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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Patricie Hrbacova
Skolitel: Mgr. Lenka Lastovi¢kové, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Potencidlni role inhibitoru tipifarnibu v 1é€bé akutni myeloidni

leukémie

Antracyklinovéa antibiotika, kam se tadi napiiklad daunorubicin, jsou zlatym standardem
v 1é¢be¢ akutni myeloidni leukémie. Mlze na né vSak vznikat rezistence, a navic nejsou plné
specifickd, a kromé rakovinnych bun¢k poskozuji i jiné struktury, zejména pak buiiky srdecni
svaloviny. Pisobenim karbonyl redukujicich enzymi dochazi k pfeméné daunorubicinu
na metabolit daunorubicinol, jenZ méa vyrazné horsi vlastnosti v 1é¢bé. Této reakci je mozné

zabranit pouzitim specifického inhibitoru.

V této praci byl testovan inhibitor tipifarnib a jeho vliv na reakce katalyzované bud’ aldo-
ketoreduktazami  (AKR1Al, 1B1, 1B10a 1C3) anebo  dehydrogendzami/reduktdzami
s kratkym fetézcem (CBR1).

Nejvétsi inhibice byla zaznamenana u enzymu AKR1C3. Pfi pouZiti tipifarnibu o koncentraci
10 uM byla naméfena inhibice 88,0 % a inhibitor o koncentraci 50 uM inhiboval reakci
7 92,9 %. Proto se v pokusech pro urceni jednotlivych kinetickych parametrti pokracovalo
pouze stimto enzymem. Primérnd hodnota ICso byla experimentdlné stanovena
na 0,51 £ 0,03 pM a hodnota inhibi¢ni konstanty na 0,26 + 0,03 uM. Vysledky napovidaji,
ze se jednd o smiSeny typ inhibice se sklonem k nekompetitivnimu typu a reverzibilné

se vazajici inhibitor. Inhibitor tipifarnib byl v roce 2021 schvalen FDA jako 1éc¢ivo.



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: The potential role of inhibitor tipifarnib in the treatment of acute

myeloid leukaemia

Anthracycline antibiotics, such as daunorubicin, are the gold standard in a treatment
of acute myeloid leukaemia. However, they are not fully specific and besides cancer cells,
they can damage also other structures, especially heart muscle cells. Moreover,
the anthracycline resistance can develop. The daunorubicin is metabolized by carbonyl
reducing enzymes to daunorubicinol, which has significantly worse therapeutic effect.

This reaction can be prevented by using a specific inhibitor.

In the thesis, the inhibitor tipifarnib and its effect on reactions catalysed either by aldo-
ketoreductases (AKR1A1, 1B1, 1B10 and 1C3) or short-chain dehydrogenases/reductases
(CBR1) were tested.

The strongest inhibition was observed for AKR1C3. When using 10 uM tipifarnib
in reaction, an inhibition of 88.0% was observed, and 50 pM inhibitor resulted in inhibition
by 92.9%. That is why kinetic parameters were specified only for AKRI1C3 in all other
experiments. The IC50 value was experimentally determined to 0.51 + 0.03 pM and
the inhibition constant value to 0.26 &+ 0.03 pM. The results suggested that it was a mixed type
of inhibition tending to noncompetitive type and a reversibly binding inhibitor. The inhibitor

tipifarnib was approved by the FDA in 2021 as a drug.
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1 UVOD

Nédorova onemocnéni kazdorocné postihuji nemalou ¢ast populace. Nejvyssi pricky
v Cetnosti zaujima rakovina prsu, prostaty a kolorektalni karcinom. A ptestoze se akutni
myeloidni leukemie (AML) vyskytuje pomérné¢ vzacné, jde o agresivni hematoonkologické
onemocnéni, kterému je potieba také vénovat pozornost. Poskozeny jsou zejména bilé
krvinky, které v kostni dfeni proliferuji na ukor ¢ervené fady a trombocytl, coz vede k rozvoji
anémie a trombocytopenie. AML onemocni v Ceské republice roéné pouze 2-3 nové
diagnostikovani pacienti na 100 tisic obyvatel. Nelécena nemoc je vSak Casto fatalni, proto je

nutné soustiedit vyzkum na jeji 16¢bu (UZIS, 2021; Zatloukalova, 2021).

V dnes$ni dobé typ 1écby zavisi na zdravotnim stavu ale také mimo jiné na véku
pacienta. Pacienti mladsi 65 let podstupuji intenzivni chemoterapii, pii které se jim podéavaji
antracyklinova antibiotika, jako naptiklad daunorubicin. Nésleduje absolvovani chemoterapie
ambulantné ¢i v kombinaci s transplantaci kostni dfené. Daunorubicin se v jatrech piisobenim
karbonyl redukujicich enzyma (CRE) metabolizuje na derivat, kterym je daunorubicinol. Ten
ma vyrazn€ niz8§i u€innost, je mnohem toxict¢j$i nez jeho parentni latka a také se podili
na vzniku rezistence. Zminéné faktory velmi znesnadiuji samotnou IéCbu pacienta,

a proto se hledaji nové zplisoby, jak této reakci zabranit.

Jednou z moznosti je vyuZiti riznych inhibitort CRE. Na poli vyzkumu jich existuje
Jiz n€kolik a vyvijeny jsou stale dalsi. V této praci byl studovan inhibitor farnesyltransferazy,
tipifarnib (TIP). Testovani probihalo vin vitro podminkdch ahodnotilo se, na které
z rekombinantné pfipravenych enzymii ma TIP vliv. Nasledné byly pro vybrany enzym
méfeny kinetické parametry (ICso, inhibicni konstanta a sila pevnosti vazby inhibitoru

na enzym).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Akutni myeloidni leukémie

2.1.1 Priznaky

AML je agresivni hematologickd malignita postihujici zejména leukocyty. Pro toto
onemocnéni je charakteristickd proliferace bunék myeloidni fady v kostni dieni, coz vede
ke snizené produkci erytrocytl a trombocytl. Anémie se poté klinicky projevuje bledosti,
duSnosti a tnavou. V disledku trombocytopenie, tedy snizeného poctu krevnich desticek,
dochazi ke zvySenému krvaceni. V krevnim obrazu se leukocyty vyskytuji ve zvySeném,
cozje CcastéjSi, ale i1 snizeném poctu. Proto klinické ptiznaky zahrnuji problémy jak
s leukopenii, tak s leukocytdézou. Pti leukopenii mé pacient horeCky a casté infekce.
Naopak pfti leukocytoze dochazi k infiltraci bilych krvinek do organii a k jejich zvétSeni,
jmenovité jde o hepatosplenomegalii a lymfadenopatii. Extrémni zvySeni leukocytd, tedy
hyperleukocytdéza, muize vést k priznaklim leukostazy, jako je o¢ni a cerebrovaskularni

dysfunkce (Kabel, 2017; Stubbins, 2022).

2.1.2 Patogeneze

Hlavni pfi¢inou vzniku AML je pfitomnost onkogennich fuznich proteint, které
vznikaji jako duasledek specifickych chromozomalnich translokaci. Tyto translokace vznikaji
v misté chromozomalnich zlomt, kdy se exony dvou nehomolognich chromozomi vyméni
avznikd tak novy, fuzni gen, ktery koduje vznik fuzniho proteinu. Ten je tedy vznikly
spojenim dvou proteinl, znichZ kazdy ma jinou funkci. Jeden z proteind funguje jako
transkripéni faktor, druhy protein ma variabilngj$i funkci, ale Casto se podili na preziti
nebo apoptoze bunck. Vzniklé onkogenni fuzni proteiny funguji jako transkripéni regulatory,
kter¢ naruSuji proces zdravé myeloidni diferenciace a =zastavuji zrani leukocytl
ve formé nezralych progenitorovych bunck. Objevuje se také zvySend rezistence na apoptdzu

(Alcalay, 2001).



2.1.3 Diagnostika

Celkové klinické ptiznaky, které jsou vypsané vyse, jsou u pacientli bezpochyby
divodem k navstéve svého lékare. Prvni diagnostika AML probiha tedy na zédkladé anamnézy
pacienta. U n¢kterych pacientli dojde k nalezu nemoci pfi vySetieni krevniho obrazu jako
soucast preventivni 1ékaiské prohlidky. Jak je zminéno vyse, v krevnim obraze periferni krve
je pfitomna anémie zpiisobena nizkym poétem erytrocytll (méné nez 3,8 x 10'%/1 erytrocyth),
trombocytopenie (méné nez 150 x 101 trombocytl) a vétsinou leukocytdza
az hyperleukocytéza (vice nez 10 x 10°/1 leukocyt®l). Piedev§im jsou v krevnim nétéru

pfitomny nezralé formy leukocytl (Pelcovits, 2020).

Kli¢ové je ale morfologické vySetieni natéru kostni dfené. Pro stanoveni diagnozy
je rozhodujici ptitomnost alesponn 20 % blasti, pocet blasti se pocitd na 500 bunck.
Blastické buiikky maji Casto typické dysplastické zmény, zejména pak v cytoplazmé. Také je
na prvni pohled v mikroskopu zvySena celkovd bunécnost kostni diené. Soucasnym
standardem je provadéni imunofenotypizace pomoci pritokové cytometrie. Pti ni se vyuziva
monoklonélnich protilatek proti specifickému povrchovému antigenu a na n¢ lze navazat
fluorochromy. Soucasti analyzatoru je laser jako zdroj svétla, ktery ozatuje jednotlivé bunky.
Pti kontaktu s konkrétni buiikou dochézi k rozptylu svétla a absorpce energie fluorochromy,
které nasledné emituji svétlo urcité vinové délky. Cytochemie, kterd hrala roli predevSim
ve starSich klasifikaénich schématech, jiz neni vyZadovana, ale miZe byt nadpomocna

pii identifikaci podtypu AML (Betz, 2010; Stubbins, 2022).

Protoze pro AML byva typickd pfitomnost urcit¢ho fizniho genu, miZeme
pro stanoveni diagnézy vyuzit také cytogenetickych metod. Zlatym standardem
cytogenetického vySetieni je karyotypizace. Pfi tomto vySetfeni se specifickymi
fluorescen¢nimi sondami zna¢i celé chromozomy. K vyhodnoceni se pak pouziva
fluorescenéni mikroskop. Karyotypizace vSak nemusi detegovat nckteré jemné translokace
avtom piipadé se doporucuje pouzit metodu zvanou Fluorescencni In Situ Hybridizace
(FISH). Pfi této analyze se vyuZivad fluorescencnich sond, které se po denaturaci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) navazou podle pravidel komplementarity na vySetfované
DNA vlakno. Navazani se projevi jako fluorescencni signdl, ktery je zachycen detektorem.
Cytogenetickd analyza je jednim z nejsilnéjSich néstroji k predikci progndzy onemocnéni.
Molekularni vySetieni, konkrétn€ real-time polymerova ftetézovd reakce (RT-PCR)
(neboli reverzné-transkriptazova PCR), se zase pouziva ke stanoveni konkrétnich typi AML

(Bain, 2013; Narayanan, 2020).
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2.14 Klasifikace dle WHO

Jednd se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni, proto byla zavedena klasifikace
jednotlivych typt akutni leukémie. Jedna moznost rozdéleni AML je dle Francouzsko-
americko-britské (FAB) klasifikace, dalsi pak podle Svétové zdravotnické organizace (WHO).
V roce 2022 vznikla také klasifikace dle Evropské leukemické sit¢ organizace, avsak stale

se v praxi prili§ nepouziva (Hwang, 2020).

Nejaktualng€jsi klasifikace dle WHO je z roku 2016, ktera vznikla upravou rozdéleni
zroku 2008. Toto rozdéleni je zalozeno na klinickych pfiznacich, morfologii bunék,
imunofenotypizaci, cytogenetice a molekularni genetice. Na zaklad¢ téchto kritérii jsou AML

rozdeleny do Sesti kategorii (Hwang, 2020).

AML s rekurentnimi translokacemi

V této kategorii se akutni leukémie déli do dalSich 11 podtypti (z toho dva jsou
zafazeny do této kategorie prozatimné) podle odliSnych chromozomalnich translokaci.
Do tohoto typu miizeme zaradit 20-30 % pacientii trpicich AML. Chromozomalni translokace
patfici do tohoto typu AML jsou RUNXI-RUNXITI; CBFPB-MYH11; PML-RARA (taky jinak
nazyvana akutni promyelocytarni leukémie), KMT2A-MLLT3; DEK-NUP214; GATA2,
MECOM; RBM15-MKLI; s mutovanym NPM] a s bialelickou mutaci CEBPA. Mutaci PML-
RARA lze diagnostikovat bez ohledu na pocet blastii ve dfeni. AML s mutaci NPM1 je jednou
z nejCastgjSich genetickych mutaci, vykazuje dobrou prognoézu a obvykle je spojovana
s normalnim karyotypem. Dal$im podtypem s dobrou prognézou je AML s mutaci CEBPA,
zatimco $patnd progndéza je u mutace RUNXI. Casto pfitomna je také mutace FLT3,
ktera je u mnoha podtypt, proto nema vlastni kategorii a miize mit negativni vliv na prognozu

(Dohner, 2022; Hwang, 2020).

AML s myelodysplastickymi zménami

Pro stanoveni diagnézy, Ze ma pacient AML s myelodysplastickymi zménami, je nutné
splnit nasledujici kritéria: pfitomnost blasti alespon 20 % v kostni dfeni, pfitomnost
myelodysplastického syndromu nebo myeloproliferativniho onemocnéni v anamnéze pacienta
a pacient nesmi byt v minulosti 1é¢en cytostatickou nebo radiacni 1é€bou. Také je nutna

pfitomnost dysplastickych zmén v alespont dvou hematopoetickych fadadch a u 50 % bunék.
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U této kategorie je obecné Spatna progndza s niz§i mirou kompletni remise nez u jinych typt

AML (Hwang, 2020).

AML spojena s prechozi lécbou

Zde jsou zatazeny, jak uz nazev napovidd, AML, které¢ vznikly jako nezadouci
komplikace pfilécbé cytostatickou nebo radiacni terapii, ktera se podavala pro ptedchozi
neoplastickou ¢i nenddorovou poruchu. Cytostaticka 1é¢iva zahrnuji alkylacni c¢inidla,
inhibitory topoizomerazy II, nékteré antimetabolity a antitubulinovou l1écbu. Piestoze hlavni
podil na vzniku nemoci maji vySe zminéna léCiva, je zde také moznost vlivu dédi¢nych
rizikovych faktorti. Progndza je obvykle Spatnd, umocnéna plivodnim onemocnénim,

na které se zacala terapie podavat (Arber, 2016; Dohner, 2022).

AML jinak nezarazena

Do tohoto podtypu se tadi vSechny AML, které jsou zahrnuty ve FAB klasifikaci
v podkapitole nize. Vyjimkou je vySkrtnuti akutni erytroidni leukémie s dysplastickymi
zménami, u které je méné¢ neZ 20 % blasth. Ta je dle tohoto dé&leni zafazena

do myelodysplastického syndromu. Cista erytroleukémie ziistava pod AML (Arber, 2016).

Myeloidni sarkom

Jednd se o solidni nddor mimo kostni dfen sestavajici z myeloidnich blastu.

Miize se vyskytovat de novo nebo doprovazet postizeni kostni diené (Arber, 2016).

Myeloidni proliferace u Downova syndromu

Tato leukémie postihuje zejména déti. Vyskytuje se u nich pfechodna abnormalni
myelopoéza a myeloidni leukémie spojena s Downovym syndromem, zejména podtyp akutni
megakaryoblastickd leukémie. S trizomii u Downova syndromu je spojena i mutace GATAI,

identifikovand pravé u AML (Arber, 2016; Déhner, 2022).
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2.1.5 FAB Kklasifikace
Tato klasifikace vznikla FAB spolecnosti v roce 1976 a je zaloZena na cytochemii,

morfologii a klinickém obraze pacienta. AML jsou rozdéleny do osmi kategorii a oznaceny

MO az M7 (Schiffer, 2003).

Patii zde AML s minimalni diferenciaci (M0), kterou nelze urcit cytochemickymi
metodami a byva velmi rezistentni na 1é¢bu. Dalsi je AML bez maturace (M1), kdy jsou
ojedinéle v blastech viditelné Auerovy tyce, v kostni dieni pfevazuji myeloblasty. Dale AML
s maturaci (M2), pii které je Castéji pritomna granulace a Auerovy tyce v cytoplazmé bunék.
Pii akutni progranulocytarni leukémii (M3) se vyskytuji ve dieni typické progranulocyty
s bohatou cytoplazmou, tato leukémie je snadnd na morfologickou diagnézu. U akutni
myelomonocytarni leukémie (M4) je postizeni jak myeloidni, tak monocytarni tady.
Pro ur¢eni diagnozy je nutny vyskyt alespont 20 % blastli z monocytarni fady. Potvrdit se da
také barvenim nespecifickymi esterdzami. Pro akutni monocytarni leukémii (MS5)
je charakteristickd pfitomnosti minimalné¢ 80 % blastl monocytarniho plvodu, objevuji
se také promonocyty. Pacienti pocituji zejména problémy s hyperleukocytézou v krevnim
ob¢hu. Cista erytroleukémie (M6) je nejvyrazngjsi, jak z ndzvu vyplyva, piedeviim u éervené
fady, postihuje vSak fady vSechny. Obvykle jsou pozorovany zvysené zasoby zeleza v podobé
prstencovych sideroblastl, je také silnd odpovéd’ bunék pii PAS reakci. Dal$im typem
je akutni megakaryoblasticka leukémie (M7), u které pievazuje posSkozeni megakaryocytarni
fady, charakteristickd je pak pfitomnost jedno- nebo dvoujadernych mikromegakaryocyti.
Tito pacienti maji nizkou odpovéd’ na lécbu a také Spatnou prognoézu. U tohoto podtypu

je také fibrozni dfe, coz znesnadiiuje diagnozu (Bain, 2013; Schiffer, 2003).

2.1.6 Lécba AML
Lécba AML zavisi na nékolika faktorech. A to konkrétné na typu AML, vysledcich
cytogenetického vySetieni, v€ku a pfitomnosti dalSich onemocnéni a na klinickém riziku, tedy

mnozstvi blastickych bun€k v kostni dieni (Buckova, 2013).

Lécba pacientii do 65 let

U této skupiny pacientii je 1écba chemoterapii rozdélena do dvou fazi. Nejdiive

probihd indukéni, poté postremisni neboli konsolidacni 1é¢ba (Buckova, 2013).
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Cilem induk¢ni 1écby je odstranéni leukemickych bunék z krevniho obéhu nemocného
a zéaroven snizeni jejich poctu v kostni dfeni na co nejmensi hodnotu. Dosazeni tohoto stavu
se nazyva kompletni remise onemocnéni. Ve vétSin€ pfipadi se podava kombinace dvou
cytostatik. Dodrzuje se rezim 3+7, coz znamena, ze jednou za 3 dny se podava formou infuze
antracyklinové 1é¢ivo a nésledné kontinudln¢ 7 dni cytarabinosid, nejcastéji ve formé Ara-C.
Tato faze vyzaduje vzdy hospitalizaci, jelikoz se Casto vyskytuji nezadouci ucinky léCiv.
Jedna se o cytostatika, takZze dochézi také k celkovému tUtlumu krvetvorby, a tudiz vyskytu
krvaceni a infekce. Zhodnoceni efektu prvniho cyklu 1écby se provadi po dvou az tiech
tydnech od jejiho zahdjeni. V piipadé, Ze po tomto prvnim cyklu nedojde ke kompletni remisi
onemocnéni, postupuje pacient jesté jeden cyklus. A pokud jsou splnény podminky remise,

ptejde se do druhé faze (Buckova, 2013; Roloff, 2022; Rowe, 2022).

Snahou v postremisni neboli konsolida¢ni fazi je zachovat kompletni remisi a zabranit
relapsu onemocnéni. Jedna se o fazi stézejni, protoze pii indukéni fazi nedojde ke zniceni
vSech leukemickych bunék a mize tak dojit kdykoliv k navratu nemoci. Prvni moznosti je
samotnd konsolida¢ni chemoterapie, aplikovand je bud® ambulantné¢ nebo pii plné
hospitalizaci. Pfi ni se opét podava cytarabinosid, tentokrat ve vysokych nebo stfednich
davkach. Dals§i moznosti je konsolidacni chemoterapie nasledovand autologni transplantaci
kostni dfené. Jako v pfedchozim ptipad¢ se podava Ara-C, ale také se pacientovi odeberou
bunky z jeho vlastni kostni diené, které se upravi a zamrazi. Znova se aplikuje chemoterapie,
nasledovand transplantaci diive odebrané tkané. A posledni moZnosti je podani konsolida¢ni
chemoterapie a nasledn¢ alogenni transplantace kostni diené. Doporucuje se u pacientl
s vysokym rizikem relapsu AML. Pacient nejprve podstoupi konsolida¢ni chemoterapii, poté
nasleduje samotnd transplantace. Nutnosti je samozifejmé ptitomnost vhodného darce.
Po transplantaci je pacient umistén na speciadlnim transplantaénim oddéleni, kde se dodrzuje
prisny rezim k zamezeni vzniku infekce. Oc¢ekavanou reakci je reakce Sté€pu proti leukémii
(graft versus leukemia reakce), pti které darované bunky zautoc¢i na bunky leukemické a dojde

tak k jejich zaniku (Cerfian, 2021).

Lécba pacientii nad 65 let

Jelikoz pacienti maji vtomto véku Casto pfidruZzené jiné onemocnéni, je terapie
zminénad vySe pfili§ agresivni. Po zhodnoceni celkového stavu lékafem se ke dvoufazové

terapii da uchylit, standardné se vSak postupuje nasledovné. Jednou z moznosti je paliativni
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péce, pii které se podava cytarabinosid v nizkych davkach. Cilem neni vyléceni pacienta
ale potlaceni a oddaleni progrese nemoci. Déle miiZze pacient podstoupit symptomatickou
1é¢bu, kdy je snaha zmirnit celkové ptiznaky nemoci a zvysit kvalitu zivota, nej¢astéji formou
pravidelnych transfizi erytrocytii a trombocytii. Posledni moznosti je zafazeni do klinické
studie, ve které se zkousi nova 1é¢iva, kterd prokéazala ui¢innost v 1é€bé AML (Buckova, 2013;

Roloff, 2022).

Dalsi moznosti

Kromée vyse zminénych klasickych metod se dé také k 1ébé AML pouzit imunoterapie

¢i radioterapie.

U imunoterapie se vyuziva cilené 1écby na antigen CD33, ktery je exprimovan asi
u 80 % bunck AML. Kompatibilni k tomuto antigenu se jako soucast léCiva pouziva
monoklondlni protilatka, kterd nasméruje protinddorové cinidlo. Tim muze byt napiiklad
toxin nebo radioaktivni materidl. Monoklonalni protilatka mize byt pouzita také samostatné,
ale v takovém piipad¢ je nizsi G€innost a vétsi pravdépodobnost nezadoucich ucinkl 1écby.
Jmenovit¢ mezi léky s monoklondlni protilatkou patii gentuzumab ozogamicin,
ktery je v konjugované formé a nese s sebou toxin, ktery je schopny usmrtit nadorovou
bunku. Dal§im lé¢ivem je midostaurin, ktery se pouziva pro pacienty s mutaci FLT3. Podava
se po indukéni fazi perordlni formou a jedna se o protein kindzovy inhibitor, takZe inhibuje

rust a déleni buiikky (Acheampong, 2018; Roloft, 2022).

Pfi radioterapii se pouZivaji rentgenové paprsky o vysoké energii ke zniceni
rakovinnych bunck. Radioterapie se vyuZiva prakticky jedin€ v piipad€, Ze se leukemické
buiiky rozsifily naptiklad do mozku nebo k 1écbé myeloidniho sarkomu. Zateni piisobi tak,
ze zpusobi zlomy v DNA buiky, ¢imz dojde k jejimu zabiti a zastaveni Sifeni rakoviny.
Nejedna se ale o specifickou 1écbu, jelikoz nedojde k poskozeni pouze nadorové buiiky,

ale také k zabiti zdravych bunek v okoli (Vodvaika, 2003).
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2.2 Daunorubicin

2.2.1 Chemické vlastnosti

Daunorubicin patii do skupiny antracyklinovych antibiotik. Ty se ziskavaji z bakterii
rodu Streptomyces a pouzivaji se k1écbé rtiznych solidnich nddoru a hematologickych
malignit. Je to pevnd latka, kterd se vyskytuje ve formé¢ oranzovocervené¢ho prasku. Jedna

se 0 aminoglykosid se sumarnim vzorcem C27H20NO10 (Bachur, 2002).

Jak je vidét na Obr. 1, daunorubicin ma ve své struktufe ve vod¢€ nerozpustny
antrachinon. Je zde ale pfitomna cukernd slozka daunosamin, jenz se vaze pies kyslik, a diky
ni je daunorubicin rozpustny ve vodé. Kromé toho se rozpousti v alkoholu a je prakticky
nerozpustny v chloroformu, etheru a benzenu. Je tedy polarniho charakteru

(Bachur, 2002; Pubchem, 2024).

OH

0 0 OH oW NH,

OH

Obr. 1 Strukturni vzorec daunorubicinu

2.2.2 Mechanismus ucinku
Daunorubicin mé antimykotické a cytotoxické vlastnosti. Pisobi bud’ jako interkala¢ni

¢inidlo, inhibitor topoizomerazy II nebo jako zdroj oxidac¢niho stresu (Mukherjee, 2013).

Interkala¢ni ¢inidla jsou latky, které maji schopnost se vmezefit do struktury DNA.
Interkala¢ni aktivita daunorubicinu je dand jeho aromatickou planarni strukturou.
Této schopnosti je umocnéno také pritomnosti cukerné slozky daunosaminu. Daunosamin

se navaze na tzv. maly Zladbek DNA, kde zakryva tfeti par bazi, zatimco zbyla struktura

16



se vmezefi mezi par guanosin-cytosin (GC). Misto vmezefeni daunorubicinu lze vidét
na Obr. 2. Daunorubicin se na DNA navazuje kolmo. Interkalaci dojde k inhibici replikace

a transkripce, tudiz i syntézy konkrétni ribonukleové kyseliny (RNA) (Mukherjee, 2013).
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Obr. 2 Misto vmezereni daunorubicinu ve strukture DNA (upraveno dle Wheate, 2007)

DalSim zplisobem poskozeni DNA je inhibice topoizomerazy II. Topoizomerazy
atopoizomerdza II. Svou roli uplatiuji pii replikaci DNA, transkripci a segregaci
chromozomu. Topoizomeraza II je bud’ ve formé alfa nebo beta, kliCova je forma alfa.
Ta se pfechodnou kovalentni vazbou navadze na specifickou oblast DNA a za ptitomnosti
adenosintrifosfatu (ATP) stépi fosfodiesterovou vazbu dvoutetézcové DNA (dsDNA). V misté
zlomll poté pienese jinou, neporusenou dsDNA a mista zaceli. Pfi inhibici tohoto enzymu
nedochazi k opétovnému spojeni fetézct a vzniklé zlomy mohou byt pro buniku letalni. Mize
dojit taky kjinym topologickym problémim jako je pfevijeni nebo zauzlovani DNA

(Bachur, 2002; Hande, 2008).

A tretim zptisobem poskozeni bunécnych struktur je vznik volnych radikala. Jak bylo
zminéné vyse, struktura daunorubicinu je tvofena mimo jiné antrachinonem. Chinonovy kruh
se mize pfesmyknout na semichinon a vznika tak misto s volnym elektronem (viz Obr. 3).

Vznikly neparovy elektron je velmi reaktivni a po kontaktu s kyslikem je produktem reakce
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superoxid O?. Jako kyslikovy radikal poté poskozuje vSechny okolni struktury buiiky.
Mimo to tvoii daunorubicin s ionty Fe** a Cu®" chelatové komplexy, které pisobi také jako

silné volné radikaly (Agrawal, 2007; Dubska, 2009).

OH
0
~o o OH o™ NH,
OH
o OH o

Obr. 3 Strukturni vzorec daunorubicinu jako volného radikalu

2.2.3 Toxicita
Daunorubicin se zejména v jatrech metabolizuje na daunorubicinol. K tomu dochézi
pusobenim predevsim CRE, v mensi mife pak i aldo-ketoreduktaz. Vysledny produkt je

malignit (Agrawal, 2007; De Oliveira, 2020).

Vyse zminéné ucinky, které vedou k zaniku bunék, neplati pouze pro nadory,
ale dochazi také k poskozeni zdravych buné¢k, zejména pak kardiomyocytti. Vzniklé chelatoveé
komplexy poskozuji lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Dtsledkem je pak poskozeni DNA
a lipotoxicita. A pravé kardiomyocyty maji nizkou hladinu protektivnich enzymi, jmenovité
katalazy a glutation-peroxidazy, které by bunky chranily pied volnymi radikdly, a tudiz
i ptisobenim chelatovych komplexii. Dale k tomu pfispiva fakt, Ze je v mitochondrialni
membrané kardiomyocytii piitomné velké mnozstvi kardiolipinu. Antracyklinové antibiotika,
a tedy 1 daunorubicin, maji velkou afinitu k tomuto fosfolipidu a diky pasivnimu transportu
se jednoduseji dostanou do bunky. Nasledné se kumuluji v intracelularnim prostoru.
Zde zplsobuji inhibici dychaciho fetézce, coz vede ke sniZeni tvorby ATP, a dale interaguji

s mitochondrialni DNA (Puchnerova, 2016; Saleem, 2020).
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Klinické projevy kardiotoxicity maji riznou zavaznost v zavislosti na ¢ase od podani
prvni davky. Akutni ptiznaky objevujici se béhem prvniho tydne zahrnuji asymptomatickou
dysfunkci levé komory, kterd byva zachycena pouze na elektrokardiografickém zaznamu.
Vzacné se vyskytuje také akutni méstnavé srdecni selhani a ojedinéle i perikarditida.
Casné piiznaky se projevuji do prvniho mésice od prvni davky daunorubicinu.
Mezi nejcastéjsi problémy se fadi méstnavé srdecni selhani, incidence zavisi na kumulativni
davce chemoterapeutik. Prognodza je pii tomto stavu velmi Spatnd. Pozdni klinické symptomy
kardiotoxicity se vyskytuji od jednoho ¢i vice let od podani 1éCby. Typicky je rozvoj
systolické nebo diastolické asymptomatické dysfunkce levé komory, ktera mize prechazet
v méstnavé srdecni selhani. Tyto pfiznaky jsou charakteristické zejména pro détské pacienty

(Horacek, 2007; Marek, 2011).

Riziko rozvoje kardiotoxicity je u nékterych osob vyssi. Mezi nejvyznamnéjsi faktory
patii podavani kumulativnich dévek antracyklinovych antibiotik. Dalsi vlivy, které vedou
k poSkozeni kardiomyocytii, jsou ndasledujici: Zenské pohlavi, hypertenze, jiz existujici
kardiovaskularni onemocnéni, komorbidity, nékterd dédicnd onemocnéni a radiacni terapie.
Také ve€k ma vliv na vyskyt nezadoucich ucinkl 1é¢iv. Lidé starsi 65 let a také déti mladsi
4 let jsou ve vySSim riziku. Dal$imi Castéji postizenymi jsou pacienti 1é¢eni paklitaxelem,

cyklofosfamidem a trastuzumabem (Horacek, 2007; Volkova, 2011).

2.2.4 Rezistence
Mnohocetna 1ékova rezistence nadoru je velmi €astou pfic¢inou selhani lécby a vzniku
komplikaci. Existuje nékolik mechanismt 1ékové rezistence, z toho mezi nejzasadnéjsi patii

nasledujici (Palmeira, 2011).

Efluxni transport antracyklinii pres cytoplazmatickou membranu

Tento mechanismus byva spojovan s ptitomnosti né€kolika proteinti z nadrodiny ABC
asociovany s mnohocetnou lékovou rezistenci (MRP) a protein asociovany s plicni rezistenci
(LRP). Pgp je efluxni pumpa (schéma struktury viz Obr. 4), kterd vykazuje zvySenou expresi
u rakovinnych bunék. V ptitomnosti ATP od¢erpava 1écivo z buiiky, a tak dochdzi ke snizeni

jeho tucinku. Plno 1é¢iv podstupuje transport zprosttedkovany Pgp, ato pies rozdilnou
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strukturu a mechanismus ucinku. Konkrétné se jedna o antracyklinova antibiotika, vinka
alkaloidy, taxany a dals$i. Mezi expresi Pgp aselhanim chemoterapie u nadorovych

onemocnéni byla nalezena pozitivni korelace (Arwanih, 2022; Palmeira, 2011).

COOH

Obr. 4 Schéma struktury P-glykoproteinu (Palmeira, 2011)

Existuje n¢kolik podtyptit MRP, z nichz vliv na rezistenci na daunorubicin ma MRP1
a MRP6. Jejich struktura je shodna a Ize ji vidét na Obr. 5. Oba proteiny jsou exprimovany
na bazolateralni membran¢. Funguji jako jednosmérna ATP-dependentni pumpa pro konjugaty
glutationu a slouzi tedy k od€erpavani daunorubicinu z buiiky a sniZovani jeho koncentrace

v intraceluldrnim prostoru (Sodani, 2012).

Vngéjsi strana cytoplazmatické

membrany buiky

Vnitini strana
cytoplazmatické membrany
bunky

ATP-vazebna ATP-vazebnd
doména doména

Obr. 5 Schéma struktury MRP1 a MRP6 (upraveno dle Noskova, 2000)
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LRP patii do rodiny tzv. major vault proteini (MVP), coz je velkd
ribonukleoproteinova Castice. Jak ndzev napovida, jeho hlavni slozkou je tzv. major vault
protein, dale se sklada z malych molekul RNA a tfi typti minor proteini. MVP se vyskytuji
v cytoplazmé buiikky. Na snizovani koncentrace daunorubicinu v jadfe se podili tak,
ze ho transportuji do lyzozomi. Vysledkem je tedy snizeni ucinku antracyklinového
antibiotika a Spatna progndza onemocnéni. Prestoze geny pro vznik LRP i MRP jsou oba
na kratkém raménku 16. chromozomu, tak jejich exprese neni na sobé zavisla

(Noskova, 2000).

Snizeni cytotoxického ucinku antracyklinu

Pisobenim aldo-ketoreduktaz ¢i CRE dochdzi kredukci ketonové skupiny
antracyklinovych antibiotik na C13-hydroxy alkoholy. Tato reakce probiha v jatrech, periferni
krvi a v kostni dfeni. Z daunorubicinu tak vznikd daunorubicinol, ktery je pro rakovinné
bunky méné cytotoxicky, ale oproti parentni latce vice kardiotoxicky. Dal$i moznost
detoxikace zahrnuje glutation-S-peroxiddzu. Tento enzym miiZe sniZovat toxicitu a tim
1 navozovat rezistenci tfemi zpusoby. Zaprvé katalyzuje vznik konjugatu s redukovanym
glutationem (GSH). To vede ke zvySeni rozpustnosti 1é¢iva ve vodé, a tudiz k jeho zvysené
exkreci. Zadruhé eliminuje toxické volné radikaly, jak bylo popsano v ptedchozi podkapitole.
A zatfeti je zodpovédny za piimou vazbu léCiva, ¢imZ dojde k jeho celkovému sniZeni

v extracelularnim prostoru (Boer, 1998; Sheng, 2016).

2.3 Karbonyl redukujici enzymy

V 1. fazi metabolismu xenobiotik, a tedy 1 1éCiv, hraji roli predev§im cytochrom P450
a CRE. Funkci CRE je redukce ketonové skupiny na hydroxylovou. Dochézi ke zvySeni
hydrofility, coz umozni vznik konjugatd, a tudiZ snaz$i eliminaci lé¢iva. Na strané¢ druhé
daunorubicin ztraci na protinddorové ucinnosti a umociuji se jeho kardiotoxické vlastnosti.
CRE jsou enzymy vyuzivajici nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADP(H)). Mezi CRE
se fadi aldo-ketoreduktazy (AKR) a dehydrogenazy/reduktazy s kratkym ftetézcem (SDR)
(Malatkova, 2013).
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2.3.1 Aldo-ketoreduktazy

Enzymy AKR jsou pfevazné monomerni solubilni proteiny o hmotnosti 34-37 kDa.
Zahrnuji celkem 190 proteinti, které se fadi do 16 rodin. Do rodin se dé¢li dle sekvencniho
uspotradani, pficemz proteiny v ramci jedné rodiny maji podobné vlastnosti. Pro zatazeni
proteini do spole¢né rodiny je nutnd shoda alesponi ve 40 % sekvence, do podrodiny poté
alespoin 60% shoda. Mezi substraty AKR patii sacharidy, lipidové aldehydy, keto-steroidy,
keto-prostaglandiny a chemické karcinogeny, jako naptiklad polycyklické aromatické
uhlovodiky. Pro kazdy enzym je typicky proteinovy zahyb. Ten je mimo jiné tvoien tiemi
smycCkami, které¢ definuji substratovou specifitu. Ve vSech reakcich katalyzovanych AKR
se kofaktor (NADPH) navaze jako prvni a jako posledni se oddéli. VétSinou je preferovan

NADPH pied NADH (Penning, 2015).

V lidském genomu se geny kodujici vznik enzymi AKR, spadajici do stejné
nadrodiny, nachazi na stejném chromozomu, kde tvofi genové shluky a sdili podobnou
genovou strukturu. V nomenklatute je zkratka celé skupiny AKR, nésleduje Cislice oznacujici
rodinu, do které enzym spada, pismeno pro upiesnéni podrodiny a na konci je Cislice

specificka pro konkrétni proteinovy enzym (Ma, 2012).

AKRIAI

Tento enzym spada do rodiny 1, podrodiny A. Nejcastéjsi nazvy tohoto proteinu jsou
alkohol dehydrogenaza a aldehyd dehydrogenaza. Jedna se o enzym redukujici aldehydy
na odpovidajici alkoholy. Nachazi se predevS§im v ledvinach, dale v jatrech a tenkém stievé.
Proteiny jsou kodovany stejnojmennych genem, jenz lezi na 1p34.1 a sklada se z 10 exon.
Protein AKRIA1 je pak tvofen 325 aminokyselinami a jeho hmotnost je 36,5 kDa
(Murphy, 2022).

Substratem pro enzym jsou hlavné negativné nabité latky, které maji ve struktuie
karboxylovou skupinu. I pfesto vykazuje AKRI1A1 vysokou afinitu k aromatickych,
steroidnim a malym tfi uhlikovym aldehydim. Fyziologickou roli enzymu u hlodavci je
podileni se na metabolismu kyseliny askorbové. AKR1A1 redukuje D-glukuronat na L-
gulonat, ktery je nasledné¢ konvertovan na L-gulonolakton. Ten se nakonec konvertuje
na kyselinu askorbovou. Lidsky organismus neni schopen syntetizovat kyselinu askorbovou

a pritomnost genu AKR1A1 a také role enzymu je tak stidle neznama (Barski, 2008).
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AKRIBI

Tento enzym se fadi do rodiny 1 a podrodiny B. Lokalizace genu AKR1B1 kodujiciho
vznik enzymu je na 7933, je 18 kilobazi dlouhy a obsahuje 10 exont. Vysledny protein
se sklada z 316 aminokyselin a jeho hmotnost je 36 kDa. Z nejvétsi ¢asti je produkovan

nadledvinami a mistem jeho ptisobeni je cytoplazma buiiky (Khayami, 2020).

Funkci enzymu AKR1B1 je redukce aldehydd na alkoholy. Béhem této reakce dochazi
k pfeméné NADPH na NADP'. Tento enzym hraje svou roli v metabolismu glukdzy,
v osmoregulaci a v detoxikaci Skodlivych latek. Také je zapojen do polyolové cesty,
ktera se uplatiiuje zejména pii hyperglykemickych stavech, jako je diabetes mellitus.
V této metabolické draze se glukéza redukuje na sorbitol, jeho zvySené mnozstvi ma vliv
na osmolaritu. Tento stav vede ke vzniku edémii a poskozeni tkani. Na druhou stranu
se enzym AKR1B1 podili na redukci superoxidd, tedy reaktivnich forem kyslikl. Ptispiva tak

ke snizovani zanét (Banerjee, 2021; Khayami, 2020).

AKRIBI0

Enzym AKRI1B10 se fadi do rodiny 1 a podrodiny B. Gen se nachazi stejné jako
uenzymu AKRIB1 na 7q33 a méd 11 exond. Vysledny protein ma 316 aminokyselin
a hmotnost 36 kDa. Z 68 % ma shodné pofadi aminokyselin s proteinem AKRI1BI.
Oba enzymy jsou NADPH dependentni reduktazy, které ptisobi na aromatické a alifatické
aldehydy, rozdil je v jejich katalytické ucinnosti. Typickd tucast enzymu AKRIBI
pfi metabolismu gluk6zy chybi u AKR1B10. Dal§im rozdilem je odlisna distribuce v tkénich,
jelikoZ AKR1B10 se nachazi v jatrech a tenkém stieve, nejvice v duodenu, déale pak v Zaludku

a Zlu¢niku (Endo, 2021; Laffin, 2012).

Tento enzym u€inn€ redukuje retinal na retinol, coZ je prvni reverzibilni krok
metabolismu retinoidit vedouci k produkci kyseliny retinové. Tento metabolit vitaminu
Ahraje zésadni roli v proliferaci, diferenciaci a morfogenezi mnoha bunck, vcetné
epitelovych aje také nezbytny pii embryondlnim vyvoji organti a pro zdravi zrakového
organu. Déle plisobenim AKRIB10 dochazi kredukci farnesalu a geranylgeranialu
na prislusné alkoholy. Nésledné produkty jsou fosforylovany za vzniku pyrofosfat, které jsou

potfebné pro transformaci onkogent. Enzym uplatiuje svou redukéni aktivitu také
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na xenobiotika zahrnujici chinony, ketony a nékteré IéCiva, vcetné¢ daunorubicinu

(Endo, 2021).

AKRIC3

Tento enzym se fadi do rodiny 1, podrodiny C. Gen pro vznik proteinu se nachazi
na 10p15.1 a ma celkem 10 exond. Protein je slozen z 323 aminokyselin a jeho hmotnost je
36,8 kDa. Nachazi se v duodenu, zluc¢niku, tuku, zaludku a také v endokrinnich orgéanech.
Jedna se o NADPH dependentni enzym, ktery hraje dtilezitou roli v redukci 3-keto, 17-keto
a 20-ketosteroidu, preferuje pak zejména 17-ketosteroidy (Liu, 2020).

Spektrum substrati je Siroké a patii zde tfeba endogenni steroidy, prostaglandiny
a exogenni latky. Tak naptiklad katalyzuje pfeménu androstenedionu na testosteron a také
estronu, coz je malo u¢inna forma estrogenu, na 17B-estradiol, potentni formu estrogenu.
AKRI1C3 se dale podili na syntéze prostaglandinu F, ktery ptes prostaglandin F receptor
stimuluje mitogen aktivujici protein kindzovou kaskddu. Ta je podstatna pro proliferaci
a diferenciaci bun€k. Byl potvrzeny vztah mezi zvySenou hladinou AKRIC3 a S$patnou

prognoézou karcinomd, konkrétné rakoviny prsu, prostaty a AML (Liu, 2020; Penning, 2019).

2.3.2 Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem

SDR jsou solubilni enzymy o malé molekulové hmotnosti. Mohou byt ve formé
monomerd, dimeri ¢i tetramert. Jedné se o velmi pocetnou skupinu proteint, kterd zahrnuje
celkem pies 168 000 Clenti. Ty se déli do 6 rodin: klasicka, rozsifena, stfedni, divergentni
a atypicka. VétSina enzymi patii bud’ do klasické nebo rozsitené rodiny. Déleni je na zakladé
rozdilnosti v jejich struktufe, konkrétné ve vazebném misté pro kofaktor a v katalytické
tetradé. Ptesto jsou vzajemné shodné alespoit ve 20-30 % z celkové struktury. Napftiklad
vSechny SDR sdili tzv. Rossmanniiv zahyb, ktery se sklada ze stfidajicich B-fetézcl a a-
helix, uprostted nichz se nachazi sedm paralelnim B-skladanych listi a dvé vrstvy a-helixt

(Griff, 2019).

Vsechny SDR enzymy vyuZivaji pro svou aktivitu NADP(H) nebo NAD(H). Enzymy
klasické rodiny preferuji NADP(H), zatimco ty, které spadaji do rozsifené rodiny vyuzivaji

spiSe NAD(H). SDR enzymy jsou reduktazy ketoni a aldehydli a mezi substraty patii
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prostaglandiny, steroidy, biogenni aminy, pteriny, chinony odvozené od polycyklickych

aromatickych uhlovodiki a 1é¢iva jako naptiklad daunorubicin (Forrest, 2000).

CBRI

Monomerni CRE 1 patfi do klasické rodiny. Gen kodujici vznik CBR1 enzymu ma
lokaci na 21g22.12 a ma 3 exony. Vysledny protein ma 277 aminokyselin a hmotnost
30,4 kDa. Nachazi se v plno tkadnich, nejvice pak v ledvinach a v tenkém stieveé, zejména

v duodenu. Subcelularné je lokalizovan v cytosolu a v mikrozomech (Shi, 2017).

CBR1 hraje dulezitou roli pfi detoxikaci reaktivnich aldehydt a ketonti, které se podili
pfi oxidativnim stresu. Ten je spojen s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako je
Parkinsonova a Alzheimerova choroba. Je také nezbytny pro spravnou diferenciaci svalovych
bunék a koncentrace CBR1 jsou zvySeny pii svalové regeneraci. Svij vliv ma také
na metabolismus prostaglandinu E>. Jeho funkci je vazodilatace a vazokonstrikce,
coz podporuje angiogenezi v misté nadoru. Pisobenim CBR1 dochézi ke zvySeni hladin
prostaglandinu E», a to vede k riistu nadoru a tvorbé metastdz. Podili se také na metabolismu

antracyklinovych antibiotik a rozvoji kardiotoxicity (Lim, 2013; Shi, 2017).

2.4 Tipifarnib

2.4.1 Chemické vlastnosti

Tipifarnib, jinym nazvem také Zarnestra, je latka, kterd se ftadi mezi
farnesyltransferazové inhibitory. Jedna se o 1é¢ivo schvalené v roce 2021 americkym Utadem
pro kontrolu potravin a 1éciv (FDA). Jeho suméarni vzorec je C27H2CLN4O a jednd se
o substituovany chinolon (viz Obr. 6) s potencialnimi antineoplastickymi vlastnostmi.
Vyskytuje se jako pevnad krystalicka latka bilé ¢i svétle zluté barvy. TIP se nerozpousti
ve vodé, ale je rozpustny v etanolu pii pouziti ultrazvuku a také v dimethylsulfoxidu

(DMSO). Molekulova hmotnost TIP je 489,40 g/mol (Kura oncology, 2021; Pubchem, 2024).
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Obr. 6 Strukturni vzorec tipifarnibu

2.4.2 Mechanismus uc¢inku

Inhibitory farnesyltransferdzy jsou tifidou experimentalnich 1éCiv proti rakoving.
Patfi zde kromé& TIP také lonafarnib a BMS 214662. Farnesyltransferdza je enzym,
ktery ptenasi farnesylovou skupinu z farnesylpyrofosfatu na karboxylovy konec vybranych
polypeptidti, napiiklad pre-RAS peptidi. Touto reakci dojde ke vzniku RAS proteint,
u kterych je nutnd prenylace, aby mohlo dojit k jejich pfipojeni k membrané buiky.
RAS proteiny funguji podobné jako ptepinace. V piipadé€, ze je navdzany guanosintrifosfat
(GTP), tak je RAS v aktivni formé, pti vazbé s guanosindifosfaitem (GDP) je neaktivni. GDP
se od RAS oddéluje velmi pomalu. Ve chvili, kdy je GDP oddéleno, dochéazi k velmi
rychlému navéazani GTP, které je obvykle pfitomno v mnohem vysSich koncentracich
neZ GDP. RAS proteiny hraji vyznamnou roli v bunécné komunikaci a jejich zvySené
mnozstvi se vyskytuje praveé u rakovinnych bunck. Inhibitory farnesyltransferazy byly proto
vyvinuty, aby zabranily farnesylaci, a tudiz pfipojeni RAS k membrané. Timto dojde
k snizeni proliferace a diferenciace rakovinnych bunék (Xue, 2006; Kohlschiitter, 2008;

Sebti, 2000).

Ve studii provadéné Medeiros (2007) dosli k zavéru, ze TIP hraje roli v inhibici
efluxniho transportu daunorubicinu zprosttedkovaného Pgp. Svou aktivitou tak TIP snizuje

riziko rozvoje rezistence na antracyklinové antibiotikum (Medeiros, 2007).

TIP se uziva peroralné a je davkovan dvakrat denn¢ po dobu dvou az tii tydnt. Ve fazi

IT klinické studie se jako maximalni tolerovand davka ukazala koncentrace 900 mg dvakrat
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denné, pficemz farnesyltransferazova aktivita je signifikantn¢ inhibovéana jiz pii davce
600 mg dvakrat denné. Pfi podavani 1200 mg dvakrat denné se vyskytly vdzné nezadouci
ucinky jako ataxie, zmatenost a dysartrie, coz je porucha motorické feCové cinnosti.
Nezadouci ucCinky nezavislé na déavce zahrnovaly nevolnost, Unavu, rendlni dysfunkci

a polydipsii (Martinelli, 2008; Mesa, 2006).

2.5 Typy inhibice

Existuji tfi zékladni typy reverzibilni inhibice a to kompetitivni, nekompetitivni
a akompetitivni. Grafy dle Lineweaver-Burka téchto typi inhibici jsou viditelné na Obr. 7.
Nicméné pro spravné posouzeni vysledku ziskaného méfenim je nutné také vzit v potaz
inhibici smiSenou, alosterickou, parcidlni, casové zavislou a pevné se vazajici

(Markossian, 2023).
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Obr. 7 Typy inhibice — graficky (upraveno dle King, 2003)

Zelena primka — reakce bez inhibitoru,; cervena primka — reakce s inhibitorem. [S]= koncentrace
substratu; Ky = Michaelisova konstanta;, v = rychlost. A — neinhibovana reakce; B — reakce
s kompetitivnim inhibitorem; C — reakce s nekompetitivnim inhibitorem; D — reakce s akompetitivnim

inhibitorem
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Kompetitivni inhibice

Ptfi kompetitivni inhibici se inhibitor vdze na volny enzym. NejCastéji se jedna
o aktivni misto, kde se navazuje také substrat. Substrat a inhibitor o vazbu na enzym soutézi.
Inhibitor ma podobnou strukturu jako substrat, takze se jednoduse navaze na aktivni misto.
Pti kompetitivni inhibici se zvySuje Michaelisova konstanta (Km) a inhibi¢ni konstanta (Kj)
pro substrat, pficemz hodnota maximalni rychlosti (Vmax) je konstantni. Tento typ inhibice
je zavisly na koncentraci substratu, protoze v ptipadé, ze se zvysi koncentrace substratu,
dochdzi ke snizeni mnozstvi potencialné inhibovanych molekul enzymu. Tento fakt ma vliv

na ucinnost potencialnich 1é¢iv (Saboury, 2009).

Nekompetitivni inhibice

V piipadé nekompetitivni inhibice se inhibitor vaze se stejnou afinitou jak na volny
enzym, tak na komplex enzym-substrat. Nedochazi kvazbé na aktivni misto
jako v pfedchozim piipad¢, ale na alosterické misto, tedy jiné misto nez to, které vyuziva
substrat. Tento typ inhibice neni zavisly na koncentraci substratu, jelikoz nesdili spolecné
vazebné misto. Na rozdil od kompetitivni inhibice se hodnota Kn a Ki neméni a dochazi

ke sniZeni Vmax (Blat, 2010).

Akompetitivni inhibice

U akompetitivni inhibice se inhibitor navaze jediné na komplex enzym-substrat
avznikd tak terndrni komplex enzym-substrat-inhibitor. Po navazani substrdtu na enzym
dochdzi ke zméné jeho struktury a odhali se tak vazebné misto pro inhibitor. VétSinou
se jedna o reakce, pfi kterych se inhibuje navazani dalSiho, druhého substratu, ze kterého by
nasledn¢ vznikl produkt. U tohoto typu inhibice dochéazi jak ke sniZzeni K, tak také Vimax.
Dale plati, Ze s rostouci koncentraci substratu, se zvySuje mnozstvi komplexti s navazanym

inhibitorem (Dougall, 2015).

SmiSenda inhibice

Pfi smiSené inhibici dochdzi jak k navazani inhibitoru na aktivni misto volného

enzymu, tak také na alosterické misto komplexu enzym-substrat. Dilezité vSak je, Ze k tomu
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dochdzi srozdilnou afinitou a je upfednostiiovano jedno ze dvou vySe zminénych

(Pesaresi, 2023).

Dalsi typy inhibice

Z dal$ich typt inhibice budou popsany nasledujici. Pevné se vazajici inhibice
je takova, kdy je vazba inhibitoru na enzym velmi silnd. Je definovana tim, Ze hodnota
disocia¢ni konstanty pro komplex s inhibitorem je rovna nebo mensi nez celkova koncentrace
pritomného enzymu. V tomto ptipad¢ je tedy koncentrace volného inhibitoru mnohem nizsi
nez komplexu enzymu s inhibitorem. Nelze pro tento typ reakce pouzit zavedenych metod
zalozenych na ptedpokladu rovnovahy, jelikoz tento koncept je postaven na tom,
ze koncentrace volného inhibitoru je velmi blizka celkové koncentraci této slouceniny a takeé,

zZe inhibitor prevySuje koncentraci enzymu v reakénim systému (Yang, 2021).

Casové zavislé inhibitory se vdzou na enzym pomalu, ¢imz dochéazi ke zpomaleni
nastupu inhibice. Zpomali se také uvolnovani inhibitoru zkomplexu s enzymem,
pficemz tento dé€j je nezavisly na koncentraci substratu, coz Cini tyto inhibitory atraktivni

pro vyvoj novych lékti (Markossian, 2023).
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3 CILPRACE

Cilem této prace bylo zjistit inhibi¢ni ucinek vybraného inhibitoru TIP na enzymy
z nadrodiny AKR a SDR v in vitro podminkach. Konkrétné se jedna o rekombinantni enzymy
AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBRI1. Pouzitym substritem byl daunorubicin,

ktery se ptisobenim enzymu metabolizuje na produkt daunorubicinol.
Jednotlivé dil¢i kroky experimentu zahrnuji:

o zékladni screening inhibi¢niho potencialu TIP u vybranych enzymu

o stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso pro enzym, u které¢ho doslo k nejsilnéjsi
inhibici

o stanoveni inhibi¢ni konstanty K; pro vybrany enzym a nasledné urceni typu
inhibice

o v pfipad¢, ze se jednd o nekompetitivni inhibici, stanoveni pevnosti vazby
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Daunorubicin hydrochlorid (Toronto Research Chemicals, Kanada)

Destilovana voda (Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, CR)
Dimetylsulfoxid (DMSO) (Honeywell, USA)

Enzymy AKR1C3, 1B10, 1B1, 1Al a CBRI1 (Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, CR)

Glukoza-6-fosfat (Roche Diagnostics, Némecko)
Glukoéza-6-fosfatdehydrogenaza (350 jednotek/mg proteinu; Roche Diagnostics, Némecko)

Chlorid hote¢naty (0,10 M; Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, CR)

Metanol (VWR Chemicals, USA)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidovana forma (NADP") (Sigma-Aldrich, USA)

Sodno-fosfatovy pufr (0,10 M; pH 7,40; Katedra biochemickych véd, Farmaceuticka fakulta
v Hradci Kralové, CR)

TIP (MedChemExpress, USA)

4.1.2 Pristroje a pomiicky

Pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf, Némecko)
ThermoMixer (Eppendorf, Némecko)

Ttepacka Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

UHPLC (Agilent Technologies 1290 Infinity I, USA)
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e autosampler

e Dbindrni pumpa

e detektor s diodovym polem
e fluorescencni detektor

e termostatovana kolona

UHPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity II, USA)

autosampler

e detektor s diodovym polem
e fluorescencni detektor

e pumpa

e UV-Vis detektor
Ultrazvukova lazeti (Ultrasonic cleaner 120T, Anonkia Ultrasonic, Cina)

Vyrobnik ledu (BREMA Ice Makers, Italie)

Pomiicky

Eppendorf zkumavky (0,50 ml a 1,50 ml; Eppendorf, Némecko)
Filtr (0,20 um PTFE Membrane; Whatman, Velka Britanie)
Inserty (400 pl; Agilent Technologies, USA)

Jehla se stfikackou (1 ml; Terumo, Japonsko)

Navazovaci 1Zi¢ky

Pipety, $picky (0,50 — 1 000 pl; Biohit, Finsko)

Popisovaci fix

Rukavice

Stojanek na zkumavky

Vialky, vicka, septa (Agilent Technologies; USA)
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4.2 Metodika

4.2.1 Zakladni screening

Nejdfive byl u vybranych enzymu proveden zakladni screening. Pii ném byla in vitro
sledovana inhibice promény daunorubicinu na daunorubicinol, ke které dochazi vlivem
pusobeni enzymu. K inhibici reakce potencialné dochazi v ptitomnosti inhibitoru TIP. V této
praci byly testovany enzymy AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1. Celkovy pocet reakci pro
kazdy enzym byl 16. Z divodu vyssi piesnosti a eliminace moznych chyb se pracovalo
v tripletu pro neinhibovanou reakci (NI), kontrolu s DMSO (DMSO), inhibitor o koncentraci
10 uM (TIP 10) a inhibitor o koncentraci 50 uM (TIP 50). Kontrola bez enzymu (bE)
a kontrola bez substratu (bS) byla provedena v dubletu.

4.2.2 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso

Stanoveni inhibi¢ni koncentrace probiha principidln€ stejné jako screeningové
vySetfeni. U tohoto experimentu se vSak pracuje pouze s kontrolou DMSO a déle se provadi
reakce s inhibitorem TIP o pfedem vybranych koncentracich. Ty byly pro pfipad enzymu

AKRI1C3 zvoleny nésledovné 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 2,50; 5; 10 a 50 pM.

4.2.3 Stanoveni typu inhibice a Ki
Toto stanoveni se provadi jak s rtiznymi koncentracemi inhibitoru, tak také s vice
koncentracemi substratu daunorubicinu. Byla prométena kazdd koncentrace substratu

s kazdou koncentraci inhibitoru.

Koncentrace substratu v reakci byly 200; 400; 600; 800; 1000 a 2000 uM. Pracovni
roztoky byly ptipraveny 10x koncentrovanéjsi z diivodu fedéni. Nejprve se pripravil pracovni
roztok o nejvyssi koncentraci, ktery se pro pfipravu dalSich roztokl dale postupné natedil.
Mnozstvi substratu potfebné pro pripravu pracovniho roztoku o koncentraci 20 mM

se vypocetlo dle nasledujici rovnice:

m=M X c XV

kde M = molekulova hmotnost daunorubicinu (563,98 g/mol); ¢ = pozadovana koncentrace pracovniho roztoku

(mol/l); V = pozadovany objem (1) a m = poZadovana navazka (g)
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Zasobni roztok byl tedy pfipraven rozpusténim 14,51 mg daunorubicinu v 1286 pl
destilované vody. Z koncentraci inhibitoru uzitych pfi stanoveni IC50 byly nakonec vybrany

nasledujici koncentrace pro stanoveni K;: 0 (kontrola DMSO); 0,15; 0,30 a 0,60 pM.

4.2.4 Stanoveni pevnosti vazby

Dale se stanovovalo, zda je inhibitor pevné se vazajici nebo ne. Pfi tomto pokusu
se pouzivd ruznd koncentrace inhibitoru a rizné mnozstvi enzymu (v nasem piipade
AKRI1C3) na reakci. Opét byla proméiena kazdd koncentrace inhibitoru s kazdou koncentraci

enzymu.

Koncentrace inhibitoru se shoduji s koncentracemi pouzitymi pii stanoveni IC50,
a tedy se jedna o néasledujici koncentrace: 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 2,50; 10 a 50 uM. Mnozstvi
enzymu na jednu reakci bylo pouzito 0,50; 1,50; 3,00 a 5,00 pg.

4.2.5 Priprava reagencii

Pro kazdou inkubaci je potfeba regeneracni systém, enzym, inhibitor o piedem

stanovenych koncentracich a substrat.

Regeneracni systém:

Nejprve je potteba nachystat si regeneracni systém. Ten se pfipravuje cerstvy
pied kazdou inkubaci. Mnozstvi jednotlivych slozek je uvedeno v Tab. 1. Navazeny NADP*
a gluko6za-6-fosfat se rozpusti v sodno-fosfatovém pufru, nasledné se ptida MgCl.. Glukdza-
6-fosfat-dehydrogenaza se pfidava az tésné pred pouZzitim. Ve je potieba mirn€ promichat.
Mnozstvi jednotlivych polozek regeneracniho systému se musi pfepocitat pro pozadovany

pocet reakei.
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Tab. 1 Mnozstvi jednotlivych slozek regeneracniho systéemu pro 1 reakci

NADP* 0,20 mg
Glukéza-6-fostat 0,60 mg

0,1M sodno-fosfatovy pufr 10,00 pl
0,IM MgCl» 10,00 pl
Glukoéza-6-fosfat-dehydrogenaza 0,50 ul

Enzym:

Dale je potfeba nachystat enzym. Jednotlivé enzymy jsou pfipraveny na Katedie
biochemickych véd, jsou rozpuStény v draselno-fosfatovém pufru a 20% glycerolu
a uchovavany pii -80 °C, eventudlné -20 °C. Enzym se dale fedi v sodno-fosfatovém pufru.

Pro screening se pouzily nasledujici enzymy (Tab. 2).

Tab. 2 Prehled pozadovanych a zasobnich koncentraci jednotlivych enzymii

Enzym Mnozstvi (pg/reakce) Koncentrace zasobniho

roztoku (mg/ml)

AKRI1C3 1,50 1,50
AKRI1BI10 5,00 1,50
AKRI1BI1 5,00 1,50
AKR1A1 1,00 0,53

CBRI1 0,10 0,47

Také realné mnozstvi enzymu na pozadovany pocet reakei je tieba si vypocitat, a to

s pouzitim sméSovaci rovnice.
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C1XV1 :CZXVZ

kde c¢i = koncentrace zasobniho roztoku (mg/ml); Vi = objem zésobniho roztoku (ul); c» =koncentrace

pracovniho roztoku (mg/ml); V, = objem pracovniho roztoku (pul)

Inhibitor:

Inhibitor je rozpustén v DMSO a uchovavan pii -20 °C. Koncentrace ptipravené¢ho
zasobniho roztoku je 10 mM. Pozadovana koncentrace inhibitoru v reakci je 10 uM a 50 pM.
Vzhledem k tomu, ze béhem pokusu nepouzivame pouze inhibitor, dochazi k jeho natedéni
ato 50x, ztohoto diivodu je nutné pfipravit koncentraci pracovniho roztoku 50x vyssi,
tedy 500 uM a 2500 uM. Vypocet je opét proveden podle sméSovaci rovnice. Inhibitor TIP

se smicha s DMSO a zvortexuje.

C1XV1 =C2XV2

kde ¢, = koncentrace zasobniho roztoku (uM); Vi = objem zasobniho roztoku (ul); ¢, =koncentrace pracovniho

roztoku (uUM); V, = objem pracovniho roztoku (pl)

Substrat:

Jako substrat se pouzil daunorubicin (koncentrace zasobniho roztoku je 5 mM), ktery
je uchovavan pii +4 °C. Pfed pipetovanim do reakci se zasobni roztok vloZzi na 4 min
do ultrazvuku. Roztok se pfipravi navdzenim daunorubicinu a jeho ndsledném rozpusténi

v ultracisté vode. Vypocet potiebné hmotnosti se provede dle nasledujiciho vzorce:
m=c XM XV

kde M = molekulova hmotnost daunorubicinu (563,98 g/mol); ¢ = pozadovana koncentrace pracovniho roztoku

(M); V = pozadovany objem (1) a m = pozadovana navazka (g)

4.2.6 Postup in vitro inkubace

Nejprve se do 1,5ml eppendorfek napipetuje sodno-fosfatovy pufr (NaPB), nésledné
se do vybranych eppendorfek ptidda DMSO nebo inhibitor, dale se do vSech ptida regeneracni

sytém a poté enzym. Objemy jednotlivych slozek odpovidaji nésledujici Tab. 3.
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Tab. 3 Objem jednotlivych slozek potrebnych pro jednu in vitro inkubaci

NaPB (ul) Enzym (ul) Regeneracni  Inhibitor (ul)  Substrat (ul)

systém (pl)

NI 60 10 20 0 10
DMSO 58 10 20 2 (DMSO) 10
TIP 10 58 10 20 2 10
TIP 50 58 10 20 2 10

bE 70 0 20 0 10

bS 60 10 20 0 10 (vody)

NI = neinhibovana reakce; DMSO = kontrola s DMSO,; TIP 10 = reakce s koncentraci inhibitoru
tipifarnibu 10 uM; TIP 50 = reakce s koncentract inhibitoru tipifarnibu 50 uM; bE = kontrolni reakce

bez enzymu; bS = kontrolni reakce bez substratu.

Vsechny eppendorfky se musi mirn€ zvortexovat, ndsledné¢ se vlozi na chvili
do centrifugy, a poté se preinkubuji v termobloku po dobu 10 minut na 37 °C. Po tomto Case
se pridanim uvedeného mnozstvi substratu startuje reakce, nasleduje vortex a vraceni
do termobloku. Reakce se stopuje presné po 30 minutich (u CBR1 po 20 min) pfidanim
300 pl metanolu, opét se eppendorfky zvortexuji a dale se ponechaji na ledu. Vzorky se vlozi
do lednice (+4 °C) na 1 hodinu, dochézi tak k precipitaci. Poté se musi odd¢lit supernatant
od sedimentu, pouzije se centrifuga (12 100 x g, 10 min). Vzorky se filtraci ptes stfikaCkovy

PTFE filtr (0,20 pm) ptevedou do vialek s vloZenym insertem, nasleduje UHPLC analyza.

4.27 UHPLC analyza

Pouzitou mobilni fazi je acetonitril a 0,1% kyselina mravenci, a to v poméru 26:74,
jako stacionarni faze byl pouzit C18 (oktyldecylsilan). Jedna se tedy o UHPLC analyzu
na reverzni fazi. Z celkového objemu 400 pl tvofilo nastfik na kolonu pouhych 5 ul. Pritok
mobilni faze byl nastaven na 0,7 ml/min a analyza jednoho vzorku trvala 5 minut. Pro detekci

byl pouzit fluorescencni detektor, vzorek byl tedy pfeméten pii excitani (480 nm) a emisni
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(560 nm) vlnové délce. Krom¢ vialek obsahujicich vzorky ziskané pfiexperimentu je
ptitomny také smésny standard (obsahuje daunorubicin a daunorubicinol, a slouzi
ke kvalitativnimu porovnani retenc¢nich ¢ast ziskanych pikil). Reten¢ni ¢as daunorubicinu byl
1,50 min a daunorubicinolu 0,99 min. Kvantitativné byly piky vyhodnoceny pomoci
kalibra¢ni kiivky, kterd vykazovala v rozsahu 0,50-50 ug/ml linearitu s hodnotou R vyssi
nez 0,99. Vyslednym parametrem, se kterym se dale pracuje a ktery byl z kalibracni kiivky

vypocitan, je hmotnost vzniklého produktu, tedy daunorubicinolu v ng/nastfik.

4.2.8 Vyhodnoceni vysledkii
Pti vyhodnocovani vysledkli se v programu Microsoft Excel vypocetla specificka
aktivita podle nésledujiciho vzorce:

m Xk x 1000
t Xc X Mr

kde a = specificka aktivita (nmol/mg/min); m = hmotnost daunorubicinolu (ng/nastfik); k = fedici faktor (=80);
t = doba inkubace (min); ¢ = mnozstvi enzymu (pg/reakce); Mr = molekulova hmotnost daunorubicinolu (529,54
g/mol)

Nasledné se vypoctené hodnoty pouzily v programu GraphPad Prism (verze 10.0.3)
pro ziskani vysledki, tvorbu grafii a statistickou analyzu. Pro posouzeni statistické
vyznamnosti experimentu se pracuje se statistickym ukazatelem p-hodnotou. Pokud je
hodnota p<0,05 (oznaceno také poctem hvézdicek), vysledky jsou statisticky vyznamné.
Naopak pii hodnoté p>0,05 vysledek neni statisticky vyznamny a je oznacen jako ns.
Pti hodnoceni zakladniho screeningu byl pouzity také Dunettiiv test pro porovnani kazdého

souboru s ndmi vybranym souborem (DMSO kontrolou).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Na uvod nutno podotknout, Zze TIP, jako i1 dal$i schvalené inhibitory, mize v 1écbé
nadorovych onemocnéni pusobit nckolika zpisoby. Dle Gilardi (2020) TIP zabranuje
navazani RAS k membrané buiky. A Medeiros (2008) potvrdil ucast TIP v inhibici efluxniho
transportu zprostfedkovaného Pgp. V této diplomové praci bylo zkoumano, zda k celkovému
mechanizmu uéinku pii kombinované terapii nemuze prispivat i inhibice reakce, pfi niz se
antracyklinové antibiotiku daunorubicin pfeméni na méné¢ ucinny metabolit plsobenim
karbonyl redukujicich enzymt (viz Obr. 8). Celkovy ucinek kteréhokoli inhibitoru je mnohem

vEtsi, pokud pii 1é¢be ptisobi riznymi zpiisoby.
tipifarnib

enzym

DAUNORUBICIN DAUNORUBICINOL

Obr. 8 Grafické zobrazeni piisobeni inhibitoru na reakci promény daunorubicinu na

daunorubicinol

TIP je inhibitorem schvalenym FDA (od roku 2021), a to pro 1é¢bu dlazdicového
karcinomu hlavy a krku jako inhibitor pfipojeni RAS k membrané. V nasem piipadé bylo
zkoumano jeho potencidlni pouziti u jiného nadorového onemocnéni (AML), kde byl jako
substrat reakce pouzit daunorubicin. Pisobenim inhibitoru TIP dochazi k zabranéni reakce,
pfi které enzymy pfeménuji substrat na alkoholovy derivat a mnoZstvi produktu je tak

podstatné niZsi. Toto je Zadané, jelikoz produkt reakce neplni svou pitvodni funkci, tedy nema

vvvvvv

5.1 Zakladni screening

Pti téchto pokusech bylo cilem zjistit, jaké enzymy jsou inhibovany zvolenym
inhibitorem TIP. Experimenty pro jednotlivé enzymy byly provedeny ve 3 opakovénich.
Testovala se reakce daunorubicinu s enzymy AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBRI. Jak jiz bylo
zminéno v podkapitole 4.2.5 byl pouZit inhibitor o dvou koncentracich. Niz§i koncentrace

byla 10 uM, vyss§i50 puM. Grafy pro jednotlivé enzymy jsou zobrazeny v Obr. 9.
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Pro prehlednéjs$i zobrazeni vysledkli byla vypracovdna souhrnnd Tab. 4 a souhrnny graf
viz Obr. 10.
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Obr. 9 Zavislost primérné specifické aktivity (%) enzymu na koncentraci inhibitoru

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako priimérna hodnota + smérodatna odchylka (SD) z 3 nezavislych
mereni. Hodnota ns odpovida p>0,05. Symbol **** je oznaceni pro p-hodnotu < 0,0001.
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Tab. 4 Specificka aktivita vybranych enzymii po inhibici tipifarnibem

Koncentrace Spec.i ﬁ.Cké Specificka Inhibice . ,
Enzym tipifarnibu aktivita aktivita enzymove im}f rﬁf a‘;r;/a)
(uM) (nmi)r;/zn}:g/l;lin) enzymu (%)  aktivity (%) odehyika (o
0* 252,6 100,0 - -
AKRI1A1 10 281,0 111,3 0 19,3
50 282,5 111,9 0 24,6
0* 12,4 100,0 - -
AKRI1BI1 10 12,8 102,9 0 16,1
50 12,0 96,4 3.6 16,3
0* 54,1 100,0 - -
AKRIBI10 10 28,1 51,9 48,1 8,5
50 16,2 29,9 70,1 10,7
0* 243,8 100,0 - -
AKRIC3 10 29,2 12,0 88,0 1.9
50 17,2 71 92,9 0,7
0* 1390,6 100,0 - -
CBR1 10 1956,8 144,7 0 48,3
50 1987,9 143,0 0 43,9

* kontrola DMSO

Vysledky jsou do tabulky vyneseny jako priimérna hodnota a smérodatna odchylka (SD) z 3
nezavislych méreni. Tuéné zvyrazneéné jsou hodnoty, u kterych doslo k statisticky vyznamné inhibici.
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Obr. 10 Grafickeé porovnani specifické aktivity (%) u jednotlivych enzymui

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako priumeérna hodnota = SD z 3 nezavislych meérent

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze nejvyssi inhibice nastala u enzymu AKRI1C3,
a dale u AKR1B10. U obou enzymi se jednalo o signifikantné vyznamni rozdil v specifické
aktivité¢ mezi kontrolnim vzorkem DMSO a vzorkem s danou koncentraci TIP (jak u nizsi, tak
u vyS$i koncentrace inhibitoru). U AKR1C3 se u niz§i koncentrace inhibitoru (10 pM)
naméfila 88,0 = 1,9% inhibice. TIP o koncentraci 50 uM inhiboval reakci z 92,9 + 0,7 %.
U enzymu AKR1B10 doslo k inhibici o 48,1 + 8,5 % pfi pouziti inhibitoru o koncentraci
10 uM a k inhibici o 70,1 £+ 10,7 % v reakci, kde byl pfitomen inhibitor o koncentraci 50 uM.

U enzymi AKR1A1l, 1B1 a CBRI je inhibice reakce nulova nebo statisticky
nevyznamna. Teoretickd hodnota ICso u enzymu AKRIB10 by pro TIP byla pfiblizné
10,4 uM, zatim co u enzymu AKRI1C3 by to bylo kolem 5,7 uM, proto se v nasledujicich

¢astech experimentu pokracovalo pouze s enzymem AKR1C3.

V praci od Milana (2019) se stanovovala specifickd aktivita enzymu (v nmol/mg/min)
vuci daunorubicinu a bylo zjisténo, Ze nejvyssi aktivitu ma CBR1, nésledné¢ AKRIC3, 1A1,
aktivita byla naméfena u CBRI1, déle sestupné¢ u AKR1AI1, 1C3, 1B10 a 1BI1. Enzymy
AKRIC3 a 1Al vykazovaly velmi podobnou aktivitu vii¢i daunorubicinu. V pfipad¢, Ze by
exprese jednotlivych enzymi byla na buikdch AML stejna a TIP by inhiboval pouze reakce
katalyzované AKR1C3 a 1B10, pficemz aktivita CBR1 by byla o mnoho silnéjsi, byla by tato
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inhibice v praxi zanedbatelna. Bylo vSak zjisténo, Ze v naddorovych bunkach jsou zvySené
exprimovany enzymy AKRIC3 a CBRI1. V klinické praxi to pak znamena, ze inhibitor
pusobici zejména na AKR1C3 a v mensi mife i na AKR1B10 je vyznamny, protoze dojde
k vyraznému snizeni koncentrace daunorubicinolu. Jelikoz vSak je ve zvySené mife
exprimovan také CBRI1, ktery méa vyrazn€¢ vyss$i aktivitu v pfeméné daunorubicinu
na daunorubicinol, mély by byt provedeny také studie hledajici inhibitor tohoto enzymu

(Birtwistle, 2009; Jamrozik, 2023).

Sila inhibice ptisobenim TIP zatim nebyla pro CRE stanovovana, a to ani u ostatnich
inhibitori farnesyl transferazy, lonafarnibu a BMS 214662. Tyto dva inhibitory byly testovany
zatim pouze v souvislosti s inhibici navazani RAS k membrané buiiky, a to naptiklad ve studii
dle Papadimitrakopoulou (2005) ¢i Ravoet (2008). Byly vSak pouzity jiné inhibitory
k experimentalnimu zjiSténi inhibice u stejnych enzym (AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1)
a za pouziti stejného substraitu (daunorubicinu). Ve srovnani s inhibitory asciminib
(Tuckova, 2023) a zanubrutinib (Havlickova, 2022) byla inhibice specifické aktivity
uenzymu AKRIC3 silnéjsi u TIP. Srovnatelné velka inhibice s TIP nastala u inhibitorti
branebrutinib (Fiklikova, 2022) a olaparib (LekeSova, 2021). A naptiklad enasidenib prokazal
vyssi silu inhibice nez TIP u enzymu AKRI1C3 (Péckova, 2021). Z tohoto srovnani lze
vyvodit, ze TIP inhibuje specifickou aktivitu enzymu AKR1C3 s pomérn¢ velkou silou. Dale
napiiklad derivaty baccharinu (Penning, 2021) nebo inhibitor S07-2005 (He, 2022) jsou
silnymi inhibitory AKR1C3 testovanymi na buiikdch z linie AML. Téchto inhibitorii je cela

fada a vyzkum se stale sousttedi na objevovani dalSich.

5.2 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso

Déle se stanovovala ICso, tedy koncentrace inhibitoru, pti které dojde ke sniZeni
aktivity enzymu z 50 %. Jak bylo zminé€no vyse, tento experiment se provedl pouze u enzymu
AKRI1C3. Méfeni bylo provedeno celkem ctytikrat a jednotlivé grafy téchto méfeni jsou vidét
na Obr. 11. Ciselné hodnoty specifické aktivity a inhibice jsou v Tab. 5.
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Obr. 11 Zavislost specificke aktivity (%) na log koncentraci TIP u jednotlivych méreni

A = prvni mereni; B = druhé méreni; C = treti méreni; D = cétvrté mereni. Vysledky jsou do grafu
vyneseny jako prumeérnd hodnota + SD.
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Tab. 5 Specificka aktivita AKRIC3 a mira inhibice TIP pri stanoveni IC50

A = prvni méreni; B = druhé mereni; C = treti méreni; D = ctvrté méreni. Vysledky jsou do grafu
vyneseny jako primérna hodnota a smérodatnd odchylka (SD) z 3 nezavislych meéreni. * kontrola
DMSO

A B
Koncenrce S S e ST Koneenvace SRR i e
(nmol/mg/min) (%) (%) (nmol/mg/min) (%) (%)
0* 201,6 100,0 - - 0* 183,6 100,0 - -
0,05 201,7 99,0 1,0 8,8 0,05 172,6 94,0 6,0 5,5
0,10 183,2 90,9 9,1 2.8 0,10 150,9 82,2 17,8 3,1
0,25 124,0 61,5 38,5 2.4 0,25 119,2 64,9 35,1 2,3
0,50 81,6 40,5 59,5 1,5 0,50 84,4 46,0 54,0 3,6
2,50 27,0 13,4 86,6 1,2 2,50 24,5 13,4 86,6 0,6
5,00 18,2 9,0 91,0 1,1 5,00 15,0 8,2 91,8 0,2
10,00 11,8 5.8 942 12 10,00 10,4 5,7 943 0,1
50,00 4.8 2,4 97,6 0,1 50,00 5,1 2,8 97,2 0,1
C D
Konceneace SO Mo hbiee Codu Koneenrce ST SR nhibice SCoika
(nmol/mg/min) (%) (%) (nmol/mg/min) (%) (%)
0* 268,4 100,0 - - 0* 2432 100,0 - -
0,05 2483 87,7 12,3 49 0,05 230,7 94,9 5,1 1,3
0,10 234,7 82,9 17,1 1,1 0,10 2248 92,4 7,6 32
0,25 1852 65,4 34,6 2,1 0,25 172,3 70,9 29,1 1,4
0,50 128,1 452 54,8 0,6 0,50 121,8 50,1 49,9 4,2
2,50 42.6 15,0 85,0 0,6 2,50 53,5 22,0 78,0 0,6
5,00 32,2 11,4 88,6 0,5 5,00 40,2 16,5 83,5 0,5
10,00 25,7 9,1 90,9 0,1 10,00 29,4 12,1 87,9 1,3
50,00 18,5 6,5 93,5 0,1 50,00 16,6 6,8 93,2 1,0
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Hodnoty specifick¢ aktivity enzymu AKRI1C3 ze vSech méfeni byly nasledné
vyneseny do spolecného grafu pro ICso (viz Obr. 12), kde byla v programu GraphPad Prism

spoctena hodnota 95% konfiden¢niho intervalu pro ICso, a to v rozmezi 0,44 az 0,60 pM.

1004 ICs0: 0,51 uM
95% CI: 0,44 — 0,60 uM

specificka aktivita AKR1C3 (%)

Obr. 12 Zavislost specificke aktivity (%) na log koncentraci TIP

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako prumérnd hodnota + SD ze 4 nezavislych mérent.

Pfi srovnéni s dal$imi inhibitory byly hodnoty ICso pro TIP velmi nizké. U asciminibu
byla namétena hodnota ICso 17,4 uM (Tuckova, 2023). Pfi experimentalnim stanoveni ICso
pusobenim zanubrutinibu se naméfila hodnota 4,9 uM (Havlickova, 2022). Dale také
branebrutinib vykazoval vy$§i hodnotu ICso ve srovnani s TIP, konkrétné¢ 2,7 uM
(Fiklikova, 2022). Hodnota ICso u enasidenibu se stanovila na 1,1 pM a u olaparibu na 3,4 uM
(LekeSova, 2021). Velmi podobnou hodnotu ICso jako TIP mél také inhibitor 4-
metyltetracyklin (0,51 puM), ktery je velmi selektivni k enzymu AKRIC3 a u které¢ho
probihalo méfeni na bunééné linit AML (Penning, 2021). U jiz zmiflovaného inhibitoru S07-
2005 byla, opét pro AKRI1C3, zmétend hodnota ICso (0,13 puM), kterd byla jesté nizsi
nezu TIP (He, 2022). Také dinaciclib vykazoval velmi nizkou hodnotu ICso, konkrétné
0,23 uM abyl takto experimentalné testovan na bunécné linii lidského kolorektdlniho

karcinomu HCT116 (Novotna, 2018).

Ukazuje se, ze TIP ma ve srovnani s vySe zminénymi inhibitory pomérné nizkou
hodnotu ICso, coZ je velmi vyhodné pro klinické pouziti a da se tak predpokladat vysoka

afinita inhibitoru k enzymu. Plati, Ze pokud je niZsi hodnota I1Cso, bude 1€k ti¢inny 1 pfi niz§ich
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davkach. To znamena, ze dojde spiSe k zabiti rakovinné buiikky a men§imu poskozeni bunck

zdravé tkang, a tudiz zptisobeni niz$i systémové toxicity (Berrouet, 2020).

Ve studii dle Widemann (2006) byla mimo jiné zjiStovana hodnota maximalni
koncentrace (Cmax) TIP v plazmé po podani riiznych davek tohoto inhibitoru. Pii davce
150 mg/m? byla stanovena hodnota Cmax 885 ng/ml, coz po prevedeni jednotek je 1,81 uM.
P¥i podani nejvyssi davky, tedy 375 mg/m? doséhla hodnota Cumax 4,97 uM. Za piedpokladu,
7e pramérny ¢loveék ma plochu 1,86 m? tak mu byla v této studii podana nejvyssi davka
698 mg, pri¢emz nejvyssi tolerovana davka TIP je 900 mg, a to dvakrat denné. Jelikoz je
mozné dosdhnout hodnoty Cmax v plazmé 1,81 az 4,97 uM a hodnota ICso je 0,51 uM, tak lze

predpokladat, ze jsou zjisténé vysledky relevantni pro pouziti v klinické praxi (Gonéc, 2015).

5.3 Stanoveni typu inhibice a K;

Tento experiment se provadi jak s riznymi koncentracemi inhibitoru, tak substratu
daunorubicinu. Byl proveden celkem tfikrat pro stanoveni nezavislého vysledku. Ziskané
hodnoty se zpracovaly v programu GraphPad Prism a byly vyneseny do dvou typd grafi.
Jednim byl graf Michaelis-Mentenové, ktery ukazuje vztah mezi koncentraci substratu
a rychlosti odpovidajici enzymaticky fizené reakci. A dalSim graf dle Lineweaver-Burka, jenZ
vznikne jako dvojité reciproky vynos ziskanych hodnot. Jeho velkou vyhodou je, Ze poskytuje

presn€j$i odhad Vmax, a tudiz 1 pfesnéjsi informace o inhibici. Linearizaci dat se zvySuje

presnost a chyba tak miize byt stanovena kvantitativn¢ (Pant, 2008).

Vysledky jednotlivych méfeni jsou zobrazeny na Obr. 13. A primérny vysledek ze tii

meéfeni je zndzornén na Obr. 14 a 15.
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13 Zavislost specifické aktivity u enzymu AKRIC3 na koncentraci substratu

A = prvni méreni; B = druhé méreni; C = treti méreni; D = ctvrté méreni. Vysledky jsou do grafu

vyneseny jako hodnota + SD. Levy sloupec je graf Michaelis-Mentenove, pravy sloupec je graf dle

Lineweaver-Burka
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Obr. 14 Graf Michaelis-Mentenové — zobrazeni priimérnych hodnot

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako priimérna hodnota + SD ze 3 nezavislych méreni.
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Obr. 15 Graf dle Lineweaver-Burka — zobrazeni prumérnych hodnot

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako primérnd hodnota + SD ze 3 nezavislych méreni.

Z hodnoty K Ize zjistit, jak velka je afinita inhibitoru k enzymu. Plati, Ze ¢im je nizsi
Ki, tim je vyS$$i afinita inhibitoru k enzymu. Z grafu na Obr. 14 je patrné, Ze hodnota

K se pohybuje v rozmezi 0,23 az 0,29 uM, tedy se jednd o velmi nizkou hodnotu. Toto je

49



vyhodné, jelikoz je mozné v klinické praxi k 1écbé pacienta pouzit niz$i davku léciva
(Busti, 2015).

Hodnota a je jednim z parametrti, podle kterych lze urcit o jaky typ inhibice se jedna.
Je-li hodnota o velmi vysoka, je fe¢ o kompetitivni inhibici. V pifipadé nekompetitivni
inhibice se o = 1. Jak lze vidét na pfedchozim grafu (viz Obr. 15) hodnota a lezi v intervale
1,40 az 1,94, co naznaluje, ze se pravdépodobné jedna o smiSeny typ inhibice. Také
z grafického porovnani lze usoudit, ze TIP je smiSeny inhibitor, jelikoz se pifimky
jednotlivych koncentraci inhibitoru vétSinou protinaji v II. kvadrantu grafu, nejlépe je toto
vidét na Obr. 13B. Pfi smiSeném typu inhibice se inhibitor vaze jak na aktivni misto enzymu
(odpovida kompetitivnimu typu), tak na jeho alosterické misto (odpovida nekompetitivnimu
typu). V tomto ptipad¢ lze ptredpokladat, Ze se jedna o smiSeny typ inhibice se sklonem
k nekompetitivnimu typu. Z prezentovanych dat moZno polemizovat, zda hodnoty
ana Obr.13A a 13C nenasvédCuji, ze by se mohlo jednat o nekompetitivni typ inhibice.
Hodnoty a by v tomto ptipadé byly blizko jedné. I pti grafickém zhodnoceni Ize vidét, ze graf
na Obr. 13C odpovida spiSe nekompetitivnimu typu. Z toho divodu byl proveden také
experiment pro stanoveni pevnosti vazby. Nizkd hodnota K; spolecné s nekompetitivnim

typem inhibice by totiZ naznacovali, zZe se miize jednat o tzv. pevné se vazajici inhibitor.

JiZ zminéné inhibitory, tedy asciminib (Tuckovd, 2023), zanubrutinib
(Havlickova, 2022), branebrutinib (Fiklikova, 2022), enasidenib (P&éckova, 2021) a olaparib
(LekeSova, 2021) se vSechny ukazaly jako nekompetitivni s vyjimkou enasidenibu. Nejnizsi
Ki bylo pak zméteno u olaparibu (3,99 uM), ktera je vSak pii srovnani s TIP stale vySsi,
aproto je TIP vyhodngjsi pro potencidlni lécbu. DalSim nekompetitivnim inhibitorem
s nizkou hodnotou K; (0,07 puM) je dinaciclib (Novotna, 2018). TIP vykazuje smiSeny typ
inhibice se sklonem k nekompetitivnimu typu. SmiSeny typ inhibice poskytuje naptiklad také
bisdemetoxykurkumin, jenz byl testovan in vitro na rekombinantné piipravené AKR1C3

(Calhoon, 2019).
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5.4 Stanoveni pevnosti vazby

Naposledy se testovalo, zda se inhibitor vaze na enzym reverzibilné ¢i ireverzibilng.
Pfi tomto pokusu byly pouzity rizné koncentrace enzymu AKRIC3 a inhibitoru TIP.
Vysledkem byly Ctyfi hodnoty ICso, kdy jedna hodnota odpovidala jedné koncentraci enzymu.
Tyto hodnoty byly vyneseny na graf, ktery Ize vidét na Obr. 16.
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Obr. 16 Zavislost ICso na koncentraci enzymu AKR1C3 — graficky

Vysledky jsou do grafu vyneseny jako primérnd hodnota + SD ze 3 nezavislych méreni.
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Z nize uvedenych vysledki (Tab. 6) vyplyva, Ze se inhibitor vdZe na enzym
reverzibilng. Pfi ireverzibilni inhibici by hodnota ICso byla pfimo umérn€ rostouci
se zvySujici se koncentraci enzymu. TIP puasobi tedy smiSenou, reverzibilni inhibici
se sklonem k nekompetitivnimu typu. Navic ma nizkou hodnotu K; a ICso, tudiz by se mohl
podavat v nizkych davkéach. Pro praktické ovéfeni této teorie je by bylo vhodné provést

experiment s inhibitorem TIP a enzymem AKR1C3 na bunécné linii.

Tab. 6 Hodnoty IC50 inhibitoru TIP pro riizné koncentrace enzymu AKRI1C3

Hodnota ICsg inihibitoru (uM)

Koncentrace
AKRIC3 Smérodatna
‘ 1.mé&feni 2.méfeni Primér
(ng/reaket) odchylka
0,50 1,00 1,15 1,08 0,11
1,50 0,80 0,73 0,77 0,05
3,00 1,17 0,89 1,03 0,20
5,00 1,55 1,55 1,55 0,00

Inhibitory zanubrutinib (Havli¢kova, 2022) a branebrutinib (Fiklikova, 2022) také
prokézaly, ze se vaZzou na enzym AKRI1C3 reverzibilné. Mezi dal$i reverzibilni inhibitory
AKRI1C3 patii naptiklad indometacin (Byrns, 2008). Jiz dfive zmiflovany dinaciclib vykazuje
vici AKRI1C3 jako jeden zmala ireverzibilni typ inhibice (Novotna, 2018). Ireverzibilni
inhibitory maji vyssi ucinnost, jelikoz poskytuji pevnéjsi vazbu s enzymem, kterd diky tomu
déle vydrzi. Timto enzym pfijde o svou funkci na mnohem del$i dobu, nez je tomu
u reverzibilniho navazani (Roskoski, 2007). Ve srovnani s TIP se dinaciclib ukazuje jako lepsi

inhibitor, jelikoz ma velmi nizké hodnoty ICso a K; a také se vaze na enzym ireverzibilné.

Ve studii dle Jabbour (2011) se TIP testoval in vivo v kombinaci s idarubicinem
a cytarabinem. Idarubicin je stejné¢ jako daunorubicin antracyklinové antibiotikum. B&éhem
studie byl pacientim podavan cytarabin po dobu jednoho az ctyf dnii, ndsledovan
intravendznim podévanim idarubicinu. TIP byl davkovan dvakrat denné¢ po dobu 21 dnt.
Vysledkem bylo, ze celkem 64 % testovanych pacienti dosahlo kompletni remise, dalSich
9 % pacientii také dosahlo kompletni remise, avSak s netplnym obnovenim krevnich desticek,

21 % pacientl se neuzdravilo a 4 % pacientii béhem studie exitovalo. Tato studie ukazuje,
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ze potencialné vhodnym substratem pro TIP je také idarubicin. K podobnym vysledkiim

dospéla také studie dle Ravandi-Kashani (2006).
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6 ZAVER

Antracyklinova antibiotika se pouzivaji na léCbu nadorovych onemocnéni, vcetné
AML. Vlivem enzymt CRE z nadrodiny AKR a SDR (konkrétné¢ AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3
a CBRI1) dochazi k pfeméné daunorubicinu na jeho metabolit daunorubicinol. Ten je vSak
mnohem mén¢ U¢inny a také vice toxicky nez jeho parentni latka. Proto se v této praci
stanovoval potencidlni vliv inhibitoru na vybrané enzymy spadajici do vySe zminénych

nadrodin.

V prvni fadé byl proveden screening, ve kterém bylo zji§téno, Ze k nejvétsi inhibici
dochazi u enzymu AKR1C3, a to konkrétné o 88,0 + 1,9 % pfti koncentraci inhibitoru 10 pM.
Pti 50uM koncentraci doslo k inhibici reakce z 92,9 + 0,7 %. K inhibici reakce doslo také
u enzymu AKRI1BI10, sila inhibice byla vSak niz$i nez u AKRI1C3, a proto byl pro dalsi
meéfeni pouzit pouze enzym AKRI1C3. Hodnota ICso byla stanovena na 0,51 + 0,03 uM
a hodnota inhibi¢ni konstanty na 0,26 + 0,03 uM. Pfi porovnani s dal§imi inhibitory se TIP
ukézal jako velmi u€inny, jelikoZ dosahuje velké inhibice a ma velmi nizké hodnoty ICso a K.
Déle bylo zvysledki uréeno, ze TIP pravdépodobné poskytuje smiSeny typ inhibice

se sklonem k inhibici nekompetitivni a na enzym se vaze reverzibilng.

Pro potvrzeni téchto zavéru je potieba provést experimentalni test s vyuZzitim enzymu
AKRIC3 a inhibitoru TIP na bunécnych liniich s uméle navozenou expresi vybrané¢ho
enzymu. Pro relevantnéjsi vysledek by se dale pracovalo s bunéénym modelem rakovinového
ptvodu. Pouzit by se mohla buné¢na linie odvozend od AML, jako napiiklad Kasumi-1

a Kasumi-6 (Zapotocky, 2013).
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7 SEZNAM ZKRATEK

AKR

AML

ATP

bE

bS

CRE

DMSO

DNA

dsDNA

FAB

FDA

FISH

GDP

GTP

LRP

MVP

MRP

NADP

NaPB

aldo-ketoreduktazy

akutni myeloidni leukémie

adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)
bez enzymu

bez substratu

karbonyl redukujici enzymy (z angl. carbonyl reducing

enzymes)

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
dvouretézcova DNA (z angl. double stranded DNA)
Francouzsko-americko-britska

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (z angl. Food and drug

administration)

fluorescenéni in situ hybridizace
guanosindifosfat (z angl. guanosine diphosphate)
guanosintrifosfat (z angl. guanosine triphosphate)

protein asociovany s plicni rezistenci (z angl. lung resistence-

related protein)
tzv. Major vault protein

protein asociovany s mnohocetnou lékovou rezistenci (z angl.

multidrug resistance associated protein)

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (z angl. nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate)

sodno-fosfatovy pufr (z angl. natrium phosphate buffer)
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NI

Pgp

RNA

RT-PCR

SD

SDR

TIP

UHPLC

WHO

neinhibovana reakce
P-glykoprotein
ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

reverzné-transkriptdzova polymerni fetézova reakce (z angl.

reverse transcription polymerase chain reaction)
smérodatna odchylka (z angl. standard deviation)

dehydrogenazy/reduktazy s kratkym tetézcem (z angl. short-

chain dehydrogenase/reductase)
tipifarnib

vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (z angl. ultra-high-

performace liquid chromatography)

Svétova zdravotnickd organizace (z angl. World Health

Organization)
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