM. Z vysledku
vyplyva, Ze je inhibice nekompetitivni, tudizZ enzym se vaze na jinou ¢ast nezli na vazebné misto

enzymu.
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Obrazek 17: Michaelis-Mentenové graf — zobrazeni prvniho méfeni (zavislost specifické aktivity AKR1C3 na 200, 400, 600,
800, 1000 a 2000 uM DAUN v reakceich s 0, 10, 20 a 40 uM ASCI).
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Obrazek 18: Lineweaver-Burk graf — zobrazeni prvniho méteni (dvojité recipro¢ni vynos zavislosti specifické aktivity
AKR1C3 na 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM DAUN v reakcich s 0, 10, 20 a 40 uM ASCI).
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Obrazek 19: Michaelis-Mentenové graf — zobrazeni druhého méfeni (zavislost specifické aktivity AKR1C3 na 200, 400,
600, 800, 1000 a 2000 uM DAUN v reakcich s 0, 10, 20 a 40 uM ASCI).
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Obrazek 20: Lineweaver-Burk graf — zobrazeni druhého méfeni (dvojité reciprocni vynos zavislosti specifické aktivity
AKR1C3 na 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 pM DAUN v reakcich s 0, 10, 20 a 40 uM ASCI).
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Obrazek 21: Michaelis-Mentenové graf — zobrazeni tietiho méfeni (zavislost specifické aktivity AKR1C3 na 200, 400, 600,
800, 1000 a 2000 pM DAUN v reakcich s 0, 10, 20 a 40 pM ASCI).
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Obrazek 22: Lineweaver-Burk graf — zobrazeni tfetiho méfeni (dvojité reciprocni vynos zavislosti specifické aktivity
AKR1C3 na 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM DAUN v reakcich s 0, 10, 20 a 40 pM ASCI).
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6 DISKUZE

ANT jsou pouzivanym zlatym standardem v 1é€bé nadorovych onemocnéni od druhé
poloviny 20. stoleti. (Puchnerova et al., 2017). Jejich pouziti v§ak vyrazné negativné ovliviiuje
Castd  kardiotoxicita (Chang & Wang, 2018) nebo vznik chemorezistence,

coz vyrazné komplikuje 1é€bu pacientli (McGowan ef al., 2017).

Za jednu z moznych pfi¢in chemorezistence, mimo ostatnich mechanismi, mohou byt
zodpovédné CRE. Pravé tyto enzymy jsou Casto exprimované v riiznych solidnich typech
nadort 1 hematologickych malignitach a redukuji ANT na jejich méné Uc¢inné derivaty, které
jsou nasledné zodpoveédné i1 za pravé zminénou kardiotoxicitu (Barski et al., 2008; Puchnerova

etal.,2017).

Pro ptekonani rezistence CRE na ANT jsou v dne$ni dobé vyvijeny a zkoumany U¢inky
TKI, které dokdzou inhibovat aktivitu CRE. Piispivaji tak k pfekondni rezistence v 1€cbé

a zvysuji tak ucinnost pisobeni ANT (Hofman et al., 2014).

V této diplomové praci byl zkouméan inhibi¢ni vliv vybranych inhibitord ASCI, SOT, TUC
a UMH na nékolik enzymi (AKRIC3, 1Al, 1Bl1, 1B10 a CBR1)
za pouziti substratu DAUN.

Nejvetsi inhibicni aktivitu ze zkoumanych inhibitort prokézal inhibitor ASCI a méné pak
UMH. Specifickd aktivita u ASCI a enzymu AKRIC3 dosahovala v priméru dvou méfeni
hodnoty 116,4 £ 9,6 nmol/mg/min pii 10 uM koncentraci inhibitoru v reakci a 55,7 + 8,6
nmol/mg/min pii 50 uM koncentraci, coz je inhibice v priméru az o 38,9 %, respektive

70,7 %.

U UMH doslo k inhibici enzymu CBR1. Primérna hodnota specifické aktivity ze dvou
nezavislych méfeni ¢inila 1608,3 + 356,0 nmol/mg/min pii koncentraci 10 pM a 1311,5
+ 244,2 nmol/mg/min pii 50 uM, coz je inhibice o 47,2 %, respektive 56,5 %. K testovani
dal$ich kinetickych parametri u UMH nedoslo, jelikoz byl UMH v roce 2022 staZen spole¢nosti
FDA z trhu. Jeho vysoké negativni vedlejsi G€inky pfi 1écbé MZL a FL bohuZel ptevazovaly
nad benefity 1é¢iva (FDA, 2022).

U ostatnich inhibitord (SOT a TUC) nebyla pozorovdna vyznamna inhibi¢ni aktivita ani

k jednomu z enzymt z nadrodiny AKR a SDR.

Dale se pokracovalo s ASCI, ktery je od roku 2021 nové¢ schvalenym inhibitorem

anajedeme ho pod nazvem Scemblix pro 1é¢bu CML u pacientl v chronické fazi, rezistentnimi
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na vice nez 2 TKI nebo u pacienti smutaci T3151 (FDA, 2021). ASCI patii
do skupiny inhibitorii BCR-ABL ktery se selektivné vaze na myristoylovou kapsu a tim
indukuje tvorbu inaktivni konformaci kinasy, spolu s latkami jako ponatinib, dasatinib,
nilotinib, imatinib nebo bosutinib (Cuellar et al., 2017). ASCI se ukdzal jako velmi u¢inny
a selektivni viici ABL dle Choi (2023) a DeAngelo ef al. (2019). Aktualné se zkoumaji také
dalsi ATP-kompetitivni BCR-ABL1 TKI. Napftiklad olverembatinib dle Jiang et al. (2022)
vykazuje ve vyzkumech vyznamnou antileukemickou aktivitu bez vyraznéjSich vedlejSich
ucinkd.

Cilem této prace bylo zjistit, zda ASCI piisobi i proti vybranym CRE a zdali by tato drdha
nemohla pfispét k dal§im poznatklim o mechanismu jeho ucinku. Z CRE nejvice ASCI ptisobil
na AKRIC3 a pouze v malé mifte na AKR1B1, 1B10 a CBR1. Vibec Zadny inhibi¢ni efekt
nem¢l na AKR1AT1. Z tohoto diivodu se dale ptistoupilo k uréeni kinetickych parametr pouze

pro dvojici ASCI a AKR1C3.

IC50 ASCI byla experimentalné stanovena ze tii nezavislych méfeni na primérnou
hodnotu 17,4 £ 0,2 uM. IC50 udava koncentraci latky, kterd zptsobuje polovicni inhibici

biologické aktivity cilového proteinu.

Konstanta Ki byla ze tii experimentalnich nezavislych méfeni stanovena na primérnou
hodnotu 16,3 + 0,7 uM. Ki je hodnota, ktera udava koncentraci latky, ktera potlaci polovinu
maximalni aktivity cilového enzymu pii danych podminkach. Ukazuje tak vazebnou afinitu

enzymem a tim vyssi je potencial 1é¢iva (inhibitoru) k inhibici enzymové aktivity.

Z vysledku bylo nésledné stanoveno, ze ASCI se na enzym vaze nekompetitivné. Pii
nekompetitivni  inhibici se  inhibitor vdZe na  jinou Cast enzymu nez
na vazebné misto. Znamend to, ze inhibitor svoji vazbou zméni konformaci enzymu tak,
ze ovlivni 1 konformaci vazebného mista, a tim znemozni vazbu DAUN. Paklize dojde
k vytvoteni komplexu mezi AKR1C3 a ASCI, enzym AKRI1C3 neni katalyticky aktivni. To
vede ke snizeni celkového mnozstvi enzymu, ktery je k dispozici pro DAUN, coz se projevuje
snizenim maximalni rychlosti reakce (vmax) a konstanta Michaelis-Mentenové ziistava

neménna.

Vyvoj TKI v poslednich letech zménil 1écebné postupy u pacientli s CML a pfinesl vyrazné
zlepsenti jejich vysledkl. Preklinickd data dle Choi (2023) a DeAngelo ef al. (2019) potvrzuji

ucinnost a bezpecnost podani ASCI. V klinické fazi, kam byli zahrnuti pacienti s neptsobici
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piedchozi 1é¢bou, dosahl ASCI vyznamného a trvalého ucinku. Dle studie od Hughes et al.
(2019) dosahl ASCI vysoké molekuldrni odpovédi u 48 % silné predléCenych pacientd, véetné
pacientii s mutaci T3151. Dokonce byl v klinickych studiich ASCI podle Lee et al. (2019) dobte
tolerovan az do davky 7,5 mg/kg bez vyrazngjSich nezadoucich ucinki u 18 pacienti

s minimaln¢ tfemi predchozimi 1é¢ebnymi postupy.

Dle ptedepsaného davkovani lze dosdhnout maximalni plazmatickou koncentraci
v rozmezi 793 - 5642 ng/ml, coz je koncentrace 17,6 - 125 uM (Medscape.com). Tato hodnota
koresponduje v pfipad€ nizsiho davkovani s blizkou hodnotou namétené hodnoty IC50 (17,4

+ 0,2 uM) v této diplomové praci.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkt 1ze konstatovat, ze ASCI miize inhibici CRE pfispivat
k aspésné 1écbé CML, pokud jsou v této 1écbe zapojena ANT, jako naptiklad DAUN.
Mechanismus uc¢inku ASCI je ale ovSem komplexni problematika, u které je potfeba potvrzeni
na vyssi Grovni nez in vitro testovani na urovni rekombinantnich enzyma zkoumané v této
diplomov¢ praci. Proto by pro potvrzeni ziskanych vysledki méli byt provedeny experimenty

naptiklad na odpovidajicich bunéénych liniich.
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7 ZAVER

Enzymy z nadrodiny AKR a SDR jsou ve vysoké mife pfitomny v nékterych typech nadora
a redukuji zde cytostatika ANT (naptiklad DAUN) na méné ucinny a kardiotoxicky metabolit
DAUNOL. DAUN se vyuziva v klinické praxi na 1écbu hematologickych malignit jako je AML
a CML. Kombinace inhibitoru s vysokym inhibi¢nim u¢inkem a ANT dojde k inhibici enzymu
a diky tomu mize ANT mnohem Iépe ucinkovat. V diplomové praci
se zkoumal vliv n€kolika vybranych inhibitorti TKI, a to ASCI, SOT, TUC a UMH na vybrané
enzymy z nadrodiny AKR a SDR.

Z namétenych in vitro hodnot zdkladniho screeningu bylo zjisténo, ze ASCI vyrazné
inhibuje aktivitu enzymu AKRIC3. Specifickd aktivita u ASCI ukazovala na hodnoty
v pruméru dvou méfeni 116,4 = 9,6 nmol/mg/min pti 10 uM koncentraci inhibitoru v reakci a
55,7 £ 8,6 nmol/mg/min pii 50 uM koncentraci, coz je inhibice v pruméru az o 38,9 %,
respektive 70,7 %. Dalsi vysoka inhibice byla pozorovana u inhibitoru UMH viéi enzymu
CBR1, kdy naméfend specificka aktivita dosahovala hodnoty 1608,3 + 356,0 nmol/mg/min
pfi koncentraci 10 pM a 1311,5 £+ 244,2 nmol/mg/min pii 50 uM, coz je inhibice o 47,2 %,
respektive 56,5 %.

V dalsi c¢asti se pfistoupilo k testovani dalSich kinetickych parametrti pro ASCI vici
enzymu AKR1C3. Naméfend primérna IC50 dosahovala hodnoty 17,4 £ 0,2 uM a Ki byla 16,3

+ 0,7 uM. Z vysledki 1ze potvrdit, Ze inhibitor ASCI se vaze na enzym nekompetitivng.

Tato prace se vénovala prvni Casti rozsahlé studie a ziskané vysledky na trovni

rekombinantnich enzymi jsou potieba experimentalné ovéEfit na vyssim modelu.
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8

SEZNAM ZKRATEK

ABC

ACN

AGE

AKR
ALL
ALP
ALT
AML
ANT
AST
ATP

BCRP

bE
bS

CD

CKle
CNS
CML

CRE

CYP

ABC transportér

(z angl. ATP binding cassette transporters)
acetonitril

konec¢né produkty pokrocilé glykace

(z angl. advanced glycation end products)
aldoketoreduktasy

akutni lymfoidni leukémie

alkalicka fosfatasa
alaninaminotransferasa

akutni myeloidni leukémie

antracyklin

aspartataminotransferasa
adenosintrifosfat

protein rezistence rakoviny prsu

(z angl. breast cancer—resistance protein)
kontrola bez enzymu

kontrola bez substratu

diferencia¢ni skupina

(z angl. cluster of differentiation)
kaseinasa 1 epsilon

centralni nervova soustava

chronicka myeloidni leukémie

karbonyl redukujici enzym

(z angl. carbonyl reductase)

cytochrom P450
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DAUN
DAUNOL
DMSO

DNA

DOX
EKG
EPI

FDA

FL
FLD
Gle-6-P(D)
GTP

HER2

1Cso

IDA

INH

Ki

LRP

MDR

MetOH

daunorubicin

daunorubicinol

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

(z angl. deoxyribonucleic acid)
doxorubicin

elektrokardiogram

epirubicin

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

(z angl. Food and Drug Administration)
folikularni lymfom

fluorescen¢ni detektor

glukoza-6-fosfat (dehydrogenasa)
guanosintrifosfat

lidsky epidermalni rstovy faktor

(z angl. human epidermal growth factor receptor)
polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

(z angl. half maximal inhibitory concentration)
idarubicin

inhibitor

inhibi¢ni konstanta

protein rezistence rakoviny plic

(z angl. lung resistance protein)
mnohocetna lékova rezistence

(z angl. multiple drug resistance)

methanol
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MRP2 protein 2 spojeny s mnohocetnou Iékovou rezistenci
(z angl. multidrug resistance-associated protein 2)
MZL lymfom margindlni (okrajové) zony
(z angl. marginal zone lymphoma)
NAD (P) nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat)
NaPB sodno-fosfatovy pufr
(z angl. natriumphosphate buffer)
NI neinhibovana reakce
NSCLC nemalobunécny karcinom plic

(z angl. non-small-cell lung cancer)

Pgp p-glykoprotein

Ph Philadelphsky chromozom
PI3K fosfatidyl 3-kinasa

RNA ribonukleova kyselina

(z angl. ribonucleic acid)
RS regeneracni systém
SDR dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem
(z angl. short-chain dehydrogenases/reductases)
si-RNA mala interferujici ribonukleova kyselina

(z angl. small interfering ribonucleic acid)

SOT sotorasib

TKI tirosinkinasové inhibitory

TUC tucatinib

UHPLC ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

(z angl. ultra-high-performance liquid chromatography)

UMH umbralisib hydrochlorid
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UzZIS Ustav zdravotnickych informaci a statistiky
Vmax maximalni rychlost reakce
WHO Svétova zdravotnicka organizace

(z angl. World Health Organization)
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