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Nazev disertacni prace: Modulace rezistence nddorovych bunék prostfednictvim inhibice

vybranych lidskych karbonylreduktdz tyrosinkindzovymi inhibitory

Vyvoj rezistence na antracyklinovd antibiotika (ANT), vysoce uc¢inné
chemoterapeutické latky, ptfedstavuje v oblasti 1écby rakoviny vyznamny problém.
Rezistence k ANT je kromé jinych mechanismi zprostfedkovana aktivitou karbonyl
redukujicich enzymi (CRE) z nadrodiny aldo-ketoreduktdz (AKR) a
dehydrogenédz/reduktaz s kratkym fetézcem (SDR). Tyto enzymy preméiuji ANT na
méné aktivni alkoholové metabolity, ¢imzZ snizuji jejich terapeutickou Uc¢innost. Kromé
toho pfispivaji k rezistenci efluxni ATP-binding cassette (ABC) transportéry, které
aktivné odcerpavaji ANT z nadorovych bunék, ¢imZz snizuji jejich intracelularni
koncentrace.

Inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy (BTKi) pfedstavuji novy pfistup k prekonani
rezistence na ANT. V klinickych studiich byly BTKi testovany samostatné nebo v
kombinaci se standardni chemoterapii zahrnujici ANT. Na§ vyzkum se zamétfuje na
hodnoceni potencialu BTKi (akalabrutinib, ACA; ibrutinib, IBR; tirabrutinib, TIR;
zanubrutinib, ZAN) inhibovat vybrané¢ CRE (CBR1, AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2) a
potencovat G¢inky daunorubicinu (DAUN) v naddorovych bunkach.

V experimentalni €asti byl zkoumdan inhibi¢ni potencidl vybranych BTKi na
aktivitu pfislusnych rekombinantnich CRE deaktivujicich DAUN na jeho metabolit
daunorubicinol (DAUN-OL). Ze vSech studovanych CRE vSechny BTKi vykazovaly
nejvyssi inhibi¢ni potencial pro AKR1C3, zatimco ostatni studované reduktazy byly
inhibovany nevyznamné. Tento inhibi¢ni ucinek byl ovéfen také na bunécné urovni
pomoci bunééné linie HCT116 tranzientné transfekované AKRI1C3. Vsechny BTKi
ucinné inhibovaly aktivitu AKR1C3 v intaktnich bunkach. Nésledné studie zkoumaly



ucinek kombinace DAUN s vybranymi BTKi na trovni nadorovych bunéénych linii s
tranzientni nebo endogenni expresi AKR1C3.

Po kvantitativni analyze vztahu davka/ucinek vykazovaly vSechny vybrané BTKi
synergicky ucinek s DAUN a vyznamné zvySovaly cytotoxicky ucinek DAUN na
nadorové buiky s tranzientni nadmérnou expresi AKR1C3. Tento synergicky tc¢inek byl
ovéten na bunécné linii A549 s endogenni expresi AKR1C3. Kombinace DAUN s BTKi
(ACA, IBR, ZAN) vedly ke snizeni ucinné davky DAUN a zlepSeni synergickych
parametrii v zéavislosti na davce BTKi. Za ucelem zjisténi, zda je synergicky ucinek
kombinace DAUN s vybranymi BTKi (TIR, ZAN) ovlivaén zménami v expresi
AKRIC3, byly zkoumdny mozné zmény v hladinich mRNA AKRI1C3. Vysledky
nenaznacily zadnou upregulaci mRNA AKRI1C3. Déle byl zkouman vliv vybranych
BTKi (TIR, ZAN) na efluxni aktivitu ABC transportéri. Oba BTKi vyznamn¢ inhibovaly
ABC transportéry (ABCBI1, C1 a G2), coz naznacuje dal$i mechanismus boje proti
rezistenci na ANT.

Nase zjisténi naznacuji, ze BTKi mohou slouzit jako u¢inné modulatory rezistence
vicéi ANT. Kombinovana terapie pfedstavuje slibny piistup ke zlepSeni klinickych

vysledkt 1éEby nadorovych onemocnéni zalozené na ANT.
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In cancer therapy, developing resistance to anthracycline antibiotics (ANTSs), highly
effective chemotherapeutic agents, poses a significant challenge. Besides other
mechanisms, ANT resistance is mediated through the activity of carbonyl reducing
enzymes (CREs) from the superfamily of aldo-ketoreductases (AKRs) and short-chain
dehydrogenases/reductases (SDRs). These enzymes convert ANTs into less active
alcohol metabolites, reducing their therapeutic efficacy. In addition, ATP-binding
cassette (ABC) efflux transporters contribute to resistance by actively pumping ANTs out
of cancer cells, thereby reducing their intracellular concentrations.

Bruton’s tyrosine kinase inhibitors (BTKis) represent a novel approach to
overcoming ANT resistance. In clinical trials, BTKis have been tested alone or in
combination with ANT-containing standard chemotherapy. Our research focuses on
evaluating the potential of BTKis (acalabrutinib, ACA; ibrutinib, IBR; tirabrutinib, TIR;
zanubrutinib, ZAN) to inhibit selected CREs (CBR1, AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2),
and to potentiate the effects of daunorubicin (DAUN) in cancer cells.

In the experimental part, the inhibitory potential of selected BTKis on the activity
of the respective recombinant CREs and the reductive conversion of DAUN to its
metabolite daunorubicinol (DAUN-OL) was investigated. Of all the CREs studied, all
BTKis showed the highest inhibitory potential for AKR1C3, whereas the other studied
reductases were inhibited insignificantly. This inhibitory effect was verified at the cellular
level using the HCT116 cell line transiently transfected with AKR1C3. All BTKis
effectively inhibited AKR1C3 activity in intact cells. Subsequent studies investigated the
effect of combining DAUN with selected BTKis at the level of cancer cell lines with



transient or endogenous expression of AKRIC3. After quantitative analysis of
dose-response relationships, all selected BTKis exhibited a synergistic effect with
DAUN, significantly enhancing the cytotoxic effect of DAUN on cancer cells transiently
overexpressing AKR1C3. This synergistic effect was verified in the A549 cell line with
endogenous expression of AKR1C3. Combinations of DAUN with BTKis (ACA, IBR,
ZAN) led to a decrease in the effective dose of DAUN and an improvement in the
synergistic parameters as a function of the dose of BTKi. To assess whether the
synergistic effect of combining DAUN with selected BTKis (TIR, ZAN) is affected by
changes in AKR1C3 expression, potential alterations in AKR1C3 mRNA levels were
investigated. The results indicated no upregulation of AKR1C3 mRNA. Furthermore, the
effect of selected BTKis (TIR, ZAN) on the efflux activity of ABC transporters was
investigated. Both BTKi significantly inhibited ABC transporters (ABCB1, C1, and G2),
suggesting an additional mechanism to combat ANT resistance.

Our findings suggest that BTKis may effectively modulate ANT resistance by
targeting multiple resistance mechanisms. Combination therapy represents a promising

approach to improving clinical outcomes in ANT-based cancer treatment.
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1 UVOD

Lékova rezistence predstavuje vyznamnou vyzvu v moderni medicin€. Tento jev
muze byt zpsoben Sirokou Skalou biochemickych a fyziologickych mechanismu, které
vedou ke snizeni u¢innosti 1é¢iv a odolavani bunék farmaceutickym zasahiim. Rezistence
se vyskytuje u riznych typt infekci, vcetné bakteridlnich, virovych, plisiovych a
parazitarnich onemocnéni. Rezistence na antibiotika je jednou z nejkritictéjSich oblasti
zajmu, protoze nckteré bakteridlni kmeny si dokazaly vyvinout rezistenci viuc¢i vice
antibiotikiim, coz pfedstavuje vazné komplikace v 1écbé (Davies & Davies, 2010).
Rovnéz v terapii nddorovych onemocnéni piedstavuje rozvoj 1ékové rezistence hlavni
prekazkou uspésné 1écby. Nadorova onemocnéni patii mezi nejzadvaznéjs$i zdravotni
komplikace a v roce 2020 byla pti¢inou bezmala 10 milionti umrti (Sung et al., 2021). I
v tomto pfipadé€ rezistence nastava, kdyz si nddorové buniky vyvinou obrané mechanismy,
které vedou ke snizeni ucinnosti terapie. Mezi tyto mechanismy patii napf. mutace
cilovych proteinti, eflux IéCiv prostfednictvim lékovych transportérii nebo aktivita
biotransformaénich enzymii. Celosvétové incidence nadorovych onemocnéni stale
nariistd, coz pifedstavuje obrovskou fyzickou a emociondlni z4téZz pro jednotlivce a
finan¢ni zatéz pro zdravotni systémy. Pochopeni a pfekonani mechanismu rezistence je
zasadni pro zvySeni ucinnosti 1écby nadorovych onemocnéni a zlepSeni klinickych

vysledkt pacientt.
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2 NADOROVA ONEMOCNENI

Nadorova onemocnéni jsou riznorodou skupinou chorob, ktera mize postihovat
jakykoliv organ nebo tkan v lidském téle. Za normalnich podminek podléhaji buiiky
cyklické obnové, ktera je pod kontrolou fady mechanismi. Charakteristickym rysem
nadorového onemocnéni je selhdni v téchto kontrolnich mechanismech, které¢ vedou
k nekontrolovatelné autonomni proliferaci abnormalnich bunék, jejich migraci a
rezistenci vuci apoptoze. Takto zméneéné buiiky mohou napadat okolni tkan€ a Sifit se do
dalSich organa (metastazovani) (Zamecnik, 2019).

Mechanismy vzniku nadorovych onemocnéni jsou pomérné komplexni. Nadorova
onemocnéni jsou fazena mezi genetickd onemocnéni polygenniho charakteru. Vznikaji
ve vicestupiiovém procesu pieménou normalnich bunék na nadorové buiiky. Postupné
dochazi k celé tad¢ ziskanych somatickych mutaci v genech kontrolujicich bunéény
cyklus a diferenciaci (protoonkogeny a supresorové geny), v genech regulujicich
apoptézu a v genech zodpovédnych za reparaci deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
(Motofei, 2018; Zamecnik, 2019).

Tyto mutace mohou vznikat plisobenim rtiznych chemickych karcinogent ¢i zateni,
endogennich faktorG (volné kyslikové radikaly), tak i enviromentalnich mutagent.
Nejcasteji vSak vznikaji spontdnné v dusledku chyb pfi replikaci a reparaci DNA.
Izolované mutace jednoho genu zpravidla nevedou k rozvoji maligni transformace buiiky.
Aby se buiika zvrhla v nddorovou, musi se v ni nahromadit vice genetickych zmén
(Seyfried & Huysentruyt, 2013).

Vyznamnym mechanismem podilejicim se na karcinogenezi jsou epigenetické
modifikace genové exprese. Nej€astéji se uplatiiuje metylace DNA, pfi které dochazi
k zastaveni ¢i obnové transkripce genu i1 bez zmény jeho sekvence DNA, dale
posttransla¢ni modifikace histoni (napf. acetylace, metylace nebo fosforylace). Dulezitou
roli vregulaci genové exprese zastdvaji ribonukleova kyselina (RNA) interference,

zejména mikroRNA (Chik et al., 2011).

2.1 Protinadorova terapie

Na pocatku 20. stoleti byla 1é¢ba zaloZena pfedevSim na chirurgické resekci nadort.
Postupem casu technologicky vyvoj pfinesl radioterapii, hormonalni terapii a

chemoterapii. Soucasné byla vyvinuta také imunoterapie, 1 kdyz v menSim métitku, ve
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svétle ohromujiciho pokroku chemoterapie a radioterapie (DeVita & Chu, 2008; Liauw
et al., 2013). V dnesni dobé¢ existuje Sirokd skala terapeutickych nastrojii pro péci o
onkologické pacienty. V klinické praxi se pak bézn¢ kombinuje chemoterapie s jinymi
cytostatiky, cilenymi 1€Civy, radioterapii a chirurgii (Hennequin et al., 2019).

Neustaly rozvoj v oblasti molekularni patologie nddorovych onemocnéni umoziuje
navrhovat nova léciva, kterd plisobi na specifické molekularni cile, trénovat imunitni
systém a zvySovat jeho uCinnost, a vyvijet stale ucinn¢jsi terapeutické strategie (Pina-

Sanchez et al., 2021).

2.1.1 Konven¢ni protinadorova chemoterapie

Podstatou chemoterapie je podavani ruznorodych cytotoxickych sloucenin,
souhrnné¢ oznafovanych jako cytostatika. Cytostatika plisobi riznymi mechanismy,
kterymi zptisobuji poruchy DNA nebo ovliviiuji bunééné struktury nutné k déleni bunék.
Vysledkem je zastaveni ristu nebo smrti zasazenych bunék (Baudino, 2015).

Na zaklad¢ jejich mechanismu G¢inku mohou byt rozdélena na: alkylacni Cinidla,
kterd interferuji s nukleovymi kyselinami, destabilizuji DNA béhem replikace a
transkripce, coz vede k mutacim a vyvolani apoptozy (naptf. cyklofosfamid);
antimetabolity, které inhibuji syntézu DNA, RNA nebo jejich stavebnich blokl
(metotrexat, S5-fluorouracil); mitotické jedy, které cili na bunétné pochody spojené s
délenim bun¢k neboli mitézou (paklitaxel, vinkristin); inhibitory topoizomeraz, které
brani spravnému odvijeni DNA béhem replikace a transkripce (topotekan, etoposid); a
cytotoxicka antibiotika, kterd uplatiiuji antineoplastické ucinky rtznymi mechanismy,
véetné interkalace DNA, inhibice topoizomerdz ¢i nadmérné tvorby reaktivnich forem
kysliku (ANT). Pravé touto skupinou chemoterapeutickych latek se budeme v této
disertacni praci zabyvat podrobnéji. Dale se v konven¢ni chemoterapii uplatiiuji hormony
a ptibuzné latky (glukokortikoidy, progestiny, antiestrogeny, antiandrogeny), enzymy (L-
asparaginaza) ¢i hydroxyurea (Galluzzi et al., 2015; Goodman & Gilman, 2018).

Chemoterapie je zaloZena na inhibici déleni rychle proliferujicich bunék, coz je
charakteristické pro nadorove buniky. AvSak soucasné chemoterapie ovliviiuje 1 normalni
buniky s rychlou proliferaci, jako jsou buiiky gastrointestindlniho traktu, kostni dien¢ a
vlasové folikuly. Chemoterapie mé proto fadu nezadoucich U¢inki, jako jsou zmény v
krevnim obrazu, zmény na sliznicich zazivaciho traktu, alopecie, prijem a nespocet

dalSich (Perez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).
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2.1.1.1 Antracyklinova antibiotika

ANT jsou tfidou silnych chemoterapeutickych ¢inidel Siroce pouzivanych pii [é¢bé
mnoha forem nddorovych onemocnéni, naptiklad rakoviny prsu, leukémii, lymfomu a
sarkomt. Byly objeveny v 60. letech 20. stoleti a rychle se staly zadkladnimi kameny
v 1é€bé nddorovych onemocnéni diky své Sirokospektralni protinddorové aktivité
(Minotti et al., 2004). Prvnim zéastupcem byl daunorubicin (DAUN; daunomycin), ktery
byl poprvé izolovan z bakterie Streptomyces peucetius. Zahy nasledoval doxorubicin
(DOX; adriamycin) izolovany ze Streptomyces peucetius var. Caesius (Grein, 1987).

Ve snaze zlepsit terapeuticky index bylo pfipraveno mnoho jejich analogii.
Idarubicin (IDA), derivat DAUN; a epirubicin, semisynteticky derivat DOX, jsou analogy
ptirozené produkovanych ANT. Lisi se jen nepatrné chemickou strukturou, ale maji
pon¢kud odlisny farmakokineticky profil. DAUN a IDA se primarné€ pouzivaji u akutnich
leukémii, zatimco DOX a epirubicin vykazuji aktivitu proti Siroké Skale solidnich

nadorovych onemocnéni (Edwardson et al., 2015).

Ot

00 on WNH, O 0 o oNH,
0 Ty 0o iy
DOXORUBICIN OH DAUNORUBICIN OH

EPIRUBICIN IDARUBICIN

Obr. 1 Chemické struktury vybranych ANT

Protinadorové aktivita ANT je primarné ptipisovana jejich schopnosti interkalovat

do DNA, narusit funkci topoizomerazy II, vytvaiet volné radikaly a indukovat apoptozu.
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Tyto mechanismy spole¢né narusuji zékladni procesy, vedou k inhibici replikace a
transkripce DNA, coz nakonec vede ke smrti nadorovych bunck (Mattioli et al., 2023).
Prvnim z mechanismii, kterymi ANT uplatiiuji své protinadorové tcinky je interkalace
DNA. Tento proces zahrnuje inzerci molekuly ANT mezi pary bazi v molekule DNA a
inhibici syntézy makromolekul nezbytnych pro pteziti bunék, ¢imz pfimo ovliviiuji
transkripci, replikaci a reparaci DNA (Minotti et al., 2004). Kromé¢ toho ptsobi také jako
tzv. topoizomerazové jedy. Vyvolavaji nevratné poskozeni DNA tvorbou ternarniho
komplexu ANT-topoizomeraza-DNA. Topoizomeraza II je klicovy enzym pro replikaci
a transkripci DNA, ktery indukuje dvoufetézcové zlomy na 3'-fosfatovém skeletu, ¢imz
umoziiuje pruchod fetézce a odvijeni nadSroubovicového vinuti DNA. Tvorbou
ternarniho komplexu s ANT dochazi ke stabilizaci komplexu DNA-topoizomeraza II, coz
vede k zéastavé replikace, k inhibici opétovné vazby fetézci DNA, akumulaci zlomi a
nasledné k apoptdze (Nitiss, 2009).

Predpokladalo se, ze k cytotoxickym ucinkit ANT by mohla dale piispivat tvorba
volnych radikali, zejména reaktivni formy kysliku (ROS). Mechanismus toho procesu
zUstava stale nejasny, avSak zvySeny pocet ROS a pfitomnost deoxyaglykonu v moci po
podani ANT naznacuje moznost tohoto mechanismu (Shandilya et al., 2020) (Bachur,
1979).

Kromé toho mohou ANT zptsobit i1 jiné typy poSkozeni, napt. indukci apoptozy
prostfednictvim komplexnich signalnich drah, zesitovani DNA tvorbou aduktl
s formaldehydem, naruSeni telomer a genové stability interakci s telomerickou DNA,
naruseni proteasomalni funkce ¢i peroxidace lipida disledkem tvorby ROS (Minotti et
al., 2004).

Ackoli jsou ANT cenény pro svou Sirokospektralni protinaddorovou aktivitu, jejich
klinické pouZiti je omezeno mnoha vedlejSimi Uc¢inky, jako je nauzea, zvraceni, prijem,
alopecie, gastrointestinalni poruchy a Utlum kostni dfen¢, az po dlouhodobé vedlejsi
ucinky, jako kardiotoxicita ¢i malignity souvisejici s Ié¢bou. Riziko nezadoucich uc¢inkt
zavisi na davce, délce 1é€by a individualnich rizikovych faktorech pacienta (Mattioli et
al., 2023).

Kardiotoxicita je nejvyznamnéjSim a nejlépe prozkoumanym vedlejSim ucinkem,
ktery miiZze mit za nésledek srdec¢ni kontraktilni dysfunkci, kardiomyopatii, ventrikularni
dysfunkci, syndrom perikarditidy-myokarditidy, arytmie a srdecni selhani
(Shinlapawittayatorn et al., 2022). Nejnebezpecnéjsi je chronicka forma toxicity, kdy

dochézi k ireverzibilnim zménam v morfologii myocytl a jejich nasledné smrti. Tyto
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zmény mohou v dlouhodobém horizontu progredovat az do méstnavého srde¢niho selhani
(Mattioli et al., 2023). Molekularni mechanismy ANT-dependentni kardiotoxicity jsou
prakticky stejné jako mechanismy pusobeni 1é¢iva na nadorova onemocnéni, vcetné
interkalace DNA, inhibice topoizomerazy II, indukce oxida¢niho stresu a apoptozy
(Mattioli et al., 2023). Lécba kardiotoxicity zlstava i dnes velmi obtizna, protoze piesna
pfi€ina jejiho vzniku neni zcela objasnéna. Hlavnim cilem tedy zlstava jeji prevence nebo
omezeni. Nejjednodussim pristupem je uprava davkovaciho rezimu, napt. prodlouzeni
intervalu mezi jednotlivymi davkami (van Dalen et al., 2016). Dalsi strategii v prevenci
kardiotoxicity je pouziti liposomalnich formulaci ANT (Xing et al., 2015) nebo jejich
analogl. AvSak v pfipad¢ analogii bylo prokdzano, ze pfi srovnani s protinddorovou
u¢innosti je incidence kardiotoxicity podobna (Iarussi et al., 2005). Siroce zkoumanou
oblasti je farmakologicka kardioprotekce, kde se nejcastéji pouziva dexrazoxan, cheldtor
zeleza, ktery snizuje tvorbu ROS (McGowan et al., 2017).

Spolu s kardiotoxicitou indukuje ANT chemoterapie také rezistenci na ANT, ktera
je hlavni pfi¢inou selhdni chemoterapie u nadorovych onemocnéni. Existuje mnoho
mechanisml zodpovédnych za vznik ANT rezistence, mezi néz patfi zména/mutace
topoizomerazy II, zmény intracelularni koncentrace ANT, zmény metabolismu ANT,
zmény v indukei proliferace, DNA reparacnich drahach ¢i v inhibici apoptdzy (Mattioli
et al., 2023). Vyznamnym mechanismem pfispivajicim k rezistenci vii¢i ANT je jejich
metabolismus biotransforma¢nimi enzymy. ANT jsou metabolizovany tfemi hlavnimi
drdhami: redukci, tvorbou semichinonu a tvorbou deoxyaglykonu. Vlivem téchto drah
dochazi k dramatickému snizeni cytotoxickych u¢inkti (Edwardson et al., 2015). Heiben
et al. popsali roli biotransformacnich enzymi, konkrétné¢ aldo-ketoreduktaz, v rezistenci
na ANT. Poukézali na to, Ze zatimco exogenn¢ pfidany DOX se lokalizuje v jadfe bun€k
prsniho nadoru, exogenni doxorubicinol (DOX-OL) se hromadi v lysozomech. To
naznacuje, ze redukce ANT brani vstupu léciva do jadra. Navic pozorovali, ze DOX-OL
ma ve srovnani s DOX vyrazné niZsi afinitu k DNA, coz miZe byt také diivodem
nedostate¢né lokalizace DOX do jadra bun¢k (Heibein et al., 2012).

Zavedeni ANT do klinické praxe predstavovalo jeden z nejvétsich tspéchli moderni
onkologie. Navzdory jejich nezddoucim vedlejSim u¢inkim a Casto vznikajici rezistenci
maji ANT stale nezastupitelnou roli v 1é€bé mnoha nddorovych onemocnéni. Tento fakt
neustdle pohani vyzkum zaméteny na zlepSeni jejich ucinnosti a bezpecnosti pii 1écbe,
stejn¢ jako na jejich kombinaci s jinymi 1éCivy za ucelem dosazeni vyssi terapeutické

ucinnosti (Mattioli et al., 2023).
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2.1.2 Cilena protinadorova terapie

Nedostatecna specifita chemoterapie a s ni souvisejici nezadouci vedlejsi ucinky
vedly k vyvoji molekularné cilenych terapii, které ovliviiuji procesy piiméjsim a
koncentrace nebo aktivity 1éCiv ve specifickych tkanich a zaroven minimalizovat jejich
akumulaci v ostatnich tkanich, a tim dosdhnout vyssi G¢innosti a nizsi toxicity (Min &
Lee, 2022).

Myslenkou této terapie je blokovat specifické molekularni drahy, které u
nadorovych bunck fidi rist a progresi nadorového onemocnéni. Cilem je inhibice
klicovych signalnich mechanismii zapojenych do bunécné proliferace, pieziti,
angiogeneze a metastdz, tj. molekularni cile (receptory, ristové faktory, kindzové
kaskady nebo molekuly souvisejici s apoptdézou a angiogenezi), které jsou nadmérné
exprimovany nebo mutovany v nadorovych bunikach. Dale stimulovat imunitni systém
nebo zacilit podavani chemoterapeutickych latek specificky proti nddorovym buitkam,
¢imZz se minimalizuje mnozstvi zasazenych normalnich bun¢k a zamezuje vzniku
nezadoucich vedlejsich ucinkl (Goodman & Gilman, 2018; Perez-Herrero & Fernandez-
Medarde, 2015).

Hnacimi faktory progrese nddorovych onemocnéni jsou onkogenni drahy v
malignich buitkdch samotnych (napf. mutantni receptory a kinazy), reakce nadorového
mikroprostfedi (napf. angiogeneze) a inik malignich bunék z imunitniho dozoru hostitele.
Na zéklad¢ toho jsou primarnimi nastroji pro zacileni onkogennich drah monoklonalni
protilatky a inhibitory kindz s malou molekulou (Hanahan & Weinberg, 2011; Perez-
Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Monoklonélni protilatky jsou jedinecné ve své schopnosti pfimo zabijet nadoroveé
buniky. Zamétuji se na extracelularni ligandy (napf. bevacizumab cili na VEGF),
membranové receptory (napf. trastuzumab cili na HER2, cetuximab a panitumumab cili
na EGFR) a membranové vazané proteiny, jako jsou receptory riistovych faktorii nebo
receptorove ligandy (napf. rituximab cili na CD20) (Min & Lee, 2022; Zahavi & Weiner,
2020).

Nizkomolekularni inhibitory kindz mohou vstupovat do bun€k a interagovat s
intracelularnimi cili zapojenymi do signalizace nadorovych buné€k, z nichZ mnohé jsou
kinazy. Casto inhibuji vice enzymii s riiznou selektivitou, a proto maji pravdépodobné

Sirsi spektrum cilti a produkuji Sirsi spektrum pozadovanych Gc€inkt, ale 1 u¢inkd mimo
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cil a nezadoucich U¢inkti nezZ monoklonalni protilatky (Goodman & Gilman, 2018).
Vétsina inhibitort inhibuje proteinkinazy, které jsou zapojené do transformace, ristu,
proliferace a pteziti nddorovych buné¢k. Proteinové kinazy lze délit na receptoroveé
tyrosinkinazy, nereceptorové (cytoplazmatické) tyrosinkinazy, serin/threoninkinazy a
lipidové kinazy na zaklad¢ jejich subcelularni lokalizace, typu substratu a charakteristické
roli v nadorovém onemocnéni (Garcia-Aranda & Redondo, 2017). Inhibitory
proteinkinaz ptsobi vazbou na tyto kindzy v riznych konformacich, aby inhibovaly jejich
aktivitu. Inhibitory kinazy typu I se vazou na adenosintrifosfat (ATP)-vazebnou kapsu
aktivni konformace enzymu. Cast inhibitort typu I a inhibitory typu II se vaZzou enzym v
neaktivni konformaci. Inhibitory typu III a typu IV alostericky potlacuji aktivitu kinazy
vazbou v kindzové doméné, bud’ vedle kapsy vazajici ATP, nebo vzdalené od kapsy
vazajici ATP. Inhibitory typu V pusobi jako bivalentni inhibitory vazajici se na dvé riizné
¢asti kindzového laloku. Inhibitory typu VI jsou kovalentni inhibitory (Bhullar et al.,
2018).

Dal$imi néstroji v cilené 1écbé jsou hormonalni ¢inidla, jako jsou antagonisté
estrogenového receptoru (ER) a inhibitory aromatdzy, které se pouzivaji k lécbé
hormonalné zavislému karcinomu prsu (Min & Lee, 2022). Dale se vyuzivaji cilena
cytotoxicka cinidla, kterd mohou byt konjugovana s monoklonalnimi protilatkami ¢i
peptidovymi ligandy, nebo zahrnuta do nanonosi¢li (napf. metotrexat, inhibitor
dihydrofolatreduktdzy). Timto zplsobem se piekonavd nedostatek specifi€nosti
konven¢ni chemoterapie, coz umoznuje dosahnout vyssich koncentraci cytotoxickych
molekul v nddorové tkéni a snizit periferni toxicitu (Peters, 2019).

Ve srovnani s konven¢ni chemoterapii maji cilena terapeuticka ¢inidla vyrazné
protinddorové ucinky s méné vedlejSimi U¢inky. Nicméné 1 pfi cilené terapii dochdzi
k ur¢ité urovni interference s fyziologickymi signdlnimi drahami a tim k vyskytu
vedlejSich Uc¢inkl. NejCastéji se objevuje unava, nevolnost, kozni a gastrointestinalni
toxicita, jako jsou vyrazky a prijem (Lacouture & Sibaud, 2018). Podobné jako u
konvenéni chemoterapie i cilena terapie je ohroZena vznikem lékové rezistence, napf.
mutace v kindzovych doménach (napt. EGFR T790M) (Sharma et al., 2007) ¢i aktivace
bypassovych signalnich drah (Wheeler et al., 2010).

Molekularné cilené terapie zpusobily revoluci v 1é¢bé nadorovych onemocnéni a
poskytuji a€inné moznosti s obecné mensim mnozstvim vedlejSich ucinkli ve srovnani s
tradi¢ni chemoterapii. Pestoze dosahuji vynikajicich vysledkii u vybranych typt nadord,

neni pravdépodobné, ze by v dohledné dob¢ nahradily cytotoxické latky. Klinické studie
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spiSe prokazaly silnou synergii mezi cilenymi molekulami a konven¢nimi

chemoterapeutiky, diky ¢emuz jsou Casto kombinovany (Min & Lee, 2022).

2.1.2.1 Inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy

Brutonova tyrosinkindza (BTK) je nereceptorova tyrosinkinaza nezbytna v signalni
draze B-bunééného receptoru (BCR), ktera hraje klicovou roli ve vyvoji, diferenciaci a
funkci B-lymfocytd. Byla objevena v roce 1993, kdy mutace v riznych doménach BTK
se ukazaly jako pficina dédi¢ného onemocnéni X-vazané agamaglobulinémie, které je
charakterizovano zastavou vyvoje B-lymfocyti a hlubokou humoralni imunitni
nedostatecnosti (Vetrie et al., 1993)

Spolu s dal§imi ¢tyfmi kindzami patti BTK do rodiny TEC nereceptorovych
tyrosinkinaz. Jeho gen koduje protein o 659 aminokyselinach, ktery obsahuje pét riiznych
proteinovych interakénich domén, véetné homologni domény SRC (SH) (pojmenované
SH3 a SH2) a kinazové domény s enzymatickou aktivitou (Bradshaw, 2010; Brullo et al.,
2021; Hyvonen & Saraste, 1997; Wen et al., 2021). Domény SH2 a SH3 obsahuji
autofosforylacni misto Tyr223, zatimco katalytickd doména obsahuje dv¢ fosforylacni
mista (Tyr551 a Cys481) cilend ireverzibilnimi inhibitory. Tyto strukturalni
charakteristiky jsou zasadni pro navrh riznych typt inhibitortt BTK (BTKi) (Bradshaw,
2010). BTK je v podstaté cytoplazmaticky protein, ktery je prostfednictvim interakce
jedné z jeho domén s fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatem (PIP3) pfechodné translokovéan
do membrany vramci zapojeni do signalizac¢nich drah (Hendriks et al., 2014;

Satterthwaite et al., 1997).
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Obr. 2 Struktura nereceptorové tyrosinkinazy BTK. Prevzato z: (Pal Singh et al., 2018)

Kratce po svém objeveni byla popsana primarni role BTK v downstream signalizaci
B-lymfocytli zprostfedkované BCR (Hendriks et al., 2014; Mao et al., 2001). Tento
receptor je exprimovan na povrchu B-lymfocytl a jeho exprese je nezbytna pro preziti
béhem nékolika fazi vyvoje B-lymfocyti, ale také ve zralych, klidovych B-lymfocytech
(Kraus et al., 2004; Niiro & Clark, 2002). BCR se sklada ze dvou identickych téZkych a
lehkych imunoglobulinovych fetézclh spojenych disulfidickymi mustky (Gauld et al.,

2002). Imunoglobulinové fetézce BCR jsou nekovalentné asociovany se signalnimi
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proteiny BCR CD79A (Iga) a CD79B (IgP), které po navazani antigenu podléhaji
fosforylaci na imunoreceptorovych aktivacnich motivech na bazi tyrosinu (ITAM)
kinazami rodiny SRC. Fosforylované ITAM maji Siroké spektrum interakci s
adaptorovymi molekulami a kindzami, véetné¢ SYK kindzy, ktera je spolu s kindzami
rodiny SRC schopna fosforylovat a aktivovat BTK (Afar et al., 1996; Cheng et al., 1994).

K aktivaci BTK dochazi ve dvou krocich. Po translokaci do bunééné membrany je
BTK nejprve fosforylovana v poloze Y551 v kindzové doméné¢ BTK kindzami rodiny
SYK a SRC (Rawlings et al., 1996). Fosforylace BTK na Y551 podporuje jeji
katalytickou aktivitu a nasledné vede k jeji autofosforylaci na pozici Y223 v doméné SH3
(Park et al., 1996). Predpoklada se, ze druha fosforylace stabilizuje aktivni konformaci a
pln€ aktivuje BTK kindzu (Marcotte et al., 2010). Takto aktivovana kindza muze byt
zapojena v prenosu signalu v signaliza¢ni kaskadé BCR, klicové draze B-lymfocyti
(Hendriks et al., 2014).

BTK je zapojena do mnoha dalSich signalnich drah v B-lymfocytech, vcetné
signalizace Fc receptoru (Chang et al., 2011; Jongstra-Bilen et al., 2008; Nimmerjahn &
Ravetch, 2008), Toll-like receptoru (TLR) a chemokinovych receptort CXCR4 a CXCRS
spojenych s G-proteinem, které jsou nezbytné pro transport a navadéni B-bunék do tkani
(Bajenoft et al., 2006; de Gorter et al., 2007; Ortolano et al., 2006). Kindza BTK neni
omezena pouze na B-lymfocyty, ale je exprimovdna ve vétSin€é bunéénych linii
hematopoetického systému, s vyjimkou T-lymfocytd. V myeloidnich bunkéch se ucastni
riznych signdlnich drah. Mutace v téchto signédlnich drahach vedou k rozvoji
B-bunéénych malignit a autoimunitnich onemocnéni (Pal Singh et al., 2018).

Hromadi se dikazy, ze aktivita BTK je klicova pro bun&né pieZiti a proliferaci
leukemickych B-lymfocyti, jejich retenci v lymfatickych tkénich a interakce s butikami
mikroprostiedi nadoru (Pal Singh et al.,, 2018). V pfipad¢ chronické lymfocytarni
leukemie (CLL) signalizace BTK podstatné ptispiva k zahajeni nebo udrzeni CLL.
Onemocnéni je charakterizovano akumulaci neproliferujicich monoklonalnich CD5+
zralych B-buné€k v krvi, které vykazuji chronickou signalizaci zprostfedkovanou BCR
(Muzio et al.,, 2008). V souladu s chronickou aktivaci BCR vykazuji CLL bunky
nadmérnou expresi a konstitutivni fosforylaci BTK, ktera je nezbytna pro drahy zapojené
do pteziti bun¢k, véetné AKT, ERK a NF-KB (Herman et al., 2011; Ponader et al., 2012;
Singh et al., 2017). Podobn¢ je tomu i u lymfomu z plastovych bunék (MCL). MCL
vznikd z maligni transformace B-lymfocytl v plastovych zénach lymfatickych tkani

obklopujicich germindlni centra. BTK je v ptfipadé bunék MCL siln¢ exprimovana a
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konstitutivné I v ptipad¢ MCL bunc¢k je BTK siln€ exprimovana a konstitutivné
fosforylovana na Y223, coz je klicové pro retenci v lymfatickych tkanich (Chang et al.,
2013). Také dalsi onemocnéni sdileji spole¢né patogenni mechanismy zahrnujici BTK a
souvisejicich signalni drahy, véetné¢ Waldenstrémovy makroglobulinémie (WM) (Yang
et al., 2013), mnohocetného myelomu (MM) (Tai et al., 2012), folikularniho lymfomu
(FL), lymfomu marginalni zény (MZL), a difuzniho velkobunééného B lymfomu
(DLBCL) s podtypem lymfomu podobnym aktivovanym B-lymfocytim (ABC) (Davis et
al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze Sirokd Skéala dikazii poukazuje na zasadni roli BTK
signalizace u nejbéznéjSich typi B-bunéénych lymfoproliferativnich onemocnéni,
existuje v soucasné dob¢ znacny zajem o inhibici BTK jako protinddorovou terapii nejen
u B-bunéénych malignit, ale také u dalSich hematologickych malignity a solidni nadorii
(Grassilli et al., 2016; Kokabee et al., 2015). Béhem n¢kolika poslednich let bylo
vynalozeno zna¢né usili na vyvoj BTKi. Na zakladé mechanismi Gc¢inku a vazebnych
rezimi I1ze BTKi rozdelit do dvou skupin: ireverzibilni inhibitory, charakterizované
Michaelovou akceptorovou skupinou schopnou vytvoftit kovalentni vazbu s cysteinovym
zbytkem Cys481 v ATP-vazebném misté BTK; a reverzibilni inhibitory, které se vazou
na specifickou kapsu v doméné SH3 prostiednictvim slabych, reverzibilnich interakci
(napf. vodikovych vazeb nebo hydrofobnich interakci), ¢imz zpisobuje neaktivni
konformaci enzymu. Nedavno se objevil novy typ hybridnich BTKi, které jsou schopny
vytvaret reverzibilni kovalentni vazby se zbytkem Cys481 a doCasn¢ inaktivovat enzym

(Liang et al., 2018).

2.1.2.1.1 Ibrutinib

Ibrutinib (Imbruvica®; IBR) je ireverzibilni inhibitor BTK prvni generace.
Kovalentné se vaze na cysteinovy zbytek (Cys-481) v blizkosti ATP-vazebné kapsy
kindzové domény BTK, ¢imz dochéazi k trvalé inhibici kinazové aktivity BTK a
downregulaci signalizace NF-Kf. Timto mechanismem drasticky snizuje rist nadoru a
podporuje apoptézu (Brown, 2013; Saleh et al., 2017). Krom¢ inhibice BTK ovliviiuje
také dalsi kinazy rodiny TEC, jako je interleukin-2-indukovatelnd T-bunétnd kindza
(ITK), ¢imz modifikuje bunéénou adhezi v mikroprosttedi nadoru, moduluje chemotaxi

a signalizaci mezi buitkami (Li et al., 2018).
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IBR byl prvnim BTKi schvalenym a testovanym v klinickych studiich u pacientti
s B-bunéénymi lymfomy (Brown, 2013). V roce 2013 ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(U.S. Food and Drug Administration; FDA) schvalil IBR k 1€¢b¢ pacientii s MCL a v roce
2014 ptidal také schvaleni pro 1écbu pacientii s CLL (de Claro et al., 2015). Dale byl
schvalen k1écbé WM, MZL, malého lymfocytarniho lymfomu (SLL) a u pacientd
s chronickou reakci stépu proti hostiteli (cGVHD) (FDA, 2024c).

Obr. 3 Chemicka struktura IBR

Kromé& BTK vykazuje IBR vyznamnou inhibi¢ni aktivitu proti 10 dalSim
proteinkindzam, vcetné B-lymfoidni tyrosinkindzy (BLK), kinazy kostni diené¢ na
chromozomu X (BMX), nereceptorové tyrosinkinazy (TEC), také blokuje aktivaci
receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR), receptoru lidského epidermalniho
rustového faktoru 2 (HER?2), receptoru Erb-B2 tyrosinkinazy 3 (ErbB3) a receptoru Erb-
B2 tyrosinkinazy 4 (ErbB4), ¢imz dosahuje zvySené apoptézy bunék karcinomu prsu
(Honigberg et al., 2010; Chen et al., 2016; Wang et al., 2016). Tyto nespecifické vazby
jsou zpusobeny ekvivalentnimi cysteinovymi zbytky v aktivnich mistech jinych kinaz
(Liu et al., 2013). Nedostatek selektivity pfinasi fadu nezddoucich u¢inka souvisejicich
s 1écbou, nejcastéji prijem, Unava, nevolnost, infekce hornich cest dychacich,
neutropenie, anémie, dermatologické problémy a kardialni nezadouci piihody vcetné

hypertenze a fibrilace sini (Coutre et al., 2019; Treon et al., 2015).
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Je ale dulezité zdaraznit, Zze diky necilené inhibici EGFR, ITK a dalSich, mize IBR
cilit na jiné onkogenni drahy nez BTK v naddorovych buiikdch a ptsobit jako modulator
T-bun¢k v kombinované imunoterapii. Je ironii, Ze nové, vysoce selektivni BTKi nemusi

mit tyto potencidln€ cenné ,,vedlejsi uCinky* IBR (Lin et al., 2020; Pal Singh et al., 2018).

2.1.2.1.2 Akalabrutinib

Akalabrutinib (Calquence®; ACA) je ireverzibilni inhibitor BTK druhé generace
schvaleny FDA k 1écbé relabujicich/refrakternich (R/R) MCL, CLL a SLL (FDA, 2024b).

Obr. 4 Chemicka struktura ACA

BTKi druhé generace byly navrzeny tak, aby maximalizovaly G¢inky a selektivni
obsazeni BTK se sniZzenou aktivitou proti necilovym kindzam. ACA se kovalentné vaze
na C481, avsak s vyssi selektivitou a G¢innosti. Specificky inhibuje BTK bez ovlivnéni
EGFR, ITK nebo TEC, ¢imz je minimalizovan vyskyt vedlejsi ucinkd (Wu et al., 2016).
Ve srovnani s IBR ma tedy ACA vyssi stupen specifity pro BTK (Barf et al., 2017). U
pacientll s CLL 1é¢enych ACA doslo k vyznamnému sniZeni vyskytu kardiovaskularni
toxicity, predevsim fibrilace sini a k poklesu ptferuseni 1é€by souvisejici s nezddoucimi

ucinky oproti 1écbe IBR (Byrd et al., 2021).
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I ptesto, ze byl ACA optimalizovéan tak, aby byl selektivngjsi, stale zplsobuje
nékteré nezddouci ucinky. Nejcastéji se jedna o bolesti hlavy, prijem, infekce hornich

cest dychacich, nevolnost a inava (Furman et al., 2021).

2.1.2.1.3 Zanubrutinib

Zanubrutinib (Brukinsa®; ZAN) je ireverzibilni inhibitor BTK druhé generace,
ktery byl schvélen FDA pro 1écbu dospélych pacienti s MCL, WM, MZL, CLL a SLL
(FDA, 2024a).
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Obr. 5 Chemicka struktura ZAN

Stejn¢ jako ptedchozi inhibitory se 1 ZAN kovalentné vaze na C481 v aktivnim
misté¢ BTK, aby inhiboval aktivitu BTK. ZAN si ve své struktufe zachovava elektrofilni
akrylamidovou a difenyletherovou skupinu IBR, ale neobsahuje pyrimidinovy kruh. Diky
tomuto strukturnimu rozdilu je ZAN selektivn€jsi a vykazuje srovnatelné niZsi
mimocilovou aktivitu nez IBR pro strukturné pfibuzné kinazy, jako je EGFR, ITK a TEC
(Liu et al., 2021). Diky tomu ma mnohem méné vedlejSich Uc¢inki nez IBR, vcetné
sniZzeného vyskytu fibrilace sini, kardiovaskularni toxicity, hypertenze a krvéaceni (Tam
et al., 2022). NejcastejSimi vedlejsSimi ucinky byly infekce hornich cest dychacich,

vyrazka, kontuze, bolesti, neutropenie a priajem (Tam et al., 2022).

2.1.2.1.4 Tirabrutinib

Tirabrutinib (Velexbru®; TIR) je dal§im ireverzibilni inhibitor BTK druhé

generace, specifitou podobny ACA. Byl schvalen pro lécbu rekurentniho nebo
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refrakterniho primarniho lymfomu centralniho nervového systému (PCNSL) a pozdéji
pro WM japonskou agenturou pro farmaceutické a zdravotnické prostredky

(Pharmaceuticals and Medical Devices Agency) (Dhillon, 2020).

0

NH,

N7 SNN

PN

NZ TN
N._0

Obr. 6 Chemicka struktura TIR

TIR pisobi specificky na Cys481 za vzniku ireverzibilni inhibice fosforylace
tyrosinkinazy. Inhibuje BTK s hodnotou poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace
(ICs0) ctytikrat vyssi nez IBR. AvSak hodnoty ICso pro pfibuzné tyrosinkinazové rodiny
Src (Lck, Lyn, Fyn) jsou vyznamné vyssi, coZ naznacuje, Ze TIR ma vyssi selektivitu pro

BTK nez IBR (Liu et al., 2021).
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Obr. 7 U¢inek a selektivita vybranych BTKi, prevzato z: (Kaptein et al., 2018).

2.1.2.1.5 Dalsi BTKi v klinickych studiich

Dalsim schvalenym BTKi je orelabrutinib, ireverzibilni inhibitor druhé generace,
ktery ziskal v Ciné podminéné schvaleni pro 1é¢bu pacienti s MCL a CLL/SLL, kteii
podstoupili alesponi jednu predchozi terapii (Dhillon, 2021).

Mimo vySe zminéné BTKi se klinické studie zabyvaji stidle novéjSimi
ireverzibilnimi inhibitory druhé generace, jako jsou napft. branebrutinib (Watterson et al.,
2019) a evobrutinib (Jurczak et al., 2021) (navrzeny k 1é¢b¢€ autoimunitnich onemocnéni)
¢i spebrutinib (Brown et al., 2016).

I pfes zlepSenou selektivitu BTKi druhé generace, ireverzibilni vazba stéle
predstavuje riziko selektivity, protoze asi 10 dalSich lidskych kinaz obsahuje ekvivalentni
zbytky Cys v aktivnich mistech (Liu et al., 2013). Také mutace na BTK Cys481
vyznamné snizuji U€¢innost a zplsobuji vznik rezistence (Woyach et al., 2014). I proto
existuje zdjem o vyvoj BTKi tfeti generace s novymi vazebnymi mechanismy. Mezi
BTKi tfeti generace fadime napt. BMS-986142, fenebrutinib, nemtabrutinib,
pirtobrutinib, rilzabrutinib ¢i vecabrutinib (Alu et al., 2022). Za zminku stoji vysoce

selektivni pirtobrutinib schvaleny v roce 2023 pro 1é¢bu MCL, CLL a SLL (FDA, 2024d).
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2.2 Lékova Rezistence

Lékovou rezistenci lze definovat jako schopnost nadorového onemocnéni vyvinout
si obrané mechanismy, které vedou ke sniZzeni ucinnosti terapie. To pfedstavuje hlavni
piekdzku v 1é¢bé nadorovych onemocnéni a ovliviluje celkové preziti pacienta
(Gottesman, 2002). Prvni zminka o rezistenci se zaCala objevovat v souvislosti
s bakteriemi a jejich rezistenci viici urCitym antibiotiklim (Davies & Davies, 2010).
Pozd¢ji byly pozorovany identické mechanismy i u jinych nemoci, véetné¢ nadorovych
onemocnéni (Szakacs et al., 2014).

V zésadé¢ lze Iékovou resistenci rozdélit do dvou typu: vrozena a ziskana rezistence.
Jiz v ranych stadiich jsou nadorovad onemocnéni tvofena heterogenni populaci bunék
s riznou citlivosti na terapii. Vysledkem je, Ze kazda nadorova buitka exprimuje rizné
pole genli Iékové rezistence (Gottesman, 2002). V pribchu terapie dochazi k zmenseni
nadorové populace, avSak vzhledem kjeji heterogenité¢ existuje urcité procento
nadorovych bunék, které jsou viici 1é¢be rezistentni a prezivaji. Tyto bunky byvaji ¢asto
tzv. nddorové kmenové bunky, které byvaji pfi¢inou recidivy onemocnéni. Vrozena
rezistence je tedy schopnost nddorovych bunék odolavat 1éku jesté pred jeho podanim
(Wang et al., 2019). Piikladem mulze byt dobie zdokumentovana vrozena rezistence u
pacienti. s BRAF-mutantnim melanomem lécenych inhibitory BRAF, jako je
vemurafenib a dabrafenib. U pacienti s mutaci BRAF V600E dochazi ke ztrat¢ tumor
supresorového genu PTEN, ktery vede k aktivaci drdhy PI3K/AKT, kterda muzZe
podporovat preziti a proliferaci bun¢k nezavisle na signalizaci BRAF (Flaherty et al.,
2010; Chapman et al., 2011).

Naopak ziskana rezistence se rozviji az po podani 1é¢iva, kdy jsou citlivé nadorové
buniky postupné eradikovany a rezistentni bunky pietrvavaji. Genetickd a epigeneticka
nestabilita nadorovych bunc¢k vede k postupnému ziskdvani dalSich genetickych a
epigenetickych abnormalit, které vyznamné ptispivaji k ziskané 1ékové rezistenci (Wang
etal., 2019). Pfikladem ziskané rezistence je ziskand mutace v genu BCR-ABL u pacientl
s CML. Mutace T3151 v genu BCR-ABL vede ke konformacni zméné v kindzové
doméné, kterd brani uc¢inné vazbé tyrosinkinazovych inhibitort, jako je imatinib (Jabbour
et al., 2008).

Lékovou rezistenci lze déle rozd€lit na farmakodynamickou a farmakokinetickou.
Rezistence spojend s farmakodynamickym mechanismem mize byt zptisobena zménou

cile 1é¢iva nebo jeho efektorovych struktur, zménou v DNA reparacnich drahéch ¢i
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defekty v apoptdze. Nejcastéji se jednd o mutace cilovych proteinii nebo vzijemné
ovliviiovani riznych signdlnich drah (cross-talk) (Shelton et al., 2016). Mutace cilovych
proteinit primarné¢ narusuji vazebny potencial molekul 1é¢iv tim, Ze méni topologii
vazebného mista. Piikladem muze byt jiz zminénd mutace T3151 v genu BCR-ABL
(Jabbour et al., 2008). Naproti tomu mechanismus cross-talk zahrnuje prolinani dvou
signalnich drah, které disponuji slozkami se stejnou funkci v obou drahach. Prikladem
muze byt selektivni modulace signalni drahy ER, jejiz fungovani je kompenzovano
signalni drahou HER2 v dusledku kiizeni téchto dvou drah, coz vede k neucinnosti 1écby
(Chen et al., 2015).

Na druhé stran¢, farmakokinetické mechanismy rezistence zahrnuji bud’ eflux léciv
prostfednictvim lékovych transportérii pfitomnych na bunécnych membrandch nebo
degradaci 1éCiv biotransformacnimi enzymy (Alfarouk et al., 2015; Rochat, 2009;
Vadlapatla et al., 2013).

Jednim z nejvice studovanych mechanismt I€kové rezistence je snizena akumulace
1€¢iv zvySenim efluxu, tedy transportu 1é¢iv ven z bun€k. Primarné je zprostiedkovan
prostfednictvim energeticky zavislych transmembranovych transportnich proteini,
znamych jako ATP-binding cassette (ABC) proteiny (Vasiliou et al., 2009). Transportéry
lze identifikovat podle dvou jedine¢nych domén: vysoce konzervované nukleotidové
vazebné domény (NBD) a variabiln¢jsi transmembranové domény (TMD) (Kiss et al.,
2015; Locher, 2009). Po navazani substratu na transmembranovou doménu dochazi
k hydrolyze ATP na vazebném misté nukleotidu, ktera vede ke konforma¢nim zménam a
k vypuzeni substratu z bunky (Schneider & Hunke, 1998).

ABC transportéry jsou pfitomny na plazmatické membrané€ bunék, kde maji rizné
klicové funkce, v€etné regulace ionti, lipidd, hormont a aktivniho efluxu xenobiotik
(Vasiliou et al., 2009). ZvySeni exprese téchto transportérii vede k celkovému snizZeni
intracelularni koncentrace 1€¢iv, a nakonec k necitlivosti na chemoterapeutika (Michael
& Doherty, 2005; Ramos et al., 2021). Bylo identifikovano pfiblizn¢ 48 ¢leni ABC
transportérii, z nichz nejvyznamnéjsi v 1ékoveé rezistenci jsou: permeabilni glykoprotein
(P-gp, MDR1, ABCBI1), protein spojeny s mnohocetnou lékovou rezistenci 1 (MRPI,
ABCCI) a breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) (Bailey-Dell et al., 2001).
Vsechny tfi zminéné transportéry maji Sirokou substratovou specifitu a jsou schopny
odvadeét z bunék celou fadu strukturné nesouvisejicich 1é¢iv, ¢imz chrani nddorové bunky
pfed mnoha chemoterapiemi. Tento jev je zndmy jako mnohocetnd 1ékova rezistence

(Housman et al., 2014).
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Ve srovnani s transportéry je mnohem mén¢ prozkoumana role biotransformacnich
enzymd, které stoji za zménou struktury xenobiotik. V nadorovych buitkach dochazi k
jejich deaktivaci a redukci jejich parentni U¢inné formy (Vadlapatla et al., 2013).
Biotransformacéni enzymy jsou lokalizovany pfedevSim v jatrech a ledvinach, v mensi
mife i v dalSich organech, ale Ize je nalézt také v riznych nddorovych tkanich, kde miize
byt jejich exprese zméneéna. Zmeénéna exprese biotransformacnich enzymi v nddorovych
bunkach casto vede k rezistenci vici I€kiim. Nizka exprese a aktivita enzyma muize snizit
aktivaci proléCiv v nadorovych bunkach (Ruparelia et al., 2018), zatimco nadmérna
exprese vede ke zvysenému metabolismu 1é¢iv (Siegel et al., 2012; Zhu et al., 2015).
V obou piipadech dochdzi ke snizeni uc¢inné koncentrace 1€¢iv v cilovém misté a zptisobit
nasledny relaps nddoru a Spatnou progndézu. Vzhledem k tomu, Ze biotransformacni
enzymy jsou exprimovany i v normalnich buiikéch je tedy na misté selektivni inhibice
nadorové specifickych enzymii. Pouziti silnych inhibitort mize nejen zvratit 1ékovou
rezistenci, ale také zvysit farmakokinetiku a tkdnovou distribuci 1ékd, coz mize vést

ke zvysené toxicité na organismus (Pathania et al., 2018).

2.2.1 Biotransformac¢ni enzymy

Biotransformacni enzymy katalyzuji metabolismus endogennich latek a xenobiotik,
vcetng 1éCiv a toxinl. Pfidanim funkénich skupin se zvySuje rozpustnost sloucenin ve
vod¢ a usnadiiyje se jejich vylouceni z téla (Goodman & Gilman, 2018).

Biotransformacni reakce obecné probihaji ve dvou féazich. Prvni faze
biotransformace je poc¢atecni fazi metabolismu xenobiotik. Zahrnuje oxidacni, redukéni
a hydrolytické reakce, pfi kterych dochézi k zavedeni ¢i odkryti funk¢nich skupin, které
umoziuji naslednou konjugaci s endogenni molekulou. Tyto reakce vedou vétSinou
k inaktivaci 1éCiva, avSak v ur€itych piipadech mohou vést i k bioaktivaci proléciva
(Huttunen et al., 2011). Hlavni metabolické enzymy spojené s reakcemi faze I jsou ¢leny
nadrodiny cytochromu P450 (CYP), které pfispivaji k metabolismu Siroké Skaly
xenobiotik a endogennich sloucenin. Studie prokdzaly, Ze izoenzymy CYP1A2, 2C9,
2C19, 2D6 a 3A4 se podileji na metabolismu vétSiny klinicky dostupnych 1€kl (Corsini
& Bortolini, 2013). Nejvyssi metabolicka aktivita byla zjisténa u CYP3A4, ktery svou
velmi Sirokou substratovou specifitou metabolizuje zhruba polovinu klinicky
pouzivanych 1é¢iv (Guengerich, 1999; Zhou et al., 2007). Dal$imi enzymy prvni faze

biotransformace jsou flavinové monooxygendzy (FMO). Enzymy této nadrodiny
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katalyzuji oxidaci mnoha substrati obsahujici nukleofilni heteroatom (N, S a P) (Phillips
& Shephard, 2008). Nemén¢ vyznamnou skupinou jsou redukéni enzymy, z nichz nejvice
popsané jsou CRE, Casto s vyznamnym klinickym dopadem (Oppermann & Maser,
2000).

Enzymy druhé faze biotransformace katalyzuji konjugaci metabolitu z prvni faze
biotransformace s endogenni molekulou (kyselina glukuronova, glutathion). Vysledkem
je produkce metabolitli se zvySenou rozpustnosti ve vod¢, které se snadnéji eliminuji
z organismu prostfednictvim efluxnich transportérii. Charakterizovano je n¢kolik
nadrodin konjugacnich enzymu, vcetné UDP-glukuronosyltransferazy (UGT) a

glutathion-S-transferazy (GST) (Goodman & Gilman, 2018).

2.2.1.1 Karbonyl redukujici enzymy

CRE jsou rGznorodou skupinou enzymi, které katalyzuji redukci karbonylovych
sloucenin na jejich odpovidajici alkoholy. Tyto enzymy jsou kli¢ové v rGznych
biologickych procesech, véetné metabolismu endogennich a exogennich sloucenin,
detoxikace a syntézy komplexnich molekul (Malatkova et al., 2010).

Redukce karbonylu je vyznamnym krokem prvni faze biotransformace mnoha
xenobiotickych karbonylovych sloucenin. Tvorbou hydroxylové skupiny ¢ini latky
hydrofilnéjsi a poskytuje produkt, ktery mtize byt konjugovan, napt. glukuronidaci nebo
sulfataci, ¢imZ se usnadiiuje vylu€ovani z organismu (Oppermann & Maser, 2000).

V soucasnosti je vétSina charakterizovanych CRE seskupena do tii velkych
nadrodiny, a to aldo-ketoreduktizy (AKR), dehydrogendzy/reduktdzy s kratkym
fetézcem (SDR) a dehydrogenéazy/reduktazy se stiedné dlouhym fetézcem (MDR). Tyto
enzymy se vyznafuji Sirokou a piekryvajici substratovou specifitou. Uastni se
metabolismu steroidnich hormont, eikosanoidii, neurotransmiterti, Zlu€ovych kyselin a
mnoha dalSich. Kromé toho metabolizuji xenobiotické slouc¢eniny v prvni fazi
biotransformacnich reakci, vcetné 1éCiv jako jsou ANT, oracin ¢i dolasetron, latek
znecist'ujicich zivotni prostiedi nebo karcinogeni pochazejicich z tabaku (Oppermann &

Maser, 2000; Pilka et al., 2009).
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2.2.1.1.1 Dehydrogeniazy/Reduktazy se stiedné dlouhym retézcem

Nadrodina MDR je rozsahlou a heterogenni skupinou enzymu se Sirokou skélou
enzymatickych aktivit. Navzdory nizké podobnosti sekvenci maji podobnou velikost a
konzervovanou celkovou strukturu tvofenou dvéma doménami: kofaktorovou vazebnou
doménou a katalytickou doménou (Knoll & Pleiss, 2008).

Nadrodina MDR ¢itd vice nez 600 000 cleni a pokryva vSechny hlavni
taxonomické vétve, véetné prokaryot i eukaryot. V soucasnosti bylo identifikovéno vice
nez 2000 eukaryotickych MDR sekvenci (Ostberg et al., 2024). Nadrodinu MDR lze
rozdelit do 86 jedinecnych klastrti, z nichz kazdy obsahuje jednu proteinovou rodinu.
Nejvétsi rodinou MDR jsou alkoholdehydrogenazy s vice nez 2000 cleny. Prvnim
charakterizovanym ¢lenem byla sav¢i alkoholdehydrogenaza tiidy I. Nadrodinu MDR
dale tvofi prostaglandinreduktazy, sorbitoldehydrogendzy, -chinonoxidoreduktazy,
leukotrien B4 dehydrogendzy, polyoldehydrogenazy a mnoho dalSich rodin (Ostberg et
al., 2024; Persson et al., 2008).

Enzymy MDR se podileji na metabolismu endogenni 1 xenobiotickych sloucenin,
regulacnich procesech a ochrané pfed poskozenim bunék. Mezi endogenni substraty patii
steroidy, prostaglandiny a monosacharidy, zatimco mezi xenobiotické substraty patii
predevsim alifatické a aromatické aldehydy a ketony, a alkoholy (Knoll & Pleiss, 2008;
Persson et al., 2008).

2.2.1.1.2 Dehydrogenazy/Reduktazy s kratkym retézcem

SDR pfedstavuji jednu z nejstarSich a nejrozsahlejsi nadrodin enzymd, které jsou
pfitomny ve vSech zivych organismech (Persson et al., 2009). V lidském genomu bylo
identifikovano 75 SDR genu klasifikovanych do 48 SDR rodin (Gabrielli et al., 2022).

Navzdory své nizké sekvencni podobnosti (10-30 %) sdileji nékteré charakteristické
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rysy. Témét vSechny SDR maji velmi podobné tercidlni struktury a dvé specifické
sekvence, z nichZ jedna slouzi jako vazebné misto pro kofaktor (TGxxxGxG) a druha
zahrnuje aminokyseliny piimo zapojené do katalyzy riznych substratti SDR (Oppermann
et al., 2001).

SDR jsou nadrodinou NAD(P)(H)-dependentnich oxidoreduktdz, které zastavaji
predevsim fyziologické funkce, ale ucastni se také prvni faze biotransformace nékterych
xenobiotik. Substratové spektrum SDR saha od polyolt, retinoidl, steroidii a derivata
mastnych kyselin az po xenobiotika, jako jsou ANT, oracin, nabumeton, ketoprofen nebo
nitrosaminy (4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon; NNK) specifické pro tabak
(Stambergova et al., 2014). Nejvyznamnéjsi publikované enzymy nadrodiny SDR, které
se ucastni metabolismu xenobiotik, jsou CBR1 a CBR3. Vzhledem k tomu, Ze pouze
CBRI1 signifikantné pfispiva k metabolismu ANT, byl do nasi studie z nadrodiny SDR
vybran pravé tento enzym (Bains et al., 2009).

CBRI1 (karbonylreduktdaza 1) je jednim z nejlépe prostudovanych CRE nadrodiny
SDR. Lidska CBR1 ma velikost 30 kDa a sklada se z 227 aminokyselin. Plivodné byla
zafazena do nadrodiny AKR, ale pozdé&jsi strukturdlni vyzkumy odhalily, ze je ¢lenem
nadrodiny SDR (Malatkova et al., 2010). Byla detekovana ve vétSing tkani s nejvyssimi
koncentracemi v jatrech, placenté a mozku (Wirth & Wermuth, 1992). Uroveii exprese
CBRI1 souvisi s progresi nadoru a bylo zjiSténo, Ze je zvySena ve tkanich karcinomu plic,
prsu, jater, stfev a tlustého stfeva ve srovndni s normalnimi tkanémi (Murakami et al.,
2011; Shi & Di, 2017). CBR1 je monomerni cytosolickda NAD(P)(H)-dependentnich
oxidoreduktaza katalyzujici redukci rozliénych endogennich i xenobiotickych substrati.
Spektrum endogennich sloucenin zahrnuje steroidy, eikosanoidy, jako jsou
prostaglandiny. Kromé toho nékolik studii naznacuje kritickou roli CBR1 v metabolismu
produkt peroxidace lipidl, jako je vysoce reaktivni a genotoxicky 4-oxonon-2-enal,
ktery vznika pfi oxidativnim stresu, coZ naznacuje, Ze CBR1 se U€astni stresove reakce a
eliminace metabolitt produkovanych ROS (Pilka et al., 2009). CBR1 plni dilezitou roli
v prvni fazi biotransformace xenobiotik. Substraty zahrnuji aromatické aldehydy a
ketony, o-chinony odvozené od polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH) nebo
p-chinony, jako je menadion. Metabolizuje mimoiadné Siroké spektrum 1éCiv a
toxikologicky vyznamnych substratl, jako jsou ANT, haloperidol, dolasetron, metyrapon
nebo silny karcinogen NNK (Matsunaga et al., 2006; Pilka et al., 2009).
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2.2.1.1.3 Aldo-ketoreduktazy

AKR jsou nadrodinou NAD(P)H-dependentnich oxidoreduktaz, které jsou
pievazné cytosolické a nejcastéji existuji jako monomery o molekulové hmotnosti 37 kDa
(Penning et al., 2021). Existuje 15 lidskych AKR, a ptestoze jejich karbonylové substraty
mohou byt rizné, tyto proteiny maji nékteré spolecné rysy (Penning et al., 2021). Kazdy
enzym je charakterizovan ,,(/a)8-barelem® nebo triosa-fosfat izomerazovym soudkem
TIM, ktery poskytuje robustni leSeni potfebné pro vazbu Siroké Skaly strukturné
ruznorodych karbonylovych substrati. Na zadni strané valce jsou tii velké smycky, které
definuji specifi¢nost substratu a ptinadseji strukturni identitu rodindm. Aktivni misto AKR
se nachazi na C-konci proteinu a je optimalizovano pro vysoce afinitni interakci s
pyridinovymi nukleotidy. Jako kofaktor vyuZivaji NADPH (Barski et al., 2008; Singh et
al., 2015).

Zavedena nomenklatura AKR je zalozena pouze na podobnosti aminokyselinové
sekvence, nikoli na funkéni podobnosti. Zakladni princip pfi pojmenovani je odvozen od
nadrodiny CYP. VSichni ¢lenové jsou oznaceni kofenem AKR nésledovanym arabskou
Cislici predstavujici rodinu a velkym latinskym pismenem oznacujicim podrodinu.
Jednotlivi ¢lenové jsou nasledné ocislovani podle chronologie charakterizace sekvenci a
predstavuji unikdtni proteinovou sekvenci (Mindnich & Penning, 2009). Webovou
stranku s aktudlnimi informacemi o proteinech AKR spravuje na University of

Pennsylvania prof. T. Penning na adrese URL http://www.med.upenn.edu/akr.

Obecnym rysem AKR je substratova selektivita. Reakce jsou v zasad¢ obousmérne,
avsak ve vétsing pripadi katalyzuji redukcei aldehydt a ketonii. AKR se vyznamné ucastni
metabolismu steroidd, prostaglandinli a xenobiotik, jako jsou léky a environmentalni
toxiny. Kromé& svych metabolickych roli pfispivaji AKR také k detoxikaci reaktivnich
karbonylovych slou¢enin, ¢imZ chrani bunky pfed oxidaénim poskozenim a jinymi
formami stresu. Dale se AKR ucastni biosyntézy a metabolismu retinoidi a dalSich
signalnich molekul odvozenych od lipidii, coz naznacuje jejich vyznam v bunéénych
signalnich drahach a vyvojovych procesech (Penning & Drury, 2007).

Nadrodina AKR je skupinou enzymii, kterd obsahuje vice nez 190 ¢lenti (Penning
et al., 2021). Pro tuto disertacni praci byly vybrany specifické enzymy AKR na zakladé
jejich prokdzané ucasti na metabolické konverzi DAUN. Nejvyssi aktivita v pfitomnosti
DAUN byla namétena u AKRI1C3, coz ji ¢ini kliCovym objektem zajmu. Navic byla
prokédzana vyznamna aktivita také u AKR7A2, AKR1A1, AKR1B10 a AKR1BI, pficemz
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AKRI1B1 vykazovala niz$i, avsak stale relevantni aktivitu (Bains et al., 2010; Bains et al.,
2008). Nasledujici ¢ast se zaméfuje na podrobny popis téchto enzymti.

AKRI1AT1 (aldehydreduktaza) byl identifikovéan jako kliCovy enzym zapojeny do
biosyntézy kyseliny askorbové. Je exprimovan ve vétsin€ tkani, s nejvyssimi hladinami v
proximalnich tubulech ledvin. Tato cytosolickd, NADPH-dependentni, monomerni
oxidoreduktaza vykazuje nizkou substratovou selektivitu. Preferuje negativné nabité
substraty obsahujici karboxylovou skupinu, ale redukuje také aromatické a steroidni
aldehydy, stejn¢ jako malé tfiuhlikové aldehydy. Podili se na detoxifikaci aldehyda
generovanych peroxidaci lipidii a metabolismu neurotransmiterti (Barski et al., 2008).
Vykazuje aktivitu pro sukcindt semialdehyd, benzaldehydy, 4-hydroxynonenal Cci
kyselinu D-glukuronovou (O'Connor et al., 1999). Rovnéz byla prokdzana ucast na
metabolismu 1é¢iv DAUN, haloperidol, metyrapon (Bains et al., 2008; Oppermann,
2007).

AKRI1BI1 (aldosareduktdza) je zdaleka nejvice studovanym ¢lenem AKR, kvuli své
roli v polyolové draze, kde ptevadi vysoké koncentrace glukozy pozorované u diabetikli
na sorbitol (prvni krok v polyolové draze) (Gabbay, 1975). Aktivita enzymu je spojena s
hyperglykemickym poSkozenim a naslednymi diabetickymi komplikacemi, jako jsou
retinopatie, neuropatie a nefropatie (Gabbay, 2004; Chang et al., 2014; Liu et al., 2011).
Katalyzuje redukci rtiznych substrati véetné AGE prekurzorti, isokortikosteroidi,
produkti peroxidace lipidl, konjugati glutathionu s nenasycenymi aldehydy a latek
znecist'ujicich Zivotni prostiedi (akrolein) (Barski et al., 2008).

AKRIBI10 (aldosareduktaza tenkého stfeva) je na rozdil od vSudypiitomné
exprimované AKR1B1 exprimovan piedev§im v tenkém a tlustém stieve, jatrech, brzliku
a nadledvinkdch (Barski et al., 2008). Rovnéz je nadmérné exprimovan u
nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC), karcinomu prsu, slinivky, a
hepatocelularniho karcinomu (Dai et al., 2021; Chung et al., 2012; Kang et al., 2011;
Reddy et al., 2017). V ptipadé NSCLC u kufadki a hepatocelularniho karcinomu byl
popsan jako potencialni prognosticky a diagnosticky marker (DiStefano & Davis, 2019;
Penning, 2005). Naopak snizena exprese byla pozorovanu u karcinomu tlustého stieva,
zaludku, hlavy a krku a endometria (Hevir et al., 2013; Laffin & Petrash, 2012). Ma
podobnou substratovou specifitu jako AKR1BI1. Podili se na regulaci retinové signalizace
pfeménou all-trans-retinaldehydu na retinol (Gallego et al., 2007). Vykazuje vysokou
katalytickou aktivitu vici Sirokému spektru xenobiotik. Redukuje aromatické aldehydy,

chinony a ketony vcetné 1éCiv, jako je DAUN a dolasetron (Martin et al., 2006). Podili se
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na detoxikaci reaktivnich aldehydl generovanych peroxidaci lipidd, toxint a karcinogenti
obsahujicich aldehyd, jako jsou toxické aldehydy generované metabolismem NNK
specifickych pro tabak a dalSich karcinogennich latek piitomnych v tabakovém koufii
(Penning, 2005).

AKRI1C3 (17f-hydroxysteroiddehydrogendza typ 5) je enzym se Sirokou
substratovou  specifitou. U¢inn& redukuje Sirokou $kalu steroidnich hormond,
prostaglandinii a xenobiotickych sloucenin. Jedna z primarnich fyziologickych roli
AKRIC3 je v metabolismu steroidii. Katalyzuje redukci 4-androsten-3,17-dionu na
testosteron a estronu na 17B-estradiol, coz vede k transaktivaci androgennich a
estrogennich receptort. Podili se také na metabolismu progesteronu a dalSich steroidnich
hormont. Kromé své role v metabolismu steroidi se AKR1C3 podili na metabolismu
prostaglandind. Jako prostaglandin (PG) F syntdza katalyzuje redukci PGH2 za vzniku
PGF2a a stereospecifickou redukci PGD2 na 9a,11B-PGF2 (Byrns et al., 2010). Produkty
téchto reakci podporuji progresi hormondalné zavislych i nezavislych nadorovych
onemocnéni, ovliviluji zanétlivé reakce a dalsi drahy spojené se steroidy a prostaglandiny
(Basu, 2010; Penning et al., 2008). Nadmérna exprese AKR1C3 byla nalezena u fady
nadorovych onemocnéni, v¢etné karcinomu prostaty, prsu, akutni myeloidni leukémie
(AML), NSCLC, a jeji upregulace koreluje s invazivitou a agresivitou (Birtwistle et al.,
2009; Li et al., 2024; Oduwole et al., 2004; Stanbrough et al., 2006). Prostfednictvim své
role v metabolismu xenobiotickych slouc¢enin zprostiedkovava AKR1C3 inaktivaci 1é¢iv
DOX, DAUN, oracinu, naloxonu (Bains et al., 2010; Matsunaga et al., 2006; Novotna et
al., 2008). Je spojen s rizikem karcinomu plic konvertovanim PAH, konkrétné
trans-dihydrodiolti na odpovidajici o-chinony (Lan et al., 2004). Navic AKRIC3 je
zapojen v rezistenci vuci derivatu cisplatiny, metotrexatu, vinkristinu, irinotekanu,
abirateronu ¢i enzalutamidu, ktera je zalozena pravdépodobné na odliSném mechanismu,
protoZe tyto latky nejsou prokazané substraty AKR1C3 (Bortolozzi et al., 2018; Liu et
al., 2017; Liu et al., 2015; Matsunaga et al., 2013; Matsunaga et al., 2020; Zhao et al.,
2014). Jeho enzymaticka aktivita je také vyuzivana v selektivni aktivaci prolé€iv (napf.
OBI-3424) (Evans et al., 2019).

AKR7A2 (aflatoxinreduktdza) je cClenem rodiny AKR7, kterd na rozdil od
monomernich enzymu rodiny AKR1 tvofi funk¢ni dimery. AKR7A2 je zapojen
v metabolismus y-aminomadselné kyseliny (GABA). M4 vysokou afinitu a katalytickou
ucinnost pro sukcinat semialdehyd, ktery je metabolitem neurotransmiteru GABA.

Produktem této reakce je y-hydroxybutyrat (GHB) (Barski et al., 2008; Lyon et al., 2007).
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AKR7A2 je Siroce distribuovan v extrahepatalnich tkanich, napt. v ledvinach, slinivce
bfisni, tenkém stfevé, kosternim svalu, myokardu a mozku (Ireland et al., 1998). Hladiny
exprese AKR7A2 jsou spojeny napiiklad s hepatocelularnim karcinomem ¢i
neurodegenerativnimi onemocnénimi (Dai et al., 2021; Picklo et al., 2001). AKR7A2 se
ucastni bunécnych detoxikacnich drah a obrany proti ROS prostfednictvim metabolismu
toxickych aldehyddi odvozenych od peroxidace lipidi a interakci s jinymi proteiny
reagujicimi na stres, jako je cytoglobin (Li et al., 2016; Quinones-Lombrana et al., 2019).
Metabolizuje Sirokou Skalu endogennich a exogennich slou¢enin obsahujicich karbonyl,
véetné DOX a DAUN (Bains et al.,, 2010). Vykazuje aktivitu vi¢i benzaldehydu,
hexanalu, trans-2-nonenalu ¢i trans-mukonaldehydu. AKR7A2 ma nizkou afinitu
k akroleinu, av$ak je schopen pomérné u€inné katalyzovat jeho redukci. To naznacuje, ze
pfi vyssich koncentracich téchto aldehydt mize AKR7A2 hrat vyznamnou roli pfi jejich

detoxikaci (Li et al., 2012).
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem této disertatni prace bylo studium potencialniho inhibi¢niho ucinku
vybranych inhibitorit BTK na aktivitu CRE, které se podileji na metabolismu DAUN a

zkoumani vlivu jejich kombinace s DAUN na senzitivitu nddorovych bunék.

Jednotlivé dil¢i cile zahrnuji:

1. Screening schopnosti vybranych BTKi inhibovat biotransformaci DAUN
zprostfedkovanou vybranymi rekombinantnimi CRE;

2. Stanoveni ICso a inhibi¢ni konstanty (K;) s cilem charakterizovat jejich vliv na
konverzi DAUN;

3. Urceni typu inhibice pomoci Michaelise a Mentenové a Lineweaver-Burkovych
grafii;

4. Ovéfeni inhibi¢niho uc¢inku vybranych BTKi v in vitro experimentech na trovni
nadorové bunécné linie exprimujici studované CRE;

5. Studium a analyza u¢inku kombinace DAUN s vybranymi BTKi v experimentech
na urovni nadorovych bunéénych linii s tranzientni ¢i endogenni expresi
studovanych CRE;

6. Stanoveni zmén v expresi CRE po expozici BTKi;

7. Studium Uc¢inku vybranych BTKi na aktivitu lékovych efluxnich transportéri

pomoci akumulaénich metod s vyuZzitim naddorovych bunéénych linii.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie a reagencie

BTKi byly zakoupeny od spole¢nosti MedChemExpress LLC (Monmouth
Junction, NJ, USA). Nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADP+), glukédza-6-fostat,
glukéza-6-fostatdehydrogenaza (Roche), fetadlni hoveézi sérum (FBS) a rozpoustédla pro
ultra uc¢innou kapalinovou chromatografii (UHPLC) byly ziskany od spolecnosti Merck
(Praha, Ceska republika).

MTT  (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium  bromid) byl
zakoupen od spolecnosti Merck (St. Louis, MO, USA). XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) a fenazin methosulfat (PMS) byly
zakoupeny od firmy BioTech (Praha, Ceska republika). DAUN dodala spole¢nost
SelleckChem  (Houston, TX, USA). Daunorubicinol (DAUN-OL), C13-
hydroxymetabolit DAUN, byl ziskan od Toronto Research Chemicals (Toronto, ON,
Kanada). Transfek¢ni €inidlo JetPrime (Polyplus Transfection, Illkirch, Francie) dodala
spole¢nost VWR International Ltd. (Radnor, PA, USA). Cinidla pro bun&né kultury byla
ziskana od spolecnosti Lonza (Walkersville, MD, USA) a Merck (St. Louis, MO, USA).
Roztok TRIreagent byl zakoupen od spole¢nosti Molecular Research Center Inc.
(Cincinnati, OH, USA). Soupravu pro extrakci RNA dodala spolecnost Zymo Research
(Irvine, CA, USA). Primery specifické pro AKRIC3 (Forward primer: 5'-
GCCAGGTGAGGAACTTTCAC-3, Reverse primer: 5'-
AGTTTGACACCCCAATGGAC-3') a oligo-dT byly zakoupeny od spole¢nosti Generi
Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika). Pufr ProtoScript II, dithiothreitol (DTT),
smés dNTP a reverzni transkriptaza ProtoScript Il byly ziskdny z New England BioLabs
(Ipswich, MA, USA). Smés qPCR SG byla pofizena od Institutu aplikovanych
biotechnologii (Praha, Ceska republika).

4.2 Stanoveni metabolismu DAUN rekombinantnimi CRE

Lidské rekombinantni CRE (CBR1, AKR1Al, 1B1, 1B10, 7A2 a 1C3) byly
produkovany v expresnim systému Escherichia coli (E.coli) BL21(DE3) (Skarydova et
al., 2014) a purifikovany pomoci NGC chromatografického systému vybaveného 1 ml
kolonou HisTrap FF (GE Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA, USA) (Novotna
et al., 2018b).
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Rekombinantni CRE byly pouzity k testovani potencidlu BTKi (ACA, IBR, TIR,
ZAN) inhibovat konverzi DAUN na DAUN-OL. Reakce byly provadény v 0,1 M pufru
fosfore¢nanu sodné¢ho (pH 7,4) obsahujicim NADPH regeneracni systém (2,54 mM
NADP+, 19,72 mM gluko6za-6-fosfat, 10 mM MgCl a 0,88 U glukoza-6-fosfat-
dehydrogenéza), enzym (1 ug AKR1A1, 5 ug 1B1, 5 ng 1B10, 1,5 pg 1C3 nebo 0,2 ug
CBR1) a BTKi (10 a 50 uM) nebo dimethylsulfoxidu (DMSO) (vehikulum). Po 10 min
preinkubace byly enzymatické reakce zahdjeny piidanim DAUN (500 uM) a inkubovany
pii 37 °C. Po 30 min byla kazdé reakce zastavena 300 pl methanolu. Vzorky se nechaly
vysrazet pii 4 °C po dobu 1 h, odstfedily (9050 x g, 10 min), ptefiltrovaly pfes 0,2 um
PTFE membranu, a nakonec byly analyzovany pomoci UHPLC podle diive popsanych
metod (Novotna et al., 2018b).

Hodnota ICso byla stanovena pomoci riznych koncentraci BTKi (0,1-100 pM). Pro
stanoveni hodnoty Ki a typu inhibice bylo inkubovano 1,5 pg rekombinantniho AKR1C3
s BTKi (1-10 uM) nebo DMSO a rizné koncentrace DAUN (200-2000 uM). Kinetické
parametry Michaelise a Mentenové byly vypocteny a transformovany do Lineweaver-
Burkova grafu pomoci GraphPad Prism. K identifikaci tésné vazby BTKi byly stanoveny
hodnoty ICso BTKi (0,01-50 uM) pfi raznych koncentracich AKR1C3 (1,35, 0,81, 0,40
a 0,13 uM) a prizptisobeny Morrisonové kvadratické rovnici, implementované v
programu GraphPad Prism (Kn =387,2 + 36,01 uM), pro kvantifikaci zdanlivych hodnot
Ki (Ki®P). Detekce metabolitli byly provedeny pomoci UHPLC podle dfive popsanych
metod (Novotna et al., 2018b).

4.3 Kvantifikace hlavniho metabolitu DAUN-Olu pomoci
UHPLC

Mnozstvi DAUN-OLu bylo stanoveno pomoci chromatografického systému
UHPLC Agilent 1290 Series vybaveného kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x
50 mm, 1,8 pm) s inline filtrem Infinity 1290 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pro
analyzu UHPLC bylo pouZito nasledujici nastaveni: fluorescencni detekce (excitacni a
emisni vlnové délky 480 a 560 nm), izokratickd eluce 0,7 ml/min, mobilni faze: 0,1%

kyselina mravenci/acetonitril v poméru 74:26 (v/v).
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4.4 Bunécné kultury

Bunééna linie lidského kolorektalniho karcinomu HCT116 a buiiky lidské kostni
ditené AML KGla byly ziskdny z European Collection of Authenticated Cell Cultures
(Salisbury, UK). Bunécna linie lidského nemalobunécného karcinomu plic A549 a
bunécna linie lidského karcinomu jater HepG2 byly ziskany z American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). Buiiky A549, HCT116 a HepG2 byly udrzovéany
v DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) doplnéném 10 % FBS a kultivovany
za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO2). Leukemické bunky KGla byly udrzovany
v IDMEM (Iscove’s DMEM) doplnéném 20 % teplem inaktivovanym FBS a 2 mM L-
glutaminem. V experimentech byly pouzity buiiky v pasazich 10-25. VSechny kultivace
a experimenty byly provadény v médiu bez antibiotik a pravidelné testovany na
mykoplazmatické infekce. BTKi byly rozpustény v DMSO. Koncentrace rozpoustédla

nepiesdhla 0,5 % (v/v) a neméla zadny nebo zanedbatelny ucinek na bunééné linie.

4.5 Prechodna transfekce bunék HCT116

Pro ptechodnou expresi lidského rekombinantniho AKR1C3 byl vytvofen a
purifikovan vektor kodujici AKR1C3 (pCI_AKR1C3) a pro ucely kontrolniho méteni i
prazdny vektor pCI (pCI_EV) z E. coli HB101, jak bylo popsano dfive (Hofman et al.,
2014).

Buitky HCT116 (pfiblizné 30 x 10* bunék/jamku) byly nasazeny na 24-jamkové
desticky a kultivovany po dobu 24 h za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO»).
Transfekéni smés (0,25 pg plazmidu a 0,75 pl transfekéniho €inidla jetPRIME® v
jetPRIME pufru) byla pfipravena podle protokolu vyrobce (Polyplus Transfection,
[llkirch, Francie) a inkubovana po dobu 10 min pii pokojové teploté. Poté bylo vyménéno
médium a k buiikkam byla ptidéna transfekéni smés (37,5 ul), ktera byla inkubovéna po
dobu 24 h za standardnich podminek (37 °C, 5 % COz2). Exprese rekombinantniho
AKRI1C3 byla ovétena pomoci western blotu podle diive popsanych metod (Sorf et al.,
2019).

4.6 InhibicCni studie

Po 24h inkubaci bylo transfekovanym bunkdm HCT116 odebrano médium a

nahrazeno inkubacni smési obsahujici DAUN (1 uM) a zvySujici se koncentrace BTKi
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(1, 5, 10 a 50 pM) nebo DMSO. Buiiky byly inkubovany (37 °C, 5 % COz) po dobu 2 a
4 h (TIR, ZAN) nebo po dobu 2,5 a 5 h (ACA, IBR). Po uplynuti stanovenych ¢asovych
intervali bylo médium odebrano a buniky byly lyzovany v 200 ul lyza¢niho pufru (25 mM
Tris, 150 mM NaCl a 1 % Triton X-100, pH 7,8) po dobu 10 min pfi pokojové teplotc.
Odebrané médium bylo kombinovano s bunéénym lyzatem pro dalsi extrakci a analyzu
metaboliti. DAUN a DAUN-OL byly dvakrat extrahovany 1 ml ethylacetatu a organicka
faze byla odpafena ve vakuu. Zbytky byly rozpustény ve 40 ul mobilni faze a méfeny

pomoci UHPLC.

4.7 Kombinacni studie

Synergicky ucinek BTKi na cytotoxicitu DAUN byl hodnocen v transfekovanych
bunikach HCT116 (ACA, IBR, TIR, ZAN) a buiitkdch A549 (ACA, IBR, ZAN). 24 h pted
experimentem byly transfekované buriky HCT116 (pfiblizné 8 x 10° bun&k/jamku)
nasazeny do 96-jamkovych desti¢ek (ACA, IBR a TIR). V ptipadé¢ ZAN byly bunky
HCT116 transfekovany stejnym postupem, jak je popsano vyse, ale optimalizovanym pro
96-jamkovou desticku. Buiiky HCT116 (pfiblizng 8 x 10° bun&k/jamku) byly nasazeny a
kultivovany po dobu 24 h (37 °C, 5 % COz). Nasledujici den byly buniky transfekovany
pomoci pCI_AKRIC3 nebo pCI_EV podle protokolu vyrobce, jak je popsano vyse, a
inkubovany dalSich 24 h za stejnych podminek. V den experimentu bylo kultivaéni
médium nahrazeno Ccerstvym médiem obsahujicim rostouci koncentrace DAUN
(0,01-10 uM) s BTKi (1, 5 a 10 pM) nebo DMSO. Po 72h inkubaci (37 °C, 5 % CO»)
byla hodnocena Zivotaschopnost bun¢k pomoci MTT (ACA, IBR, TIR) nebo XTT testu
(ZAN).

Buiiky A549 (ptiblizné 5 x 10° buné&k/jamku) byly nasazeny do 96-jamkovych
desticek, kultivovany za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO2) po dobu 24 h a poté
pfimo pouZity pro experimenty. Nasledujici den bylo médium nahrazeno inkubaéni smési
obsahujici DAUN (0,01-1 uM) a BTKi (1 a 5 a 10 uM) nebo DMSO. Po ptidéni
inkubaéni smési byly buiky inkubovany po dobu 72 h (37 °C, 5 % COx), poté byla
hodnocena Zivotaschopnost bunék pomoci MTT (ACA, IBR, TIR) nebo XTT testu
(ZAN). Pomoci Chou-Talalayovy metody byla vSechna data podrobena kvantitativni
analyze vztahu davka/ucinek (Chou, 2006, 2010). Kombina¢nim studiim ptedchézelo

stanoveni cytotoxicity BTKi (0,1-50 uM) pro ob¢ bunécné linie (data neuvedena).
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MTT cytotoxicky test

Prasek MTT (3 mg/ml) byl rozpustén ve fosfatovém pufru (PBS) a 50 ul tohoto
roztoku bylo pfidano k buitkdm a inkubovéano po dobu 10-15 min (37 °C, 5 % COz). Po
tomto ¢asovém intervalu byl roztok odstranén, bunky byly lyzovany v DMSO a
absorbance (570 a 690 nm) byla zméfena pomoci mikrodestickové ctecky (Infinite M200;

Tecan, Salzburg, Rakousko).

XTT cytotoxicky test

Roztok XTT piipraveny z prasku XTT (1 mg/ml) a PMS (3 mg/ml) v PBS byl
ptidan k buitkam a inkubovan po dobu 1,5 h (HCT116, A549, HepG2) nebo 4 h (KGla).
Absorbance byla méfena pii 450 a 690 nm pomoci mikrodestickové ctecky (Infinite

M200; Tecan, Salzburg, Rakousko).

4.8 Indukcni studie

Pted indukénimi studiemi byla testovana cytotoxicita BTKi (TIR, ZAN) pro
vSechny bunécné linie (HepG2, KGla) ke stanoveni relativné netoxické koncentrace
vhodné pro nasledné experimenty. Buitky HepG2 (piiblizng 18 x 10 buné&k/jamku) a
KGlo (ptiblizné 25 x 10° bun&k/jamku) byly nasazeny do 96-jamkovych desticek. Buiiky
KGla byly oSetteny BTKi (0,1-50 pM) nebo DMSO ve stejny den, zatimco bunky
HepG2 po 24h kultivaci. Po oSetfeni nasledovala 48h inkubace za standardnich podminek
(37 °C, 5 % CO»), po které¢ byl zméfen ucinek BTKi na zivotaschopnost nadorovych
bunck pomoci MTT (TIR) nebo XTT testu (ZAN).

Vramci indukénich studii byly v ptipadé ZAN bunky HepG2 (pfiblizné
20 x 10* bungk/jamku) a KGloa (piiblizng 35 x 10* bunék/jamku) nasazeny do
48-jamkovych desticek a kultivovany po dobu 24 h za standardnich podminek (37 °C,
5% CO»). Zatimco bunky KGla byly okamzité oSetieny ZAN (0,5 uM) nebo DMSO,
bunky HepG2 byly oSetfeny az po 24h kultivaci. V pfipadé¢ TIR byly buitky HepG2
(ptiblizn& 70 x 10* bunék/jamku) nasazeny do 12-jamkovych desti¢ek a kultivovany po
dobu 24 h (37 °C, 5% COz). Poté byly bunky osetieny TIR (5 uM) nebo DMSO a
inkubovany 24 h (37 °C, 5 % COz). Po 24 a 48h (ZAN) nebo 24h (TIR) inkubaci bylo
médium odstranéno, buiiky byly lyzovany v TRI Reagent a celkovd RNA byla izolovana
pomoci Zymo Research Direct-zolTM RNA Miniprep kit a transkribovana do cDNA
podle pokynt vyrobce (ProtoScript II Reverse Transcriptase, New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA). Hladiny mRNA AKR1C3 byly kvantifikovany pomoci kvantitativni
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real-time PCR (qRT-PCR). PCR obsahovala 1x koncentrovanou smés XCEED qPCR SG
Mix (ZAN) nebo 1x koncentrovanou smeés GoTaq® qPCR Master Mix (TIR), primery
specifické pro AKR1C3 (1 uM) a 20 ng cDNA (ZAN) nebo 40 ng cDNA (TIR). qPCR
byla provedena pomoci QuantStudia 6flex (Applied Biosystems by Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) nastavené¢ho na nasledujici podminky: pocate¢ni denaturace pfi
95 °C po dobu 10 min, nasledovana 40 cykly pti 95 °C po dobu 15 s a 65 °C po dobu 1
min. Absolutni kvantifikace exprese AKRIC3 byla dosazena porovnanim vzorkii se
soucasn¢ amplifikovanym standardem AKR1C3, ktery byl generovan podle pfedchoziho
popisu (Hofman et al., 2014).

4.9 Akumulacni studie

Ke studiu vlivu BTKi (TIR, ZAN) na akumulaci DAUN byly bunky A549
(pfiblizné 35 x 10* bun&k/jamku) a KG1la (pfiblizné 50 x 10* bun&k/jamku) nasazeny do
12-jamkovych a 24-jamkovych desticek. Po 24 h byly buitkky A549 inkubovéany s BTKi
(1,5, 10 a 25 uM), LY335979 (2 uM), Ko143 (2 uM) nebo MK571 (25 uM) (selektivni
inhibitory ABC transportérit ABCB1, G2 a C1), zatimco bunky KGla byly inkubovany
thned po nasazeni. Po 15 min inkubace byl k buiikdm pfidan DAUN (1 puM) a nasledovala
1 h inkubace. Poté byly buniky dvakrat promyty studenym PBS a pouZity pro dalsi analyzu
pomoci pritokového cytometru Sony SA3800 Spectral Cell Analyser (Sony
Biotechnology, San Jose, CA, USA) s laserem nastavenym na 488 nm. K vyhodnoceni

dat byl pouzit software SA3800 (Sony Biotechnology, San Jose, CA, USA).

4.10 Statisticka analyza

VSechna data byla zpracovdna a parametry byly vypocteny pomoci programu
GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Statisticka analyza
dat byla provedena pomoci jednosmérné analyzy rozptylu (ANOVA) s naslednym
Dunnettovym post hoc testem, dvousmérného ANOVA testu s naslednym Bonferroniho
post hoc testem nebo neparovym t-testem s Welchovou korekci, jak je uvedeno v
legendach pfisluSnych obrazka. Statistickd vyznamnost byla stanovena na hodnoty
p <0,05. V ptipadé¢ kombinacnich studii byly pomoci Chou-Talalayovy metody,
implementované v programu CompuSyn ver. 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA),
vyhodnoceny kombina¢ni indexy (CI) k rozliSeni mezi synergismem (CI <0,9), aditivitou

(CI=0,9-1,1) a antagonismem (CI > 1,1).

43



5 VYSLEDKY

5.1 Akalabrutinib a ibrutinib a jejich vliv na aktivitu reduktaz

preménujicich DAUN na DAUN-OL

Vysledky uvedené v nésledujicich podkapitolach popisuji schopnost ACA a IBR
inhibovat reduktazy z nadrodin AKR a SDR, které se vyznamné podili na pfeméné
DAUN na DAUN-OL. Redukce zptisobuje deaktivaci cytostatika a byla prokdzana jak na
urovni rekombinantnich proteinil, tak i vybranych bunécénych linii. Vysledky jsou
soucasti publikace Morell et al. (2021), ktera byla publikovana v ¢asopise Cancers a je

uvedena v Seznamu publikovanych praci.

5.1.1 ACA a IBR inhibuji redukci

reduktazami z nadrodin AKR a SDR

DAUN zprostiredkovanou

Prvnim krokem bylo provedeni screeningu ucinku ACA a IBR na rizné CRE
(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2 a CBR1), u kterych je prokazéano, Ze jsou zapojeny do
metabolismu ANT. Za timto Ucelem byla hodnocena enzymatickd aktivita raznych

rekombinantnich CRE na DAUN pfi dvou koncentracich BTKi (10 a 50 uM) (tab. 1).

Tab. 1 Screening inhibi¢niho G€inku BTKi na redukci DAUN zprostfedkovanou
raznymi CRE

ACA 10 pM | ACA 50 pM | IBR 10 pM | IBR 50 pM

Fnzym (% inhibice) | (% inhibice) | (% inhibice) | (% inhibice)
AKRIA1 | -1,68+3,93 | -0,93+237 | -3,60 2,63 | -7,00 4,39
AKRIB1 | 1,94+337 | 1,56+2,79 | 3,77+035 | 7,60 +5,06
AKRIB10 | 1,10+£1,49 | 936+2,53 | 48,18 2,10 | 74,97 + 0,87
AKRIC3 | 89,55+4,00 | 96,28 + 1,58 | 92,17 +3,43 | 96,41 + 1,48
AKR7A2 | 0,89+21,26 | 4,06+ 13,07 | 1,27+4,61 | -8,18+5,13
CBR1 1,10+1,27 | 1,43+193 | 032+1,85 | 0,66+228

Hodnoty jsou vyjadieny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnimu vzorku

obsahujicimu DMSO misto testovaného inhibitoru (n = 3; prumér = smérodatna odchylka (SD)).
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Ze vSech studovanych enzymi byl pouze AKRI1C3 vyznamné, a navic i velmi
podobn¢ inhibovan obéma inhibitory BTK. Koncentrace 10 a 50 uM ACA a IBR snizily
aktivitu AKRIC3 o 89,55 % =4 % a 96,28 % + 1,58 % (ACA), 92,17 % + 3,43 % a
96,41 % =+ 1,48 % (IBR). Vyznamn¢;jsi inhibice byla zaznamenéna jesté u AKR1B10, kdy
10 a 50 uM IBR snizily aktivitu 0 48,18 % +2,10 % a 74,97 % + 0,87 %, zatimco nejvyssi
koncentrace ACA (50 uM) inhibovala aktivitu AKR1B10 pouze o 9,36 % + 2,53 %.
Ostatni studované reduktazy byly inhibovany ACA 1 IBR nevyznamng.

Dale byl analyzovan typ interakce mezi BTKi a AKR1C3. Za timto ucelem byla
rekombinantni AKR1C3 inkubovéna se zvysujicimi se koncentracemi DAUN a s BTKi
ve tfech koncentracich (1, 5 a 10 pM) nebo DMSO. Kinetika enzymu byla vyhodnocena
pomoci Lineweaver-Burkova dvojit¢ho reciprokého grafu (obr. 9A), ktery ukazal
nekompetitivni/smiSeny fenotyp pro obé& slouceniny. Tento zplsob inhibice spolu s
linearni zévislosti hodnoty ICso na koncentraci enzymu (obr. 1B) naznacuji, ze tyto BTKi
mohou vykazovat té¢snou vazebnou interakci s AKR1C3. Proto byla pouzita Morrisonova
kvadratickd rovnice pro tésné se vdzajici inhibitory (Copeland, 2013) s riznymi
mnozstvimi AKR1C3 (obr. 9C) k vypoctu zdanlivych hodnot Ki (Ki*P?) (tab. 2). Obé

slouceniny vykazovaly relativné konstantni hodnoty K;*? v rozmezi nM koncentraci.
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Obr. 9 Analyza enzymove kinetiky BTKi na redukci DAUN zprostiedkovanou rekombinantnim
AKRIC3. (A) Lineweaver-Burkitv graf porovnadvajici inverzni aktivitu specifickou pro AKRIC3 v
pritomnosti DMSO nebo zvysujicich se koncentraci (1, 5 a 10 uM) BTKi v zavislosti na
koncentraci DAUN (n = 3; prumeér = SD). (B) Namérené hodnoty ICso BTKi v zavislosti na
koncentraci AKRIC3 (n = 3; prumeér = SD). (C) Graf koncentrace-odezva BTKi pro aktivitu
DAUN katalyzovanou AKRIC3 prizpusobeny Morrisonové kvadratické rovnici. Enzymaticka
aktivita je vyjadrena jako pomér inhibované a neinhibované reakcni rychlosti (n = 6, priimeér £

SD).
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Tab. 2 Hodnoty K;*® pro BTKi ziskan¢ z Morrisonovy rovnice pro tésné se vazajici

inhibitory
AKR1C3 | AKR1C3 K;?PP 95% CI
BTKi R?
(mg/ml) (LM) (1M) (LM)
0,005 0,135 0,312 0,242 — 0,382 0,881
IBR 0,015 0,405 0,332 0,268 — 0,396 0,944
0,03 0,811 0,354 0,278 — 0,431 0,951
0,005 0,135 0,451 0,356 — 0,546 0,946
ACA 0,015 0,405 0,521 0,454 — 0,589 0,983
0,03 0,811 0,566 0,496 — 0,636 0,987

Hodnoty jsou vyjadreny jako primér + SD z nejméné tii nezavislych experimentii. 95% interval

spolehlivosti (95% CI).

5.1.2 Inhibitory BTK pusobi proti rezistenci lécby DAUN
prostiednictvim inhibice AKR1C3 v buné¢né linii HCT116

Pro zhodnoceni uc¢innosti ACA a IBR pfi potladovani intraceluldrniho metabolismu
DAUN, byla vytvotfena bunéc¢na linie HCT116 s piechodnou nadmérnou expresi enzymu
AKRIC3 (HCT116-AKR1C3) a kontrolni buiiky transfekované prazdnym vektorem
(HCT116-EV). Bunécna linie HCT116 byla vybrana kvili zanedbatelné endogenni
expresi AKR1C3 (Hofman et al.,, 2014). Bunky HCT116-AKR1C3 byly oSetieny
zvySujicimi se koncentracemi obou BTKi (1, 5 a 10 pM) v kombinaci s DAUN (1 uM)
po dobu 2,5 a 5 h. Ob¢€ slou¢eniny vyznamn¢ inhibovaly redukci DAUN na DAUN-OL

v zavislosti na Case a davce (obr. 10).
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Obr. 10 BTKi inhibuji metabolismus DAUN zprostredkovany AKRIC3. Transfekované buriky
HCTI116 byly inkubovany s 1 uM DAUN v kombinaci s DMSO nebo BTKi (1, 5 a 10 uM) po dobu
2,5 a 5 h. Bunécné extrakty byly dale analyzovany pomoci UHPLC. Graf zndzornuje ¢asovou
zavislost aktivity AKRIC3, pricemz mnozstvi DAUN-OLu vzniklé po 5 h v bunkach HCTI16-
AKRIC3 se povazuje za 100 % a v bunikach HCT116-EV za 0 %. VSechny hodnoty jsou vyjadreny
jako priimeér = SD ze ti nezavislych experimenti provedenych ve dvou opakovanich (n = 6).
Udaje byly podrobeny statistické analyze pomoci dvousmérného ANOVA testu s ndslednym
Bonferroniho post hoc testem. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 vzhledem k DMSO.

Déle bylo analyzovano, zda snizend inaktivace DAUN moduluje rezistenci na ANT
v transfekovanych buitkdch HCT116. Za timto uc¢elem byly u bun€¢k HCT116-AKR1C3
a HCTI116-EV analyzovany ICso DAUN v kombinaci s DMSO nebo stejnymi
koncentracemi BTKi (1, 5 a 10 uM) (tab. 3 a obr. 11A, B, C, D), kter¢ diive vykazovaly
inhibi¢ni u¢inek na metabolismus DAUN. Exprese AKRI1C3 v buitkach HCT116-
AKRI1C3 poskytovala vétsi odolnost viici cytotoxicité DAUN, pficemz hodnota ICso pro
DAUN byla pfiblizné dvakrat vyssi nez u bunék HCT116-EV. Tyto udaje ukazuji, Ze
zvysSena exprese AKR1C3 chrani nadorové buiiky pied toxicitou DAUN. Rezistence k
DAUN u HCT116-AKR1C3 vSak byla pfekonéna v zavislosti na davce ACA a IBR,
ptfi¢emz doslo k vyznamnym posuniim hodnot ICso pro 5 a 10 uM obou BTKi. U bun&k
HCT116-EV nebyly pozorovany zadné vyznamné zmény hodnot ICso DAUN, coz
potvrzuje rozhodujici ulohu interakce BTKi-AKR1C3 pfi t¢inku zvraceni rezistence vici
DAUN. Pomoci Chou-Talalayovy metody byly kvantifikovany CI a vytvofeny grafy
zavislosti CI na podilu ovlivnénych bunék (FA). Bunky, které prezily 1écbu, byly
povazovany za nezasazené. Kombinace DAUN s obéma BTKi (5 a 10 uM) vykazovala
hodnoty CI v rozmezi od synergismu (0,3-0,7) az po silny synergismus (0,1-0,3) u bunék
HCT116-AKR1C3. U bunék HCT116-EV byly hodnoty CI pro stejné kombinace
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mnohem vys$i a vykazovaly rozmezi od mirného synergismu (0,7-0,85) az po témér
aditivitu (0,9-1,1). Mirny synergismus pozorovany u HTC116-EV muze souviset s
dalsimi cili BTKi, ale bez dostatecného piispévku k vyznamnému zvySeni cytotoxicity

DAUN (obr. 11E, F).

Tab. 3 Namétené hodnoty ICso kombinace DAUN s BTKi

Koncentrace I1Cs0 (95% CI) [uM]
BTKi
(uM) HCT116-EV HCT116-C3

0 0,35 (0,33-0,37) 0,66 (0,62-0,70)

1 0,35 (0,32-0,37) 0,59 (0,56-0,63)
IBR

5 0,25 (0,22-0,27) 0,31 (0,29-0,34) **

10 0,24 (0,22-0,26) 0,25 (0,23-0,28) **

0 0,34 (0,32-0,37) 0,61 (0,57-0,66)

1 0,33 (0,31-0,36) 0,59 (0,55-0,64)
ACA

5 0,25 (0,23-0,27) 0,33 (0,31-0,36) **

10 0,23 (0,22-0,26) 0,28 (0,26-0,30) **

Hodnoty ICso byly podrobeny statistické analyze pomoci Studentova t-testu. **p <0.001 a jsou

vyjadreny jako priumér dvou nezavislych experimentii provedenych ve trech opakovanich.
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Obr. 11 BTKi pusobi proti rezistenci k lécbé DAUN zprostredkované AKRIC3 u transientné
transfekovanych bunék HCT116. (A, B, C, D) HCTI116-EV a HCT116-AKR1C3 byly vystaveny
pusobeni DMSO nebo riznych davek BTKi (1, 5 a 10 uM) v kombinaci s DAUN (0,01-1 uM) a
inkubovany po dobu 72 h. Zivotaschopnost bunék byla hodnocena pomoci MTT testu. Grafy
predstavuji srovnani kiivek zavislosti davky na odpovedi pro Zivotaschopnost (%) kazdé bunécné
linie pri ruznych kombinacich (n = 6, prumér = SD). (E, F) Grafy CI vs. Fa ziskané po Chou-
Talalayové analyze kombinované lécby zahrnujici BTKi (5 a 10 uM) s DAUN (0,1-1 uM) (n = 6,
prumer + SD). Prerusované cary vymezuji rozsahy CI pro silny synergismus (0,1-0,3),

synergismus (0,3-0,7), stredni synergismus (0,7-0,85) a temer aditivitu (0,9-1,1).
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5.1.3 BTKi synergizuji cytotoxicitu DAUN v nadorové bunécné linii
A549

Po potvrzeni synergického ucCinku kombinace 1é¢iv na bunécné linii HCT116
tranzientn¢ exprimujici AKR1C3 byly nasledné€ provedeny kombinac¢ni studie na bunécné
linii A549 s endogenni expresi AKR1C3 (Hofman et al., 2014). Opét byla hodnocena
cytotoxicita DAUN v kombinaci se stejnymi koncentracemi BTKi (obr. 12A, B).
Podobné¢ jako u bunék HCT116-AKR1C3 oba BTKi v kombinaci s DAUN vykazovaly
vyznamné posuny hodnot ICso (tab. 4). Soucasné oba BTKi vykazovaly urcity stupen
cytotoxicity, ktery, prestoze nesouvisi s metabolismem DAUN, mlze rovnéz piispivat k
vyznamnym posuntim ICso pozorovanym po kombinaci s DAUN. Pomoci Chou-
Talalayovy metody byl zjistén synergicky ucinek v zavislosti na ddvce BTKi (obr. 12C,
D).

Tab. 4 Namétené hodnoty ICso kombinace DAUN s BTKi

Koncentrace ICs0 (95% CI)
BTKi
(uM) [uM]

0 0,35 (0,33-0,37)

1 0,21 (0,19-0,23) **
IBR

5 0,12 (0,11-0,14) ***

10 0,09 (0,08-0,11) ***

0 0,35 (0,33-0,37)

1 0,23 (0,21-0,25) **
ACA

5 0,13 (0,12-0,15) ***

10 0,10 (0,09-0,12) ***

Hodnoty ICsyp byly podrobeny statistické analyze pomoci Studentova t-testu. **p <0,001;
***p <0,0001 a jsou vyjadieny jako prumeér tii nezavislych experimentii provedenych ve trech

opakovanich.
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Obr. 12 BTKi synergizuji cytotoxicitu DAUN v nadorovych bunikach A549. (A, B) Bunky A549
byly inkubovany s DMSO nebo netoxickymi davkami BTKi (1, 5 a 10 uM) v kombinaci se
zvySujicimi se koncentracemi DAUN po dobu 72 h, nasledné byl proveden MTT test pro stanoveni
Zivotaschopnosti bunék. Grafy zndzornuji srovnani krivek zavislosti davky na odpovédi
Zivotaschopnosti bunek A549 (%) pri riiznych kombinacich (n = 9, primer = SD). (C, D) Grafy
Clvs. Fa ziskané po Chou-Talalayové analyze kombinované lécby zahrnujici BTKi (1, 5 a 10 uM)
s DAUN (0,1-1 uM) (n = 6, priimer = SD). Prerusované cary vymezuji rozsahy CI pro silny
synergismus (0,1-0,3), synergismus (0,3-0,7), stredni synergismus (0,7-0,85) a témér aditivitu
(0,9-1,1).
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5.2 Zanubrutinib a jeho inhibi¢ni potencial k reduktiazam

z nadrodin AKR a SDR

Nasledujici podkapitoly obsahuji vysledky popisujici ZAN a jeho inhibi¢ni
potencial k reduktazam z nadrodin AKR a SDR, které zprostiedkovavaji metabolismus
DAUN na DAUN-OL. Vysledky prezentované v téchto podkapitolach jsou soucasti
publikace Cermakova et al. (2022), ktera byla publikovana v Gasopise Pharmaceutics a je

uvedena v Seznamu publikovanych praci.

5.2.1 ZAN inhibuje redukci DAUN zprostifedkovanou reduktizami
z nadrodin AKR a SDR

Podobné jako v ptedchozi publikaci byl i zde nejprve proveden zakladni screening
inhibi¢ni aktivity ZAN na riizné CRE (AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBRI1). Ze vSech
testovanych CRE vykazoval ZAN nejvyssi inhibi¢ni aktivitu vici AKRIC3. V
koncentraci 10 a 50 uM snizil aktivitu AKR1C3 0 79,08 % £ 1,73 % a 88,52 % £ 2,18 %
(tab. 5).

Tab. 5 Screening inhibi¢niho ¢inku ZAN na redukci DAUN zprostiedkovanou riznymi
CRE

ZAN 10 pM ZAN 50 pM
Enzym
(% inhibice) (% inhibice)
AKRI1A1 2,81 +£0,08 5,56 £ 0,38
AKRI1B1 53,33 £ 0,33 67,45+ 0,01
AKR1B10 41,67 +0,03 74,83 £ 0,31
AKRI1C3 79,08 £ 1,73 88,52+ 2,18
CBR1 3,63 +£4,69 4,68 +9,40

Hodnoty jsou vyjdadieny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnimu vzorku

obsahujicimu DMSO misto testovaného inhibitoru (n = 3, prumer + SD).

Nejsilnéji inhibovana rekombinantni reduktdza byla AKR1C3, a proto bylo dalSim
krokem kvantifikovat inhibiéni ucinek ZAN na rekombinantni AKR1C3 stanovenim

ICso. Jak je patrné z ICso (obr. 13A), ZAN interagoval s AKRI1C3 a siln¢ inhiboval
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redukci DAUN na DAUN-OL v zavislosti na davce. Enzymova kinetika a Lineweaver-
Burkliv dvojity recipro¢ni graf navic poskytly ditkkaz o smiSeném typu inhibice (K; =
2,9 uM, a > 1,0) (obr. 13 B,C). Parametr a > 1 naznacuje, Ze se ZAN piednostné vaze na

volny enzym (Copeland, 2013).
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Obr. 13 ZAN inhibuje redukci DAUN katalyzovanou lidskym rekombinantnim AKRIC3. (4) ICs
inhibice AKRIC3. (B) Stanoveni Ki. (C) Zpiisob inhibice graficky zndzornény pomoci
Lineweaver-Burkova grafu. VSechny udaje jsou vyjadreny jako prumeér £ SD z nejméné tri

nezavislych experimentil.

5.2.2 Vliv ZAN na rezistenci k 1é¢bé DAUN v bunéé¢né linii HCT116

Dale byl zkouman vliv ZAN na metabolismus DAUN zprostiedkovany AKR1C3 v
transfekovanych buiikach HCT116. Bunky byly oSetreny DAUN (1 uM) a ZAN (1, 5, 10
a 50 uM) nebo DMSO v reakénim intervalu 2 a 4 h. Obrazek 14 ukazuje, ze ZAN ve
vSech testovanych koncentracich vyznamné inhiboval pfeménu DAUN na DAUN-OL v

bunkach HCT116-AKR1C3.
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Obr. 14 ZAN inhibuje metabolismus DAUN zprostiedkovany AKRIC3 v intaktnich bunkdch.
Transfekované bunky HCT116 byly inkubovany s DAUN (1 uM) v kombinaci se ZAN (1, 5, 10 a
50 uM) nebo DMSO po dobu 2 a 4 h. Poté byl DAUN-OL extrahovan a jeho mnozstvi bylo
analyzovano pomoci UHPLC. Data byla vyhodnocena pomoci jednosmérného ANOVA testu, po
némz nasledoval Dunnettitv post hoc test. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 ve srovnadni s kontrolni

davkou DMSO. Hodnoty jsou vyjadreny jako primer £ SD ze t7i nezavislych experimentii.

Po potvrzeni, Ze ZAN intracelularné inhibuje AKR1C3, bylo analyzovéano, zda
sniZzeni metabolismu DAUN umérn€ zvySuje jeho cytotoxicitu na bunky. I v tomto
pripadé u bunék HCT116-AKR1C3 byla hodnota ICso pro samotny DAUN témét dvakrat
vy$si nez hodnota ICso ziskana z experimentt s bunnkami HCT116-EV. Z posunt hodnot
ICso je patrné, Ze rezistence bunék HCT116-AKR1C3 vici DAUN byla piekondna po
pfidani ZAN (5 nebo 10 uM) (obr. 15A). Pii pokusech s buitkami HCT116-EV nebyly
zjistény zadné takto vyznamné zmény ICso (obr. 15B), protoZze kombinace s BTKi
nevedla ke zvySeni cytotoxicity DAUN. Dale byla analyzovana farmakodynamika
kombinace DAUN a BTKi pomoci Chou-Talalayovy metody. Hodnoty CI pro DAUN se
ZAN (5 nebo 10 pM) vedly u bun€k HCT116-AKR1C3 k synergismu (CI <0,9). Nejnizsi
hodnota CI byla zjisténa pro kombinaci 10 uM ZAN s 0,25 uM DAUN (CI = 0,33 +
0,11). Naopak pfi testovani zkoumanych kombinaci 1é¢iv u bunék HCT116-EV byla
zjiSténa aditivita az antagonismus (CI = 0,9-10) (obr. 15C, D).
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Obr. 15 ZAN piisobi proti rezistenci na DAUN zprostiedkované AKR1C3 u nadorovych bunék.
Bunky HCT116-AKRIC3 (4) a HCT116-EV (B) byly osetieny DMSO nebo ZAN (5 a 10 uM) a
zvySujicimi se koncentracemi DAUN (0,1-5 uM). Po 72 h inkubace byla Zivotaschopnost bunék
hodnocena pomoci testu XTT. Pro jednosmérny ANOVA test a nasledny Dunnettitv post hoc test
byl pouzit GraphPad Prism 9.3.1. ns = nesignifikantni, * p < 0,05 a ** p < 0,01 v porovnani s
kontrolou s DMSO. Chou-Talalayova analyza byla provedena za ucelem vytvoreni grafit CI vs.
FApro5 (C)a 10 uM ZAN (D), aby bylo mozné rozlisit synergismus (<0,9), aditivitu (0,9-1,1) a
antagonismus (>1,1). Teckovand éara byla pro lepsi orientaci umisténa na CI = 1. Udaje jsou

prezentovany jako primeér £ SD ze t7i nezavislych experimentii.

5.2.3 ZAN prekonava rezistenci viici DAUN v bunééné linii A549

Po potvrzeni synergického uc¢inku kombinace DAUN se ZAN na urovni
transfekovanych bunék HCT116 byly nasledné provedeny kombinacni studie s buné¢nou
linii A549. Podobné jako u bunék HCT116-AKR1C3 byly po oSetieni bun¢k kombinaci
DAUN a ZAN (1 a 5 uM) (obr. 16A) zjiStény vyznamné posuny hodnot ICso. Pti pouZiti
metody Chou-Talalaye byl zjistén synergicky ucinek v celém rozsahu FA, pfi¢emz
nejniz8i hodnota CI byla zjisténa pro kombinaci 5 uM ZAN + 0,75 uM DAUN (CI = 0,06
+ 0,05) (obr. 16B).
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Obr. 16 ZAN piisobi proti rezistenci na DAUN u bunék A549. (A) Buiiky A549 byly oSetreny
DMSO nebo ZAN (1 a 5 uM) a zvysujicimi se koncentracemi DAUN (0,01-1 uM), inkubovany po
dobu 72 h a poté byla hodnocena Zivotaschopnost bunék pomoci testu XTT. Pro jednosmerny
ANOVA test nasledovany Dunnettovym post hoc testem byl pouzit GraphPad Prism 9.3.1.
**p < 0,01 a ****p < 0,0001 vzhledem ke kontrole s DMSO. (B) Chou-Talalayova analyza byla
provedena za ucelem vytvoreni grafu CI vs. FA pro 1 a 5 uM ZAN a rozliseni synergismu (<0,9)
od aditivity (0,9-1,1) a antagonismu (>1,1). Prerusovana c¢ara byla pro orientaci umisténa na CI

= 1. Udaje jsou prezentovany jako priimér + SD ze ti'i nezavislych experimenti.

5.2.4 ZAN zvySuje akumulaci DAUN inhibici efluxni aktivity ABC

transportéri

Jak bylo uvedeno v kapitole o 1ékové rezistenci, nejen deaktivace cytostatik pomoci
CRE, ale také ABC transportéry piispivaji k ANT rezistenci, a to aktivnim od¢erpavanim
ANT z nadorovych bun¢k. Pro nase experimenty byly vybrany leukemické bunky A549
a KGla kvili jejich vysoké expresi ABC transportéri (Grundy et al., 2011; Shi et al.,
2020). V tomto experimentu byla hodnocena schopnost ZAN inhibovat eflux DAUN
v buiitkdch A549 a KGla. Pomoci selektivnich moduldtorit LY335979 (inhibitor
ABCBI), Kol43 (inhibitor ABCG2) a MKS571 (inhibitor ABCC1) jsme spolu se
substratem DAUN prokéazali funk¢ni ptitomnost transportéru ABCB1 u KGla a
ptitomnost ABCG2 a ABCC1 u bunécné linie A549 (obr. 17A, B). Déle byly ob¢ bunécéné
linie inkubovany s kombinaci DAUN a ZAN. Ziskané udaje ukdazaly, ze ZAN v
koncentracich 10 a 25 uM inhiboval eflux DAUN v bunkéach A549, zatimco v piipadé
bunc¢k KGla ZAN interagoval s transportérem ABCBI1 v koncentracich 5, 10 a 25 (obr.
17A, B).
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Obr. 17 Analyza akumulace DAUN priitokovou cytometrii v bunkach A549 (A) a KGlo (B). Buiiky
A549 a KGla byly predem inkubovany se ZAN (1, 5, 10 a 25 uM) nebo selektivnimi inhibitory
ABC transportéru: LY335979 (inhibitor ABCBI), Kol43 (inhibitor ABCG2) nebo MK571
(inhibitor ABCCI). Po preinkubaci byly k bunkam pridany 2 uM (A549) nebo 1 uM DAUN
(KGla). Sloupcové grafy znazoriuji akumulaci DAUN v % vzhledem k DMSO kontrole. Data
byla analyzovana pomoci jednosmeérného ANOVA testu a nasledného Dunnettova post hoc testu;
ns = nesignifikantni, ** p < 0,01, ¥** p < 0,001 a **** p < 0,0001. Udaje jsou prezentoviny

Jjako prumeér + SD ze tii nezavislych experimenti.

5.2.5 ZAN neovlivituje expresi AKR1C3

Kromé inhibice AKRIC3 mohou 1 zmény exprese AKRIC3 ovlivnit
farmakologicky osud ANT. Na zaklad¢é toho byla zkoumdana schopnost ZAN ovlivnit
intracelularni hladiny mRNA AKR1C3. Spolu s leukemickymi buitkami KG1a byla jako
jaterni model pouzita bunécéna linie hepatokarcinomu HepG2, aby bylo moZné
vyhodnotit, zda ma ZAN potenciél ovlivnit celotélovou farmakokinetiku DAUN. Nejprve
byly testovany cytotoxické ufinky ZAN na zZivotaschopnost bunck HepG2 a KGla k
urceni koncentrace s piijatelnou cytotoxicitou. Na zaklad¢ téchto experimentt (obr. 18A,
B) byla pro indukéni studie pouzita farmakologicky relevantni (Tam et al., 2019) a
zanedbateln¢ cytotoxicka koncentrace 0,5 uM ZAN. Vysledky qRT-PCR ukazaly, ze
ZAN nezpiisobil zddné vyznamné zmény v expresi mRNA AKR1C3 v buiikdch KGla
ani HepG2 (obr. 18C, D).
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Obr. 18 Ucinek ZAN na expresi mRNA AKR1C3 v bunécnych liniich HepG2 a KGla. Pro nalezent
netoxické koncentrace ZAN byly bunky HepG2 (A) a KGlo. (B) osetreny ZAN (0,1-50 uM) nebo
DMSO po dobu 48 h a Zivotaschopnost bunék byla hodnocena pomoci testu XTT. Dadle bylo u
bunék HepG2 (C) a KGla (D) provedeno stanoveni mRNA AKRI1C3 po expozici ZAN (0,5 uM).
qRT-PCR byla pouzita ke sledovani zmén exprese mRNA AKRIC3 po 24 a 48h inkubaci. K
posouzeni statistické vyznamnosti byl pouzit Studentitv nepdrovy t-test s Welchovou korekci; ns =

nesignifikantni. Udaje predstavuji primér + SD z nejméné tii nezdavislych experimenti.
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5.3 Tirabrutinib a jeho schopnost inhibovat reduktazy
preménujici DAUN na DAUN-OL

Nasledujici podkapitoly obsahuji vysledky popisujici inhibi¢ni uc¢inek TIR na
reduktdzy z nadrodiny AKR a SDR, které¢ se vyznamné podileji na konverzi DAUN na
DAUN-OL. Vysledky jsou soucasti publikace, ktera byla odeslana do ¢asopisu Frontiers

in Pharmacology a je uvedena v Seznamu publikovanych praci.

5.3.1 Interakce TIR s reduktazami z nadrodin AKR a SDR

V této studii byla nejprve zkouména inhibi¢ni aktivita TIR vici vybranym CRE
(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1). V dvoubodovém screeningu TIR (10 a 50 uM)
siln¢ inhiboval AKR1C3 (>70 % na obou koncentra¢nich urovnich). Pti inkubaci TIR s

ostatnimi enzymy byla zjisténa zanedbatelna (<20 %) nebo zadna inhibice (tab. 6).

Tab. 6 Screening inhibi¢niho G€inku TIR na redukci DAUN zprostfedkovanou riznymi

CRE

TIR 10 pM TIR 50 pM
Enzym
(% inhibice) (% inhibice)
AKRI1A1 0,01 + 3,62 -0,22 £1,98
AKRI1B1 -9,77 £ 9,55 -12,36 + 0,88
AKRI1B10 1,64 + 3,89 14,96 + 2,98
AKR1C3 73,20 £ 0,88 90,26 + 1,03
CBR1 2,79+ 2,74 0,13+2.21

Hodnoty jsou vyjadieny rozsahem inhibice v procentech vzhledem ke kontrolnimu vzorku

obsahujicimu DMSO misto testovaného inhibitoru (n = 3, prumer + SD).

Z toho dlivodu se studie zamétila na AKR1C3. Byly stanoveny hodnoty 1Cso, Ki a
zpisob inhibice. Jak je patrné z vysledki, TIR snizuje aktivitu AKR1C3 v zavislosti na
davce s ICso v rozmezi 3,32-4,14 uM (obr. 19A). Hodnota K; ziskana z rovnice pro
smiSeny model inhibice byla 2,34 uM s a = 2,12 (obr. 19B, C).
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Obr. 19 TIR inhibuje rekombinantni AKRIC3. (4) Hodnota ICsy byla stanovena inkubaci TIR
(0,1-100 uM) s DAUN (500 uM) v pritomnosti AKRIC3 (1,5 ug) a systému regenerace NADPH.
(B) AKRIC3 (1,5 ug), DAUN (200-2000 uM) a TIR (2,5, 5 a 10 uM) v pFitomnosti regeneracniho
systemu NADPH byly pouzity ke stanoveni hodnoty K; a vytvoreni dvojitého reciprocniho grafu
dle Lineweaver-Burka (C). Datové body jsou primery + SD ze tii nezavislych experimentii

provedenych ve tirech opakovanich (n =9).

5.3.2 TIR synergizuje s DAUN a prekonava rezistenci na 1é¢bu ANT
prostiednictvim inhibice AKR1C3

Ke zkoumani vlivu TIR na redukci DAUN na DAUN-OL v intaktnich bunikach byl

pouzit inhibi¢ni test. Transfekované buniky HCT116-AKR1C3 a HCT116-EV byly

inkubovany s DAUN v kombinaci s TIR po dobu 2 a 4 h. Obrazek 20 ukazuje, ze TIR

vyznamné inhibuje metabolismus DAUN v zévislosti na davce a Case.
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Obr. 20 Metabolismus DAUN zprostiedkovany AKRIC3 je inhibovan TIR v transfekovanych
bunkach HCTI116. Buiiky HCTI116 byly oSetieny kombinaci DAUN (5 uM) a TIR (1, 5, 10 a
50 uM) nebo DMSO po dobu 2 a 4 h. Mnozstvi extrahovaného metabolitu DAUN-OL bylo
analyzovano pomoci UHPLC. Data byla normalizovana. Graf znazornuje aktivitu AKRI1C3, kde
mnozstvi DAUN-OL vzniklé v bunkach HCT116-AKRI1C3 + 0 uM TIR po 4 h predstavuje 100 %.
Data byla podrobena statistické analyze pomoci jednosmérného ANOVA testu s ndslednym
Dunnettovym post hoc testem. ** p < 0,01 a **** p < 0,0001 ve srovnani s DMSO. Vsechny
hodnoty jsou vyjadreny jako priiomér + SD ctyr nezavislych experimentii ve dvou opakovanich (n

)

Jelikoz byla potvrzena schopnost TIR inhibovat aktivitu AKRIC3 na bunécné
urovni, rozhodli jsme se prozkoumat, zda snizena inaktivace DAUN umérné zvysuje jeho
cytotoxicitu vii¢i nadorovym buikam. Z vysledki je patrné ze, bunky HCT116-AKR1C3
vykazovaly vys§i rezistenci vici DAUN nez bunky HCT116-EV, podobné jako
v ptechozich studiich. Tento efekt byl v naSich experimentech zvracen po pfidani TIR do
bunécéné kultury (obr. 21A, B). Kvantitativni analyza vztahti mezi davkou a uc¢inkem
ukdzala synergismus az témért aditivitu pro DAUN a 1 uM TIR (obr. 21C) a silny az
sttedni synergismus mezi DAUN a 5 nebo 10 uM TIR (obr. 21D, E) u bunék HCT116-
AKRI1C3. Naopak u stejnych kombinaci DAUN a TIR byl v pfipadé bunék HCT116-EV
pozorovan synergismus az mirny ¢i stfedné silny antagonismus (obr. 21C, D, E).
Vysledky ukazuji, ze TIR lépe synergizuje s DAUN u bun€k s nadmérnou expresi
AKRI1C3. Synergismus pozorovany u nékterych kombinaci DAUN a TIR v buiikach
HCT116-EV vsak naznacuje, ze do mechanismu uc¢inku TIR jsou zapojeny dalsi cile,

které ptispivaji k jeho u€innosti v buitkach HCT116.
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Obr. 21 TIR piisobi proti rezistenci k DAUN zprostredkované AKRIC3 u transientné
transfekovanych bunék HCTI116. Bunky HCTI16-AKRIC3 (A) a HCTII6-EV (B) byly
inkubovany s kombinaci DAUN (0,01-1 uM) a TIR (1, 5 a 10 uM) nebo DMSO. Po 72 h byla
merena Zivotaschopnost bunék pomoci testu MTT. Grafy predstavuji normalizovand data,
pricemz média obsahujici <0,5 % DMSO (v/v) jsou povazovana za 100% Zivotaschopnost bunék
a média obsahujici 10 % DMSO (v/v) za 0% Zivotaschopnost bunék. Data byla vyhodnocena
pomoci jednosmérného ANOVA testu s ndaslednym Dunnettovym post hoc testem;, n =
nesignifikantni, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 a **** p < 0,0001 ve srovnani s DMSO.
Udaje jsou vyjadieny jako primér + SD ze tii nezavislych experimentii ve tiech opakovdnich (n
=9). Metoda Chou-Talaye byla pouzita k ziskani udajii potrebnych k vytvoreni grafit CI v
zavislosti na FA. TIR 1 uM (C), 5 uM (D) a 10 uM (E) byl kombinovin s DAUN (0,1-1 uM). Udaje
pochazeji ze tri nezavislych experimentii provedenych ve trech opakovanich (n =9). Prerusované

cary vymezuji rozsahy CI pro silny synergismus (0,1-0,3), synergismus (0,3-0,7), stredni
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synergismus (0,7-0,85), temer aditivitu (0,9-1,1), mirny antagonismus (1,1-1,2), stiedné silny

antagonismus (1,2-1,45) a antagonismus (>1,45).

5.3.3 TIR nema Zadny vliv na intracelularni hladiny exprese AKR1C3

K posouzeni moznych zmén intracelularnich hladin exprese mRNA AKRI1C3 po
1é¢beé TIR jsme provedli qRT-PCR. Bunééna linie HepG2 poskytla systémovy model pro
hodnoceni uc¢inku TIR na celotélovou farmakokinetiku DAUN. Nejprve jsme hodnotili
cytotoxicky uc¢inek TIR, abychom vybrali necytotoxickou koncentraci 1éCiva v bunkach
HepG2 (obr. 22A). Poté jsme pokracovali v induk¢nich experimentech s 5 uM TIR.
Vysledky ukazuji, Ze za naSich studijnich podminek TIR nevyvolal v buitkdch HepG2
zadné vyznamné zmény v expresi AKR1C3 (obr. 22B).
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Obr. 22 Cytotoxicky ucinek TIR (4) a jeho viiv na expresi mRNA AKRIC3 (B) v bunécné linii
HepG2. Bunky HepG2 byly osetieny TIR (0,1-50 uM) nebo DMSO po dobu 48h expozice a
zZivotaschopnost bunék byla hodnocena pomoci MTT testu. Stanoveni exprese AKRIC3 po
expozici TIR (5 uM) v bunikach HepG2. Po 24 h byla exprese mRNA AKRI1C3 sledovana pomoci
qRT-PCR. K posouzeni statistické vyznamnosti byl pouzit Studentitv neparovy t-test s Welchovou
korekci; ns = nesignifikantni. Udaje predstavuji primér + SD z nejméné i nezavislych

experimentil provedenych v tetraplikatech (n =12).

5.3.4 TIR zvySuje intracelularni hladinu DAUN v intaktnich burikach

Podobné¢ jako v piedchozi studii byl zkouman potencidlni vliv TIR na akumulaci
DAUN v bunikach A549 a KG1a. Funkéni pfitomnost ABC transportérii (ABCC1 a G2 u
A549 a ABCBI u bunééné linie KGla) byla popséna v ptedchozich experimentech.
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Potencialni vliv TIR na akumulaci DAUN byl prokazén pomoci kombinace DAUN a TIR
(1,5,10a25 uM). TIR inhiboval eflux DAUN v bunécné linii A549 v koncentraci 25 pM,
zatimco 5, 10 a 25 uM TIR inhiboval eflux DAUN v buitkach KG1la (obr. 23A, B).
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Obr. 23 Akumulace DAUN v bunécnych liniich A549 (A) a KGla (B). Buinky byly inkubovany s
DMSO, zvysujicimi se koncentracemi TIR (1-25 uM) nebo selektivnimi inhibitory ABC
transportéri: 2 uM Kol43 nebo 25 uM MK571 (A549), 2 uM LY335979 (KGla) po dobu 15 min.
Po preinkubaci byl k buitkam pridan 1 uM DAUN a inkubovan po dobu 45 min a poté byla
pritokovou cytometrii meérena akumulace DAUN v burnikdch jako fluorescence. Sloupcové grafy
znazoriuji akumulaci DAUN v % vzhledem k DMSO, coz je kontrolni latka. Data byla
analyzovana pomoci jednosmérného ANOVA testu a ndsledného Dunnettova post hoc testu, ns =
nesignifikantni, * p < 0,05, ¥* p < 0,01, *** p < 0,001 a **** p < 0,0001. Udaje jsou

prezentovany jako priumeér £ SD t7i nezavislych experimentii provedenych ve dvou opakovanich

(n =6).
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6 DISKUSE

Nadorova onemocnéni predstavuji jednu z nejvétsich vyzev moderni mediciny,
pficemz chemoterapie zlstava klicovym ndastrojem v 1€cbé toho onemocnéni. Mezi
nejucinnéjsi a Siroce pouzivané chemoterapeutické latky jsou fazeny ANT, znamé svou
schopnosti efektivné zasahovat do bunééného cyklu a zpiisobovat poskozeni DNA
nadorovych bunck vedouci k bunééné smrti. Piestoze jsou ANT vysoce uéinné v terapii
nadorovych onemocnéni, jejich dlouhodobé pouzivani je znacné¢ omezeno vedlejSimi
ucinky a rozvojem rezistence nadorovych bunék. Rezistence na ANT je komplexni
fenomén zahrnujici fadu mechanismi, jako jsou alterace cilovych molekul, aktivace
opravnych mechanismi DNA, aktivita lékovych transportérii ¢i biotransformacnich
enzymu (Mattioli et al., 2023).

Vyznamnym mechanismem pfispivajicim k rezistenci vi¢i ANT je jejich
metabolismus biotransformaénimi enzymy, které mohou 1é¢iva deaktivovat a redukovat
tak mnozstvi parentni uc¢inné formy. Dosud popsané biotransformacni enzymy
odpovédné za redukéni metabolismus DOX a DAUN jsou zafazeny bud’ do nadrodiny
SDR nebo AKR. Signifikantni schopnost redukéni pfemény byla popsana u CBR1 patfici
do nadrodiny SDR a AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a 7A2 patfici do nadrodiny AKR (Bains
et al., 2010; Bains et al., 2009; Hofman et al., 2015; Kassner et al., 2008; Ohara et al.,
1995). Tyto reduktazy, tedy popsané reduktdzy s vyznamnou reduk¢ni pteménou k ANT,
byly pfedmétem naSich studii a publikované prace jsou zahrnuty do této disertacni prace.
V roce 2008 byla poprvé popséana redukce DOX katalyzovand AKR1C3 (Kassner et al.,
2008). Publikace se zaméfila na testovani enzymovych aktivit SDR a AKR pomoci
purifikovanych enzymii a lidskych tkani. NejvySsi katalytickou aktivitu vykazovala
AKR1C3, nasledovand CBR1. V mens$i mife také AKR1B10, 1A1 a 1C4. Zadnou nebo
velmi nizkou aktivitu zaznamenali u AKR1C1, 1C2 a CBR3. O dva roky pozd¢ji byla
publikovana studie, kterd porovnavala aktivity CRE v pfitomnosti DOX 1 DAUN.
Vysledkem bylo, Ze DAUN je signifikantné lepSim substratem AKRIC3 nez DOX.
Nejvyssi aktivitu v pfitomnosti DAUN naméfili s CBR1, AKR1C3, 7A2, 1A1 a 1B10
(Bains et al., 2010). Metabolismem ANT zprosttedkovanym AKR1C3 se rovnéz zabyvala
naSe vyzkumna skupina. Autofi publikovali kinetické studie s purifikovanym
rekombinantnim enzymem AKR1C3 vici DOX, DAUN a IDA. Podobné jako v pfechozi
studii byl nejucinnéji metabolizovan DAUN, nasledovany IDA a DOX (Hofman et al.,

2014). Kromé kinetickych studii s purifikovanym rekombinantnim enzymem AKRI1C3
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byla prokadzéna rozsdhld metabolickd konverze DAUN zprosttedkovand nadmérné
exprimovanym AKRIC3 v intracelularnich podminkéach. Ve své studii transfekovali
vybrané bunécéné linie (A549, HelLa, MCF7 a HCTI116). Potvrzenim AKRI1C3
zprostiedkované redukce DAUN v intaktnich buiikach prokézali, ze tento metabolicky
proces piispiva k ANT rezistenci v nddorovych buinikach (Hofman et al., 2014). ZvySena
enzymatickd redukce ANT na jejich méné u¢inné sekundarni C13-hydroxy metabolity
byla popsana jako jeden z mechanism, ktery zptisobuje farmakokinetickou rezistenci na
ANT v nadorovych bunkéach (Ax et al., 2000; Gavelova et al., 2008; Heibein et al., 2012;
Plebuch et al., 2007; Soldan et al., 1996; Zhong et al., 2011). Soucasné byla u tady
nadorovych onemocnéni zjiS§téna nadmérna exprese AKRIC3, véetné¢ karcinomu
prostaty, prsu, AML a NSCLC, pfi¢emZ jeji upregulace korelovala s invazivitou a
agresivitou téchto nadora (Birtwistle et al., 2009; Li et al., 2024; Oduwole et al., 2004;
Stanbrough et al., 2006).

Detailni znalost metabolismu ANT poskytla vyznamny pfinos v oblasti piekonani
1¢kové rezistence a jejich vedlejSich u€inkl. Na zaklad¢ této skute¢nosti vznikaji nové
pfistupy v terapii nddorovych onemocnéni, napf. vyuziti inhibitord v kombinované
terapii. Verma et al. (2016, 2019) ve svych studiich ukazal potencidl n€kolika inhibitort
AKRI1C3 silné synergizovat cytotoxicky u¢inek DAUN na bunécné liniit AML nadmérné
exprimujici AKR1C3. Kombinovana 1é¢ba vyvolavala silny Uc¢inek, ktery potencoval
cytotoxicitu DAUN vice nez 10krat (Verma et al.,, 2016; Verma et al., 2019). Nase
vyzkumna skupina rovnéZz zaznamenala inhibici AKRIC3 jako necilovy ucinek
inhibitoru cyklin-dependentni kindzy (CDK) dinaciklibu, inhibitoru fosfoinositid-
3-kinazy (PI3K) buparlisibu a inhibitoru tyrosinkinazy 3 receptoru podobné FMS (FLT3)
midostaurinu (Bukum et al., 2019; Morell et al., 2021; Novotna et al., 2018a).

Cilem této prace bylo studium BTKi (ACA, IBR, TIR, ZAN) a jejich schopnosti
inhibovat CRE. Ze vSech studovanych CRE, kter¢ se podileji na metabolismu DAUN, byl
nejvyznamngji inhibovan enzym AKRI1C3. Podobnych vysledkii bylo dosazeno také
v naSich ptedchozich studiich (Bukum et al., 2019; Morell et al., 2021). Vzhledem
k tomu, Ze AKR1C3 je spojen s rezistenci nadorovych buné€k a soucasné je nejaktivnéjsi
DAUN-reduktazou z nadrodiny AKR, se tento enzym jevi jako slibny terapeuticky cil. V
naSich experimentech vSechny testované BTKi inhibovaly aktivitu rekombinantni formy
AKRIC3 s nizkymi hodnotami ICso, Ki*P, ¢i Ki. Dullezité je, Ze vypoctené maximalni
plazmatické koncentrace (cmax) BTKi (~1,8 uM ACA; ~0,34 uM IBR; ~1,8 uM TIR;
~1,4 uM ZAN (Munakata et al., 2019; Patel et al., 2018; Scheers et al., 2015; Tam et al.,
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2019)) se pohybuji v podobném koncentraénim rozmezi s hodnotami stanovenymi
v naSich experimentech. Lze tedy oCekévat, Ze by se u onkologickych pacientii mohla a
méla projevit interakce mezi AKR1C3 a BTKi. Rovnéz vSechny BTKi vykazovaly
nekompetitivni/smiSeny typ inhibice. Nekompetitivni typ inhibice Casto vykazuji pevné
se vazajici inhibitory (anglicky tight binding inhibitors), které se ireverzibilné vazi na
enzym a jsou charakterizovany vysokou afinitou k cilovému enzymu. Tyto inhibitory jsou
zvlasté cenné, protoze jejich prodlouzené pisobeni miize vést k ucinnéjSim a trvalejSim
terapeutickym ucinkim, které¢ ¢asto umoziuji niz§i a méné Casté davkovani (Copeland,
2013). Pomoci Morrisonovy kvadratické rovnice pro pevné se vazajici inhibitory
s riznym mnozstvim AKR1C3 byly stanoveny hodnoty K;*P. V ptipadé¢ ACA a IBR byly
zjiStény relativné konstantni hodnoty K;*?, nezdvislé na koncentraci enzymu, ¢imz jsme
prokazali, ze se jednd o pevné€ se vazajici inhibitory. V naSich experimentech vybrané
BTKi inhibovaly AKRIC3 nejen na turovni rekombinantniho enzymu, ale také
v intaktnich bunkach s nadmérnou expresi AKR1C3. Pro tyto experimenty byla vybrana
bunécna linie HCT116 kvili zanedbatelné endogenni expresi AKR1C3, kterd byla
transfekovana vektorem kodujicim enzym AKR1C3. Nejprve byly provedeny inhibi¢ni
studie, pfi kterych vS§echny BTKi vyznamné snizily aktivitu AKR1C3 a inhibovaly tak
metabolismus DAUN na DAUN-OL. To dokazuje, ze BTKi vstupuji do nadorovych
bunék a ovliviiuji intracelularni aktivitu tranzientné exprimovaného AKR1C3.

Jak uz bylo popsano vyse, zvySena exprese AKR1C3 chrani nadorové bunky pred
cytotoxicitou DAUN (Hofman et al., 2014). Podobného vysledku bylo dosazeno také
v nasich experimentech na bunééné linii HCT116-AKR1C3. Tento efekt byl zvracen po
pfidani studovanych BTKi do bunécné kultury. Dutlezité je, Ze v piipadé HCT116-EV
nevedla kombinace DAUN s BTKi k vyznamnym zméndm, coz potvrzuje rozhodujici
ulohu interakce BTKi-AKR1C3 pfi pfekondvani rezistence viici DAUN. Po kvantitativni
analyze vztahli mezi davkou a G¢inkem, vSechny studované BTKi vykazovaly stfedni az
silny synergismus s DAUN v koncentraci 5 nebo 10 uM. V piipadé TIR bylo dosazeno
synergismu az témét aditivity také v koncentraci 1 puM. Soucasné bylo dosaZeno
synergismu az sttedné silného antagonismu také v buitkkach HCT116-EV, coZ naznacuje,
7ze do mechanismu uG¢inku mohou byt zapojeny dalsi cile, které pfispivaji k jejich
ucinnosti v buikach. Po potvrzeni schopnosti BTKi zvratit rezistenci via¢i DAUN
v buiikdch tranzientné exprimujicich AKR1C3, bylo vhodné synergicky efekt kombinace
ov¢tit na bunééné linii A549 s endogenni expresi AKR1C3. Podobné jako u bunééné linie

HCT116-AKRIC3, 1 u bunék A549 byla rezistence viici DAUN piekonana pfiddnim
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BTKi (ACA, IBR, ZAN). Kombinace 1é¢iv vedla ke snizeni G¢inné davky DAUN a ke
zlepSeni synergickych parametrii v zavislosti na davce BTKi. U vSech tfi BTKi byl
pozorovan synergismus jiz pii koncentraci 1 uM, coz lze vysvétlit jejich schopnosti
vykazovat dualni inhibi¢ni Gc¢inky.

Exprese ABC transportért je dal§im faktorem, ktery snizuje ucinnost ANT lécby
jejich aktivnim efluxem z nadorovych bun¢k. Dinaciklib a midostaurin, stejn¢ jako IBR,
byly popséany jako specifické inhibitory MRP1/ABCC1 (Cihalova et al., 2015; Hsiao et
al., 2019; Zhang et al., 2014). NaSe vyzkumna skupina identifikovala duélni mechanismus
midostaurinu u bunécné linie KG1a, kde midostaurin synergicky zvysoval cytotoxicitu
DAUN inhibici metabolismu AKRI1C3 a zaroven zvySoval intracelularni akumulaci
DAUN inhibici transportéru MRP1/ABCC1 (Morell et al., 2021). Na zaklad¢ téchto
poznatkii jsme prozkoumali schopnost dudlniho mechanismu také u inhibitord TIR a
ZAN. Ziskané vysledky ukazaly, ze oba BTKi inhibovaly eflux DAUN v buné¢né linii
A549 1 KGla, ¢imz bylo vysvétleno pozorované zlepSeni synergickych parametrii
kombinace 1é¢iv u bunécné linie A549. Pomoci selektivnich modulatord LY335979
(inhibitor ABCBI1), Ko143 (inhibitor ABCG2) a MKS571 (inhibitor ABCC1) byla také
prokézand funkcni pfitomnost transportéru ABCB1 u KGla a pfitomnost ABCG2 a
ABCCI1 u bunééné linie A549. Coz koreluje s predchozimi studiemi o expresi a/nebo
funkéni aktivité zkoumanych transportérti ve vybranych bunéénych modelech (Grundy et
al., 2011; Shi et al., 2020).

Farmakologicky osud ANT a jejich Gc¢inek ve spojeni s BTKi miiZze byt ovlivnén
zménami v expresi AKRIC3. Proto jsme studovali vliv BTKi na regulaci mRNA
AKRIC3 v bunéénych liniich HepG2 (TIR, ZAN) a KGla (ZAN). Nebyla pozorovana
zadna upregulace mRNA AKR1C3. BTKi neovliviiuji systémovy metabolismus DAUN
(TIR, ZAN) ani neposiluji fenotyp rezistence vii€ci DAUN uvnitf nadorovych bun¢k
podporou zmén exprese AKR1C3.

Primérni indikaci BTKi je 1é€ba B-bunécénych malignit, jako jsou CLL, SLL, MCL,
MZL, WM (Alu et al., 2022). Z nichz CLL/SLL a indolentni lymfomy (nizce agresivni)
se vyznacuji pomalou progresi onemocnéni, avSak v disledku genetické nestability
bunééné populace dochazi ke zméndm vedoucim k blastické transformaci (Gascoyne,
2015). Prognoza pacientl s transformovanym lymfomem je nepfizniva a 1éCba je
problematicka. I v téchto ptipadech jsou pouzivany chemoterapeutické rezimy obsahujici
ANT, které jsou obecné ucinné, ale néktefi pacienti na 1écbu nereaguji (Coiffier &

Sarkozy, 2016). ACA v kombinaci s chemoterapeutickym reZimem R-CHOP (rituximab
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+ cyklofosfamid + ANT + vinkristin + prednison) vykazoval zlepSeni uc¢innost 1écby pro
pacienty DLBCL (Davies et al., 2020). Podobné¢ ZAN prokazal povzbudivy klinicky
pfinos a tolerovatelnou bezpecnost v kombinaci s rezimem R-CHOP u nové
diagnostikovanych pacienti s DLBCL s extranodalnim postizenim (Geng et al., 2023).
Ziskané vysledky podporuji ptedchozi dikazy naznacujici, ze soucasné podavani BTKi s
ANT muze zlepsit terapeutickou u€innost ANT a potlacit rezistenci.

Kromé¢ primérni indikace BTKi byla (v ptfipadé¢ IBR) prokdzéna jejich uc¢innost
v riznych preklinickych modelech u AML a solidnich nadort, jako je karcinom slinivky
btisni, prsu, plic ¢i zaludku (Molina-Cerrillo et al., 2017), pfi¢emz ve vétSing pripadi
mohou byt k 1é¢be pouzity chemoterapeutické rezimy obsahujici ANT (Mattioli et al.,
2023). Bylo uvedeno, ze 1é€ba IBR vyznamné snizila ICso standardni chemoterapie AML
cytarabinu nebo DAUN u primarni vzorkit AML (Rushworth et al., 2014). Pozdé&ji Rotin
et al. (2016) pozorovali, Zze IBR synergizuje s DAUN v buiikaich AML s vyfazenou BTK,
aniz by zvySoval jeho akumulaci, ¢imz vyloucili inhibici BTK jako zéklad této synergie
(Rotin et al., 2016). Z vysledkii 1ze usoudit, Ze enzym AKRIC3 by mohl byt jednim
z moznych ciltt BTKi, ktery by mohl stat za zlepSenim ucinnosti ANT chemoterapie.

Je nutno poukazat na to, ze AKRIC3 neni pouze ANT-reduktazou, ale podili se
také na produkci pohlavnich hormont a prolifera¢nich prostaglandinti (Birtwistle et al.,
2009; Byrns et al., 2010; Desmond et al., 2003). Souvislost mezi expresi AKRIC3 a
Spatnou prognodzou pacientli byla mnohokrat prokdzana u riznych solidnich nadori
(Oduwole et al., 2004; Zhao et al., 2019; Zhu et al., 2021). N&kolik studii dale poukézalo
na moznou souvislost mezi AKR1C3 a leukemogenezi (Birtwistle et al., 2009; Desmond
et al., 2003). Navic bylo zji§téno, Ze polymorfismy AKR1C3 u matek a potomki jsou
spojeny se zvySenym rizikem vzniku détské leukémie (Liu et al., 2008), diky cemuz FDA
zatadila AKR1C3 na seznam relevantnich cili v détské onkologii (FDA, 2024e).

Cileni na AKR1C3 muze mit vliv na leukemii, hormonalné zavislé i nezavislé
nadorové onemocnéni. Tato zjisténi podporuji kombinovani ANT chemoterapie s BTKi

u nadorovych onemocnéni s vysokou expresi AKR1C3.
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7 ZAVER

ANT piedstavuji tfidu chemoterapeutickych Cinidel Siroce pouzivanych pii 1é¢bé
ruznych nadorovych onemocnéni. Jejich klinické pouziti je limitovano vznikem Iékové
rezistence. Mechanismy rezistence zahrnuji metabolismus ANT biotransforma¢nimi
enzymy, které snizuji jejich ucinnost. CRE jsou skupinou enzymu, které katalyzuji
redukci karbonylovych slou¢enin na alkoholy. Redukce karbonylu ¢ini latky hydrofilné;jsi
a usnadnuje jejich vyluCovani z organismu. Tato disertacni prace si klade za cil
prozkoumat interakce vybranych CRE s vybranymi BTKi a jejich potencialniho u¢inku
v kombinaci s DAUN na senzitivitu nadorovych bunék. V predkladané disertacni praci

byly postupné splnény vSechny stanovené cile.

1. V experimentdlni Casti byl nejprve proveden screening inhibi¢niho potencidlu
vybranych BTKi na biotransformaci DAUN na jeho metabolit DAUN-OL.
Vsechny BTKi vykazovaly nejvétsi aktivitu proti AKRI1C3.

2. Nasledovalo stanoveni hodnot ICso a K s cilem charakterizovat jejich vliv na
redukci DAUN zprostifedkovanou AKRIC3. Kinetickd méfeni ukazala, Ze
vSechny BTKi inhibovaly redukci DAUN s nizkymi hodnotami ICso, K;*P, ¢i K.

3. Pomoci Michaelise a Mentenové a Lineweaver-Burkovych grafii byl uréen typ
inhibice. U vSech BTKi byl zjistén nekompetitivni/smiSeny typ inhibice.

4. Inhibi¢ni Uc¢inek byl ovéfen vin vitro experimentech na bunééné Urovni
s vyuzitim bunécné linie HCT116, ktera byla ptechodné transfekovana AKR1C3.
V inhibi¢nich studiich vSechny BTKi vyznamné sniZily aktivitu AKR1C3 a
inhibovaly tak metabolismus DAUN na DAUN-OL v intaktnich buiikéch.

5. Naésledovalo studium a analyza G¢inku kombinace DAUN s vybranymi BTKi v
experimentech na Grovni nadorovych bunéénych linii s tranzientni ¢i endogenni
expresi AKR1C3. Kvantitativni analyza vztahii mezi ddvkou a u¢inkem ukézala,
ze vSechny kombinace DAUN s vybranymi BTKi vykazovaly stfedni aZ silny
synergismus v buné¢né linit HCT116 s tranzientni expresi AKR1C3. Synergicky
efekt byl ovéten v bunééné linii A549 s endogenni expresi AKR1C3. Kombinace
1é¢iv DAUN s BTKi (ACA, IBR, ZAN) vedla ke sniZeni u¢inné davky DAUN a
ke zlepSeni synergickych parametrli v zavislosti na davce BTKi.

6. Za ucelem zjisténi, zda neni ohroZen synergicky Uc¢inek kombinace DAUN s

vybranymi BTKi (TIR, ZAN) byly studovany potencidlni zmény v expresi
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AKRIC3 po expozici BTKi. Nebyla pozorovana zadnd upregulace mRNA
AKRI1C3.

7. Posledni Cast byla vénovéana studiu vybranych BTKi (TIR, ZAN) na aktivitu
lékovych efluxnich transportéri pomoci akumulacnich metod s vyuzitim
nadorovych bunéénych linii A549 a KGlo. Oba BTKi inhibovaly aktivitu ABC
Iékovych transportérti v obou bunécnych liniich, ¢imz bylo vysvétleno
pozorované zlepSeni synergickych parametrc kombinace 1é¢iv u bunécné linie

A549.

Zavérem lze konstatovat, Zze nase vysledky podporuji predchozi dikazy o
synergickém uc¢inku soucasného podavani BTKi s ANT ke zlepSeni terapeutické
ucinnosti ANT a potlaceni rezistence u nddorovych onemocnéni. Pokud se tyto nalezy
potvrdi in vivo, mohou se promitnout do G¢inné léCebné strategie pro znacny pocet

pacientd.
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8 ZKRATKY

95% CI
ABC
ACA
AKR
AML
ANOVA
ANT
ATP
BCR
BCRP
BLK
BMX
BTK
BTKi
CDK
cGVHD
CI

CLL
Cmax
CRE
CYP
DAUN
DAUN-OL
DLBCL
DMEM
DMSO
DNA
DOX
DOX-OL
DTT
EGFR
ER

95% interval spolehlivosti
ATP-binding cassette

akalabrutinib

aldo-keto reduktazy

akutni myeloidni leukémie

analyza rozptylu

antracyklinova antibiotika
adenosintrifosfat

B-bunécény receptor

breast cancer resistance protein
B-lymfoidni tyrosinkindza

kindza kostni diené na chromozomu X
Brutonova tyrosinkinaza

inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy
cyklin-dependentni kinazy
chronicka reakce $tépu proti hostiteli
kombinaéni indexy

chronicka lymfocytarni leukemie
maximalni plazmatické koncentrace
karbonyl redukujici enzymy
cytochrom P450

daunorubicin

daunorubicinol

difuzniho velkobunéény B lymfom
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
dimethylsulfoxidu
deoxyribonukleova kyselina
doxorubicin

doxorubicinol

dithiothreitol

receptor epidermalniho ristového faktoru

estrogenovy receptor
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ErbB3
ErbB4
FA
FBS
FDA
FL
FLT3
FMO
GABA
GHB
GST
HCT116-AKR1C3

HCT116-EV
HER2
IBR
ICso
IDA
IDMEM
ITAM
ITK

Ki

K 2pp
MCL
MDR
MM
MRP1
MTT

MZL
NBD
NNK
NSCLC
PAH

receptor Erb-B2 tyrosinkinazy 3

receptor Erb-B2 tyrosinkinazy 4

podil ovlivnénych bunék

fetalni hovézi sérum

U.S. Food and Drug Administration

folikularni lymfom

tyrosinkindza 3 podobna FMS receptoru

flavinové monooxygenazy

aminomaselnd kyselina

y-hydroxybutyrat

glutathion-S-transferazy

bunécnd linie HCT116 transfekovana vektorem kodujicim
AKRIC3

bunécna linie HCT116 transfekovana prazdnym vektorem
receptor lidského epidermalniho rtistového faktoru 2
ibrutinib

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace

idarubicin

Iscove’s Dulbecco’s modified Eagle’s medium
imunoreceptorové aktivacni motivy na bazi tyrosinu
interleukin-2-indukovatelna T-bunécné kindza
inhibi¢ni konstanta

zdéanlivé hodnoty K;

lymfom z plastovych bun¢k

dehydrogenézy/reduktazy se sttedné¢ dlouhym fetézcem
mnohocetny myelom

protein spojeny s mnohocetnou 1€kovou rezistenci 1
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid

lymfom marginélni zony

nukleotidové vazebné domény
4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon
nemalobunéény karcinom plic

polycyklické aromatické uhlovodiky
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PBS fostatovy puf

PCNSL primarni lymfom centralniho nervového systému
PG prostaglandin

P-gp permeabilni glykoprotein

PI3K fosfoinositid-3-kinaza

PIP3 fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

PMS fenazin methosulfat

R/R relabujicich/refrakternich

RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

SD smérodatna odchylka

SDR dehydrogenazy/reduktazy s kratkym fetézcem
SH homologni doména SRC

SLL maly lymfocytarniho lymfom

TEC nereceptorova tyrosinkinaza

TIR tirabrutinib

TLR Toll-like receptor

TMD transmembranové domény

UGT UDP-glukuronosyltransferazy

UHPLC ultra Gi€inna kapalinova chromatografie

WM Waldenstromova makroglobulinémie

XTT 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium-5-karboxanilid

ZAN zanubrutinib
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9 PODIL AUTORKY NA PUBLIKACICH

II.

I1I.

ZAHRNUTYCH V DISERTACNI PRACI

Morell, A., Cermakova, L., Novotna, E., Lastovickova, L., Haddad, M., Haddad,
A., Portillo, R., Wsél, V. (2020). Bruton’s Tyrosine Kinase Inhibitors Ibrutinib

and Acalabrutinib Counteract Anthracycline Resistance in Cancer Cells
Expressing AKR1C3. Cancers (Basel), 12(12). (IF2020: 6,639 Q1; AlSx020: 1,323 Q2)
e screening inhibicniho potencialu ACA a IBR, stanoveni kinetickych
parametrii a typu inhibice
¢ inhibi¢ni a kombinac¢ni studie

e revize textu manuskriptu tykajici se provadénych metodik a vysledkt

Cermakovd, L., Hofman, J., LaStovickova, L., Havlickova, L., Springrova, 1.,

Novotna, E., Wso6l, V. (2022). Bruton's Tyrosine Kinase Inhibitor Zanubrutinib
Effectively Modulates Cancer Resistance by Inhibiting Anthracycline
Metabolism and Efflux. Pharmaceutics, 14(10). (IF2022: 5,400 QI;
AlS2022: 0,756 Q2)

e inhibi¢ni a kombinacéni studie

induk¢éni studie

akumulacni studie

analyza dat

sepsani publikace

Cermékové, L., Novotna, E., Lastovickova, L., Kasparova M., Lebekova N.,

gpringrové, I., Macone A., Bonamore A., Wso6l, V. (2024). Tirabrutinib, a second-
generation inhibitor of Bruton's tyrosine kinase, overcomes anthracycline
resistance mediated by aldo-keto reductase 1C3 and efflux transporters ABCBI1,
ABCG2, and ABCCI1. Publikace byla odeslana do casopisu Frontiers in
Pharmacology.

e inhibi¢ni a kombinaéni studie

e indukéni studie

e akumulac¢ni studie

e analyza dat

e sepsani publikace
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. Bukum, N., Novotn4, E., Morell, A., Zelazkova, J., Lastovi¢kova, L., Cerméakova

L., Portillo, R., Solich, P., Wso6l, V. (2021). Inhibition of AKR1B10-mediated

metabolism of daunorubicin as a novel off-target effect for the Ber-Abl tyrosine
kinase inhibitor dasatinib. Biochem Pharmacol, 192, 114710. (IF 2021: 6,100 Q1;
AlSz021: 1,082 Q1)

e provedeni ¢asti experimentti na bunéénych liniich

e revize textu manuskriptu tykajici se provadénych metodik a vysledki
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11 KONFERENCE

11.1Ustni prezentace

e 12" Postgraduate and Postdoc Conference, 1.—2. inora 2022, Hradec Kralové, CZ

»LZANUBRUTINIB AS A NOVEL INHIBITOR OF ALDO-
KETOREDUCTASE 1C3 FIGHTS AGAINST RESISTANCE IN DAUNORUBICIN
CANCER THERAPY*

e 13" Postgraduate and Postdoc Conference, 1. —2. (inora 2023, Hradec Kralové, CZ

»-BRUTON'S  TYROSINE KINASE INHIBITOR TIRABRUTINIB
COUNTERACTS ANTHRACYCLINE RESISTANCE BY TARGETING ALDO-
KETO REDUCTASE 1C3*

e 14™ Postgraduate and Postdoc Conference, 30.-31. ledna 2024, Hradec Kralové, CZ

»-BRUTON'S TYROSINE KINASE INHIBITOR, EVOBRUTINIB, AS A
NOVEL INHIBITOR OF ALDO-KETO REDUCTASE 1C3 IN THE FIGHT
AGAINST RESISTANCE IN DAUNORUBICIN-BASED CANCER THERAPY*

11.2Posterové prezentace

e Mezinarodni konference TOXCON 2022 - 27" Interdisciplinary Toxicology
Conference, 29. srpna — 1. zati 2022, Hradec Kralové, CZ

»LZANUBRUTINIB ACTS AS AN EFFECTIVE RESISTANCE
MODULATOR BY INHIBITING ANTHRACYCLINE METABOLISM AND
EFFLUX*

e EACR 2023 Conference 12.—15. ¢ervna 2023, Turin, IT

»A PROMISING THERAPEUTIC TARGET FOR CANCER TREATMENT:
AKRI1B10-MEDIATED ANTHRACYCLINE METABOLISM COULD BE
INHIBITED BY BRUTON’S TYROSINE KINASE INHIBITORS*
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