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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Michaela Flaxova
Skolitel: prof. Ing. Vladimir Ws6l, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Studium rezistence v nadorové terapii - vliv inhibitora protein

kinas na aktivitu vybranych lidskych reduktas II.

Nédorova onemocnéni jsou v dneSni dobé velkym problémem, incidence
se mezirocné stale zvySuje. Antracyklinové antibiotika maji diilezité postaveni v terapii
nadorovych onemocneni, bohuzel jejich zavazné nezadouci ucinky a 1ékova rezistence
Casto negativné ovliviluji G€innou 1é¢bu. Jednim z negativnich ucinkd je i vznik
kardiotoxicity. Starsi teorie byly zalozeny na vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS),
nicméné novéjsi teorie potvrzuji i ovlivnéni slozitych bunéénych drah antracykliny,
pfipadné jejich metabolity. Pfedmétem této prace bylo studium enzymd,
které metabolizuji antracykliny, konkrétné daunorubicin.

Karbonyl redukujici enzymy jsou NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy,
které jsou schopné katalyzovat redukci aldehydii a ketond na primarni a sekundarni
metabolity, timto zplGsobem je pfeménovan pravé daunorubicin na daunorubicinol.
Proto jsme se nejvice =zajimali o enzymy znadrodiny aldo-ketoreduktas
a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR), konkrétné enzymem AKRI1C3
aCBRI. Rada enzym@ ztéchto rodin je zapojena do patogeneze nékterych
metabolickych, zanétlivych a degenerativnich procesii. Tyto pfemény jsou podstatné
z hlediska vzniku rezistence nebo nezadoucich u¢inkl antracyklint. Proto bylo dualezité
zjistit, kterymi reduktasami je konkrétné daunorubicin metabolizovan.

V préaci jsme se zabyvali moznosti inhibice téchto enzyml pomoci inhibitort
cyklin-dependentnich kinas (CDK). CDK hraji dulezitou roli v bunééném cyklu
a ovliviiuji fadu bunéénych procesi a zvySeni jejich aktivity mize vést k nastartovani
nadorového bujeni. Pokud by inhibitory CDK dostatecné inhibovaly AKR a CBR,
snizily by deaktivaci daunorubicinu na daunorubicinol, a pomohly tak zamezit
nebo alespon oddalit rezistenci na antracykliny a zvysily tak G¢innost 1é¢by v nadorové

terapii.
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influence on activity of selected human reductases II.

Nowadays cancerous diseases are significant problem, and the incidence is still
increasing. Anthracycline antibiotics are important in therapy of cancerous diseases,
unfortunately, they have serious side effects and drug resistance is often obstacle
for the effective treatment. The origin of cardiotoxicity is still not clear, older theories
were based on formation of reactive oxygen species (ROS). Nevertheless, newer
theories confirm that anthracyclines or their metabolites influence complicated cell
pathways. The enzymes, which metabolize anthracyclines, specifically daunorubicin,
were the subject of this work.

The carbonyl reducing enzymes are NADP(H)-dependent oxidoreductases,
which are able to catalyse reduction of aldehydes and ketones to primary and secondary
metabolites, daunorubicin is transformed to daunorubicinol directly by this way.
Therefore we are most interested in enzymes from aldo-keto reductase family and short-
chain dehydrogenases (SDR), namely AKRIC3 and CBRI1. Many enzymes of this
family are involved in the pathogenesis of some metabolic, inflammatory
and degenerative processes. These transformations are important for origin of resistance
or side effects of anthracyclines. This is a reason for finding specific subtypes
of enzymes which metabolize daunorubicin.

We deal with inhibition of these enzymes by inhibitors of cyclin-dependent
kinases (CDK). CDK play an important role in the cell cycle and influence many cell
processes and increase in their activity can lead to the start of tumor growth. If they
inhibit AKR and CBR, they would apply another mechanism to lower the anthracycline

resistance and enhances the efficiency of cancer treatment.
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1.Uvod

1.1. Nadorové onemocnéni

Nédorova onemocnéni jsou pro dnes$ni spole¢nost vyznamnym problémem.
Béhem nékolika minulych let se incidence zvysila o desitky procent, nicméné mortalita
se lehce snizila. Kazdym rokem incidence nartista o 2 - 4 %. V pribéhu 30 let
se incidence u muza zvysila o 32 % a u zen o 22,8 %. Avsak mortalita u muzu klesla
04,7% au zen o0 5,6 % (Obr. 1). Divodem naristu incidence mtze byt nékolik faktort.
NejcastéjSimi z nich jsou zvySujici se primérny v€k obyvatelstva, zivotni styl (koufeni,
sloZeni potravy, nadmérny stres), ale i Casny zachyt souvisejici s primarni ¢i sekundarni
prevenci. Diky vyvoji stdle novych lécebnych technologii a vySetfovacich metod
se snizuje mortalita u pacientli s diagnostikovanou rakovinou. K nejcastéj$im
nadorovym onemocnénim v CR u Zen patii rakovina prsu, délohy, tlustého stfeva.
U muzi je na prvnim misté kolorektalni karcinom, néasledovany zhoubnymi nadory

pridusnice, pradusek a plic a karcinomem prostaty (Internet 1, 2).
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Obr. 1. Porovnani incidence a mortality nddorovych onemocnéni u muzt a zen od roku
1977 do 2011 (Inc m = incidence muzi, Inc Z = incidence zen, Mor m = mortalita

muzil, Mor z = mortalita Zen) (Internet 1).
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Vznik nadorového onemocnéni spo¢ivd v nekontrolovatelné proliferaci bunck,
omezeni citlivosti vi¢i apoptéze a neschopnosti bunék odpovidat na signaly
pro ukonceni rstu. Ovlivnit rakovinové buitky mohou i vnéjsi faktory jako je prostredi
nebo zivotni styl pacienta. Mezi metody 1écby nadorovych onemocnéni patii
chemoterapie, chirurgickd 1éCba, radioterapie a imunoterapie (Lincova a sp. 2007,
Liillmann sp. 2004).

V pribéhu 1écby muze dochdzet ke snizeni citlivosti nadorovych buné¢k
na cytostatickou IéCbu. RozliSujeme rezistenci primarni a sekundarni. Primarni
rezistence je geneticky podminéna necitlivost nastupujici jiz pfi prvnim podéni
farmakoterapeutik. Sekundéarni (tj. ziskand) rezistence se rozviji v prabéhu 1écby
antibiotikem. Rezistenci nejcastéji zpsobuji strukturdlni a funkéni zmény buiky. Mize
dochazet ke snizeni aktivity enzymi nutnych pro pfeménu cytostatika na ucinnou latku
nebo naopak ke zvySeni exprese enzymu, které se podileji na biodegradaci
cytostatického 1é¢iva. Porucha mechanisml apoptdézy zplsobend zvySenou expresi
antiapoptickych molekul nebo inaktivace proapoptickych efektori, jsou jedny
z dilezitych faktorti vzniku rezistence (Lincova a sp. 2007, Klener 2002).

Omezeni rezistence je jeden z podstatnych krokt pro fungovani nadorové 1éCby.
Neékteré typy rezistence 1ze ovlivnit farmakologicky ptfidanim latky omezujici rezistenci
(pt.: verapamil, tamoxifen). VyuZivaji se zejména k piekonani mnohocetné lékové
rezistence zprostiedkované P-glykoproteinem. Tyto latky se pak podéavaji v kombinaci
napf. s doxorubicinem jako podpora pro zvySeni UCinnosti protinddorové 1écby.
Ale pouziti téchto latek v praxi zistava omezeno z divodi nezadoucich vedlejsich
ucinkil a kvili jejich vlastnimu farmakologickému G¢inkim (Klener 2002, Rodrigues

2002).

13



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Cytostatika

Lécba cytostatiky je jedna z nejbéznéjSich farmakoterapii nadorového
onemocnéni. Cytostatika ovliviiuji proces bunécného déleni a transkripci. Jejich tcinek
byva Casto neselektivni. Jeden z problému této terapie je napadeni télu vlastnich bun¢k
s vysokou proliferac¢ni rychlosti (napt. bun¢k kostni diené, bun¢k vlasovych folikuld,
epitelu GIT). To nasledné¢ vede ke vzniku tady nezddoucich ucinkt, jako jsou
myelotoxicita, gastrointestinalni toxicita, alopecie a dalsi (Lincova a sp. 2007, Liillmann
asp. 2012).

Cytostatika 1ze rozdé€lit z pohledu bunééného cyklu na cytostatika s fazové
specifickym ucinkem, kterd postihuji urcité specifické faze bunééného cyklu
a cytostatika s fazove nespecifickym tc¢inkem, kterd postihuji bunéény cyklus ve vSech

fazich (Lincova a sp. 2007). Cytostatika se také d€li podle mechanismu uc¢inku (Tab. 1).

Tab. 1. Pfehled mechanismt u€inka cytostatik (Liillmann a sp. 2012)

1. Poskoznei stuktury a funkce jiz ptitomnych NK - alkylaci

- interkalaci

- roz$tépenim molekuly DNA

2. Inhibice biosyntézy nukleovych kyselin - blokéada biosyntetickych reakci

- inkorporace cytostatika do nukleosidu

3. Poskozeni mikrotubult a inhibice mitozy - mitotické jedy

] ] - hormony, monoklonalni protilatky,
4. Ovlivnéni regulacnich pochodi organismu

cilena protinddorova lécba

Cilem terapie je zajiStetni optimalniho farmakoterapeutického ucinku
za prijatelné toxicity ke zdravé tkani. VétSina cytostatik v optimalni davce vykazuje
toxicky u¢inek i k normalni zdravé tkani. Uinnost terapie lze zvysit podanim
kombinaci vice cytostatik s odliSnym mechanismem G¢inku, kombinaci
chemoterapeutik s chirurgickym zakrokem nebo radioterapii. K novéj$Sim piistupiim
muzeme zatadit selektivni transport cytostatika pfimo do néadorové bunky, aktivaci
proléciva na Uc¢inné cytostatikum az uvnitt nddorové buiiky, biochemickou modulaci
ucinku cytostatika tj. kombinaci s latkou bez cytotoxickych ucinkl, ktera zasahuje
do biochemickych déju dilezitych pro ucinek cytostatika (Martinkova a sp. 2007).

14




2.1.1. Antracykliny

Antracykliny (ANT) se ftadi mezi latky s tetracyklickou strukturou
se sousednimi chinonovymi a hydrochinonovymi skupinami, v poloze C-13 je navazany
kratky postranni karbonylovy fetézec a v poloze C-7 je glykosidicky vdzany aminocukr
daunosamin (Obr. 2). ANT byly objeveny pfi systematickém zkouméni inhibi¢nich
ucinki latek tvorenych bakteriemi Streptomyces peucetius (Hartl a sp. 2006).

Antracykliny jsou vyuzivany pii 1écbé hematologickych nadord, solidnich
nadord prsu, vajecniki, plic nebo jater. Riziko spojené s 1éCbou ANT je zivot ohrozujici

kardiomyopatie a méstnavé srdecni selhani (Goodman a sp. 1997).

Obr. 2. Struktura daunorubicinu.

MECHANISMUS UCINKU

Mechanismus ufinku ANT neni tak Upln€ vyjasnén. Dnes jsou fazeny
do skupiny interkalacnich latkek tj. k latkdm se schopnosti vimezeftit se do fetézce DNA.
Antracyklin se vtlaci do dvojspirdly DNA, kde s jeho bazemi vytvaii nekovalentni
vazby pomoci vodikovych mustkd. V disledku téchto vazeb dochdzi k inhibici syntézy
RNA ainhibici replikace DNA (Lincova a sp. 2007, Liillmann sp. 2004).

Patti také k latkdm se schopnosti blokovat funkci topoizomerazy II a fadi se tak
mezi “topoizomerasové jedy”. RozStépeny ftetézec DNA je kovalentné¢ vazan
na tyrosinové zbytky topoizomeras, ¢imz se vytvari pevny komplex a vznikaji dvojité
zlomy v fetézci DNA. Ditlezitou roli hraje prostorové usporddani molekuly, v tomto
pfipadé je dulezit¢ planarni uspotfaddani. Odstranénim aminosubstituentu na C-3
v cukerné ¢asti molekuly nebo methoxyskupiny na C-4 v kruhu D se zvySuje inhibice
topoizomerasy II a dochdzi k zastaveni replikace a transkripce DNA (Binaschi a sp.

2001).
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METABOLISMUS

K preménadm antracyklinli dochazi v prvni fazi metabolismu xenobiotik, kdy
vznika metabolit s vhodnou funk¢ni skupinou a je pak snaze vyloucen z organismu.
Nejcastéjsimi reakcemi prvni faze jsou oxidace, redukce, hydrolyza nebo hydratace.
Na metabolismu antracyklinii se podileji hlavné enzymy ze skupiny aldo-ketoreduktas
(AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR), které zpiisobuji pfeménu
antracyklini na alkoholovy metabolit (Obr. 3). Jedna se o karbonylovou redukci
ketoskupiny na sekundarni alkohol, ktery je lehce konjugovan a eliminovan
z organismu (Ax a sp. 2000). Studie Bainse a sp. (2010) ukazuji, Ze 0¢innéjsi je
daunorubicin a ne jeho metabolit daunorubicinol. Testovani probihalo na deviti

bunéénych liniich, kde se ukdzalo, Ze alkoholovy metabolit daunorubicinol je

k nddorovym bunkdm méné toxicky nez primarni latka daunorubicin.

DAUNORUBICIN DAUNORUBICINOL

Obr. 3. Redukce karbonylu daunorubicinu na sekundérni alkohol daunorubicinol.

KARDIOTOXICITA

Jednim z nejvyznamnéjSich nezadoucich ucinkii antracyklinii je kardiotoxicita.
Mechanismus kardiotoxicity je velmi rozporuplnym tématem. Proto bylo studovano
nekolik potencidlnich cest tohoto nezadouciho ucinku, kterymi jsou: 1) Metabolismus
ANT na vice hydrofilni a kardiotoxické latky, které se nasledné¢ akumuluji
v kardiomyocytech (Menna asp. 2007); 2) Porucha bunéné a mitochondridlni
homeostazy Ca*" (Solem a sp. 1994); 3) ZhorSen4 exprese riznych dilezitych srdecnich
protein (Boucek a sp. 1999); 4) Schopnost ANT indukovat tvorbu reaktivnich forem
kysliku (ROS) (Goodman a Hochstein 1977) (viz Obr. 4).
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Obr. 4. Pfehled moznych mechanismu kardiotoxicity (ANT = antracykliny, SR =
sarkoplazmatické retikulum, ROS = reaktivni formy kysliku) (Simtnek a sp. 2009).

Vyznamnou roli v kardiotoxicité hraji predev§im karbonyl redukujici enzymy.
Ze studii na izolovanych bunécnych tkani mysi a podkanti bylo prokazéano, ze negativni
u¢inek ANT na srdce souvisi s hladinami jejich sekundarnich metaboliti.
U laboratornich zvifat m¢ly metabolizaci na svédomi ,karbonylreduktasy*,
ale v lidském srdci pilsobi na pfeménu aldo-ketoreduktasy i ,karbonylreduktasy*
(Minotti a sp. 2001). Karbonyl redukujici enzymy a jejich mozna inhibice jsou aktivné
studovany. Nové poznatky by mohly zdokonalit nejen 1é€bu nadorii, ale 1 pomoci
zamezit nezadoucim u¢inkiim jako je kardiotoxicita.

Dalsi roli v kardiotoxicité¢ mohou hrat také polymorfismy zahrnujici glutathion-
S-transferasu (GST) nebo NAD(P)H chinonoxidoreduktasu (NQO) (Deng a sp. 2007).

Enzym GST muze urychlovat priibéh II. faze biotransformace a tim i zvysit
konjugaci s glutathionem (GSH). Metabolismus 1é¢iv podléhajici konjugaci s GSH
muze byt ovlivnén pouzitim induktorti nebo inhibitortt GST. Selektivni inhibice GST
by mohla zvysit ucinnost cytostatik, protoze se podili na jejich metabolizaci. Také
polymorfismy mohou ovlivnit aktivitu GST. U mutace zpisobené v genu pro GST-P
byla zaznamenana snizend aktivita pfisluSného enzymu a zvySené riziko toxického
ptisobeni elektrofilnich sloucenin (Skalova a sp. 2013).

Chinonoxidoreduktasy jsou reduktasami chinont. NQO hraji vyznamnou
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protektivni roli pfi oxida¢nim stresu. Pokud by doslo k depleci genu pro NQO mohl by
tento jev prispivat ke kardiotoxicité (Skdlova a sp. 2013).

Kardiotoxicitu zplsobenou antracykliny rozdélujeme na 4 typy. Akutni
kardiotoxicita nastdva bc¢hem nebo bezprostiedné po podéani latky. Tento typ
se projevuje hypotenzi, vazodilataci a pfechodnymi poruchami srde¢niho rytmu
(Ferrans a sp. 1997). Druhym typem je subakutni kardiotoxicita, kterd se projevuje
syndromem perikarditidy a myokarditidy béhem nékolika dni po 1écbé vysokymi
davkami antracyklini (Hale a sp. 1994). K predcasné chronické kardiotoxicité dochazi
pozdéji v prubc¢hu 1écby nebo nékolik tydni po jejim ukonCeni. Mezi jeji
charakteristické znaky patii dilatovand kardiomyopatie, ventrikuldrni kontraktilni
dysfunkce a méstnavé srde¢ni selhdni (Ferrans a sp. 1997). Kardiotoxicita se také mlze
projevit 1 n¢kolik desitek let po dokonceni 1é€by. V tomto piipadé se jedna o chronické
onemocnéni s pozdnim nastupem (Scully asp. 2007). Oeffinger a sp. (2006)
analyzovali vyskyt kardiovaskuldrnich problémut u pacientd, kteti se v détstvi vylécili
z rakovinového onemocnéni. U téchto pacientll se objevoval n€kolika nasobné vyssi
vyskyt mrtvice nebo srde¢niho selhani, nez bylo pfedpokladano. Je tedy dlleZité zavést
preventivni opatfeni pii 1écbé ANT. Vyuziti farmakologickych kardioprotektiv je dalsi
moznosti sniZzeni kardiotoxicity. U dextrazoxanu bylo prokazéano, Ze G€inné chrani
myokard proti vSem antracyklinim. Stal se tak zatim jediny schvalenym lécivem
v klinické praxi (Swain a sp. 1997). Dalsim preventivnim opatfenim je lipozomalni
podani ANT, ¢imz se zvysi celkova kumulativni davka bez zvySeni rizika kardiotoxicity

(Leonard a sp. 2009).

REZISTENCE

Antracykliny jsou velmi pfinosnymi v 1é€bé nadorovych onemocnéni, ale jejich
pouziti je omezeno vlastni nebo ziskanou rezistenci vuci témto Iékim (Toffoli
a sp. 1994). Rezistence k antracyklinovym lé€iviim miize byt vyvolana nékolika faktory
1) zvySeni efluxnich ABC transportérii (ABC — ATP binding cassette), 2) zvySenou
enzymatickou detoxikaci nebo 3) defekty v drahach, které aktivuji apoptozu (Den Boer
a sp. 1998).

ABC efluxni transportéry hraji dilezitou roli pfi transportu 1é¢iv ven z bunky,
tim snizuji jejich nitrobunécnou koncentraci a protinddorovy ucinek. Jejich pfitomnost
byla zaznamenéna i v nadorovych bunkach. Pravé zvySenou expresi téchto transportéra

dochazi ke vzniku mnohocetné 1ékové rezistence, coz miize predstavovat piekazku
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v uspeésné protinadorové terapii (Gottesman a sp. 2002). Pro zlepSeni protinadorové
1é¢by jsou studovany inhibitory cyklin-dependentnich kinas, u kterych byl zjiStén
1inhibi¢ni vliv na ABC transportéry (Dhillon 2015). U nékterych byla vyznamna
interakce s transportéry jiz prokazana (Cihalova a sp. 2015).

Reduktasy vedou k wvys$§i inaktivaci antracyklini a nasledné¢ ke zvySeni
chemorezistence. Pfedpokladd se, ze soucasné podani inhibitoru daunorubicin-
reduktasy by snizil tvorbu metabolitu daunorubicinolu a tim by se snizila potiebna
davka a tim 1 kardiotoxicita (Bains a sp. 2010, Hoffman a sp. 2014). Ze studie Skribka
a sp. (2010) byl zjistén synergicky ucinek pti podani daunorubicinu nebo doxorubicinu
v kombinaci s prednisonem. Vétsi uUcinek byl vSak prokdzan v kombinaci
s daunorubicinem. Vyhodou této kombinace 1éCiv je snizeni potiebné davky
daunorubicinu. Pfedpoklada se, ze staci 25krat niz$i davka, aby byla 1écba stale Ui€inna.
Tato studie byla provedena izolovanim bunék chronické lymfoidni leukemie z krve
pacientd.

ZvySeni nadorové rezistence miize byt také zplsobeno zménami apoptické
signalni drahy. Napf.: pfeménami exprese signalnich molekul apoptdézy mutaci v genu
p53 vyskytujiciho se v aktivaéni draze apoptdzy. (Noskova a sp. 2000). U karcinomu
prsu v mutaci tohoto supresorového genu byla prokazana de novo rezistence na jeden
z antracyklind (doxorubicin) u karcinomu prsu (Rivera 2010).

Nejvyznamnéj§imi antracykliny v 1é€b€ nadorovych onemocnéni jsou
daunorubicin, doxorubicin a idarubicin (Obr. 5, 6, 7). Daunorubicin je nejvice vyuziva
pii 1écbé akutni lymfoblastické a myeloblastické leukemie. Doxorubicin se rozsahle
vyuzivd u hematologickych nédori nebo u solidnich nadordt (napf. nador prsu,
vajeCniku, jater nebo plic). Idarubicin je podavan u pacientll s akutni nelymfocytarni

leukémii a s akutni lymfocytarni leukémii (Minotti a sp. 2004).
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Obr. 5. Daunorubicin. Obr. 6. Doxorubicin. Obr. 7. Idarubicin.
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2.2. Enzymy metabolizujici antracykliny

Karbonyl redukujici enzymy byly nalazeny v mnoha lidskych tkanich a jsou
fazeny do 3 nadrodin (aldo-ketoreduktasy (AKR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym
fetézcem (SDR), dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem (MDR)
(Skalova a sp. 2013).

2.2.1 Aldo-ketoreduktasy (AKR)

AKR jsou proteiny o 320 aminokyselinach pattici do nadrodiny NAD(P)H-
dependentnich oxidoreduktas. Soudkovita struktura tvofena osmi B-listy obklopenymi
osmi o -helixy s aktivnim mistem lokalizovanym na C-konci (Obr. 7) je dilezita
pro jejich Sirokou substratovou specifitu (Mindnich a Penning, 2009). Pro ptesnost
a zvySenou piehlednost v této skupin€ enzymi byl zalozen novy nomenklaturni systém.
Ptedlohou pro tuto nomenklaturu se stal klasifika¢ni systém cytochromu P450 (CYP)
aenzymy jsou systematicky c¢lenény dle Jeze a Penninga (2001). V soucasné dobé&
se AKR déli do 15 rodin a nékolika podrodin o vice jak 170 ¢lenech. Jednotlivé Eleny
rodiny maji podobnost v aminokyselinové sekvenci 40 %. U podrodin je jejich
vzajemna podobnost v sekvenci alesponl 60 %.

Mezi lidské AKR se fadi rodina AKR1 s podrodinou AKR1A1, AKR1B1, 1B10
a 1B15, AKRICI - 1C4. Déle rodina AKR6 s podrodinou AKR6A3, 6AS5 a 6A9. Treti
rodinou je AKR7 s podrodinou AKR7A2 a 7A3. Aldo-ketoreduktasy patfi
k biotransformacnim enzymim faze I. Kofaktorem pii redukci aldehydid a ketont

na primarni a sekundarni alkoholy je NADPH (Jin a Penning 2007, Skéalova a sp. 2013).

Obr. 7. Schéma struktury enzymu z nadrodiny aldo-ketoreduktas (Ellenberger a sp.

2013).
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Substraty podrodiny AKRIC mizeme rozdelit na endogenni latky:
prostaglandiny, steroidni hormony, zlu¢ové kyseliny, lipidové aldehydy a tfadu dalSich.
Druhou skupinou substratii jsou latky exogenni: xenobiotika, 1éky napi. i daunorubicin

nebo doxorubicin (Barski a sp. 2008).

AKRIAI

AKRIALI je jeden z prvnich objevenych AKR, tato isoforma je exprimovana
hlavné v ledvinnych proximalnich tubulech. Enzym AKRIA1l je efektivnim
metabolizatorem DAU. Jsou znamy dvé pfirozené se vyskytujici alelické variace
AKRIA1 E55D a N528S, které vedou ke sniZeni aktivity reduktasy vici DAU. Jedinci
nesouci tyto alely maji snizenou schopnost eliminace DAU, tim mize dochazet k tvorbé

Skodlivych metaboliti nebo reaktivnich meziproduktt (Bains a sp. 2008).

AKRIBI

AKRI1BI1 je jednim z nejvice studovanych aldo-keto reduktas. AKRIBI1 hraje
dilezitou roli v hyperglykemickém poskozeni tkani a druhotnych projevech pii diabetu.
Isoforma 1B1 katalyzuje redukci mnoha fyziologickych substratli, ale 1 xenobiotik
(Skalova a sp. 2013). Behem nékolika poslednich let byl zaznamenan vyskyt AKR1BI
v zanétlivych procesech. V téchto cestaich muize plsobit jako aktivator zanétlivych

cytokinli a mediatort (Barski a sp. 2008).

AKRIBI0

Isoforma 1B10 je exprimovéna v tenkém a tlustém stfeve, jaterni tkani,
nadledvinkach ¢i brzliku. Aminokyselinovd sekvence mé 71% podobnost s AKR1BI
(Skalova a sp. 2013). AKRIB10 je vyran¢ exprimovana i u nadoru prsu. Studie Li
a sp. 2017 prokazala, ze AKR1B10 piisobi jako kriticky faktor, podporuje totiZ invazi
a migraci metastaz rakoviny prsu na bunécné urovni in vivo a ex vivo. Genové regulace

toho enzymu jsou stale studovany.

AKRIC3

Tento enzym byl sice plivodné nalezen v jatrech, ale nejvice je exprimovan
v prsni tkani a prostaté. AKR1C3 se uplatituje v syntéze a metabolismu steroidii. Podili

se na vzniku a progresi androgen- a estrogen-dependentnich onemocnéni (jako
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karcinom prostaty nebo karcinom prsu). Fyziologicka funkce AKRI1C3 se uplatiuje
u syntézy prostaglandinti. Katalyzuje redukci prostaglandinu D, na PGF,,, ktery miize
vést k porucham vasokonstrikce, teplotni regulace nebo konstrikce hladkého svalstva
(Barski a sp. 2008).

AKRIC3 je téz dulezitym v metabolismu xenobiotik. V ptedeslych
studiich bylo prokdzano, ze nejen daunorubicin, ale i dal$i z antracyklind (doxorubicin
a idarubicin) jsou u¢inn¢ metabolizovany pomoci AKR1C3 na sekundarni metabolity,
coz muze vést ke snizeni ucinnosti cytostatika samotného. Piedpokladem snizeni
rezistence bunék k antracyklinim je pouziti inhibitoru AKR1C3. Soucasné podani
inhibitoru AKRI1C3 s daunorubicinem by mohlo vést k uspésné 1écbe nadort
a ke snizeni toxicity. Bylo prokazano, Ze nadmérna exprese AKRIC3 vede ke sniZeni
bunécné diferenciace. Piedpoklada se, Ze inhibitory AKRIC3 by mohly hrat dilezitou

roli pii 1é¢be téchto onemocnéni (Desmond a sp. 2003, Hofman a sp. 2014).

2.2.2. Dehydrogenasy/Reduktasy s kratkym retézcem (SDR)

SDR patii mezi nejrozsahlejsi skupinu enzymi, do které patii vice jak 680 000
¢lenti vyskytujicich se ve vSech formach zivota (Persson a Kallberg 2013, Jornvall a sp.
2015). Tato heterogenni skupina sdili n&které charakteristické podobnosti. Jednotlivé
¢leny jsou tvofeny trojrozmérnou strukturou, vétSina z nich obsahuje tzv. Rossmantv
zahyb, na ktery se vaze kofaktor. Déle maji spolecnou katalytickou tetradu Asn-Ser-
Tyr-Lys. Ale jejich celkova podobnost je vSak mensi nez 20 - 30 % (Matsunaga a sp.
2006).

Nomenklatura SDR byla zavedena podle enzymli AKR. Nicméné mnoZstvi
enzyml nedovolilo pfevzit nomenklaturu zcela a SDR enzymy jsou déle rozdéleny
do 7 typt: C - ,classical, E - ,extended”, A - ,atypical®, I - ,jintermediate, D -
nHdivergent, X - | complex®, U - ,unassigned“. Jednotlivé podrodiny se cCasto lisi
velikosti, sekvenci vazebného mista pro kofaktor nebo aktivni misto (Persson
a Kallberg 2013).

V lidském genomu je nejvice zastoupena rodina C a E s riznym poctem cClend.
Lidské SDR proteiny jsou dale rozdéleny do tzv. klastri a dé€li se do tfech hlavnich
skupin C1, C2, C3. U téchto tii skupin miizeme najit riznou délku polypeptidového
fetézce, odliSnou vazbu na membranu a odliSnou substratovou specifitu (Bray a sp.
2009).
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Do této skupiny reduktas patii kromé jinych i vyznamna rodina
karbonylreduktas (CBR). Tyto reduktasy se ucastni NADP(H)-dependentnich oxidacné-
reduk¢nich reakei a katalyzuji redukci karbonylové skupiny u antracyklinti, ale 1 dalSich
biogennich latek (prostaglandini nebo steroidli). ZvySena exprese CBR vede
k poskozeni srden¢ni svaloviny, proto CBR hraji dtilezitou roli ve vyvoji kardiotoxicity
po podani antracyklinti. (Forrest a Gonzales 2000). Dale bylo zjisténo, Ze rezistence
nadorovych bunék k daunorubicinu mize byt zpiisobena také zvySenou expresi CBR
(Ax a sp. 2000).

Pro metabolismus antracyklind jsou nejvyznamnéjsi: karbonylreduktasa 1

a karbonylreduktasa 3 (Bains a sp. 2010).

KARBONYLREDUKTASA 1 (CBRI)

CBR1 (SDR2ICI1) (Obr. 8) se sklada z 277 aminokyselin a je pfitomna
ve velkém mnozstvi organismil véetné lidskych tkadni. CBR1 je exprimovan predevsim
v jatrech, placenté nebo CNS (Forrest a Gonzales 2000). Endogenni substraty pro CBR1
jsou prostaglandiny, koenzym Q10 nebo vitamin K. CBR1 slouzi jako prostaglandin-9-
ketoreduktasa ~a  15-  hydroxyprostaglandindehydrogenasa v metabolismu
prostaglandint, coz je dilezité pro kontrolu mnozstvi prostaglandinii v jednotlivych
tkanich. Neékteré studie naznacuji dllezitost tohoto enzymu pii oxida¢nim stresu

a redoxni rovnovaze (BouSova a sp. 2015).

Obr. 8. Struktura lidské karbonylreduktasy 1 s ligandem (Liang Q. a sp. 2015).
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2.2.3 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) patfici mezi serin/threonin proteinové kinasy,
které reguluji cilové struktury pomoci fosforylace (Tadesse a sp. 2015). Maji klicovou
roli v regulaci bunééného cyklu a jsou zodpovédné za fizeni progrese a regulace
transkripce (Geleta a sp. 2016). Jelikoz jsou tvoreny Sirokou podrodinou, kazdd CDK je
zodpovédna za svou ulohu v bunécném cyklu. Jsou zavislé na Cinnosti regulacnich
proteintt (cyklinli), diky nimz jsou aktivovany (Malumbres a sp. 2005). Negativni
ovlivnéni nebo vysoka exprese CDK muze vést az k nekontrolovatelnému déleni bunék,
coz muze zpusobit vznik nadorového onemocnéni. To byl nejspiSe jeden zimpulst
pro studium CDK inhibitorQ, kdy zasahem do aktivity CDK navodime vyhodnou smrt
nadorové buiiky (Rouchal a sp. 2011).

INHIBITORY CDK (CDKi)
Synteticky vyrabéné inhibitory riznych CDK plsobi specificky (napf.:

palbociclib inhibuje CDK4 a CDK®6), coz umoZiiuje vybrat nejvhodnéjsi inhibitor
pro danou CDK. Jelikoz CDKi plsobi na rizné CDK, objevuji se znacné rodily
v toxicité nebo v jejich G€innosti na rizna nadorova onemocnéni (DePinto a sp. 2006,
Tong a sp. 2010). CDKi vykazuji antiproliferacni u€inky, navozuji zastavu bunééného
cyklu v riznych fazich v zavislosti na jejich specificité k jednotlivym CDK. Neékteré
studie naznacuji vhodné vyuziti inhibitori do kombinované 1é¢by s dalSimi

chemoterapeutiky (Cicenas a sp. 2014, Cicenas a Valius 2011).
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R547 (R) (Obr. 9) spadd do skupiny 2,4-amino-5-ketopyrimidini a je
selektivnim ATP-kompetitivnim inhibitorem. R vykazuje nejvétsi aktivitu proti CDK,
které se podileji na regulaci bunééného cyklu (CDK1, CDK2 a CDK4) a proti CDKS5.
R prokazoval silnou antiproliferacni aktivitu ve vSech 19 bunécnych linii testovanych
bez ohledu na ptvod tkané, mnohocetnou lékovou rezistenci nebo protein p53. G1 a G2
faze bunécného cyklu jsou inhibitorem blokovany a nasledné muze byt vyvoldna
apoptoza. V preklinickych studiich se u R osvédcilo jak oralni, tak i intraven6zni podéani

latky (DePinto a sp. 20006).
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Obr. 9. Struktura R547.

Palbociclib (PC) (Obr. 10) specificky inhibuje CDK4 a CDK®6. Pro silny
antiproliferacni t¢inek byl testovan u riznych typt nddorového onemocneni. U nadoru
prsu byla prokézéna jeho nejvétsi aktivita (Cadoo a sp. 2014). Tamura a sp. (2016)
vprvni fazi studii prokazali pfedbéZnou ucinnost PC u pacientli s pokrocilym
karcinomem prsu. 125 mg PC je doporuCenou a tolerovanou davkou u japonskych

pacienti, a to bud’ v monoterapii nebo v kombinaci s letrozolem.
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Obr. 10. Struktura palbociclibu.
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SNS032 (SNS) (Obr. 11) podle studii vykazuje zvySenou selektivitu
k CDK 2,7 a 9. Ve srovnani s flavopiridolem byl tento inhibitor €¢inngj$i pfi inhibici
syntézy RNA a vyvolani apoptdzy. Aktivita SNS byla potvrzena in vivo pomoci mysich
modelt nadorovych bun¢k xenotransplantovanych lidskych leukemii (HL-60 a MV 4-
11) a mnohocetného myelomu (RPMI-8226) (Reddy a sp. 2007). SNS pisobi
mechanismem ucinku nezavislym na p53, coz z néj ¢ini potencialné vyznamny 1é¢ivy
piipravek pii 1€€b¢ pacientii s chronickou lymfoidni leukémii a deleci chromozomu 17p,
pro ktery existuji omezené moznosti 1éCby. Také blokuje vaskularni endotelialni rastovy
faktor, ¢imz inhibuje angiogenezi a potencialné ptispiva k cytotoxicité (Ali a sp. 2007).
Tento inhibitor byl testovan i v 1é€bé metastatickych solidnich nadora (Heat a sp. 2008).
U chronické lymfocytarni leukémie se vysledky zdaly zv1asté pozitivni, avSak z diivodu

znacné toxicity bylo studium inhibitoru pferuseno (Tong a sp. 2010).
S
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Obr. 11. Struktura SNS032.

AT7519 (AT) (Obr. 12) se fadi mezi pyrazolové slouceniny. Nejvice inhibuje
CDK2, ale i dalsi (CDKI1, 4, 5, 6, 9). Je vyuzivan hlavné u chronické lymfatické
leukemie a ma silnou antiproliferacni aktivitu proti solidnim nadorim. V poslednich
letech probihaji studie druhé faze u pacientti s refrakternim mnohocetnym myelomem
(Wyatt a sp. 2008). AT inhibuje CDK6 a také inhibuje fosforylaci RNA polymerasy II,
¢imz vyvold apoptozu. Diky tomu je pravdépodobné, ze ptuisobi dudlnim mechanismem

(Santo a sp. 2010).
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Obr. 12. Struktura AT7519.
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AZD5438 (AZD) (Obr. 13). Mezi negativa tohoto inhibitoru se fadi zejména
nezadouci U¢inky gastroinstestindlniho piivodu. Kontinudlni davkovani ptipravku AZD
bylo u nékterych pacientli spojeno s hlubokou anorexii a Unavou v souvislosti
snevolnosti a zvracenim. Tento komplex symptomti se objevil v prvnich dnech
od zah4jeni 1écby AZD a byl spojen s tachykardii, hypotenzi, hyponatrémii a zvySenim
po¢tu bilych krvinek, C-reaktivniho peptidu a sérového kreatininu. U AZD nebyl
prokazan vhodny profil rizika a prospésnosti. Klinicky vyvoj byl z téchto divoda
prerusen (Boss a sp. 2010).

Obr. 13. Struktura AZD5438.

Dinaciclib (DC) (Obr. 14) inhibuje aktivitu pro CDK1, 2, 5 a 9 (Parry a sp.
2010). Analyzy in vitro a in vivo uvedené ve studii Parryho a sp. 2010 podporuji zavér,
ze dinaciclib ma potencial inhibovat rist Sirokého spektra lidskych nadort. Bylo
prokdzano, Ze dinaciclib indukoval apoptozu ve velké vétsSiné testovanych bunéénych
linii lidskych nadorti rtzného ptivodu. DC byl poddvan u pacientd s chronickou
lymfoidni leukémii, kde byl velmi pozitivné akceptovan. Dinaciclib je klinicky aktivni
1u relapsovanych chronickych lymfoidnich leukémii vcetn€ pacientl s vysoce
rizikovym onemocnénim (Flynn a sp. 2015). V preklinickych studiich u bunéénych linii
prsniho nadoru a mySich modelti xenografti prsniho nddoru dinaciclib indukoval
apoptozu a regresi tumoru. Klinické studie 1. fdze u pacientl s pokrocilymi solidnimi
tumory, vcetné pacienti s nddorem prsu, potvrdily jeho bezpeCnost, snasSenlivost

a protinadorovou aktivitu (Parry a sp. 2010).
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Obr. 14. Struktura dinaciclibu.
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Flavopiridol (FLA) (Obr. 15) patfi mezi polosyntetické flavony. Jeho
mechanismy uc¢inku zahrnuji cileni na cyklin-dependentni kinasy, snizeni regulace
proteinu Mcl-1 a dalSich apoptickych proteini (Wittmann a sp. 2003). V preklinickych
studiich bylo prokazano, Zze navozuje bunécnou smrt ve sleziné nebo lymfatickych
uzlinach (Arguello a sp. 1998). Nékteré klinické studie naznacuji, ze by flavopiridol
mohl synergicky zvySovat u¢innost jinych chemoterapeutik podanych v kombinaci
(Dispenzieri a sp. 2006).

U chronické lymfocytarni leukemie bylo dosazeno pozitivnich vysledkd.
Pribézna analyza ve fazi 1. kohortové studie prokazala uc¢innost flavopiridolu u pacientti

s refrakterni, vysoce rizikovou chronickou lymfocitarni leukémii (Phelps a sp. 2009).

Obr. 15. Struktura flavopiridolu.

Purvalanol A (PURVA) (Obr. 16) se fadi mezi purinové CDKi. Znaci
se vysokou selektivitou pro CDK2, CDKS, ale nizsi selektivitu k CDK4. Zatim nebyl
testovan v klinickych studiich (Villerbu a sp. 2002, Cicenas a Valius 2011).

Obr. 16. Struktura purvalanolu A.
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo nalézt inhibitory cyklin-dependentnich kinas, které by
meély soucasné vliv na enzymy vybranych lidskych reduktas. Jednotlivé dil¢i cile

zahrnuji:

1. zjisténi aktivit enzymi AKR1A1, AKR1B1, AKRIB10, AKRI1C3, CBRI1
z nadrodiny aldo-ketoreduktas a SDR k daunorubicinu;

2. zjisténi inhibi¢niho u€inku vybranych inhibitorti cyklin-dependentnich kinas
(R-547, palbociclibu, AT-7519, SNS-032, AZD-5438, dinaciclibu,
flavopiridolu, LEE-011, purvalanolu A) ke kli¢ovym lidskym reduktasam
AKR1C3 a CBRI;

3. stanoveni ICsy pro nejsilnéjsi inhibitory;

4. urceni inhibi¢ni konstanty a typu inhibice pro nejvice Ui€inné inhibitory
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material a chemikalie

Amoniak (25%)
Daunorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Destilovana voda
Glukosa-6-fosfat (Applichen)
Glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (Roche)
Ethylacetat (Sigma-Aldrich)
MgCl;, (0,3 mM)
NADP" (Roche)
Na-fosfatovy pufr pH=7,4 (0,1 M)
Rekombinantné pfipravené lidské enzymy v expresnim systému FE.coli
a rozpusténé v 0,2 M draselno-fosfatovém pufru + 20% glycerolu, pH 7,4.
(Katedra biochemickych véd):
AKRI1C3 1,92 mg/ml
AKRI1A1 1,7 mg/ml
AKRI1B1 1,63 mg/ml
AKRI1BI10 1,61 mg/ml
CBRI1 2,11 mg/ml

Inhibitory: AT7519 - Axon Medchem (Groningen, Netherlands)
AZD5438 - Axon Medchem (Groningen, Netherlands)
Dinaciclib - Axon Medchem (Groningen, Netherlands)
Flavopridol - SelleckChem (Houston, TX, USA)
LEEO11 - Axon Medchem (Groningen,Netherlands)
Palbociclib - Axon Medchem (Groningen, Netherlands)
Purvalanol A - Sigma
R547 - Axon Medchem (Groningen, Netherlands)
SNS032 - SelleckChem (Houston, TX, USA)
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4.2. Pomiicky a pristroje

Pomicky:
Automatické pipety, pipetovaci Spicky, nddoba na led, stojan na zkumavky, navazovaci
1zicky, rukavice, navazovaci kopistka, buniCina, stopky, mrazici box, pfistroj

pro vyrobu ledové tiiste.

Ptistroje:
Analytické vahy (Scaltec SBC 22)
Centrifuga (Mini Spin Plus, Eppendorf)
Inkubator (Thermomixer compact, Eppendorf)
Koncentrator (Concentrator Plus, Eppendorf)
Ttepacka (Vortex Genius 3, IKA)
UHPLC (Agilent 1290 Series)
kolona (Zorbax C18 Eclipse Plus) (2.1 x 50 mm, 1.8 pm)

Ultrazvukova lazen  (Ultrasonic cleaner 120T)
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4.3. Metodika prace

4.3.1. Inkubace enzymi s daunorubicinem

Daunorubicin (DAU) je redukénimi ezymy pieménovan na metabolit 13-
hydroxydaunorubicinol. Jednd se o hlavni metabolit DAU, s vyznamné nizsi
antineoplastickou UcCinnosti ve srovnani s puvodnim Ié¢ivem. Pro zabranéni této

premény byly testovany vybrané inhibitory.

Inkubace vzorki:
Kazd4 mikrozkumavka obsahovala vzorek s reakéni smési o celkovém objemu

100 pl. SloZeni smési je uvedeno v tabulce 2.

Tab. 2. Slozeni reak¢éni smési pro inkubaci

Substance Objem (ul)
0,1 M Na-fostatovy pufr, pH=7,4 58
Regeneracni systém 20
Enzym 10
Inhibitor 2
Daunorubicin 5 mM 10

Priprava jednotlivych sloZek pro inkubaci:

Priprava regenera¢niho systému (RS):

Regeneracni systém byl ptipraven dle Tab. 3. Dle poctu vzorki bylo piepocteno
mnozstvi jednotlivych slozek pro regeneraéni systém. Nejprve bylo navdzeno NADP',
glukosa-6-fosfat a rozpusténo v Na-fosfatovém pufru, poté byl ptidin MgCl, Vse bylo
dikladné promichano a uchovavano na ledu. Glucosa-6-fosfat dehydrogenasa byla

pfidana az tésné pied pipetovanim RS do jednotlivych vzorki.
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Tab. 3. SloZeni regeneracniho systému pro jednu reakci (100 puL)

Substance 1 reakce
0,8 mM NADP" 0,2 mg
6 mM glukosa-6-fosfat 0,6 mg
35j.glukosa-6-fosfat dehydrogenasa 0,5 mg
3 mM MgCl, 10 uL
0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH=7,4 10 uL
Ptiprava substratu:
Pro  pfipravu  substrdtu = byl  pouzit  daunorubicin  hydrochlorid

(M = 563,98 g/mol), z které¢ho byl ptipraven zasobni vodny roztok o 5 mM koncentraci.
Do reakce bylo pouzito 10 pl z tohoto zasobniho roztoku. Findlni koncentrace DAU

v reakci tak byla 500 pM.

Piiprava enzymu AKR1A1, AKR1B1, AKRIB10, AKRIC3, CBR1:
Lidské

enzymy byly pfipraveny vrekombinantni formé na katedie
biochemickych véd v rizné koncentraci (mg/ml). Kazdy enzym byl nafedén sodno-
fosfatovym pufrem na koncentraci 0,5 mg/ml (Tab. 4). Do reakce bylo nasledné
pipetovano 10 pl takto nafedéného roztoku enzymu. Vysledné mnoZstvi enzymu v jedné

reak¢ni smési tedy bylo 5 ug.

Tab. 4. Ptiprava zasobnich roztokt vybranych enzymt

Koncentrace
Enzymy Enzym (pl) Na-P pufr (ul)
(mg/ml)
AKR1A1 1,7 23,52 56,46
AKRI1B1 1,63 24,54 55,46
AKRI1B10 1,61 24,84 55,16
AKRIC3 1,92 20,84 59,16
CBR1 2,11 18,96 61,04
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Pfiprava inhibitoru:

Pracovalo se s inhibitory: R547, palbociclibem, AT7519, SNS032, AZD5438,

dinaciclibem, flavopiridolem, LEEO11, purvalanolem A.

Kazdy zasobni roztok inhibitoru mél 10 mM koncentraci v DMSO kromé PC,
ktery mél 20 mM koncentraci v H,O. Ze zasobniho roztoku byly pomoci DMSO
nafedény pracovni roztoky o 500 uM a 2500 pM koncentraci. Celkovy objem
pracovniho roztoku inhibitoru, ktery se pfidaval do reakéni smési, byl 2 pl.
Do inkuba¢ni smési u kontrolnich vzorkii bylo misto inhibitoru pfidano DMSO.

U neinhibované reakce byl ptfidan purf misto inhibitoru.

Postup prace pro inkubaci:

Pro dany postup prace byl pfipraven pozadovany pocet mikrozkumavek
(eppendorfek) s fadnym oznacenim. Do kazdé¢ mikrozkumavky byl napipetovan Na-
fosfatovy pufr. Dale byl pfidan regeneracni systém, enzym, inhibitory (u kontrolnich
vzorkll byl pouzit pufr nebo DMSO). Vzorky byly kratce promichany a nechany
10 minut zchladnout na ledu. Dale byla provedena péti minutovéa preinkubace vzorki
na thermomixeru vyhfatém na 37 "C. Poté bylo zahajeno startovéani reakce. Do kazdého
vzorku byl postupné pfidan substrat v intervalu 30ti sekund. Celkova inkubace trvala
pul hodiny. Po 30 minutach byla reakce postupné ukoncovéana pfidanim 40 pl 25%-niho
amoniaku (opé€t po 30 sekundich) a tim doslo k zastaveni reakce. Kazdy vzorek byl
thned promichén a dan na led.

Pro zvySeni vytézku extrakce byla pouzita dvojnisobna extrakce pomoci
ethylacetdtu. Ke vSem vzorkim bylo pfiddno 1000 pl ethylacetatu. Vzorky byly
extrahovany 15 minut. Vzorky byly zcentrifugovany po dobu 2 minut pfi 13 400 ot/min,
¢imz doslo k odéleni vrstev. Horni vrstva byla odebrana a piepipetovana do novych
eppendorfek. Ty byly vlozeny do vakuového koncentratoru a pii 30 'C byly odpateny.
K plvodnim vzorkim bylo opét ptidano 1000 pl ethylacetatu, probéhla extrakce,
centrifugace, pfepipetovani horni vrstvy k odpafenym vzorkim a odpafeni
na koncentratoru. Odpaiené vzorky  byly  uchovany  pii -20 C.

Vyhodnocovani vzorkil probihalo pomoci UHPLC analyzy. Odpatené vzorky
byly rozpustény ve 400 pl mobilni fdze (74 % kyseliny mravenci (0,1%) a 26 %

acetonitrilu) a napipetovany do pfipravenych vialek s inzerty.
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4.3.2. Stanoveni IC50 u enzymu AKR1C3 s inhibitory AZD5438 a dinaciclibem

ICso definujeme jako koncentraci latky, kterd snizi aktivitu daného enzymu
na polovinu (Ledvina a sp. 2006).

Inkubace probihala za stejnych podminek a postupu uvedeného jiz
v kapitole 4.3.1. V této fazi méfeni byly uréeny jednotlivé koncentrace inhibitort, tak
aby byl zahrnut celkovy rozsah jejich inhibi¢niho rozpéti. Pro AZD5438 byly vybrany
nasledujici vysledné koncentrace 200 uM, 75 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 1 uM
a 0,1 uM. Vysledné koncentrace pro dinaciclib byly 200 uM, 50 uM, 1 uM, 0,1 uM
a 0,01 uM.

Pfi tomto fedéni byl u obou inhibitori pouzit jejich zasobni roztok o 10 mM
koncentraci. Jednotlivé objemy inhibitorti byly zfedény pomoci DMSO na jejich finalni

koncentrace.

4.3.3. Stanoveni inhibi¢ni konstanty

Inhibi¢ni konstanta (K;) vyjadfuje vzdjemnou afinitu enzymu a inhibitoru.
Hodnoty K; slouzi k porovnavani réiznych inhibitorti daného enzymu. Cim je hodnota Ki

niZ§i, tim je inhibitor u¢innéjsi (Murray a sp. 2012).

Rychlost enzymatickych reakci je charakterizovdna rovnici Michaelise

a Mentenové (Obr. 17):

_ V-[§]
T K.+ 9]

Obr. 17. Rovnice dle Michaelise a Mentenové.
Vmax je maximalni rychlost reakce, K, je Michaelisovy konstanta, kterd udava
miru afinity enzymu k substratu. Cim je tato hodnota niz§i, tim je afinita enzymu

k danému substratu vétsi. Ky, se udava jako koncentrace substratu, pii které probéhne

enzymova reakce polovi¢ni rychlosti (Obr. 18).
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Obr. 18. Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu. (Grafické

znazornéni rovnice Michaelise a Mentenové)

Pro pfesn¢jSi a snadnéjsi stanoveni K, a V. se Casto vyuzivd rovnice dle
Lineweavera a Burka (Obr. 19). K, se uréi pomoci prevracenych hodnot, jak je

znazornéno na obrazku (Obr. 20).

1 _Kn 1 1
vV 8]V
Obr. 19. Rovnice dle Lineweavera a Burka.
/v
v,
i) 7S]

Obr. 20. Pfevraceny logaritmus zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci

substratu. (Grafické zndzornéni rovnice Linweavera a Burka)
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Pti snizeni rychlosti enzymatické reakce mluvime o jeji inhibici. Rozezndvame
tfi typy inhibice (Obr. 21): 1) Kompetitivni nastdva, kdyz se substrat s inhibitorem vaze
na stejné ,,aktivni” misto. Navazany inhibitor pak neni schopen pfemény na produkt.
V tomto ptipad¢ zavisi na poméru koncentrace substratu a inhibitoru. 2) Nekompetitivni
inhibice nastava v piipad¢, kdy se inhibitor vaZe na jiné misto, neZ je aktivni misto. Tim
se zméni konformace aktivniho mista a enzym se uz nemutze navazat. Tato inhibice neni
ovlivitiovana koncentraci substratu. 3) Akompetitivni inhibice vznika tehdy, kdyz

se inhibitor vaze az na komplex enyzm-substrat (Ledvina s sp. 2006).

Nekompetitivni Kompetitivni Akompetitivni
= Vs y— Vs _ V8]
(Km+[8])-(1+12) Ko (1+) + 8] Kn+(1+11) [3]
1w It v m '
i : |
.r: / ,’:‘
S Y Lty
i o s
1[s] 18] LS]

Obr. 21. Inhibice - ptehled grafi riznych typt inhibice.

Postup pro stanoveni inhibi¢ni konstanty:

Postup inkubace byl stejny jako v predchéazejicich méfenich (kapitola 4.3.1.).
Jedinym rozdilem bylo pouziti rtiznych koncentraci daunorubicinu a to 1000 uM,
800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 pM. Tyto koncentrace daunorubicinu byly méfeny
s DMSO (neinhibovana reakce) a s inhibitorem v rtiznych koncentracich. V ptipadé¢ DC
se jednalo o 0,1 uM, 0,25 puM, 0,5 uM a v ptipadé¢ AZD se jednalo o 1 uM, 10 uM,
30 uM.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Méfeni aktivit enzymii

V prvni fadé byly vybrany enzymy z nadrodin aldo-ketoreduktas (AKR)
a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR), konkratn¢é AKR1A1, AKRIBI,
AKRI1B10, AKR1C3, CBRI1. Po prvni inkubaci byly zjistény enzymy s nejvyssi
aktivitou pro daunorubicin. Nejsilngjsi aktivitu prokazaly enzymy AKR1A1, AKRIC3,
CBR1 (Obr. 22.), jejich presné aktivity jsou popsany v tabulce 7. Ty byly vybrany

pro dalsi pokracovani v méfeni.

Vypodet specifické aktivity:

Pomoci UHPLC bylo zjistétno mnozstvi pfeménéného daunorubicinu
na daunorubicinol. Na kolonu bylo nasttiknuto 5 pl vzorku. Jelikoz byl ptedtim odparek
rozpu$tén ve 400 pl mobilni faze a inkubace trvala 30 minut, bylo potieba hodnotu
po nastiiku pfevést na specifickou aktivitu v nanomolech na miligram bilkoviny

na minutu inkubace (nmol/mg/min).
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Tab. 5. Aktivita enzymi z nadrodin aldo-ketoreduktas a dehydrogenas/reduktas (SDR)

Primérna
VZOREK Specifickd hodnota
aktivita
specifické aktivity
Enzym nmol/mg/min nmol/mg/min
1/ AKR1A1 600 651+61
2/ AKR1A1 737
3/ AKR1A1 613
1/ AKR1B1 27 28+0,9
2/ AKR1B1 28
3/ AKR1B1 29
1/ AKR1B10 191 193+1,6
2/ AKR1B10 195
3/ AKR1B10 192
1/ AKR1C3 290 307+12,3
2/ AKR1C3 319
3/ AKR1C3 310
1/ CBR1 1058 105449,1
2/ CBR1 1041
3/ CBR1 1061

1200

900

600

Specificka aktivita
(nmol/mg/min)

300

1A1 1B1 1B10 1C3 CBR1

Obr. 22. Porovnani aktivity vybranych aldo-ketoreduktas a karbonylreduktasy 1.
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V prvni casti mé prace byl sledovan metabolismus antracyklinli, kontrétné
daunorubicinu. Metabolismus antracyklini enzymy nadrodiny aldo-ketoreduktas
a nadrodiny karbonylreduktas s kratkym fetézcem (SDR) byl potvrzen rtznymi
studiemi i1 napft.: studii Bainse a sp. (2010). Tyto pfemény nemusi probihat vzdy hladce,
protoze u nékterych lidskych enzymi AKR1C3, AKR1C4 a AKR7A2 byly objeveny
polymorfismy, které vyznamné snizuji metabolismus DOX a DAU in vitro o 23 - 61 %
(Bains a sp. 2010). Mutace R170C a P180S v enzymu AKRIC3 se nachazeji
ve vazebném misté kofaktoru a podileji se na tvorbé vodikovych vazeb mezi enzymem
a nikotinamidovym kruhem NADPH (Komoto et al., 2004). Pfedpoklada se, ze tyto
mutace ovliviiuji vazbu kofaktoru, coz nakonec vyznamné snizuje enzymatickou
konverzi DAUN a DOX na DAUNol a DOXol. Dale bylo vypozorovéano, ze DAU je
obecné lepSim substratem pro enzymy nadrodiny AKR (jak pro jejich “wild-type”,
tak 1 mutantni formy) oproti DOX (Bains a sp. 2010). Na druhou stranu lidskd CBR1
metabolizuje DAU mnohem lépe nez vétsina AKR a CBR (Bains a sp. 2010), coz bylo

potvrzeno i v této praci po ivodnim screeningu vybranych enzymii.

Meéfeni aktivity vybranych enzymu nadrodiny aldo-ketoreduktas a CBRI1 v této
préci probihalo in vitro. Pro DAU byla zjiSténa nejvyssi specificka aktivita u enzymu
CBR1 (1054 nmol/mg/min). Specifick4 aktivita se u ostatnich enzymi pak postupné
snizovala, AKR1A1 (651 nmol/mg/min), AKRIC3 (307 nmol/mg/min), AKR1BI10
(193 nmol/mg/min) a AKRIB1 (28 nmol/mg/min). Z téchto vysledki vyplyva,
ze CBRI je nejlepSim redukujicim enzymem pro DAU za podminek in vitro.

Ve se studii Bainse a sp. (2010) byl nejaktivnéj§im enzymem k DAU AKR7A2,
po ném AKR1B10, ddle AKRIC3, AKRIC4 a AKR1BI. Bohuzel nemtzeme ptesné
porovnat aktivitu v§ech uvedenych enzymi. Bains a sp. (2010) nepracovali s enzymem
CBRI1, ktery v této praci vystupuje jako nejaktivnéjs$i. Naopak v na$i praci jsme
se nezabyvali enzymovou aktivitou AKR7A a AKRIC4. Alesponn z castecného
porovnani vysledkti mizeme fici, Ze v naSi praci byl aktivné€jsi AKRI1C3 nez
AKRI1B10, jako je tomu ve studii Bainse.

Aktivita enzymu AKR1C3 k DAU byla také zjiSténa ve studii Hofman a sp.
(2014) ktery, ale pracoval jest¢ s dal$imi antracykliny (konkrétné¢ doxorubicinem
a idarubicinem) a z jejich vysledki vyplynulo, Ze daunorubicin a idarubicin jsou lep$imi
substraty pro AKR1C3 nez doxorubicin.

Jak jiz bylo zminéno, rizné karbonyl redukujici enzymy vykazuji aktivitu
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i k ostatnim antracyklinim. Vysledky enzymt metabolizujici antracykliny v této praci
jsme porovnali se studii Hofmana a sp. (2015), kde se métilo se stejnymi enzymy,
ale jako substrat byl pouzit DOX. V této studii byla zjisténa nejvyssi aktivita k DOX
na enzymu AKRI1C3 u dalSich enzymt se pak postupné snizovala (AKR1C3 > CBR1>
AKR1A1> AKR1B10> CBR3> AKR1BI, AKRICI, AKRI1C2, AKR1C4). Vzhledem
k tomu, ze pouze AKRIC3, CBR1 a AKRIA1 maji znac¢nou aktivitu vici DOX je
pravdépodobné, ze se nejvice ucastni metabolismu DOX in vivo. V nasi praci také tyto
tfi zminéné enzymy dosahly nejvysSich hodnot specifické aktivity. Pouze v méfeni
s DAU byly aktivity zjistény v jiném poradi a to od nejaktivnéjsiho CBR1> AKR1A1>
AKRIC3.

MuzZeme fici, Ze pravé tyto tii enzymy se nejlépe osvédCily svou redukujici
aktivitou k DAU 1 DOX. Z vysledkl vyplyva, Ze lepSim substraitem pro AKR1C3 je
DOX a pro enzym CBRI1 je to DAU.
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5.2. Stanoveni vlivu dimethylsulfoxidu (DMSO) na enzymy AKR1C3
a CBR1

Stanoveni vlivu DMSO je jednim z dulezitych faktort, ktery muize ovlivnit
chovani enzymi. Jelikoz jsou inhibitory rozpustény v DMSO, (kromé palbociclibu,
ktery je rozpustén ve vod€) predpoklada se, ze samotné DMSO by mohlo ovlivnit
vysledky aktivity enzymt u jednotlivych méteni. Proto byla do téchto méfeni zarazena

kontrola s DMSO.

Tab. 6. Vliv DMSO na enzymy AKR1C3 a CBR1

Neinhibovana reakce
DMSO
(bez DMSO)
Specificka aktivita Specificka aktivita | Primérna hodnota
(nmol/min/mg) (nmol/min/mg) inhibice (%)
AKR1C3 176 £7,1 147 +4,4 15+10,7
CBR1 849+ 2.8 838 +4,5 6+6,7

5.3. Vliv inhibitori CDK na aktivitu enzymi AKR1C3 a CBR1

Ovlivnéni aktivity enzymti AKR1C3 a CBR1 bylo zjistovano s inhibitory CDK:
R547, palbociclib, AT5719, SNS032, AZDS5438, dinaciclib, flavopiridol, LEEO11
a purvalanol A. V méfeni byly pouZity dvé koncentrace inhibitord 50 pM a 10 uM.
Vzorky byly zméfeny v triplikatech pro kazdou z téchto koncentraci. Z nich byla
stanovena prumérnd hodnota pro aktivitu a inhibici (Tab. 7 - 24). V grafech jsou

znazorneény specifické aktivity jednotlivych inhibitort v procentech (Obr. 23 - 40).

42



Tab. 7. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem R547

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
R547
1/50 pM 120
2/ 50 pM 123 121+9 49 51
3/50 pM 140
1/10 pM 213
2/10 pM 215 213+3 81 19
3/10 pM 209
1/ DMSO 251
2/ DMSO 268 259 +£8 100 0
3/ DMSO 265
300
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Obr. 23. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem R547. DMSO jakozto kontrolni
vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec pfedstavuje pramér

ze tii vzorkll + smérodatna odchylka.
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Tab. 8. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem purvalanolem A

Priimér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Purvalanol
1/50 pM 7
2/ 50 pM 9 8+1 10 90
3/50 pM 9
1/10 pM 26
2/10 pM 35 29 +4 36 64
3/10 pM 26
1/ DMSO 78
2/ DMSO 80 81+3 100 0
3/ DMSO 85
300
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Obr. 24. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem purvalanolem A. DMSO jakozto
kontrolni vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec ptedstavuje

prumér ze tii vzorkli + smérodatné odchylka.
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Tab. 9. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem AT5719

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
activity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
AT5719
1/50 pM 117 11542 80 20
2/50 pM 113
3/50 pM 114
1/10 pM 123 12443 87 13
2/10 pM 121
3/10 pM 128
1/ DMSO 143 143+10 100 0
2/ DMSO 155
3/ DMSO 130
300
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Obr. 25. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem AT7519. DMSO jakozto kontrolni
vzorek predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec ptredstavuje pramér

ze tii vzorkll + smérodatna odchylka.
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Tab. 10. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem SNS032

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
SNS032
1/50 pM 108 106+2 75 25
2/ 50 pM 107
3/50 pM 104
1/10 pM 133 1362 95 5
2/10 pM 137
3/10 pM 137
1/ DMSO 143 143£10 100 0
2/ DMSO 155
3/ DMSO 130
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Obr. 26. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem SNS032. DMSO jakozto kontrolni
vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec pfedstavuje pramér

ze tii vzorkl + smérodatnd odchylka.
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Tab. 11. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem AZD5438

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibice
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
AZD5438
1/50 pM 24 24+0 21 79
2/ 50 pM 24
3/50 pM 24
1/10 pM 61 665 59 41
2/10 pM 70
1/ DMSO 119 112+6 100 0
2/ DMSO 104
3/ DMSO 114
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Obr. 27. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem AZD5438. DMSO jakoZto kontrolni
vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Prvni a tteti sloupec piedstavuji
prumér ze tii vzorki, druhy sloupec piedstavuje prumér ze dvou vzorkl £ smérodatna

odchylka.
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Tab. 12. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem dinaciclibem

VZOREK

Specificka

aktivita

Pramér
specifické

aktivity

Aktivita

Inhibice

Inhobitor

Dinaciclib

nmol/mg/min

nmol/mg/min

%

%

1/50 pM
2/50 pM
3/50 pM

1/10 pM
2/10 pM
3/10 pM

O© O O W W W

1/ DMSO
2/ DMSO

3/ DMSO

119
104
114

5+0

9+0

11246

100

96

92

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

300

225

150

75

DC 50 uM

DC 10 uM

DMSO

Obr. 28. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem dinaciclibem. DMSO jakozZto
kontrolni vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec piedstavuje

prumér ze tii vzorkli + smérodatné odchylka.
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Tab. 13. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem LEEO11

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
sktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
LEEO11
1/50 pM 99 111£9 79 21
2/ 50 pM 117
3/50 pM 117
1/10 pM 167 15946 113 -13
2/10 pM 155
3/10 pM 155
1/ DMSO 144 141+4 100 0
2/ DMSO 143
3/ DMSO 135
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Obr. 29. Aktivita enzymu AKR1C3 s inhibitorem LEEO11. DMSO jakozto kontrolni
vzorek pfedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec pfedstavuje pramér

ze tii vzorkd + smérodatna odchylka.
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Tab. 14. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem flavopiridolem

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Flavopiridol
1/50 pM 120 1164 82 18
2/50 pM 116
3/50 pM 111
1/10 pM 129 13747 98 3
2/10 pM 145
3/10 pM 137
1/ DMSO 144 140+4 100 0
2/ DMSO 143
3/ DMSO 135
300

225

150

75

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

FT.A 50 uM FI.LA 10 uM DMSO

Obr. 30. Aktivity enzymu AKR1C3 s flavopiridolem. DMSO jakozto kontrolni vzorek
predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje pramér ze tii

vzorkd + smérodatna odchylka.
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Tab. 15. Stanoveni aktivity enzymu AKR1C3 s inhibitorem palbociclibem

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Palbiciclib
1/50 pM 304 303+2 116 -16
2/50 pM 301
1/10 pM 263 263+0 101 -1
2/10 pM 262
1/ DMSO 251 26148 100 0
2/ DMSO 268
3/ DMSO 265

300

225

150

75

PC 50 uM

PC 10 uM

DMSO

Obr. 31. Aktivita enzymu AKR1C3 s palbociclibem. DMSO jakozto kontrolni vzorek
predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy slopec piedstavuje pramér ze dvou

vzorkd (u DMSO ze tii vzorkil) + smérodatna odchylka.
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Tab. 16. Vysledky méteni inhibice CBR1 inhibitorem R547

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
R547
1/50 pM 536 535+1 94 6
2/50 pM 534
1/10 pM 560 557+3 98 2
2/10 pM 555
1/ DMSO 571 566 +4 100 0
2/ DMSO 562
1200
900
600

300

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

R 50 uM

R 10 uM

DMSO

Obr. 32. Aktivita enzymu CBRI1 s inhibitorem R547. DMSO jakozto kontrolni vzorek
predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec primér ze dvou vzorkt

+ smérodatné odchylka.
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Tab. 17. Vysledky méteni inhibice CBR1 inhibitorem purvalanolem A

Pramér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Purvalanol
1/50 pM 1104 1145+ 41 107 -7
2/50 pM 1186
1/10 pM 1079 1083 +4 101 -1
2/10 pM 1087
1/ DMSO 1049 1067 £ 19 100 0
2/ DMSO 1086
1200
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PURVA 50 PURVA 10 DMSO

Obr. 33. Aktivita enzymu CBR1 s inhibitorem purvalanolem A. DMSO jakoZto
kontrolni vzorek ptedstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje

pramér ze dvou vzorkl + smérodatna odchylka.
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Tab. 18. Vysledky méteni inhibice CBR1 inhibitorem AT7519

Primérna
Specificka
VZOREK specificka Aktivita Inhibice
aktivita
aktivita
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
AT 7519
1/50 pM 974 974+0 99 1
2/50 pM 973
1/10 pM 1031 1024+7 104 -4
2/10 pM 1017
1/ DMSO 939 981442 100 0
2 /DMSO 1023
1200
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£
en
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£
s 600
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]
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AT 50 uM AT 10 M DMSO
Obr. 34. Aktivity enzymu CBR1 s inhibitorem AT7519. DMSO jakozto kontrolni

vzorek predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje pramér

ze dvou vzorkill £ smérodatna odchylka.
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Tab. 19. Vysledky méteni inhibice CBR1 inhibitorem SNS032

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
SNS032
1/50 pM 975 1013 +38 103 -3
2/ 50 pM 1050
1/10 pM 902 871 +31 89 11
2/10 pM 841
1/ DMSO 939 981 +42 100 0
2/ DMSO 1023
1200
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Obr. 35. Aktivita enzymu CBR1 s inhibitorem SNS032. DMSO jakozto kontrolni
vzorek predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec ptedstavuje primér

ze dvou vzorkl + smérodatnéd odchylka.
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Tab. 20. Vysledky méteni inhibice CBR1 inhibitorem AZD5438

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
AZD5438
1/50 pM 1190 1163 +24 100 0
2/ 50 pM 1133
3/50 pM 1165
1/10 pM 1167 1162£5 100 0
2/10 pM 1155
3/10 pM 1163
1/ DMSO 1161 1159+ 10 100 0
2/ DMSO 1158
3/ DMSO 1138
1200
c)
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Obr. 36. Aktivita enzymu CBR1 s inhibitorem AZD5438. DMSO jakoZto kontrolni
vzorek predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje primér

ze ti vzorkd £+ smérodatna odchylka.
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Tab.21. Vysledky méteni inhibice CBR1 s dinaciclibem

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

Obr. 37. Aktivita enzymu CBRI s inhibitorem dinaciclibem. DMSO jakoZto kontrolni

vzorek predstavuje maximdlni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje pramér

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Dinaciclib
1/50 pM 1129 1125+5 97 3
2/ 50 pM 1120
1/10 pM 1169 1171 +1 101 -1
2/10 pM 1172
1/ DMSO 1160 1159+2 100 0
2/ DMSO 1157
1200
900
600
300
0
DC 50 uM DC 10 uM DMSO

ze dvou vzorkill £ smérodatna odchylka.
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Tab. 22. Vysledky méfeni inhibice CBR1 inhibitorem LEEO11

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
LEEO11
1/50 pM 540 556 £ 15 98 2
2/ 50 pM 571
1/10 pM 635 638+ 3 112 -12
2/10 pM 641
1/ DMSO 591 569 £23 100 0
2/ DMSO 546
1200
900
600

300

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

LEE 50 uM LEE 10 uM DMSO
Obr. 38. Aktivita enzymu CBR1 s inhibitorem dinaciclibem. DMSO jakoZto kontrolni

vzorek predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec predstavuje pramér

ze ti vzorkd £+ smérodatna odchylka.
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Tab. 23. Vysledky méteni inhibice CBR1 flavopirodolem

Primér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Flavopiridol
1/50 pM 552 548 + 10 93 7
2/ 50 pM 557
3/50 pM 533
1/10 pM 567 542 £ 18 92 8
2/10 pM 534
3/10 pM 525
1/ DMSO 591 589 £35 100 0
2/ DMSO 630
3/ DMSO 546
1200
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FLA 50 uM FLA 10 uM DMSO
Obr. 39. Aktivita enzymu CBR1 s flavopiridolem. DMSO jakozto kontrolni vzorek

predstavuje maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec ptedstavuje primer ze tii

vzorki + smérodatna odchylka.
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Tab. 24. Vysledky méfeni inhibice CBR1 inhibitorem palbociclibem

PC 50 uM

PC 10 uM

Priimér
Specificka
VZOREK specifické Aktivita Inhibice
aktivita
activity
Inhibitor
nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
Palbociclib
1/50 pM 524 526+2 93 7
2/ 50 pM 528
1/10 pM 474 474 £ 1 84 16
2/10 pM 475
1/ DMSO 571 5674 100 0
2/ DMSO 563
1200
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£
&n
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Obr. 40. Aktivita enzymu CBR1 s PC. DMSO jakozto kontrolni vzorek ptfedstavuje
maximalni aktivitu (100 %). Kazdy sloupec pfedstavuje piedstavuje primér ze dvou

vzorkl + smérodatna odchylka.
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V druhé c¢asti mé prace se zabyvam ucinkem inhibitord CDK k enzymim
AKRI1C3 a CBRI. Inhibitory CDK snizuji eflux ANT z bunky (Gottesman a sp. 2002),
pokud by i efektivné inhibovaly enzymy AKR a CBR, vyrazné by se tim zvysil u¢inek
ANT.

Snahou této prace bylo urceni inhibice karbonyl redukujicich enzymii AKR1C3
a CBR1 s inhibitory CDK. V této studii bylo pouzito devét vybranych inhibitord CDK:
R547, palbociclib, AT7519, SNS032, AZD5438, dinaciclib, flavopiridol, LEEO11,
purvalanol A. Z naméfenych vysledkl bylo zjisténo, Ze nékteré inhibitory velmi dobie
snizuji aktivitu AKR1C3, naopak nékteré maji velmi maly nebo nemaji zadny vliv
na dany typ enzymu (Tab. 25, Obr. 50). Nejlépe se osvédcCily inhibitory AZD5438,
dinaciclib a purvalanol A. Nejsilnéjsi inhibi¢ni aktivitu vykazoval inhibitor dinaciclib,
ktery inhiboval enzym z 96 % pti 50 uM koncentraci inhibitoru a z 92 % pii 10 uM
koncentraci. Purvalanol A inhiboval enzym z 90 % pii 50 uM koncentraci inhibitoru
az 64 % pii 10 uM koncentraci. AZD5438 m¢él inhibi¢ni aktivitu 78 % piti 50 uM
koncentraci inhibitoru a 41 % pti 10 pM koncentraci. U dalSich inhibitort byla inhibice
stanovena mezi 20 - 50 % pii 50 uM koncentraci inhibitoru a mezi 3 - 19 % pti 10 uM
koncentraci inhibitoru. Napt. u LEE byla zmétfena inhibice v 50 puM koncentraci,
ale pfi niz§i koncentraci nedochédzelo k Zadné inhibici. Dokonce u PC (Tab.15) je jasné
zobrazeno, ze se zvySujici se koncentraci inhibitoru dochédzelo ke zvySeni aktivity
enzymu a PC se v tomto piipad€ choval spiSe jako aktivator. Proto do dalSiho
pokraovani méfeni byly vybrany pouze dva enzymy: dinaciclib a AZD5438. Zbyly
purvalanol A by mél byt pfedmétem dalSiho studia.

Naopak enzym CBRI1 nebyl pomoci inhibitort CDK inhibovan tak vyznamé
jako enzym AKRI1C3. BohuZzel se nenaSel inhibitor CDK, ktery by m¢l silnou inhibi¢ni
aktivitu k tomuto enzymu. Inhibice CBRI1 se pohybovaly mezi 1 - 16 %. AZD
a PURVA nevykazovali inhibi¢ni aktivitu viibec. Pii takto slabych inhibicich jsme se uz
dalSim studiem téchto latek nezabyvali. Vysledky inhibice pro CBR1 jsou shrnuté
v tabulce 26 a graficky zndzornény na Obr. 42.

Pii stanovovani aktivity inhibice né&kterych inhibitori CDK, konkrétné
uenzymu CBRI1 s inhibitorem SNS032 a purvalanolem A, na prvni pohled z grafu
vyplyva, ze koncentrovangjsi roztok (50 pM) m¢l mensi inhibi¢ni aktivitu k enzymu nez
inhibitor o 10 uM koncentraci. Zd4 se, ze zde také dochazi ke zvySeni aktivity enzymu

pfi zvysujici se koncentraci inhibitoru. Pfi inkubacich téchto inhibitori se postupovalo
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presné dle postupu v kapitole 4.3.1. Je pravdépodobné, Ze tyto vysledeky byly zapficiny

chybou méfeni.

Tab. 25. Souhrn namétenych hodnot inhibice v % jednotlivych inhibitort k enzymu

AKRI1C3

R PC AT SNS AZD DC LEE FLA |PURVA
S50 uM | 5143 | -16+£1 | 201 | 25+1 790 | 960 | 21+6 | 18+3 90+1
10 uM | 1941 -1+4 13£2 5+1 41+4 | 9240 | -13+4 | 345 64+5

" 50 uM m10 M

g

3

S

=

k=

AZD DC LEE FLA PURVA

R PC

AT

SNS

Obr. 50. Porovnani inhibice jednotlivych inhibitori v koncentraci 50 uM a 10 pM

k enzymu AKR1C3.

Tab. 26. Souhr naméfenych hodnot inhibice v % jednotlivych inhibitorti k enzymu

CBRI1
R PC AT SNS | AZD DC LEE | FLA |PURVA
S50uM | 640 7+0 1+0 -3+4 0+0 3+0 2+3 7£2 -7+4
10uM | 241 16£0 | 0=+l 11£3 | 0£0 -1+£0 | -1240 | 843 -1+0
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Obr. 51. Porovnani inhibice jednotlivych inhibitortt v koncentraci 50 uM a 10 uM
k enzymu CBRI1.

Nem¢éli bychom také opomenout, Ze nékteré z vypsanych inhibitori CDK se fadi
také k vyznamnym inhibitoriim a substratim pro ABC-transportéry a pocitat tak jesté
s dal§i moZnosti zasazeni do procest v lidskych buiikach. Napf. inhibitory flavopiridol
a SNS-032 nejenze inhibuji ABC-transportéry, ale oba docilily synergického
antiproliferacni efektu v nadorovych bunkach v kombinaci se substraity ABC-
transportérti napt. daunorubicinem nebo topotekanem. Takova to kombinace by mozna
mohla vést k pfekondni vicecetné 1€kové rezistence. Dinaciclib je pro nékteré ABC-
transportéry substratem, ale také inhibitorem, ktery znacn€ inhhibuje eflux
daunorubicinu zprosttedkovany jednim z ABC-transportéru. Praveé dinaciclib muiize
ovliviiovat eflux pfes membrany a proto by mohl vést k 1ékovym interakcim (Cihalova
asp. 2015).

Slibnou cestou pro terapii nadorovych onemocnéni by mohla byt moznost uziti
inhibitoru CDK, ktery ma vliv, jak na karbonyl redukujici enzymy, tak na ABC-
transportéry. Za prvé by nedochdzelo k preméné latky na jeji méné uCinéjsSi formu
v podobé sekundarniho metabolitu, ¢imz by se pravdépodobné¢ mohlo zabranit
i rezistenci nadorovych bunck na lécbu daunorubicinem. Za druhé by nedochdzelo
k efluxu cytostatika ven z bunky a 1ék by nebyl tak rychle eliminovan. Nadorova
terapie by byla podpotfena na dvou kli¢ovych mistech. Teoreticky by se timto dualnim

mechanismem mohly snizit davky poddvaného cytostatika.
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5.4. Stanoveni ICs, pro vybrané inhibitory

Pro dalsi detailngjsi testovani byl vybran enzym AKR1C3 s inhibitory AZD5438
a dinaciclibem. Dle piedchoziho meéfeni se tato kombinace enzymu s inhibitory
prokazala jako jedna z nejlepSich. Koncentrace jednotlivych inhibitora byly zvoleny
podle ptfedchoziho méfeni u AZD5438: 200, 75, 25, 10, 5, 1, 0,1 uM, u dinaciclibu:
200, 50, 1, 0,1, 0,01 uM. V nasledujicich tabulkdch (Tab. 27, 28) jsou uvedeny
vysledky inkubace pro inhibi¢ni koncentraci (ICsp). Na obréazcich (Obr. 44, 45) jsou
graficky zndzornény specifické aktivity jednotlivych koncentraci inhibitord. Hodnoty

ICs0 byly stanoveny pomoci programu GraphPadPrism7 (Obr. 46, 47).
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Tab. 27. Vysledky méteni pro ICsos AZD

Primér
VZOREK Specificka specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity
AZD5438 nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
1/200pM 16 17+0 7 93
2/200pM 17
3/200pM 17
1/ 75pM 39 40+ 1 17 83
2/ 75uM 39
3/75puM 41
1/25pM 87 82+5 35 65
2/25pM 75
3/25uM 84
1/10pM 113 113+2 49 51
2/10pM 114
3/10pM 111
1/ 5uM 163 160 +2 69 31
2/ 5pM 158
3/ 5uM 160
1/ 1pM 218 219+10 95 5
2/ 1pM 231
3/ 1pM 208
1/ 0,1pM 227 239+ 12 103 -3
2/ 0,1pM 234
3/0,1pM 255
1/ DMSO 252 231+22 100 0
2/ DMSO 201
3/ DMSO 241
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Tab. 28. Vysledky méfeni pro ICsy s dinaciclibem

Primér
VZOREK Specificka specifické Aktivita Inhibice
aktivita
aktivity

Dinaciclib | nmol/mg/min | nmol/mg/min % %
1/200 uM 3 3+0 2 98
2/200 uM 3
3/200 uM 3

1/50 uM 5 5+0 3 97
2/50 uM 6

3/50 uM 5

1/1uM 30 31+1 18 82
2/1 M 31

3/1uM 32

1/0,1 uM 119 120+ 1 70 30
2/0,1 uM 121

3/0,1 uM 119

1/0,01 pM 140 1480 £ 11 86 14
2/0,01 pM 164
3/0,01 uM 139

1/ DMSO 174 171 +24 100 0
2/ DMSO 199

3/ DMSO 140

66




AZD_200puM

AZD_75uM

AZD 25uM

AZD_10pM

AZD 5uM

AZD 1yM

AZD 0,1uM

DMSO

=3 =]
e

N

o
O

188
125

(urou/Suy/jowrn) epame exoyroadg

Obr. 42. Aktivita enzymu AKR1C3 s AZD5438 ve vybranych koncentracich.
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Obr. 43. Aktivita enzymu AKR1C3 s dinaciclibem ve vybranych koncentracich.
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Obr. 44. Zavislost specifické aktivity AKR1C3 na log koncentrace inhibitoru,

ze kterého je urcena ICsy (CI = konfiden¢ni interval)
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Obr. 45. Zavislost specifické aktivity AKR1C3 na log koncentrace inhibitoru,

ze kterého je urcena ICso ( CI = konfidencni interval)
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Pro podrobnéjsi a charakteristi¢téj$i popis inhibice pomoci AZD5438
a dinaciclibu s enzymem AKRIC3 byla stanovena polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
(IC50). Z obou grafa vytvotenych pro IC50 (Obr. 42, 43) je zfeteln¢ vidét sestupnost
specifické aktivity vzdy pfi vyssi koncentraci inhibitoru. Na Obr. 43 (u dinaciclibu)
si mizeme vSimnout velkého skoku mezi koncentracemi 0,1 pM a 1 uM a mezi 50 uM
a 200 puM je uz jen minimalni rozdil. Je tedy patrné, ze vysoké inhibice dosdhneme
1 snizkou koncentraci tohoto inhibitoru. Koncentrace 1 pM inhibuje enzym
J12 2 80 % (Tab. 28). V porovnani s AZD5438 je na inhibici z 80 % potieba koncentrace
okolo 75 uM (Tab. 27). Hodnota IC50 pro AZD5438 byla 6,3 uM a pro dinaciclib
se IC50 =0,235 uM. Z téchto vysledki je patrné, ze dinaciclib je silngj$im inhibitorem
nez AZD5438, ukter¢ho byla hodnota znaén€ IC50 vyssi oproti DC. Dinaciclib
se se svou nizkou hodnotu IC50 zd4 byt potencidlnim kandidatem pro klinickou praxi.
Je nutno zde pfipomnout, Ze je nejlepSim inhitorem enzymu AKRI1C3 ze vSech

9 inhibitorit CDK sledovanych v této praci.
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5.5. Stanoveni inhibi¢ni konstanty (Ki)

K pfesnému stanoveni inhibi¢ni konstanty byla pouzita Lineweaver-Burkova
zavislost (Obr. 47, 49). Ze zavislosti dle Lineweavera a Burka vyplyva, ze se jedna

o nekompetitivni inhibici.
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koncentrace daunorubicinu (gM)

Obr. 46. Zavislost jednotlivych koncentraci AZD na koncentraci daunorubicinu.

0.03 A

® neinhibovana reakce
® AZD 1 uM

Y AZD 10 pM

B AZD 30 uM

1/specificka aktivita
(1/nmol/mg/min)

Ki=7,5uM
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Obr. 47. Vliv inhibitoru AZD5438 na rychlost redukce daunorubicinu enzymem
AKRIC3.
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Obr. 48. Zavislost jednotlivych koncentraci dinaciclibu na koncentraci daunorubicinu.
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Obr. 49. Vliv inhibitoru dinaciclibu na rychlost redukce daunorubicinu enzymem

AKRI1C3.



V posledni ¢asti prace byla stanovena inhibi¢ni konstanta u enzymu AKRI1C3
s inhibitory AZD5438 a dinaciclibem dle Michaelise a Mentenové. K piesnému
stanoveni pak byla pouzita zavislost dle Lineweavera a Burka. U inhibitoru AZD5438
bylo stanoveno Ki =7,5 uM, u dinaciclibu bylo stanoveno Ki = 0,165 uM. Inhibi¢ni
efektivita AZD5438 a DC byla stanovena dvéma riiznymi zplsoby. Pfi porovnani
vyslednych hodnot K; a ICsy mizeme fici, ze vysledky se v podstaté shoduji.

Stanovenim kinetickych parametrii byla zjiSténa nekompetitivni inhibice u obou
inhibitori. Pfi této inhibici se inhibitor vaze na jiné misto nez na to, které je urCené
pro substrat a znesnadiiuje tak katalytickou reakci. Inhibitor svym navazanim mirné
pozméni aktivni misto enzymu a tim zpomali tvorbu produktu. Jelikoz se jedna
o nekompetitivni inhibici, v pfipad¢ nutnosti zvyseni ddvky DAU nebude potieba zvysit
ani davka inhibitoru, protoze zvySenim koncentrace substratu nelze zvratit inhibici,

coz je terapeuticky vyhodné.
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6. Zavér

Jelikoz enzymy ze skupiny reduktas hraji dilezitou roli v metabolismu
xenobiotik a 1 v patogenezi riznych onemocnéni, je potieba stale studovat jejich
moznost ovlivnéni a zabranéni jejich negativnim vliviim.

V této praci se jako prvni stanovila aktivita vybranych enzymt z nadrodiny
aldo-ketoreduktas a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem k daunorubicinu.
Nejveétsi aktivitu prokazal enzym CBRI1, dale pak enzymy v potfadi AKRIAI,
AKR1C3, AKR1B10, AKR1BI1. Pro dalsi detailn¢j$i testovani byly vybrany enzymy
CBR1 a AKRI1C3.

Bylo zjisténo, ze nékteré inhibitory CDK mohou mit inhibi¢ni vliv na enzymy
znadrodiny aldo-ketoreduktas a z nadrodiny SDR. Nejsiln€jsi inhibi¢ni aktivita
se projevila na enzymu AKRIC3 a to hlavné€ s inhibitorem AZD5438 a dinaciclibem
in vitro, zatimco enzym CBR1 byl inhibovan jen slabé nebo viibec.

Nasledné méieni pro ICsg probihalo s inhibitory AZD5438 a DC. Oba inhibitory
se pii inhibici enzymu AKR1C3 prokazaly velmi pozitivné. AvSak DC ukazal velky
inhibi¢ni potencial uz pfi jeho nizsich koncentracich.

Na zaklad¢ stanoveni inhibi¢ni konstanty byla u obou inhibitorii stanovena
nekompetitivni inhice. Hodnoty inhibi¢ni konstanty jsou 7,5 pM pro AZD
a 0,17 uM pro DC.

Pro dosazeni optimalni terapie nador by bylo vhodné kombinovat cytostatika
s inhibitorem aldo-ketoreduktas AKR1C3 nebo inhibitorem karbonylreduktas CBRI.
Tim by se snizila biotransformace a nezadouci u¢inky chemoterapeutik. Dalsi pozitivni
vliv nalezneme ve snizeni rezistence bunck k cytostatickym Ié€iviim. Odolnost viici
témto latkadm je jednou z hlavnich piekdzek uspésné chemoterapie. I pokud soucasné
studium metabolizace antracyklinli a inhibice téchto enzyml nepiinese hned nova
1éCiva, pomtize tak objasnit slozitou patofyziologii rezistence na cytostatika
a kardiotoxicity. Tato prace nepfinesla jen zdkladni vyzkum ohledné¢ DAU, pomohla
take najit u€inné nastroje k ovlivnéni jeho osudu v téle a umozni tak dalsi navazujici

vyzkum.
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7. Seznam zkratek

AKR Aldo-ketoreduktasy

ANT Antracykliny

AT AT7519

AZD AZD5438

CBR Karbonylreduktasy

CDK Cyklin-dependentni kinasy
CDKi Inhibitor cyklin-dependentni kinasy
CcYpP Cytochrom P450

DAU Daunorubicin

DC Dinaciclib

DOX Doxorubicin

DMSO Dimethylsulfoxid

FLA Flavopyridol

GSH Glutathion

GST Glutathion S-transferasa

LEE LEEOI1

K; Inhibicni konstanta

NQO NAD(P)H chinonoxidoreduktasa
PC Palbociclib

PTX Paclitaxel

PURVA Purvanol

R R547

SDR Dehydrogenasy/Reduktasy s kratkym retézcem
SNS SNS032
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