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UVOD
Dle statistiky Svétové zdravotnické organizace jsou nadorova onemocnéni
v celosvétovém metitku druhou nejéastéjsi pric¢inou umrti, v roce 2015 byla odpovédna
za 8,8 milionu umrti. O¢ekéava se, ze mnozstvi novych ptipadd se v nasledujicich dvou
desetiletich zvysi piiblizné o 70 %. Zhruba tfetina umrti zpisobenych rakovinou je
vysokym indexem télesné hmotnosti, nizkym pfijmem ovoce a zeleniny, nedostatkem
fyzické aktivity, uzivanim tabdku a alkoholu. Z hlediska ekonomické vyspélosti se
pfiblizn¢ 70 % Umrti na rakovinu vyskytuje v zemich s nizkym a stfednim piijmem.

(Internet 1)

Z toho diivodu je snaha o neustalé vyvijeni novych lé¢ebnych metod, které by pomohly
s touto nemoci usp&$né bojovat. Rada klinickych studii zjistila, Ze piicinou selhani
1é¢by nemusi byt nedostatecna ucinnost samotného cytostatika, ale ¢asto je hlavnim

vinikem mnohocdetné 1ékova rezistence.

Teoreticka cast se vénuje pravé vyse zminéné 1ékové rezistenci v terapii nadord.
Popsany jsou hlavni redukujici enzymy majici vliv na uréité typy rakoviny, jejichz
nadmérnd exprese nebo aktivita zplsobuje selhdni ¢i nedostate€nou ucinnost
protinadorové terapie. Spolu s nimi je uveden i piehled inhibitorti cyklin-dependentnich

kinas, potencidlnich nizkomolekularnich latek pro zvySeni Gi€innosti 1é¢by rakoviny.

Experimentalni ¢ast poté obsahuje vysledky méteni aktivity vybranych redukujicich
enzymu vici cytostatiku daunorubicinu a u¢innost jednotlivych vybranych inhibitord,

véetné popisu metodiky prace.



1 TEORETICKA CAST

1.1  Lékova rezistence v nadorové terapii

Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR) je jednim z hlavnich problémd, ktery limituje
G¢innost chemoterapeutik pii 16¢bé nadorovych onemocnéni. Casto byva také pii¢inou
jejiho selhéni, a to u vice nez 90 % pacient trpicich metastazujici rakovinou. V piipade
objevu ucinného prostiedku, ktery by dokézal vznik MDR vyrazné snizit ¢i mu uUplné
zamezit, by doslo k velmi vyznamnému zvySeni Sance na pieziti. (Longley and

Johnston 2005)

1.1.1 Typy lékové rezistence

Lékovou rezistenci mizeme rozdélit na primdrni a sekundérni, v zavislosti na tom, kdy

odolnost nadorovych bun¢k viici cytostatiku vznika.

O primarni (pfirozenou) rezistenci se jedna v ptipad¢, ze jsou nadorové buiky odolné

proti cytostatiktim jesté pred jejich podanim.

Oproti tomu sekundarni (ziskanou) rezistenci pozorujeme az v pribc¢hu 1é¢by, kdy se
puvodné citlivé bunky stavaji rezistentnimi a ucinnost cytostatické 1é¢by se razantné
snizuje. Rovnéz miize dojit 1 k rozvoji tzv. zktizené rezistence, kdy pii vzniku odolnosti
vaci ur¢itému 1é¢ivu zaroven vznika odolnost ik jinému, vétSinou strukturné

podobnému cytostatiku.

O mnohocetné 1€kové rezistenci mluvime v ptipad€ rozvoje takové zkifizené rezistence,
ktera probiha mezi cytostatiky liSicimi se jednak strukturné, jednak i mechanismem
ucinku. Poprvé byla popséna v roce 1970 a od té doby probiha jeji intenzivni vyzkum
protinadorové 1écby. Bylo prokézano, ze se vztahuje i na antracykliny, vinca alkaloidy
a etoposid, tj. hydrofobni 1éCiva s mirn¢ zasaditym charakterem. (Biedler and Riehm

1970, Noskova et al. 2000, Seeber et al. 1982)

1.1.2 Mechanismy vzniku lékové rezistence
Mechanismy vzniku rezistence nadorovych bunék jsou komplexni povahy. Pti¢inou

nejcastéji byvaji:

e zmény farmakokinetiky,



e zmeény cytokinetiky bunécné populace,
o metabolické a funkéni zmény bunky (snizena ¢i zvySend exprese/aktivita
enzymul, ovlivnéni transportu cytostatika bunénou membranou, zvySena

intenzita oprav DNA).

Nejméné vyznamné jsou zmeény farmakokinetiky. Pfikladem muze byt snizeni resorpce

cytostatika, urychleni biotransformace nebo urychleni eliminace.

Zmény cytokinetiky se zacinaji objevovat spolu s nartistajicimi nddorovymi buikami,
jelikoz vétSina bunék prechazi do stavu Gy (klidovy stav), kde je citlivost
k chemoterapeutikiim omezend. S naristem mnozstvi nadorovych bunck zaroven
dochazi ke vzniku spontiannich mutaci bunék. Ty jsou naddle pficinou vzniku

rezistentnich bunécnych klonii.

AvsSak jednoznacné nejcastéjSim zpusobem vzniku rezistence jsou strukturdlni ci
funkéni zmény bunky, kdy dochdzi ke snizeni, resp. zvySeni koncentrace enzymi

ovlivitujicich metabolismus cytostatika.

Problém snizené¢ koncentrace enzymu nutnych pro pfeménu cytostatika na t¢innou
latku je popisovan napf. u merkaptopurinu a enzymu pyrofosfatasy. Builky majici

nizkou koncentraci tohoto enzymu jsou k ptisobeni merkaptopurinu rezistentni.

Opacny stav, tedy zvySenou koncentraci enzyml v bunice, lze uvést na piikladu
metotrexatu. V bunkach rezistentnich k jeho plsobeni byla nalezena az 20krat vyssi
koncentrace dihydrofolatreduktasy. Kromé toho mutize byt také porusena intracelularni
distribuce cytostatika vazbou na lyzosomy arovnéZ mulze dojit k omezeni priniku

cytostatika bunéénou membranou.

Zvlastnim mechanismem je MDR, béhem které dochdzi k intenzivnimu vyplavovani
cytostatika z buiiky ven. Pfi¢inou toho je nahromadéni fosfoglykoproteinu v bunééné
membran¢, nazyvaného glykoprotein P (Pgp). Pgp patii do rodiny transportérovych
proteini ABC (ATP-binding casette), které jsou v téle fyziologicky pfitomny a maji za
ukol chranit buiiky pfed toxiny z vnéjSiho prostiedi. Je to produkt genu lokalizovaného
na 7. chromosomu (MDR-gen). Mnozstvi MDR-genu v buiice 1ze zjistit pomoci metody
PCR (polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce) a podle toho urcit
stupen rezistence dan¢ho nadoru. U raznych typd nadort je exprese MDR-genu rzna.

Nejvyssi byva u kolorektalnich karcinomi a u karcinom jater, ledvin a pankreatu.
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Spolu s Pgp se do rodiny transportérovych proteini ABC tfadi MRP (multidrug related
protein) a TAP (transporter of antigenic peptides). MRP funguje na principu
ATP-dependentni pumpy. Jeho nejvysSi koncentrace se nachéazi u bronchogenniho
karcinomu, karcinomu §titné zlazy a prsu. Zvysena exprese TAP zpiisobuje rezistenci

k daunorubicinu, etoposidu a vinkristinu.

Dale se na mechanismu vzniku rezistence mize podilet LRP (lung resistance protein)
patfici do skupiny proteinii zprostfedkovavajicich transport riznych latek z jadra do
cytoplasmy aven zbuiky. Jeho vysoka koncentrace byla zjiSténa u karcinomu

kolorekta, ledviny a pankreatu. (Klener 2002)

1.2  Antracykliny
Antracykliny jsou jednou z vyznamnych skupin 1é¢iv uplatiujici se pfi 1écbé rakoviny.
Radi se mezi protiniddorova antibiotika. Jako prvni byly objeveny daunorubicin (DAU)
a doxorubicin (DOX), ato jiz v 60. letech 20. stoleti, izolaci z bakterie Streptomyces
peucetius. Az do dneSni doby jsou vyuzivany velmi Casto. (Arcamone et al. 1969, Tan
et al. 1967) Hlavni vyuziti DAU je pii 1écbé akutni lymfoblastové a myeloblastové
leukémie. Oproti tomu DOX ma vyuziti znaéné Sir$i, od solidnich nadord az
k hematologickym malignitdm. (Kufe et al. 2003) Poté doSlo k hleddni analogii téchto
dvou latek, které by prokazaly lepsi ucinky. Vysledkem byl objev asi 2000 analogt,
znichZ se jen velmi malé mnozZstvi dostalo aZ do stadia klinickych studii a schvéleni.

Jedna se naptiklad o idarubicin ¢i epirubicin. (Minotti et al. 2004)

I ptes to, Ze jsou antracykliny vyuZzivany jiz tfadu let, zGstava jejich mechanismus
pusobeni v rakovinnych butikach stale kontroverzni zalezZitosti. Jednim z mechanismi je
interkalace cytostatika do DNA, dale pak tvorba volnych radikdli ¢i inhibice
topoisomerasy II. VSechny tyto mechanismy iniciuji poSkozeni DNA. (Minotti et al.

2004)

Hlavni nevyhodou antracyklinovych cytostatik je jejich kardiotoxicita. Jeji pfesny
mechanismus stale neni popsan a je predmétem mnoha dalSich vyzkumu. (Puma at al.
2008) Klinickym projevem kardiotoxicity miize byt arytmie, infarkt myokardu az
chronické srdecni selhani. Objevuji se prevazné do jednoho tydne (akutni piiznaky) ¢i

do jednoho roku (subakutni ptiznaky) od podani 1é¢iva. (Puchnerova et al. 2016)
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Dalsi problematikou omezujici uziti antracyklinii pfi 1é€bé rakoviny je jejich rezistence,

ktera je blize popsana v kapitole 1.1.

1.2.1 Obecné vlastnosti daunorubicinu a doxorubicinu
Daunorubicin-hydrochlorid (DAU) je oranzovocerveny krystalicky hygroskopicky
prasek, snadno rozpustny ve vodé a v methanolu, téZce rozpustny v ethanolu 96 %. Je
tteba ho skladovat ve vzduchotésnych obalech a chranit pred svétlem. Jeho molekula se
sklada z chinonového aglykonu, odvozené¢ho z ¢astecné hydrogenovaného tetracenu
a z bazického cukru daunosaminu, ktery je glykosidickou vazbou ptipojen v poloze 10.
Chemicky  ndzev  je (8S,10S)-8-acetyl-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxy-a-L-/yxo-
hexopyranosyl)oxy]-6,8,11-trihydroxy-1-methoxy-5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-
5,12-dion-hydrochlorid, sumarnim vzorcem vyjadien jako C,7H3oCINOj,. Relativni

molekulova hmotnost je 563,99. (CL 2009, Hartl et al. 2006)

. HCI

Obr. 1 Strukturni vzorec daunorubicin-hydrochloridu

Doxorubicin-hydrochlorid (DOX) mé stejny vzhled jako DAU, je dobie rozpustny ve
vod¢ atézce rozpustny v methanolu. Chemicky je to (8S,10S)-10-[(3-amino-2,3,6-
trideoxy-a-L-/yxo-hexopyranosyl)oxy]-6,8,11-trihydroxy-8-(hydroxyacetyl)-1-

methoxy-5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-5,12-dion-hydrochlorid, sumarnim vzorcem

vyjadien jako C,7H30CINO;;. Relativni molekulova hmotnost je 579,99. (CL 2009)

-11 -



. HCl

Obr. 2 Strukturni vzorec doxorubicin-hydrochloridu

U obou latek je konjugovany systém aglykonu chromoforem pro viditelnou oblast
a diky tomu se vyznacuji charakteristickym ¢ervenooranzovym zbarvenim. (Hartl et al.

2006)

1.2.2 Metabolismus antracyklini

Asi 50 % z celkového mnozstvi antracyklinti v téle je z ného vyloueno v nezménéné
podobé. Zbylé mnozstvi je v jatrech metabolizovano na uhliku C13, na kterém dochazi
k redukci oxo skupiny za vzniku alkoholu. Tim vznikaji metabolity daunorubicinol
(DAU-OL), resp. doxorubicinol (DOX-OL), které jsou jednak vice kardiotoxické,
jednak maji niz$i antineoplasticky ucinek, coz muize vést ke vzniku rezistence
rakovinnych bun¢k k 1é¢ivu. Samoziejme vznikaji 1 dals$i metabolity, pfevazné aglykony
DAU a DAU-OL, resp. DOX a DOX-OL, které jsou oproti t¢ém piedchéazejicim jen ve
velmi malych koncentracich. (Bachur and Huffman 1971, Kassner et al. 2008, Skarka et
al. 2011)

U DOX bylo zjisténo, Ze jeho nejdulezitéjSim metabolickym organem jsou jatra, kde
nejvetsi katalyticky u€inek na redukci 1é€iva vykazuje CBR1. Naopak jeho metabolizaci

v srdci indukuje predevsim AKR1A1. (Kassner et al. 2008)

Oproti tomu u DAU bylo prokazano, Ze na jeho biotransformaci v ma nejvétsi podil

AKR1B10. (Balendiran at al. 2008).

-12-
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Obr. 3 Schéma redukéni pfemény daunorubicinu na daunorubicinol

1.3 Karbonyl redukujici enzymy (CRE)

Karbonylové slouceniny jsou hojné rozsifeny vSude kolem nds. Jsou to latky jak
ptirodniho, tak syntetického pivodu. V lidském téle se vyskytuji jako endogenni latky
(steroidni hormony, glukokortikoidy, monosacharidy, prostaglandiny a mastné
kyseliny). Také se vSak nachazi v potravé, jsou to latky znecistujici Zivotni prostiedi,
pripadné také I1éciva, jako napt. haloperidol, fenofibrat, naltrexon, warfarin,
daunorubicin, doxorubicin aj. Problémem je deaktivace t&chto [éCiv enzymy
redukujicimi jejich karbonylovou skupinu, ¢imz dochédzi k vyraznému snizeni jejich
ucinku. (Rosemond and Walsh 2004, Matsunaga et al. 2006, Oppermann and Maser
2000)

Redukce karbonylové skupiny se spolu soxidaci ahydrolyzou tadi do faze
I biotransformacnich reakci a hraje velmi duilezitou roli ve fyziologickych procesech
lidského téla. (Rosemond and Walsh 2004) Redukéni reakce mohou probihat v mnoha
riznych tkanich — v jatrech, plicich, mozku, srdci, ledvinach, varlatech ¢i v krvi.

(Felsted and Bachur 1980)

Aldehydy jsou metabolizovany jednak oxidaci katalyzovanou aldehyddehydrogenasou
za vzniku pfislusné karboxylové kyseliny, jednak redukci aldehydreduktasou na
primarni alkohol. Diky jejich vysSi schopnosti reaktivity mohou interagovat
s nukleofilnimi centry nukleovych kyselin ¢i proteinti. (Oppermann and Maser 2000,

Matsunaga et al. 2006)

- 13-



Oproti tomu jsou ketony, jakozto méné reaktivni latky, preménény ketonreduktasami
nebo alkoholdehydogenasami pouze na pfislusné sekundarni alkoholy. (Oppermann and

Maser 2000, Matsunaga et al. 2006)

Specifickd a toxikologicky vyznamna je metabolizace chinont, latek rovnéz patficich
mezi karbonylové slouceniny. Jednoelektronova redukce vede ke vzniku toxického
semichinon radikdlu, ktery je pfi¢inou oxidativniho stresu poSkozujiciho buiiky.
Dvouelektronovou redukci vznikaji hydrochinony, které mohou byt z téla patficné

vylouceny. (Rosemond and Walsh 2004)

Karbonylreduktasy byly organismy vyvinuty pro detoxikaci reaktivnich karbonylovych
sloucenin. (Matsunaga et al. 2006) Tyto enzymy katalyzuji preménu aldehydovych
aketonovych  skupin na pfislusné alkoholy za  pfitomnosti  kofaktorti
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADPH). Reak¢éni mechanismus je dvouelektronovy, pfi kterém dochazi k pfenosu

atomu vodiku z kofaktoru na uhlik karbonylové skupiny. (Rosemond and Walsh 2004)
Karbonyl redukujici enzymy se nachézi ve tfech hlavnich nadrodinach:

e aldo-keto reduktasy,
e dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem,

e dehydrogenasy/reduktasy se sttedn¢ dlouhym fetézcem.

Nejvice se budu vénovat popisu nadrodiny aldo-keto reduktas, jejiz enzymy byly hlavni
soucasti této diplomové prace. Pro uplnost vSak budou kratce zminény i ostatni dvé

nadrodiny enzymu.
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Obr. 4 (A) oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu, katalyzovana
aldehyddehydrogenasou (ALDH), resp. redukce aldehydu na primérni alkohol za
katalyzy aldehydreduktasou ze skupiny SDR nebo AKR, (B) oxidace sekundéarniho
alkoholu na keton, katalyzovana MDR, resp. redukce ketonu na sekundarni alkohol za
katalyzy enzymy ze skupiny SDR nebo AKR, (C) jednoelektronova redukce chinonu

vedouci ke vzniku semichinon radikalu, dal$i redukci vznikd hydrochinon; resp.
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dvouelektronovad redukce vedouci pifimo ke vzniku hydrochinonu (pfevzato

z Oppermann and Maser 2000)

1.3.1 Aldo-keto reduktasy (AKR)

Aldo-keto reduktasy jsou pomérné Sirokou nadrodinou skytajici v dnesni dob¢ ptiblizné
190 ¢lend. Jedna se o nadrodinu prevazné cytosolickych NAD(P)H-dependentnich
oxidoreduktas. Podle struktury jsou rozdéleny do 16 rodin. Zastupci kazdé rodiny musi
mit zvice nez 60 % identickou aminokyselinovou sekvenci. V jednotlivych

podrodinéach se musi sekvencné shodovat alesponl ve 40 %.

Identifikovany byly u obratlovci, bezobratlych, rostlin, hub eubakterii a archebakterii.
Typickym znakem vSech zéastupcti je monomerni cytosolicky protein skladajici se
z 320 aminokyselin a obsahujici strukturu (o/f)s-soudku. Maji Sirokou substratovou
specifitu ajejich vyznam je v redukci karbonylové skupiny u sloucenin jako jsou:
cukry, steroidy, prostaglandiny, chinony a produkty lipidové peroxidace. Kromé
endogennich sloucenin jsou schopny metabolizovat i xenobiotika. (Penning 2015, Jez

and Penning 2001)

Obr. 5 Struktura soudku typickd pro nadrodinu AKR. 3D zobrazeni jaterni
3a-hydroxysteroiddehydrogenasy. o, B jsou jednotky vytvaiejici strukturu soudku.
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HI1, H2 jsou Sroubovice nachazejici se mimo soudkovitou strukturu. (pfevzato z Jez et

al. 1997)

Pivodné ¢lenové této nadrodiny ziskévaly sviij nazev podle substratové specifity, coz
pozdéji vedlo k nejasnostem aznacné nepiehlednosti, aproto byla vroce 1997
zavedena jednotna nomenklatura nadrodiny AKR. Zakladem nézvu bylo oznaceni
nadrodiny (AKR), nasledovalo ¢islo reprezentujici rodinu, poté pismeno oznacujici

podrodinu a nakonec ¢islo konkrétniho zastupce. (Jez and Penning 2001)

Aktudlni informace o nadrodin€é AKR jsou dostupné na webové strance

http://www.med.upenn.edu/akr/.

Dodnes bylo popsano 15 lidskych AKR ftadicich se do rodin 1, 6a7. Jedna se
o AKR1A1, AKRIBI1, AKRIB10, AKRIB15, AKRICl, AKRIC2, AKRICS3,
AKR1C4, AKR1D1, AKRIE2, AKR6A3, AKR6AS, AKR6A9, AKR7A2 a AKR7A3.
(Internet 2)

Nize budou podrobnéji popsany pouze vybrané lidské aldo-keto reduktasy, které byly

pfedmétem zkoumani této prace.

1.3.1.1 AKRI1Al
AKRI1A1 (aldehydreduktasa) je jednim z prvnich objevenych enzymi nadrodiny AKR.
Jedna se o cytosolicky, NADPH-dependentni enzym, jehoZ mRNA je sloZena z 1140
nukleotidii. M4 Sirokou substratovou specifitu. Je schopny katalyzovat redukci
aromatickych nebo steroidnich aldehydi a sloucenin obsahujicich karboxylovou
skupinu, na druhé strané vSak také katalyzuje oxidaci blizkych trans-dihydrodiolti na

o-chinony.

Jak bylo zjisténo jiz v roce 1961, hlavni vyznam AKR1A1 u hlodavct je v biosyntéze
kyseliny askorbové. (Mano et al. 1961) Na rozdil od hlodavcii vSak ¢lovék neni schopen
kyselinu askorbovou syntetizovat. AKR1A1 je exprimovana ve vétSin€ tkani, nejvice
vSak v proximalnich tubulech ledvin. Jeji role u ¢lovéka zatim neni zcela ziejma a je
predmétem dalSich studii. (Bohren et al. 1989, Barski et al. 2005, Reddy et al. 1981)

Znamé vsak je, ze se ucastni biotransformace chemoterapeutik. (Chen and Zhang 2012)
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Nov¢jsi studie z r. 2012 ukazuje, Ze zvySena exprese AKR1A1 pravdépodobné chrani
buniky plicniho epitelu pfed toxickymi uc€inky polycyklickych aromatickych
uhlovodik, tedy latek vyskytujicich se v tabakovém koufi. (Abedin et al. 2012)

1.3.1.2 AKRIBI1
AKRI1BI1 (aldosareduktasa) je pfitomna prakticky ve vSech tkanich a je charakteristicka
svou Sirokou substratovou specifitou - katalyzuje redukci isokortikosteroidli, produkti
lipidové peroxidace, jako jsou oxidované fosfolipidy, glutathionové konjugaty, latky
znecist'ujici zivotni prostiedi aj. (Srivastava et al. 1995, Srivastava et al. 2004, Wermuth

and Monder 1983)

Vzhledem k jeji schopnosti metabolizovat glukosu je nejvice studovanym enzymem
nadrodiny AKR. (Dvornik et al. 1973, Gabbay et al. 1966) Enzymaticka aktivita
AKRI1BI1 je spojovana s poskozenim tkani vlivem hyperglykemie a je pfi¢inou mnoha
diabetickych komplikaci, jako jsou retinopatie, neuropatie, nefropatic nebo rozvoj
kataraktu. (Dyck et al. 1988, Jaspan et al. 1983, Sima et al. 1988) Z toho divodu jsou
v klinické praxi vyuzivany specifické inhibitory tohoto enzymu (sorbinil, tolrestat,
epalrestat, ranirestat, fidarestat). Neddvnd metaanalyza klinickych studii naznacuje
prospésSnost pravé téchto inhibitori pifi 1é€beé diabetickych kardiovaskularnich

neuropatii. (Penning 2015)

Bylo prokazéano, ze AKR1BI1 hraje vyznamnou roli nejen v proliferaci bun¢k hladkého
svalstva cév béhem aterosklerozy (Ramana et al. 2002), ale také béhem zanétlivych
procesti. Vysoka exprimace AKR1B1 byla totiz objevena pii akutni myeloidni leukémii
¢1 rakoving tlustého stieva. Toto zjisténi vedlo k predpokladu, Zze praveé diky tomu by

AKRI1B1 mohla byt slibnym cilem 1éc¢iv. (Laffin and Petrash 2012)

1.3.1.3 AKRI1B10
AKRI1B10 (aldosareduktasa tenkého stfeva) byla poprvé popsana roku 1998. (Cao et al.
1998, Hyndman and Flynn 1998) Shoda jeji aminokyselinové sekvence s AKR1BI je
71 %. AvSak oproti AKR1B1, kterd je exprimovana ve vSech tkanich, se AKRI1B10
nachdzi ptedevsim v jatrech, tenkém a tlustém sttevé, brzliku a nadledvinach. (Cao et al.
1998, Hyndman and Flynn 1998, Chen and Zhang 2012) Mimo to je jeji pfitomnost
typickd 1 pfi nékterych nadorovych onemocnénich. Vysoce exprimovana je u kufakl

s nemalobunéénym karcinomem plic, pfi rakoviné jater, kolorektalnim karcinomu nebo
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rakoving délohy. (Cao et al. 1998, Fukumoto et al. 2005, Penning 2015, Yoshitake et al.
2007)

Oproti AKRIBI1 vykazuje ptiblizn€ 100krat vyssi katalytickou ucinnost vici all-trans-
retinaldehydu a nékterym ketoniim, jako je napiiklad daunorubicin a dolasetron.
Nedostatek kyseliny retinové je spojovan se vznikem metaplazie dychacich cest. Prave
kvtli zvySené expresi je AKR1BI10 pfipisovan vyznamny podil v patogenezi rakoviny

plic. (Gallego et al. 2006, Martin et al. 2006, Penning 2015, Wang et al. 2010)

1.3.1.4 AKRIC1-C4
AKRI1C1-C4 (hydroxysteroiddehydrogenasy) jsou ¢tyfi enzymy jedné podrodiny.
Shoda jejich aminokyselinové sekvence je vysoka, ¢ini 86 %. (Jez et al. 1997) VSechny
Ctyfi enzymy jsou exprimovany Vv jatrech, lisi se pouze svoji extrahepatalni distribuci.
Zatimco AKR1C4 najdeme pievazné pouze v jatrech, pro AKR1C1 je typickym mistem
jejiho vyskytu navic jest¢ prostata a mlécéna zlaza. U AKRI1C3 je to mozek, ledviny,

placenta a varlata. (Penning et al. 2004)

Na rozdil od podrodin AKRIA a 1B jsou tyto enzymy schopny metabolizovat jak
aldehydy, tak ketony. AKRIC1 se spolu s AKRIC2 a AKRIC3 se podili na
metabolismu steroidnich hormonti a prostaglandinii. Jaterni AKRIC4 je enzymem
katalyzujicim biotransformaci zlucCovych kyselin. Kromé¢ endogennich latek se
AKRI1C1-C4 vyznamné podileji 1 na detoxikaci 1éCiv a xenobiotik. (Barski et al. 2008,
Ebert et al. 2011, Chen and Zhang 2012)

AKRIC1 je reduktasa redukujici ketosteroidy v poloze 20. Katalyzuje pifeménu
progesteronu na jeho neaktivni metabolit 20a-hydroxyprogesteron. Je nezbytnou
soucasti v prevenci predéasného porodu a v potlateni estrogennich u¢inkd pfi
endometridze nebo rakoviné endometria. Jeji zvySend exprese byla pozorovana pravé
pfi endometridze a dale také pfi androgen-dependentni rakoviné prostaty ¢i rakoviné
plic. Casto je spojovana s lékovou rezistenci pii 16¢b& riiznych typt rakoviny. Jeho
hlavnimi inhibitory jsou salicylaty a jejich derivaty, napf. 3-bromo-5-fenylsalicylat

a 3-chloro-5-fenylsalicylat.

AKRIC2 je reduktasa redukujici ketosteroidy v poloze 3 podilejici se na
biotransformaci Sa-dihydrotestosteronu na jeho neaktivni metabolit So-androstan-

30,17B-diol a také na biotransformaci 5B-dihydroprogesteronu na neuroaktivni steroid
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allopregnanolon. Inhibitory AKR1C2 by tudiz byly vhodné pfi potiZich spojenych
s nedostatkem androgenti v téle. Naopak aktivatory tohoto enzymu by mohly pfispivat
ke zvySeni hladiny allopregnanolonu, jehoz nedostatek je spojovan s premenstruacnim

syndromem.

AKRIC3 je znam také jako prostaglandin-Fo,-syntasa. Ucastni se piemény
A*-androsten-3 ,17-dionu na testosteron, Sa-androstan-3,17-dionu na
Sa-dihydrotestosteron a zaroven také estronu na 17f-estradiol. Jeho zvySena exprese
byla zjiSténa pii leukémii, rakovin€ prostaty ¢i prsu. Inhibitory AKR1C3 by proto byly
pii 1écbe¢ rakoviny prostaty, ptipadné prsu velice piinosné. Jako inhibitory AKR1C3
byly dosud popsany indometacin a 6-medroxyprogesteronacetat. Druhy zminény nasel
své vyuziti v 1écbé akutni myeolidni leukémie. V dnesni dobé je popsdno velké
mnozstvi dalSich inhibitorii tohoto enzymu. Zatim jsou vSak pfedmétem preklinickych

a klinickych studii. (Penning 2015, Chen and Zhang 2012)

1.3.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem (SDR)

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) je jednou z nejvétSich
proteinovych skupin. Zndma je jiz od roku 1991, kdy zahrnovala ptiblizné 20 struktur,
v dnesni dobé¢ je to jiz vice nez 650 000 ¢lent. Sekvencni parova identita je velmi nizka,
udava se mezi 20 - 30 %. SDR je tedy zna¢né€ heterogenni skupina. Mnoho jejich ¢lenti
je prokaryotickych, ale jiz byly objeveny také sav¢i enzymy z placenty, jater a dalSich

tkani. (Kallberg et al. 2010, Persson et al. 1991, Persson and Kallberg 2013, Internet 3)

Trojrozmérnd struktura vSak ukazuje charakteristicky strukturni rys, ktery je spole¢ny
mnoha cClentiim nadrodiny SDR. Jednd se otzv. Rossmanniv zdhyb, skladajici se
z B-listu vlozeného mezi tfemi a-helixy na kazdé strané. Jde o misto vazby kofaktort.
Aktivni misto je tvofeno typickou tetradou slozenou z aminokyselinovych zbytka
Tyr-Lys-Ser-Asn. Vazba na substrat probihd ve Stérbin¢ blizko mista vazby koenzymu.
Tato Stérbina je mezi jednotlivymi zéstupci znaéné liSi, ¢imZ je vysvétleno Siroké

substratové spektrum této nadrodiny. (Kallberg et al. 2010, Matsunaga et al. 2006)

V lidském téle bylo popsano 75 gent kddujicich SDR. Maji vyznamny vliv na funkci

steroidnich hormont, prostaglandinii a na metabolismus retinoidid. Rovnéz také hraji

-20 -



zasadni roli v metabolismu xenobiotik. (Kallberg et al. 2010, Persson and Kallberg

2013, Internet 3)

Vzhledem k tomu, ze se nadrodina SDR rozrustala zna¢né rychle, bylo tfeba vytvofit
jednotny systém nomenklatury pro pichledné a piedev§im jednoznacné oznaCovani
jednotlivych enzymti. V roce 2009 Persson et al. ve své publikaci popsali zakladni
pravidla pii tvorbé nazvoslovi. Kazdé ze 48 rodin lidskych SDR bylo pfid€leno cislo.
Déle bylo tfeba rozlisit, zda se jedna o proteiny "klasické" (C) nebo "prodlouzené" (E).
RozliSeny jsou podle velikosti podjednotky a sekvencnich vzorcti v misté¢ vazby
koenzymu. Tudiz je ¢islo rodiny néasledovano pismenem oznacujicim, o ktery typ SDR

se jedna. Déle uz je ptipojeno pouze Cislo urcitého zastupce.

Abych to shrnula, vysledny nazev se tedy sklada z ndzvu nadrodiny (SDR), ¢isla rodiny
(1-48), oznaceni typu SDR (C, resp. E) a ¢isla daného zastupce. (Persson et al. 2009)

Kvili zna¢né rychlému progresu této nadrodiny, jsou aktudlni informace k dispozici na

internetovych strankach http://www.sdr-enzymes.org/.

1.3.2.1 Karbonylreduktasa 1 (CBR1)
Lidskd CBRI1, novym nazvem dle zavedené nomenklatury znama jako SDR21Cl, je
enzym katalyzujici NADPH-dependentni redukci riznych karbonylovych sloucenin.
Z endogennich latek metabolizuje CBR1 prostaglandiny, isatin a né&které
z 3-ketosteroidil. Naopak mezi typickd xenobiotika slouZici jako substraty pro CBRI1
patii daunorubicin, doxorubicin, haloperidol, bromperidol, loxoprofen, metyrapon,
NNK, chinony aj. Redukénim produktem DAU je DAU-OL, kardiotoxicka latka,
a proto je CBR1 povaZovana za pfiinu zadvaznych potiZi spojenych s kardiotoxicitou

pii 1é€bé DAU. (Matsunaga et al. 2006)

1.3.2.2 Karbonylreduktasa 3 (CBR3)
CBR3 je protein skladajici se z 277 aminokyselin. Jeho sekvenc¢ni shoda s lidskou
CBRI ¢ini 71 %, oproti tomu se zvifeci CBR2 je to pouhych 23 %. Exprimovana je

prakticky ve vSech tkanich, nejvice vSak v ledvinach, mozku a jatrech.

Oproti CBR1 postradda oxidoredukéni aktivitu k prostaglandinim, na druhou stranu
vykazuje mnohem vyssi aktivitu k DAU a isatinu. (Matsunaga et al. 2006, Pilka et al.
2009)
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1.3.2.3 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa (11-HSD)
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa  je membranové  vazand  mikrozomalni
karbonylreduktasa majici vyznam v metabolismu glukokortikoidi. V lidském
organismu byla doposud ve dvou typech: typ I(11B-HSD1) atyp II (11B-HSD2).
11B-HSD2 pisobi jako NAD-dependentni dehydrogenasa na kortisolu a oxiduje ho na
kortison. (Rosemond and Walsh 2004) Oproti tomu schopnosti 11B-HSD1 je jak
reduk¢ni, tak oxidacni plisobeni na glukokortikoidy. Diky tomu se stala vyznamnym
regulatorem metabolickych funkci a poméhala organismu pfizpiisobit se nejriznéjSim
narocnym situacim. (Odermatt and Nashev 2010) Nedavné studie vSak ukazuji, ze
obousmérna enzymatickd reakce katalyzovand 11B-HSDI1 probihd pouze in vitro. In

vivo se 11B-HSD1 uplatiuje pouze ve funkci reduktasy. (Maser et al. 2002)

NADPH NADP*
2= 1 1B-HSD 15

OH

?1 1B-HSD2
NADH NAD*

Obr. 6 Prubéh biotransformace kortisolu a kortisonu za pfitomnosti obou typl

11B-hydroxysteroiddehydrogenas (ptevzato z Odermatt and Nashev 2010)

Kromé vlivu na biotransformaci glukokortikoidt bylo zjisténo, ze 113-HSD1 ma rovnéz
vliv na detoxikaci xenobiotik - redukuje je na alkoholy, které¢ jsou pak snadnéji
konjugovany a eliminovany z organismu. Mezi vyznamnd xenobiotika podléhajici
redukci jejich karbonylové skupiny katalyzované 11B8-HSDI1 se ftadi oracin

a 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK). (Maser et al. 2006)

1.3.3 Dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym retézcem (MDR)
Nadrodina dehydrogenas/reduktas se stfedn¢ dlouhym fetézcem c¢ita v soucasné dobé
vice nez 155 000 zéstupct, z toho u ¢lovéka jich bylo identifikovano 40, kédovanych

25 geny. (Jornvall et al. 2015) Rozdéleny jsou podle sekvenénich podobnosti do
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8 rodin.  Nejpocetnéjsi  skupinou je skupina alkoholdehydrogenas (ADH)
a cinnamylalkoholdehydrogenas (CAD).

Pro strukturu téchto enzymu je typickd pfitomnost dvou domén, kde C-termindlni
doména vaze koenzym s Rossmannovym zdhybem, zatimco N-terminalni doména vaze
substrat s jddrem antiparalelnich B-vlaken a povrchové umisténym o-helixem. Domény
jsou navzijem od sebe oddéleny Stérbinou obsahujici hlubokou kapsu, ve které je

umistén kofaktor a aktivni misto. (Persson 2008)

1.4 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDKi)

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) jsou proteinové kinasy zahrnuté do kritickych
bunéénych procest, jako je bunéény cyklus ¢i transkripce. Aktivita téchto procest
vyzaduje spojeni se specifickou podjednotkou CDK. (Malumbres et al. 2009) Z toho
vyplyvéa, ze jakékoli abnormality v jejich regulaci nebo expresi mohou vést
k patogennim zméndm vedoucim k riznym malignitdm. Na druhou stranu, potlac¢enim

jejich aktivity se ndm oteviraji nové moznosti v 1é€bé rakoviny. (Cihalova et al. 2013)

Na zéklad¢ sekvencéni podobnosti obsahuje lidsky genom 21 gent kodujicich CDK
a dalSich 5 geni kodujicich vzdalen€jsi skupinu proteint, zndmych jako CDK-like

(CDKL).

Soucasnd nomenklatura zahrnuje 11 klasickych CDK (CDK1-11), 2 nové navrZené
¢leny rodiny (CDK12-13) a dalsi proteiny, jejichZ jména jsou zaloZena na pfitomnosti
prvku vazajictho cyklin nebo na zakladé sekven¢niho vztahu s pivodnimi CDK.

(Malumbres et al. 2009)

Vysoky potencial v pouZitelnosti pii protinddorové 1é€bé maji inhibitory cyklin-
dependentnich kinas. Lze je rozdé¢lit na dvé generace. Prvni, zahrnujici inhibitory méné
specificky plsobici, jako je flavopiridol ¢i roscovitin, diky ¢emuz je unich typicky
vyssi vyskyt vaznych, ptipadné neptedvidatelnych nezddoucich ucinkii. Druhd, jejiz
inhibitory plsobi na vybrané CDK selektivné a zarovenn velmi siln¢ a vykazuji
piiznivéjsi bezpecnostni profil. Sem spadaji naptiklad palbociclib, ribociclib ¢i

abemaciclib. (Finn et al. 2016)
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V soucasné dobé¢ je mnoho latek ze skupiny CDKi soucasti preklinickych ¢i klinickych
studii. Nevyhodou jsou ruzné aspekty jejich farmakokinetiky, které zatim nejsou
detailné¢ zndmy a soucasné jsou piedmétem dalSich a dalSich studii. Nejcastéji byly
vyhodnocovéany jejich farmakodynamické vlastnosti, novéjsi vyzkumy se vSak jiz

zamé&fuji spiSe na jejich interakce s efluxnimi transportéry (Cihalova et al. 2013)

1.4.1 AT-7519

AT-7519 je nizkomolekularni inhibitor mnoha CDK, siln¢ inhibuje pifedevsim CDKI,
CDK2, CDK4-6 aCDK9. Byl syntetizovan za pouziti pfistupit lécebné chemie
zalozenych na fragmentu, spojenych s vysoce vykonnou rentgenovou krystalografii.
AT-7519 rovnéz vykazuje urCitou protinddorovou aktivitu proti mnoha bunécnym

liniim a nddorovym $téplim. (Chen et al. 2014)

Nedavna studie z r. 2014 se zabyvala otazkou bezpecnosti a tolerance tohoto inhibitoru
pii jeho podavani intravenozni infuzi po dobu 1 dne az 3 tydnt. P¥i davece 27,0 mg/m?
dosahovala hladina plazmatické koncentrace az nad koncentrace biologicky aktivni.
U pacientli byla pozorovéana jista protinadorova aktivita, a to jak u solidnich tumorti, tak
u hematologickych malignit. Mechanismem ucinku je indukce apoptézy v buiikédch
myelomi inhibici fosforylace RNA polymerasy II. V ptedklinickych studiich bylo
zjiSténo, Ze nejlepSi UCinnost a sndSenlivost poskytovala intermitentni cyklicka
schémata. (Chen et al. 2014) Vroce 2017 byly publikovany prozatim nejnovéjsi
vysledky tykajici se studia faze II v pasobeni inhibitoru AT7519 u pacientt
s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) ¢i lymfomem z plastovych bunék (MCL).
Ukazalo se, Ze bezpecné je podani pacientim s relapsem CLL/MCL. Objektivni mira
ucinku u MCL byla stanovena na 27%, u CLL byla daleko nizsi, avSak 1 pfesto k jisté

redukci nadorového bujeni u pacientd doslo. (Seftel et al. 2017)
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Obr. 7 Strukturni vzorec AT-7519

1.4.2 AZD5438
AZD5438 je novy cyklin-dependentni kinasovy inhibitor, u néhoz byla v ptedklinickych
studiich zjiSténa aktivita proti fadé lidskych nadorovych Stépt. Faze I klinickych studii

ukézala pomérné kratky poloc¢as rozpadu (1 - 3 hodiny). (Dickson and Schwartz 2009)

Obr. 8 Strukturni vzorec AZD5438

Je to inhibitor komplexii cyklin E-CDK2, cyklin A-CDK2 acyklin B-CDKI,
s biologickou dostupnosti i pii perordlnim podani. Mechanismem ucinku je inhibice
fosforylace CDK2 substratli proteinu Rb a p27 a fosforylace CDK1 substratu nucleolinu

a proteinfosfatasy la. V exponencialné¢ rostoucich nadorovych bunkach vyvola
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AZDS5438 zéastavu S a G, fazi bunééného cyklu. Pfi studiu na 23 bunéénych liniich
(v€etné nddorovych bunck v plicich, kolorektu, prsu, prostaté¢ a krvi) byla namétena
inhibi¢ni konstanta ICsy 0,17 uM (u nddorovych bunék zptsobujicich rakovinu prsu) az

po ICsp 1,7 uM (u plazmatickych bunék pti leukémii). (Boss et al. 2010)

AZD5438 tedy prosel klinickym hodnocenim podobné jako mnoho jinych inhibitora
CDK. Jeho benefitem oproti jinym CDKi je jeho biologickd dostupnost pii peroralnim
podani, coz umoziuje trvalé denni davkovani, které je pravdépodobné nezbytné pro
inhibici nddorového rustu v nepfitomnosti indukce apoptozy. VéEtsina toxickych ucinkt
byla gastrointestinalniho ptivodu a jejich vyskyt se zvySoval v zavislosti na velikosti
davky. Kontinudlni podédvani AZDS5438 vsSak vedlo krozvoji celého komplexu
symptomll spojenych s tachykardii, hypotenzi, hyponatremii aj. Stupen zavaznosti
nezadoucich uC¢inkd vSak nebyl ocekdvan aneni srovnatelny s pozorovanymi
nezadoucimi U€inky jinych CDKi. AZD5438 tedy neprokazal pfiméfeny pomér rizika
aptinosu, aproto byly jeho klinick¢é studie pieruSeny. Jeho wuzite€nost jako
protinadorového cinidla, pfipadné v monoterapii nebo kombinované terapii, zlstava

tedy dosud neobjasnéna. (Boss et al. 2010)

Vroce 2010 byly publikovany vysledky stanoveni bezpecnosti, tolerance,
farmakokinetiky a farmakodynamiky peroralné podavaného inhibitoru AZD5438.
Absorpce po jednordzovém podani inhibitoru byla rychld. Cas dosazeni maximalni
plazmatické koncentrace se pohyboval mezi 0,5 a4 hodinami napii¢ sledovanymi
davkami. Maximalni plazmatickd koncentrace v plazmé se vSak v pribéhu €asu rychle
snizila. Pfi podavéni inhibitoru 4krat denné¢ po dobu jednoho tydné byla jednotliva
tolerovana davka 90 mg. Zadné vazné projevy toxicity nebyly pozorovany. Aviak
podavani AZD5438 4krat denné v nepfetrzitém rezimu vedlo k podstatnému zvySeni
toxickych udinki. Nejéastdji se jednalo o nauzeu, zvraceni, unavu a letargii. Zadné
objektivni vysledky pisobeni na nddorovou odpovéd’ nebyly v této studii pozorovany.

(Boss et al. 2010)

1.4.3 Dinaciclib
Dinaciclib (DC) je selektivni inhibitor CDK1, CDK2, CDK5 a CDK9, jehoZ minimalni
inhibi¢ni koncentrace (ICsp) je v rozmezi od 1 do 4 nM. (Parry et al. 2010)
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Obr. 9 Strukturni vzorec dinaciclibu

Diky pozitivnim vysledkiim pfi in vivo screeningu byl dinaciclib vybran pro klinické
testovani. Oproti flavopiridolu byl jednozna¢né u¢inné;si a 1épe tolerovan. DC se jizZ in
vitro vyznacuje lepSimi vlastnostmi, které nasledné¢ napomadhaji zlepSit jeho
terapeuticky index in vivo. Jedna se naptiklad o silnou selektivitu k rodiné CDK, jeZ ma
evidentné unikatni strukturdlni rysy, které se neobjevuji v blizce ptibuznych

serin/threonin kinasach. (Parry et al. 2010)

U my$iho modelu karcinomu vajecnikii vykazuje priznivy terapeuticky index
maximalni tolerované davky a davky Gc¢inné. Konkrétné terapeuticky index dinaciclibu
byl 10, oproti tomu terapeuticky index pro SNS-032 byl 2 a pro flavopiridol dokonce
mén¢ nez 1. (Flynn et al. 2015)

V preklinickych studiich se ukazalo, Zze dinaciclib ma pomérné dobrou terapeutickou
ucinnost proti nadorovym bunikdm chronické lymfocytarni leukémie a zaroven
nevykazuje cytotoxicitu vi¢i T-lymfocytim. To vedlo ktadé dalSich vyzkumi.
Nakonec dinaciclib kompletné prosel fazi I klinického hodnoceni. Prok4dzéna byla jeho

vyznamna klinickd aktivita a dobra snaSenlivost. Pozorovan byl vedlej$i ucinek
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neutropenie a syndrom uvoliiovani cytokinti. Oproti flavopiridolu se neobjevil prijem

ani unava a muze byt tak podavan dlouhodobé. (Flynn et al. 2015)

V letech 2009 - 2010 probé¢hla faze II klinického testovani dinaciclibu na pacientech
trpicich akutni myeloidni leukémii v pokroc¢ilém stadiu. Ze studia farmakokinetiky bylo
ziejmé, ze dosazeni maximalni koncentrace je velmi rychlé, tj. 2 hodiny. Na druhou
stranu 1 distribuce a eliminace dinaciclibu je velmi rychld, tudiz nemize zajistit
v organismu trvaly ucinek. Ukézalo se ale, ze dlouhodobou expozici dinaciclibu lze

dosahnout mnohem lepsiho vlivu na smrt nadorovych bun¢k. (Gojo et al. 2013)

Aktudlné probiha testovani ucinku DC pii 1écbé pacienti s hematologickymi
malignitami, pokrocilym stddiem rakoviny prsu ¢i s pokrocilymi solidnimi tumory.

(Internet 4, 5, 6)

1.4.4 Flavopiridol

Flavopiridol (FLA) je latka inhibujici CDK2, CDK4 a CDK6 v nanomolarnich
koncentracich. (Dickson and Schwartz 2009) Chemicky se jednd o flavon, jenz byl
¢astecné syntetizovan z ptirodni slouceniny ziskané ze stromu rodu Dysoxylum. Ostatni
rostliny tohoto rodu jsou tradi¢né pouzivany v ajurvédské mediciné uz po staleti pro

1é¢bu nejruznéjSich autoimunitnich chorob. (Blachly et al. 2016)

Obr. 10 Strukturni vzorec flavopiridolu
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Mechanismem ucinku in vitro je zastaveni bunécného cyklu pii pfechodu z faze G; do
S, tak ipfi pfechodu z G, do metafaze. (Dickson and Schwartz 2009) Byl jednim
z prvnich inhibitora, ktery byl v klinickych studiich testovan pro své ucinky pii 1écbé

chronické lymfocytarni leukémie. (Blachly et al. 2016)

Provedeno bylo né€kolik studii faze 11 II, které naznacuji uc¢inek FLA pfi 1é¢bé riznych
solidnich nadorti a hematologickych malignit. Caste¢né pozitivni odpovédi ve fazi
I bylo dosazeno u 40 % pacienti trpicich chronickou lymfocytarni leukémii. Faze II se
zabyvala testovanim jeho uc¢inku pfi metastatickém melanomu, adenokarcinomu
endometria a mnohocetném myelomu. Nebyly vSak pozorovany zadné objektivni

dikazy protinddorové aktivity. Hlavni toxicitou byla myelosuprese a prajem.

FLA ma vétsi potencidl pii zesilovani ucinku cytotoxické chemoterapie. To bylo
prokédzano v kombinaci s irinotekanem. Zjisténé maximalni tolerované davky byly
100 mg/m” irinotekanu p¥i pouziti 60 mg/m* FLA a 125 mg/m” irinotekanu s 50 mg/m*

FLA. Jiné kombinace FLA s chemoterapeutikem vykazovaly jen mirnou aktivitu.

Krom¢ klinické aktivity pfi chronické lymfocytarni leukémii a akutni myeolidni
leukémii byla v preklinickych studiich popsana aktivita iuakutni lymfoblastické

leukémie. (Dickson and Schwartz 2009).

1.4.5 Ribociclib (LEE011)

LEEO11 je specificky inhibitor CDK4 a CDK6. Tyto dvé cyklin-dependentni kinasy
reguluji bunéfnou fosforylaci proteinu retinoblastomu (Rb). Dysregulace tohoto
proteinu se Casto objevuje pravé u riznych typa rakoviny a vede k progresi bunééného
cyklu. Preklinické studie uvadéji antiproliferativni aktivitu v nadorech, které exprimuji
funkéni Rb protein. (Infante et al. 2016) Studie prokézaly jeho nejlepsi ti€inek pii 1é€bé
hormon-dependentniho nadoru prsu, ato konkrétné¢ v kombinaci s antagonisty
estrogennich receptorti. Podavan je, podobné jako niZe zmitovany palbociclib,

intermitentné (3 tydny 1€Cby, poté tydenni pauza). (Chen et al. 2016)
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Obr. 11 Strukturni vzorec ribociclibu

V roce 2017 Evropské komise na zaklad¢ studie faze III schvalila LEEO11 jako prvni
inhibitor, selektivni pro CDK4/6, ktery je mozno pouzivat v prvni linii 1écby
postmenopauzalnich Zen s pokro¢ilym nebo metastatickym naddorem prsu v kombinaci

s inhibitorem aromatasy. (Internet 7)

1.4.6 Palbociclib
Podobné jako ribociclib je i palbociclib (PD) selektivnim inhibitorem CDK4 a CDKG6.
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Obr. 12 Strukturni vzorec palbociclibu

Féaze II klinickych studii testovala ptsobeni PD spolu s antagonisty estrogennich
receptorll na hormon-dependentni nadory prsu u postmenopauzélnich Zen. Ukazalo se,
ze tato kombinace vykazuje synergicky efekt pii blokad¢ proliferace nadorovych bunék

v prsu a diky tomu byl v roce 2015 schvalen FDA pro prvni linii 1écby pokrocilého
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hormon-dependentniho naddoru prsu v kombinaci s letrozolem. (Criscitiello et al. 2014,

Chen et al. 2016, Finn et al. 2016).

Kromé pozitivnich u¢inkt je tfeba zminit i jeho toxické plisobeni na organismus, které
se nejvice projevuje na funkci kostni dfené. NejCastéji se jedna o neutropenii
a leukopenii, v menSi mife také o anémii. Déle jsou zminovany imirné nezadouci

ucinky na gastrointestinalni trakt (prijem, nauzea, zvraceni). (Chen et al. 2016)

Jeho vyhodou je vSak jeho biologicka dostupnost i pii peroralnim podani. Prokazana
byla vysoka ucinnost na CDK4/6, kde ICsy byla rovna 0,01 pM, ale soucasn¢ byl také
vysoce selektivni pfi hodnoceni dalSich 36 kinas, véetné CDK2, kde byla namétena

hodnota ICsy > 5 uM. (Finn et al. 2016)

V dnesni dobé¢ jiz probihd faze IV tykajici se studia kvality zivota pacientii trpicich
hormon dependentnim, metastazujicim karcinomem prsu, ktefi podstupuji 1écbu
palbociclibem v kombinaci s inhibitory aromatasy (letrozol, anastrozol) ¢i

fulvestrantem. (Internet 8)

1.4.7 Purvalanol A
Purvalanol A je vysoce specificky, ATP-kompetitivni inhibitor CDK1 a CDK2. Nejprve

byl testovan jeho Uc¢inek na nejriznéjSich proteinkinasach (mimo CDK), na které, jak se
ukazalo, nemd prakticky Zadny vliv. V pfedbéznych studiich na bunécnych liniich vSak
vykazoval, na rozdil od olomoucinu ¢i roscovitinu, jistou aktivitu pfi koncentraci
10 uM. Mechanismem jeho ucinku je reverzibilni blokdda bunééného cyklu (G1 i G2
faze) azaroven selektivni inhibice fosforylace nékterych ze substratt CDK. Pro
srovnani, roscovitin o stejné koncentraci 10 uM a za stejnych podminek byl schopen

inhibovat proliferaci buniky, nikoli v§ak zplisobovat smrt bunky. (Villerbu et al. 2002)
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Obr. 13 Strukturni vzorec purvalanolu A

1.4.8 R-547

R-547, diaminopyrimidinova sloucenina, je silny, ATP-kompetitivni a vysoce selektivni
inhibitor CDK1, CDK2 a CDK4. In vitro inhibuje proliferaci nadorovych bunécnych
linii. Testovan byl na 19 buné€nych liniich a v kaZzdé z nich bez ohledu na pivodni tkan,
MDR nebo pfitomnost proteinu p53, vykazoval silnou antiprolifera¢ni aktivitu. In vivo
zpusobil signifikantni inhibici nadorového bujeni na vSech testovanych modelech, a to
jak po intravenéznim, tak po peroralnim podani. Na modelech nadorovych S$tépt
inhiboval fosforylaci proteinu retinoblastomu, ¢imz poskytl farmakodynamicky
biomarker pro klinické pouziti. Jeho profil inhibice 1 preklinicka protindadorova aktivita

naznacuji, ze by mohlo jit o slibnou molekulu pro hodnoceni 1écby solidnich nadort.

Mechanismus pusobeni R-547 pii 1écbé nadorovych bunénych linii spocival
(v zavislosti na davce) v blokovani bunééného cyklu v G; fazi a na ptechodu z faze G,

do M a nasledném vyvolani apoptozy.
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Obr. 14 Strukturni vzorec R-547

Z 0dajt dostupnych na webové strance https://clinicaltrials.gov vyplyva, ze v soucasné

dob¢ se na dal$im vyzkumu toho inhibitoru nepracuje. Posledni studie zabyvajici se
testovanim ucinku R-547 probéhla roku 2006, kdy byl dany inhibitor predmétem
klinického hodnoceni faze 1. Fosforylace proteinu retinoblastomu se pouziva
k monitorovani cilové modulace nddorovych bunék spojené s R-547. (DePinto et al.

2006)

1.4.9 SNS-032

SNS-032 je silny a selektivni inhibitor CDK2, CDK7 a CDKO9, které vykazovaly silnou
in vitro cytotoxicitu proti nddorovym bunéénym liniim. Neddvno zvefejnéna studie faze
I ukazuje vliv SNS-032 u pacientii s metastatickymi solidnimi nadory. Pfi infuznim
podani jednou tydné nebyla pozorovana zadna toxicita zavisla na dévce. Objevila se
pouze Unava a nevolnost. Zaroveil bylo prokézano, ze i perordlni podavani miize byt

proveditelné. (Dickson and Schwartz 2009)

Mechanismus plisobeni SNS-032 je vrychlé reverzibilni inhibici fosforylace
RNA-polymerasy II a rychlé down-regulaci antiapoptotickych proteini Mcl-1 a XIAP.
Podobnym mechanismem ptisobi 1FLA, SNS-032 je vtomto pfipad€é silnéjSim
inhibitorem. In vivo byla aktivita SNS-032 potvrzena pii leukémii a mnohocetném

myelomu. (Tong et al. 2010)
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Obr. 15 Strukturni vzorec SNS-032

In vitro studie s primarnimi bunikami chronické lymfocytické leukemie a SNS-032
prokazaly reverzibilni inhibici CDK s expozici méné nez 10 hodin. K odstranéni
SNS-032 z kultivaéniho media po ukonceni 1é€by doslo za dobu < 6 hodin. Diky tomu
mohlo dojit k refosforylaci RNA-polymerasy II, coZ vedlo kre-expresi proteinu
Mcl-1 a néslednému preziti bunék. Ve skuteCnosti byla upacienta zaznamenana
refosforylace RNA-polymerasy II az v dobé, kdy plazmatickd hladina SNS-032 klesla
pod cilovou hladinu. Proto pro maximalizaci protinddorové aktivity mize byt
vyzadovana del$i expozice, které by mohlo byt dosazeno prodlouzenim trvani infuze, tj.

ideélné po dobu 6 hodin. BéZné pozorovanou toxicitou byla myelosuprese. (Tong et al.

2010)
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2 CIL PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo studium nové generace inhibitorG protein kinas, ato
konkrétn¢ AT-7519, AZDS5438, dinaciclibu, flavopiridolu, LEE-011, palbociclibu,
purvalanolu A, R547 a SNS-032, anasledné stanoveni jejich vlivu na aktivitu
biotransformacnich enzymd, lidskych reduktas. V pfipad¢ signifikantni inhibice téchto
reduktas bychom pfispéli k porozuméni molekuldarniho mechanismu, ktery
pravdépodobné piispivd k mnohocetné 1ékové rezistenci. V praxi by pak mohla byt

onkologickym pacientim poskytnuta mnohem uc¢innéjsi 1écba.
K naplnéni tohoto zékladniho cile vede hned né€kolik dil¢ich cilt prace:

e stanoveni specifické aktivity vSech vybranych karbonyl redukujicich enzymil
(CRE), tedy AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKR1C3,
CBR1 a CBR3, k daunorubicinu a vybér nejvice aktivnich pro dalsi zkoumani,

e screening inhibi¢nich u¢inkli v§ech vybranych inhibitort cyklin-dependentnich
kinas na jednotlivych CRE s nejvyssi naméfenou aktivitou,

e stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICsy u CDKi s nejvétsim inhibi¢nim

potencidlem.
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3 MATERIALY A METODIKA

3.1  Materialy

3.1.1 Chemikalie

amoniak 25% Penta, Ceska republika
daunorubicin-hydrochlorid Sigma-Aldrich, Némecko

ethylacetat Sigma-Aldrich, Némecko

enzymy CRE* Katedra biochemickych véd FaF
glukosa-6-fosfat Applichem, Némecko
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa Roche, Némecko

chlorid hotec¢naty Katedra biochemickych véd FaF
inhibitory CDK" Katedra farmakologie a toxikologie FaF
NADP" Roche, Némecko

0,1M sodno-fosfatovy pufr pH 7,4 Katedra biochemickych véd FaF

*rekombinantné pfipravené lidské enzymy v expresnim systému E.coli, rozpu$téné
v 0,2M draselno-fosfatovém pufru a 20% glycerolu, pH 7.4; pfipraveny na Katedie
biochemickych véd FaF UK HK; AKR1A1, AKR1B1, AKRIB10, AKR1C1, AKRIC2,
AKRI1C3, CBR1, CBR3

b AT-7519, AZD5438, R547, LEE-011, dinaciclib, palbociclib (Axon Medchem,
Nizozemi); flavopiridol, SNS-032 (SelleckChem, USA); purvalanol A (Sigma-Aldrich,
Némecko); na Katedfe farmakologie a toxikologie FaF UK HK pfipraveny koncentrace
20 mM pro palbociclib (rozpusténim v destilované vodé€) a 10 mM pro vSechny ostatni

CDK:i (rozpusténim v DMSO)
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3.1.2 Pristroje

analytické vahy Scaltec SBC 22 Scaltec, USA
minicentrifuga MiniSpin Plus Eppendorf, Némecko
minitfepacka a tiepacka IKA Vortex Genius 3 IKA, Némecko

pristroj pro vyrobu ledové tfisté Scotsman AF80 Scotsman, Velka Britanie
termomixer Bioer Mixing Block MB-102 Biotech, USA

UHPLC systém Agilent 1290 Agilent Technologies, USA

(gradientova pumpa, autosampler, odplynovac, termostatovana ¢ast pro kolonu,

fluorescencni detektor)
ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner 120T Ultrazvuk, s.r.o., CR

vakuovy koncentrator Concentrator plus Eppendorf, Némecko

3.1.3 Ostatni pomicky

alobal, automatické pipety Biohit (0,5 ul — 1000 pl), bunicitd vata, destilovana voda,
kadinky, kopistka, ledova lazen, 1zicka, mikrozkumavky Eppendorf 1,5ml, mrazici box,
rukavice, software GraphPad Prism 7.03 (Graphpad Software, USA), stojan na
zkumavky, stopky, Spicky Sartorius Biohit

3.2 Metodika

3.2.1 Stanoveni enzymové aktivity vybranych CRE s daunorubicinem
Nejprve bylo tieba zjistit aktivitu vybranych CRE s daunorubicinem jakozto
specifickym substratem, abychom nasledné¢ mohli testovat Uc€inky inhibitori pouze na

enzymech aktivnich a ty neaktivni nebo aktivni velmi mélo hned z pocatku vyloucili.

3.2.1.1 Priprava NADPH-regeneracniho systému
Regeneracni systém je pro spravny prubéh reakce velice dulezity. Enzymy, zde tedy

konkrétng reduktasy, pfi reakci vyuzivaji jako kofaktor NADP'. Pravé NADP' je
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jednou ze soucasti regeneracniho systému, a proto je nutné zajistit jeho dostate¢né

mnozstvi béhem celé reakce.

Ptiprava regeneracniho systému spocivala v navazeni 6 mM glukoso-6-fosfatu, 0,8 mM
NADP" ajejich nasledném rozpusténi v 0,1 M Na-fosfatovém pufru pH 7,4 a 3 mM
MgCl,. Pokud 1po dikladném promichani na vortexu byly v roztoku viditelné
nerozpusténé krystalky, bylo tfeba je rozpustit navic jeSt€ v ultrazvukové lazni.
Regeneracéni systém byl uchovavan na ledu. V ¢ase potieby bylo pfidano 35 j. glukosa-
6-fosfatdehydrogenasy. Do reakce bylo poté piidavano 20 pl takto piipravené¢ho

regeneracniho systému.

Regeneracni systém byl pfipraven dohromady s kolegyni, kterd paralelné provadéla
stejné méefeni pro vzadjemné potvrzeni spravnosti vysledkli. Hromadnou piipravou jsme
zajistily téméft identické podminky pro pribéh obou méteni a snizily tak riziko lidského
pochybeni hned v pocatcich méfeni, ptipadné¢ drobnych odliSnosti pfi pipetovani

biologického materidlu, které se mize pokazdé mirné lisit.

3.2.1.2 Priprava substratu
Substrat, daunorubicin-hydrochlorid M = 529,54 g/mol, byl rozpustén v destilované
vodé. Pozadovana koncentrace byla SmM, do reakce ho bylo ptfidavano 10 pl. Jeho
finalni koncentrace v reakci byla 500 pM. Substrat byl pfipraven opét dohromady
s kolegyni, podobné jako vySe uvedeny NADPH-regeneracni systém. Zaroveni bylo

tieba ho kvili jeho fotosenzitivité ulozit na tmavém misté.

3.2.1.3 Priprava enzymi
Enzym byl natedén 0,1 M Na-fosfatovym pufrem pH 7,4. Do reakce bylo pipetovano
10 ul. Vjedné reakci (100 pl) bylo vzdy 5 pug enzymu. Pfipraveny enzym byl

uchovavan na ledu.

Zasobni koncentrace jednotlivych enzymu, se kterymi jsme pracovali, jsou uvedeny

v tab. 1.
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Tab. 1 Ptehled zasobnich koncentraci pouzitych enzymi

Nazev Koncentrace
enzymu [mg/ml]
AKRI1Al 1,7
AKRI1B1 1,63
AKRI1B10 1,61
AKRI1C1 1,84
AKR1C2 1,96
AKR1C3 1,92
AKR1C4 1,77
CBR1 2,11
CBR3 1,93

3.2.1.4 Priprava vzorki na inkubaci
Do cistych oznacenych mikrozkumavek Eppendorf bylo napipetovano 60 pl 0,1 M
Na-fosfatového pufru andsledné¢ byly vlozeny na led. Poté bylo pifidano 20 pl
regeneracniho systému, na vortexu promichano aopét vloZzeno do ledu. Stejnym

postupem bylo pfidano 10 pl enzymu.

Vsechny vzorky byly pfipravovany a méfeny v tripletech pro vétsi spolehlivost

vysledkd, vysledek je potom primérem téchto tii hodnot.
Ptipravené vzorky zustaly poté 10 minut uloZeny v ledu.

3.2.1.5 Preinkubace a inkubace
Vzorky v mikrozkumavkich byly vloZzeny do termomixeru pfedehfatého na

37 °C a preinkubovany po dobu 5 minut.

Reakce byla zahdjena pfidanim 10 pl 5 mM DAU. Celkovy objem reakéni smési byl
tedy 100 pl. Po kratkém promichdni na vortexu byla mikrozkumavka vloZena zpét do

termomixeru.

Reakce probihala 30 minut, ukoncena byla pfidanim 40 pl amoniaku a zchlazenim

v ledové lazni po dobu 10 minut.

Poté byla provedena dvojnasobna extrakce DAU a jeho metabolitii ethylacetatem tak, ze
ke kazdému vzorku bylo pipetovano 1000 pul ethylacetatu a nasledné byl protfepavan na

ttepacce pii rychlosti 4 po dobu 15 minut. Nasledovala 2 minutova centrifugace pfi
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13400 RPM, kde doslo plisobenim odstfedivé sily k oddéleni dvou vrstev. Do predem
pfipravenych cistych a popsanych mikrozkumavek bylo napipetovano 1000 pl
ethylacetatové vrstvy, do které byl extrahovan DAU spolu s jeho metabolity. Dulezité je
nenarusit spodni vrstvu obsahujici sedimentované necistoty, které by mohly ucpat
kolonu UHPLC. Nasledn¢ byl ve vakuovém koncentratoru piti 30 °C odpatfen
ethylacetat pfiblizn¢ po dobu 30 minut. Béhem toho bylo do ptivodnich mikrozkumavek
napipetovano dalSich 1000 pl ethylacetatu a postupovalo se stejné¢ jako predtim. Poté
bylo do odpatenych vzorkii opét pipetovano 1000 pl ethylacetatové vrstvy a znovu
odpafeno do sucha. Vysledné odparky byly vlozeny do mrazdku auchovavany pfi

-20 °C.

3.2.1.6 UHPLC analyza
Odparky jednotlivych vzorki bylo tfeba pied jejich vyhodnocovanim na UHPLC znovu

rozpustit a prepipetovat do vialek.

Nejprve byla pfipravena mobilni faze, ktera je tvofena 74 % kyseliny mravenci a 26 %
acetonitrilu. Ta byla v objemu 400 pul pfidéna k odparkiim, které byly zvortexovany a na
5 minut vlozeny do ultrazvukové lazn€. Dukladné rozpustény vzorek byl znovu
zvortexovan a zcentrifugovan. Pipetovano bylo 80 pul do vialek s inserty. Nastiik vzorku

na kolonu byl 5 pl.

Mnozstvi pfeménéného DAU-OL bylo detekovano piistrojem UHPLC Agilent
1290 Series, ktery je vybaven kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm, 1,8 um)
s 1290 Infinity inline filtrem. Nastaveni systému UHPLC bylo nésledujici: isokraticka
eluce 1,0 ml/min, mobilni faze - roztok 0,1% kyseliny mravenci a acetonitrilu v poméru
74:26 v/v, teplota 40 °C, fluorescencni detekce pii excitacni vinové délce 480 nm

a emisni vlnové délce 560 nm.

3.2.1.7 Vyhodnoceni vysledku
Z analyzy na UHPLC byly ziskdna hmotnost DAU-OL, jednoho z metabolitl, na ktery
je daunorubicin biodegradovan, v jednotlivych testovanych vzorcich. Déle bylo tfeba
vypocitat vyslednou hodnotu specifické aktivity (viz vzorec nize), kterd byla vyjadiena

v nmol/mg/ml.
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mx K x1000
a=—

txcxMr
a specificka aktivita [nmol/mg/ml]
m hmotnost DAU-OL ve vzorku
K koeficient zfedéni; zde 80 (odparek byl pfed UHPLC analyzou naiedén

na 400 pl, nastfik na kolonu byl 5 pl, tudiz byla ziskana jen 1/80 celkové hmotnosti
DAU-OL)

1000 pfevod na mg

t ¢as inkubace (30 minut)

c koncentrace enzymu v 1 vzorku (5 pg)

Mr relativni molekulova hmotnost DAU (Mr = 529,54)

3.2.2 Testovani inhibi¢nich G¢inki jednotlivych inhibitort

3.2.2.1 Priprava regenerac¢niho systému
Ptiprava regeneraniho systému je shodna s pfipravou regenera¢niho systému pro
stanoveni aktivit jednotlivych enzymi, ktera je detailné¢ popsdna v kapitole 3.2.1.1. Lisi
se pouze v pfipravovaném objemu, a to dle po¢tu vzorkll. Zde bylo potieba si pfipravit

mnoZzstvi regeneracniho systému na 30 vzorkd.

3.2.2.2 Priprava substratu
Rovnéz postup piipravy substratu je shodny stim uvedenym v kapitole 3.2.1.2.
Daunorubicin byl opét pouzit v koncentraci 5 mM. Roztok byl vzdy pfipravovan idedlné

v nadbytku, tj. o jednu reakci vice.

3.2.2.3 Priprava CRE
K dalsimu méfeni byly pouZity enzymy dva. AKR1AIl o koncentraci 1,7 mg/ml
a AKR1B10 o koncentraci 1,61 mg/ml. Oba byly natfedény 0,1 M Na-fosfatovym
pufrem pH 7,4 tak, aby vysledny obsah enzymu v jednotlivych inkubacich byl 5 pg.

Do reakce bylo opét pipetovano 10 pl.
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3.2.2.4 Priprava CDKi
V této praci bylo pouzito 9 riznych inhibitord lidskych reduktas. Dodavany byly
v koncentraci 10 mM a byly rozpustény v DMSO, vyjimkou byl palbociclib, ktery byl

dodan v koncentraci 20 mM a rozpustén v destilované vodé.

Mezi inhibitory vybrané pro tento pokus patii AT-7519, AZDS5438, dinaciclib,
flavopiridol, LEE-011, palbociclib, purvalanol A, R547 a SNS-032. Inhibitory byly
vzdy pfed méfenim fedény tak, aby jejich findlni koncentrace v reakéni smési byla

10 uM a 50 uM.

3.2.2.5 Priprava vzorku na inkubaci
Podrobny postup je jiz popsan v kapitole 3.2.1.4. Vysledny objem reakéni smési byl
opét 100 pl.

Obdobnym zpiisobem byly pfipraveny i vSechny kontrolni vzorky, které jsou dilezité
pro ovéfeni spravnosti méfeni. Nasledné byly vysledky inhibi¢nich G¢inka vztahovany
pravé k hodnoté aktivity enzymu s DMSO, jelikoz vSechny inhibitory byly pravé
v DMSO rozpustény a DMSO sam o sob€ jiz urcitou inhibici enzymu vykazuje.
Vyjimkou vSak byl inhibitor PD, ktery byl rozpustén ve vodé¢, a tudiz byl jeho inhibi¢ni

vliv vztahovan k aktivit¢ samotného enzymu.

Tab. 2 Prehled slozeni reakéni smési

Reak¢ni smés 100 pl
0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 58 ul
Regeneracni systém 20 ul
CRE 10 pl
Inhibitor CDK 2l

Daunorubicin SmM 10 pl

3.2.2.6 Preinkubace a inkubace
Postup preinkubace a samotné inkubace je shodny jako u pfedchoziho méfeni aje

podrobné popsén v kapitole 3.2.1.5.

3.2.2.7 UHPLC analyza
Pribéh UHPLC analyzy je uveden v kapitole 3.2.1.6.
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3.2.2.8 Vyhodnoceni vysledkii
Vypocet specifické aktivity probihal podle stejného vzorce, ktery je uveden v kap.
3.2.1.7.

Inhibice byla zjisténa odectenim ziskané specifické aktivity od aktivity kontrolniho

vzorku s DMSO, resp. od aktivity samotného enzymu v piipad¢ inhibitoru PD.

3.2.3 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICs,

Z ptedchozich vysledkii méteni byl vybran jeden CRE (AKR1B10) spolu se dvéma
CDKi (AZD5438, dinaciclib), u kterych se prokazal nejvétsi stupeni inhibicni aktivity.
Bylo tieba zvolit Siroké spektrum koncentraci inhibitorti, a to na zékladé jiz zmétenych

vysledkd hodnot inhibice.

3.2.3.1 Priprava vzorki
Kompletni ptiprava vzorkl, tzn. véetné¢ piipravy regeneracniho systému, enzymu,
substratu a nasledné preinkubace a inkubace probihala stejn¢ jako v pfedchozim méfeni
(viz kapitola 3.2.2.). Inhibitory bylo potfeba natedit ve zvolenych koncentracich. Déle
byly provedeny kontrolni vzorky v tripletu, kde byly 2ul inhibitoru nahrazeny 2pul
DMSO.

3.2.3.2 Vypocet inhibi¢ni koncentrace
Pro ziskani udaji o u€inku inhibitord byl pouzit software GraphPad Prism 7.03, ve
kterém byla spocitina hodnota inhibi€ni koncentrace. ICsy vyjadiuje mnozstvi
inhibitoru, které je potfeba ke sniZeni rychlosti enzymové reakce na polovinu. Uvadéna

je jako molarni koncentrace. (Internet 9)

3.2.3.3 Urdeni typu inhibice
Typ inhibice byl uréovan pouze u dvou nejsilnéji plsobicich inhibitord. Provedeni
inkubace bylo totozné s postupem uvedenym v kap. 3.2.1.5. Rozdil byl v pouzitych
koncentracich daunorubicinu: 200; 400; 600; 800 a 1000 uM. Pro kazdou z nich byly
pouzity tyto koncentrace inhibitorti: 0; 10; 30 a 50 uM.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1  Stanoveni enzymové aktivity vybranych lidskych
karbonyl redukujicich enzymi vuci substratu

daunorubicinu

Vyzkumné skupiny, nejen na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové, se studiu
mnohocetné 1ékové rezistence a jejimu ovlivnéni vénuji jiz fadu let. Méfeni aktivity
jednotlivych lidskych karbonyl redukujicich enzymii a nésledné sily inhibice nové

generace inhibitorii t€chto enzymi byl tedy jen stfipek zapadajici do celé skladacky.

Rosemond a Walsh ve své publikaci zmifuji seznam 1é¢iv, které slouzi jako substraty
karbonyl redukujicich enzymi. Mezi né€ patii naptiklad i oracin, ktery uz byl na Katedie
biochemickych véd testovan dfive, ale i daunorubicin, ktery je klinicky uzivany a byl

vybran k tomuto testovani. (Rosemond a Walsh 2004)

Prvotnim dulezitym tukolem nasi prace bylo zméfeni aktivity u vSech vybranych
redukénich enzymil nadrodiny AKR a dvou enzymt nadrodiny SDR. Jednalo se o lidské
enzymy AKR1A1, AKRIB1, AKRI1B10, AKRIC1, AKR1C2, AKRIC3, AKRI1C4,
CBR1 a CBR3.

Vysledky byly vyhodnoceny podle vzorce uvedeného v kap. 3.2.1.7.

Tab. 3 Vzor tabulky pro vypocet specifické aktivity

hmotnost DAU-OL specificka
DAU- v celém aktivita
vzorek OL [ng]  vzorku [ng] [ng/Img/30 min] [nmol/mg/30min] [nmol/mg/min]
CBR1/1 958,562 76684,960 15336992 28963 965
CBR1/2 952,817 76225,360 15245072 28789 960
CBR1/3 973,971 77917,680 15583536 29428 981
AKRI1B10/1 167,885 13430,800 2686160 5073 169
AKRI1B10/2 169,950 13596,000 2719200 5135 171
AKRI1B10/3 164,734 13178,720 2635744 4977 166
AKRI1BI1/1 22,152 1772,160 354432 669 22
AKRI1B1/2 24,027 1922,160 384432 726 24
AKRI1B1/3 24,424 1953,920 390784 738 25
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Tab. 4 Namétené hodnoty specifické aktivity jednotlivych enzymt

specificka aktivita
enzym [nmol/mg/min]"
AKRIAI 540 + 3
AKRIBI 24 + 1
AKRIBI0 169 + 2
AKRICI 1 +0
AKRIC2 0+0
AKRIC3 311 £+ 8
AKRI1C4 2 +0
CBRI1 969 + 9
CBR3 0+0

* aritmeticky pramér z 3 méfeni + smérodatna odchylka
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Obr. 16 Graficky vyjadiené rozloZeni aktivity jednotlivych enzymt vici DAU (5 mM)

Pro potvrzeni namétenych dat byl kolegyni proveden opakovany pokus o stanoveni
aktivity vSech vybranych enzyml. Meéfeni probihalo za stejnych podminek. Jeho
vysledky jsou zobrazeny v tab. 5 a obr. 17.
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Tab. 5 Hodnoty specifické aktivity jednotlivych enzymt ziskané druhym métenim

specificka aktivita
enzym [nmol/mg/min]"
AKRIAI 607 = 7
AKRIBI1 28 = 1
AKRI1BI10 172 £ 5
AKRICI1 1 +0
AKRI1C2 1 +0
AKRIC3 307 £ 12
AKRI1C4 6 + 1
CBRI1 1054 £+ 9
CBR3 00

* aritmeticky pramér z 3 méfeni + smérodatna odchylka
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Obr. 17 Graficky vyjadfené rozloZeni aktivity jednotlivych enzymt pii druhém méteni

Hodnoty vysledné specifické aktivity vSech enzymii v druhém meéfeni byly témér

totozné s méfenim prvnim, ¢imz jsme potvrdily spravnost naméefenych dat a vyloucily

pfipadnou lidskou chybu béhem méteni.

Jako nejaktivnéjsi se ukdzaly enzymy CBR1, AKRI1A1, AKR1C3 a AKR1B10. Naopak
enzymy AKR1B1, AKRICI, AKRIC2, AKR1C4 a CBR3 vykazovaly nulovou, nebo

zanedbatelnou aktivitu jiZ pouze v pfitomnosti substratu, aproto byly z dalSiho

experimentu vylouceny.
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Pro srovnani, s oracinem, jakozto v té dob¢ potencialnim cytostatikem, byla v roce 2007
provedena studie ukazujici vliv AKR1C1, AKR1C2 a AKR1C4, ziskanych z lidského
jaterniho cytosolu, na metabolizaci tohoto cytostatika, kde dochazi k redukci
karbonylové skupiny oracinu na neu¢inny metabolit, dihydrooracin (DHO). Ukazalo se,
ze AKR1C2 a AKRI1C4 jsou enzymy stereospecifické a produkuji vyhradné (+)-DHO
enantiomer, na rozdil od AKR1Cl1, ktery produkuje jak (-)-DHO (3 %), tak predevsim
ve zvysené mife (+)-DHO (97 %). Nicméné, maximalni rychlost reakce (vimax) @ celkova
ucinnost téchto dvou enzymu je ve srovnani s AKR1C1 vyrazn€ nizs§i. Pro AKR1C2
byla naméfena hodnota vpm, 30 nmol/mg/min, pro AKRIC4 pak pouhych
7 nmol/mg/min aoproti tomu uAKRIC1 byla vy rovina 640 nmol/mg/min.
Vyslednym zjisténim tedy bylo, Ze i pres to AKR1C1 plsobi daleko ucinnéji. (Wsol et
al. 2007)

Rok poté bylo provedeno meétfeni opét vici oracinu jako substratu, o koncentraci
0,025 mM az 0,8 mM, tentokrat srekombinantnim enzymem AKRIC3 ziskanym
z E. coli, u kterého se rovnéz podaftilo prokazat vysokou uc¢innost pii inaktivaci oracinu.
Hodnota vi,x pro AKRI1C3 byla rovna 169 nmol/mg/min, tj. pfiblizn¢ 3krat nizsi nez
u AKRICI. Zarovein bylo provedeno méfeni AKRIC3 s doxorubicinem,
v koncentracich od 0,05 mM do 1,00 mM, které ukazalo, ze 1 toto cytostatikum podléha
inaktivaci vlivem AKR1C3. Naméfend viax byla 53 nmol/mg/min. Z téchto dvou studii
jednoznaéné vyplyva, ze AKR1C3 hraje vyznamnou roli v inaktivaci protinadorové
1é¢by, zejména jedna-li se o hormon-dependentni nadory prsu ¢i prostaty. (Novotna et

al. 2008)

Dalsi studie se zabyvala meéfenim specifické aktivity enzyml vii¢i doxorubicinu.
Ukazalo se, ze enzymy AKR1C1, AKR1C2 a CBR3 nevykazuji Zadnou nebo jen velmi
malou aktivitu k substratu. U Sesti enzymti (AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C3,
AKRI1C4 a CBRI1) byla prokdzana aktivita vici DOX. Jednoznacné se vSak jako
nejaktivnéjsi jevily AKRI1C3 (183,5 nmol/mg/min) a CBR1 (20,6 nmol/mg/min).
(Kassner et al. 2008). Nové zjisténé skutecnosti o uc¢innosti DOX na rakovinné bunky
vedly ke studovani moznosti, jak jeho ucCinnost jesté zvysSit a zaroven snizit jeho
zavazné nezadouci ucinky. Napiiklad bylo zjisténo, Ze v MCF-7 buiik4ch rakoviny prsu
dokéze oracin zvySovat antiprolifertivni efekt DOX a zaroven také inhibovat redukci na
neucinny metabolit DOX-OL. (Hanusova et al. 2013) V roce 2015 byly potvrzeny témé&f

stejné vysledky v porovnani s vySe zminénou studii z roku 2008, jako nejaktivnéjsi
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enzymy se vuc¢i doxorubicinu o koncentraci 200 uM ukédzaly AKR1C3 a CBRI, a dale
1 AKR1A1, AKRIBI10 aCBR3. Naopak velmi nizk4, zanedbatelnd aktivita byla
stanovena u enzymi AKR1B1, AKR1C1, AKRIC2 a AKRIC4. (Hofman et al. 2015)
Velmi podobnych vysledkt bylo dosazeno i pfi naSem méteni s DAU, z ¢ehoz je vidét,
Ze oba substraty jsou si velmi podobné a v organismu jsou metabolizovany shodnymi

reduktasami.

Co se tyce samotného DAU, na konci roku 2017 byly publikovany vysledky tykajici se
vlivu adipocytii na metabolizaci DAU. Adipocyty indukuji pfeménu DAU na DAU-OL,
¢imz snizuji vliv cytostatika na nadorovou tkan. Mechanismem je zvySena exprese
karbonyl redukujicich enzymt, pfedevsim AKRICI, AKR1C2 a AKR1C3. Tyka se to
predevsim druhii rakoviny bohatych pravé na tukové bunky, tj. naptiklad v prsu ¢i
kostni dieni, avSak prokdzan byl iu akutni lymfoblastové leukemie. Tento poznatek
muze byt vyznamny zejména pii 1é€bé nadorovych onemocnéni obéznich pacienti.

(Sheng et al. 2017)

4.2  Testovani inhibiénich  G&inkd  jednotlivych
inhibitori
Pro dalsi experiment byly vybrany dva enzymy, které¢ vykazovaly jednu z nejvétSich

aktivit na DAU, ato AKR1Al a AKR1B10. Oba enzymy byly nasledné postupné
podrobeny testovani celym spektrem CDKi.

Méteni vzdy probihalo v tripletech pro lepsi spolehlivost vysledkl. Zarovenn bylo
provedeno kontrolni méfeni aktivity samotného enzymu bez pifidani inhibitoru a také
méfeni aktivity enzymu, kde byl inhibitor nahrazen stejnym mnozstvi DMSO. Vysledky

méteni jsou uvedeny v kapitolach 4.2.1 a 4.2.2.

Pro uplnost je tieba poukazat na interakci inhibitorti cyklin-dependentnich kinas
pump. Tyka se to predev§im ABC (ATP-binding cassette) transportnich proteind, jako
jsou ABCBI (P-glykoprotein), ABCG2 (BCRP — breast cancer resistance protein)
a ABCCs (MRPs — multidrug resistance associated proteins), které zajiStuji
membranovy transport jak endogennich latek, tak xenobiotik. (Cihalova et al. 2013)
Nejprve byl testovan efekt péti CDKi na transportnim proteinu ABCG2. Jako prvni
z pouzitych substratii byl Hoechst 33342, kde nejvétsi inhibiéni efekt vykazoval 50 uM
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purvalanol A a 25 uM olomoucin II. Oba zvysili koncentraci pouzitého substratu fadové
040 - 45 %. Druhym testovanym substratem byl glyburid, kde se opét jako nejsilngji
pusobici CDKi projevili purvalanol A aolomoucin II o koncentracich 5 uM. Zde
dokonce zvysili akumulaci substratu o0 96 %, resp. 60 %. Nasledné byly tyto dva
nejsilngjsi inhibitory zkoumdny vii€i cytostatiku mitoxantronu, kde se potvrdilo jejich
synergické antiproliferativni pusobeni. (Hofman et al. 2012) Vroce 2013 bylo
provedeno testovani interakci inhibitort FLA, olomoucinu II, purvalanolu A,
roscovitinu a SNS-032 s transportérem ABCBI. V ptipad¢ substratu Hoechst 33342 byl
nejsiln€j$im inhibitorem olomoucin II (ICsy = 6,4), dale pak roscovitin (ICso = 10,3),
purvalanol A (ICsy = 12,1), SNS-032 (ICso = 14,6) a FLA (ICso = 16,9). Poté byly
vSechny inhibitory testovany na bunécnych liniich MDCKII-ABCBI1 (Madin—Darby
canine kidney) v pfisluSnych ICsy koncentracich, kde se nejsiln€jSim inhibitorem ukazal
purvalanol A (86 %), nasledovan roscovitinem (57 %). V piipad¢ daunorubicinu byly
pouzity 3 rGzné koncentrace inhibitort — 1, 10 a20 pM. Nejlepsich vysledki
dosahovala nejvyssi koncentrace inhibitorti, vyjimkou byl SNS-032, ktery nevykazoval
zadnou inhibi¢ni aktivitu pfi za4dné z testovanych koncentraci. Rovnéz byl zjistén
synergicky antiproliferativni efekt DAU a nejsiln€ji ptsobicich ABCBI inhibitort
(purvalanolu A, olomoucinu II a roscovitinu), diky ¢emuz se predpoklada potencialni
vyznamné sniZzeni davky cytostatika pfi zachovani stejného lécebného uCinku.
(Cihalova et al. 2013) V roce 2015 bylo testovano dalsi spektrum CDKi na shodnych
bunécnych liniich jako u ptedchoziho méfeni, tj. na MDCKII-ABCBI1 a dale pak navic
1na MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCCI. Vysledkem bylo zjisténi, Ze nejsilnéjSim
inhibitorem na transportnich proteinech ABCG2 a ABCCl byl jednoznaéné
flavopiridol, zatimco AT-7519 neinhiboval zadny ztfech zminénych transportnich
proteinll. V kombinaci s daunorubicinem a topotekanem vykazovaly nejvétsi synergicky

antiproliferativni efekt flavopiridol a SNS-032. (Cihalova et al. 2015a)

4.2.1 Screening ucinku inhibitorii na AKR1A1

Pro screening byl jako substrat pouZit daunorubicin o koncentraci 5 mM. Do reakce se
pridavalo 10 pl substratu a tudiz jeho finalni koncentrace v reakci byla 500 uM. Enzym
AKRI1AT mél koncentraci 1,7 mg/ml a pro jednu reakci (100 pl) ho bylo pouzito 5 pg.
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Tab. 6 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a procentudlni inhibice po pfidani
inhibitortt AT-7519 a SNS-032

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1Al 386 £ 11

AKR1A1 S DMSO 321 £+ 6 0,00
AKR1A1 ATI10 321 + 14 0,21
AKR1A1 AT50 319 £ 16 0,63
AKR1A1 SNS10 323 £ 5 -0,58
AKR1A1 SNS50 327 + 14 -1,69

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

450,00
= 400,00
E
S 350,00
£
2 300,00
g
= 250,00
8
2 200,00
£
= 150,00
3
£ 100,00
1
& 50,00
0,00
AKRIAl  AKRIAIS  AKRIAl  AKRIAl  AKRIAl  AKRIAI
DMSO ATI0 AT50 SNS10 SNS50

Obr. 18 Graficky vyjadiené rozlozeni aktivity AKRI1A1 s inhibitory AT-7519 a
SNS-032

Z vyse uvedenych hodnot vidime, Ze inhibitor AT-7519 ani SNS-032 nemd na tento

enzym témet zadny signifikantni G¢inek.
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Tab. 7 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a procentudlni inhibice po pfidani
inhibitortt AZD5438 a DC

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1Al 435 + 14

AKR1A1 S DMSO 386 £ 25 0,00
AKR1A1 AZDI10 374 £ 4 2,90
AKR1A1 AZD50 324 + 144 15,88
AKR1A1 DC10 375 + 9 2,71
AKR1A1 DC50 377 + 14 2,25

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

500,00
450,00
400,00

T

350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

AKRI1A1 AKR1A1S AKRIAI AKRIA1 AKRIA1 AKRIA1
DMSO AZDI10 AZDS50 DC10 DC50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 19 Graficky vyjadrené rozloZeni aktivity AKR1A1 s inhibitory AZD5438 a DC

U inhibitoru AZD5438 o koncentraci 50 pM se jiz néjaky inhibi¢ni vliv projevil (viz
tab. 7), avSak ani zde nijak vyrazn¢. Inhibice byla pouhych 15 %.
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Tab. 8 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a procentudlni inhibice po pfidani
inhibitord LEE-011 a FLA

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1Al 419 + 10

AKR1A1 S DMSO 337 £ 11 0,00
AKR1A1 LEE10 347 + 20 -3,05
AKR1A1 LEE50 307 + 4 8,98
AKR1A1 FLAI0 297 + 4 11,98
AKR1A1 FLAS0 343 + 31 -1,78

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

450,00

400,00

350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

AKRI1A1 AKR1A1S AKRIAI AKRIA1 AKRIA1 AKRIA1
DMSO LEEI0 LEES0 FLA10 FLAS0

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 20 Graficky vyjadfené rozloZeni aktivity AKR1A1 s inhibitory LEE-011 a FLA

Ani uinhibitord LEE-011 a FLA jsme nezaznamenali zadné signifikantni inhibic¢ni
ucinky. Navic u flavopiridolu miZzeme pozorovat, Ze jeho nizs§i koncentrace ma vyssi
inhibi¢ni uc¢inek. To je pravdépodobné zplisobeno lidskym faktorem, tj. nepfesnosti pii
pipetovani ¢i méfeni nebo nedikladnym promichanim smési, piipadné také
riznorodosti pouzitého biologického materidlu. Tato nepfesnost se projevila uz tim, ze

tf1 namefené hodnoty pro FLAS50 byly pomérné rozdilné.
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Tab. 9 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKR1A1 a procentudlni inhibice po pfidani
inhibitor R547 a PD

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1Al 439 + 14

AKR1A1 S DMSO 379 + 13 0,00
AKR1A1 RI10 360 + 7 5,12
AKR1A1 R50 397 £ 3 -4,69
AKR1A1 PDIO 4545 + 13 -3,51
AKR1A1 PD50 388 + 6 11,59

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

500,00
450,00

400,00
350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

AKRI1A1 AKR1A1S AKRIAlI AKRIA1 AKRIA1 AKRIA1
DMSO R10 R50 PD10 PD50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 21 Graficky vyjadiené rozlozeni aktivity AKR1A1 s inhibitory R547 a PD

R547 a PD rovnéz nevykazovaly témét Zddnou vyraznou inhibiéni aktivitu.
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Tab. 10 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1A1 a procentudlni inhibice po

pfidani inhibitoru purvalanolu A

specificka aktivita
enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1Al 509 + 11
AKR1A1 S DMSO 446 *+ 21 0,00
AKR1A1 Purvl0 443 + 25 0,60
AKR1A1 Purv50 440 + 31 1,47

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

600,00

500,00

400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

AKRIA1 AKRI1A1S AKRIA1 AKRIA1
DMSO Purvl0 Purv50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 22 Graficky vyjadiené rozlozeni aktivity AKR1AT1 s inhibitorem purvalanolem A

Purvalanol A prokazal téméF nulovou inhibi¢ni aktivitu uobou stanovovanych

koncentraci.
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Tab. 11 Souhrnny piehled inhibicni u¢innosti S0uM koncentrace vii¢ci AKR1A1, fazeno

sestupné
AKRI1AI
inhibitor inhibice [%]
AZD5438 16
PD 12
LEE-011 9
DC 2
AT-7519 1
Purv. A 1
FLA 0
R547 0
SNS-032 0

U AZD5438 a PD byl zjistén stupeni inhibice 16, resp. 12 %, coz jsou sice hodnoty

nejvyssi, ale pfesto pomérné stale mélo vyznamné. (viz tab. 11)

V porovnani s vysledky studie zroku 2013 na transportnich proteinech ABCBI
a ABCG2 a ABCCI1 (Cihalova et al.), kde se jako nejlépe plisobici inhibitory ukéazaly
FLA a SNS-032, jsou tyto vysledky diametraln¢ odlisné. Jak je patrné z tab. 11, tyto dva
inhibitory nevykazovaly na AKR1A1 Zadnou inhibi¢ni aktivitu.

4.2.2 Screening ucinku inhibitori na AKR1B10

Tento screening byl proveden metodicky shodné€ s predchozim, uvedenym v kap. 4.1.2.
Rozdil byl pouze v pouzitétm enzymu, zde AKRIBIO o zdsobni koncentraci

1,61 mg/ml.

Zaroven jiz v roce 2015 byla na enzymu AKR1B10 provedena studie, jejimz cilem bylo
testovani SirSiho spektra potencidlnich inhibitord ze skupiny rostlinnych fenolickych
sloucenin (v¢€. flavonoidll) a isochinolinovych alkaloidd, jelikoZ na rozdil od inhibitord
AKRI1BI1 je jich zde popsan jen maly zlomek. Jako kontrolni inhibitor, urceny
k porovnani sily ucinku inhibitori, byla pouzita kyselina flufenamova, ktera se
v nékterém z pfedchozich experimentli ukdzala jako jeden z nejsiln€jSich inhibitora
AKRI1B10 (ICsp = 0,76 uM). Zde vSak méla naprosto opac¢ny charakter, o kterém svédci
hodnota namétené ICsy = 96,0 uM, coz poukazuje na to, ze velmi zalezi na podminkach,
za kterych je méfeni provadéno a ze tedy neni mozné jednoduSe porovnavat vysledky

ruznych studii. Ukdzalo se, Ze flavonoidy a dals$i fenolické latky jsou jednoznacné
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lep$imi inhibitory AKR1B10 nez isochinolinové alkaloidy. Nejsilnéj$imi inhibitory
byly stanoveny apigenin (ICsy = 6,6 uM), 7-hydroxyflavon (ICsp = 8,3 uM) a luteolin
(ICso = 9,2 uM). Piedpoklada se, ze sila inhibice je podminéna strukturou jednotlivych
latek. Dulezitym znakem je zde hydroxylova skupina v poloze 7a4’, viz obr 23.
Nevyhodou je, ze ve srovnani s kyselinou flufenamovou nejsou tyto inhibitory
selektivni pro AKR1B10. Pro iplnost zminim i nejsilnéjsi z isochinolinovych alkaloid:

berberin a palmatin, které jsou zaroven inhibitory AKR1B1. (Zemanova et al. 2015)

] Rz
R4

R, Rs

apigenin OH H

luteolin OH H

7-hydroxyflavon OH H

S-hydroxyflavon H H
vitexin OH CGle

Obr. 23 Struktura flavonoidil testovanych pro inhibi¢ni ¢inky na AKR1B10 (pfevzato

z Zemanova et al. 2015)
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Tab. 12 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1BI10 a procentudlni inhibice po
pfidani inhibitortit AT-7519 a SNS-032

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1B10 35 + 2

AKR1B10 S DMSO 36 + 1 0,00
AKRI1BI10 AT10 33 + 1 9,32
AKRI1BI10 AT50 33 + 5 9,55
AKRI1B10 SNS10 34 + 1 6,57
AKRI1B10 SNS50 25 + 5 29,66

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

40,00

35,00 1
30,00 T
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

AKR1B10 AKRI1BIOS AKRIBI0 AKRIB10 AKRI1BI0O AKRIBI10
DMSO AT10 ATS50 SNS10 SNS50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 24 Graficky vyjadiené rozloZeni aktivity AKRI1BI0 s inhibitory AT-7519 a
SNS-032

Z vySe uvedeného je patrné, Ze interakce enzymu s inhibitorem AT-7519 neni
vyznamnd. Naopak témét 30 % hodnotu inhibice ukazuje SNS-032 v koncentraci

50 M.

-57 -



Tab. 13 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1BI10 a procentudlni inhibice po
ptidani inhibitorit AZD5438 a DC

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1B10 69 + 2

AKR1B10 S DMSO 59 + 1 0,00
AKRI1B10 AZDI10 35 = 1 41,30
AKRI1B10 AZD50 23 + 4 61,51
AKRI1B10 DC10 50 £ 2 14,99
AKRI1B10 DC50 42 + 1 28,03

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

80,00

70,00

60,00

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

AKR1B10 AKRI1BIOS AKRIBI0 AKRIB10 AKRI1BI0O AKRIBI10
DMSO AZDI10 AZD50 DC10 DCs50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 25 Graficky vyjadrené rozloZeni aktivity AKR1B10 s inhibitory AZD5438 a DC

Inhibitor AZD5438 se projevuje pomérné vysokou ucinnosti jiz pii nizké koncentraci
10 uM, a to pres 40 %. Ve vyssi 50 uM koncentraci vykazuje inhibici vyS$§i nez 60 %.
RovnéZz druhy inhibitor, dinaciclib, vykazuje signifikantni inhibi¢ni G€innost. Jeho

schopnost inhibovat enzym AKR1B10 dosahuje témét 30 % pti koncentraci 50 pM.
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Tab. 14 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1BI10 a procentudlni inhibice po
pfidani inhibitord LEE-011 a FLA

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1B10 60 = 3

AKR1B10 S DMSO 56 + 2 0,00
AKRI1B10 LEE10 53 £ 2 6,85
AKR1B10 LEE50 48 + 3 14,93
AKRI1B10 FLAI10 47 + 3 16,67
AKR1B10 FLAS0 59 + 4 -4,51

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

70,00

60,00 1
50,00 T
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

AKR1B10 AKRI1BIOS AKRIBI0 AKRIB10 AKRI1BI0O AKRIBI10
DMSO LEEIO LEES0 FLA10 FLAS0

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 26 Graficky vyjadrené rozloZeni aktivity AKR1B10 s inhibitory LEE-011 a FLA

Podobné jako pii screeningu inhibi¢ni G¢innosti flavopiridolu na AKR1A1, stejné tak
1 zde se projevila vyssi inhibice u niz§i koncentrace inhibitoru. Pfi¢inu této zvlaStnosti

neumime vysvétlit.

Inhibi¢ni G¢innost jak LEE-011, tak FLA je téméf srovnatelnd s jejich pisobenim na

AKRIALI, resp. zde je mirn¢ vyssi.
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Tab. 15 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1BI10 a procentudlni inhibice po
pfidani inhibitort R547 a PD

specificka aktivita

enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1B10 138 = 1

AKRI1B10 S DMSO 95 + 4 0,00
AKRI1BI10 R10 101 + 3 -6,30
AKRI1BI10 R50 81 + 4 14,16
AKRI1BI10 PDI10 114 + 3 17,34
AKR1BI10 PD50 115 + 4 16,72

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

160,00

140,00

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

AKRIB10 AKRIBIOS AKR1B10 AKRIB10 AKRI1B10 AKRIBIO
DMSO R10 R50 PD10 PD50

specificka aktivita [nmol/mg/min]

Obr. 27 Graficky vyjadiené rozlozeni aktivity AKR1B10 s inhibitory R547 a PD

Inhibice obou enzymu je signifikantni, ale relativné mala, tj. pohybuje se mezi 10

a 20 %.
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Tab. 16 Hodnoty specifické aktivity enzymu AKRI1B10 a procentudlni inhibice po

pfidani inhibitoru purvalanolu A

specificka aktivita
enzym [nmol/mg/min]* inhibice [%]
AKRI1B10 130 + 3
AKRI1B10 S DMSO 95 + 3 0,00
AKR1B10 Purv10 82 + 2 13,61
AKR1B10 Purv50 63 = 1 33,29

* aritmeticky primér z 3 méfeni + smérodatna odchylka

140,00

E 120,00

g >

=Y)]

£ 100,00

(=]

£

E 80,00
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Z 60,00
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N1

£ 4000

=)

g 20,00
0,00

lin

AKRI1B10 AKRIB10S AKRIBI10
DMSO Purv10

AKRI1B10
Purv50

Obr. 28 Graficky vyjadfené rozloZeni aktivity AKR1B10 s inhibitorem purvalanolem A

Inhibi¢éni GC€innost purvalanolu A je k AKRIBIO nékolikandsobné vyssi

k AKR1A1. Koncentrace 50 pM vykazuje inhibici ptes 30 %.
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Tab. 17 Souhrn ucinnosti inhibitortt o koncentraci 50 uM na AKRI1B10, fazeno

sestupné
AKRIBI10
inhibitor inhibice [%]
AZD5438 62
Purv. A 33
SNS-032 30
DC 28
PD 17
LEE-011 15
R547 14
AT-7519 10
FLA 0

Z vySe uvedeného je patrné, Ze nejlepsi inhibi¢ni ucinek vykazuje jednoznacné
AZD5438, tj. nad 60 %. Okolo 30 % pak ucinkuji inhibitory dinaciclib, purvalanol
A a SNS-032.

Celkové lze fici, Ze vSechny inhibitory, s vyjimkou flavopiridolu, plisobi na AKR1B10
mnohem Iépe nez na AKR1A1. Z toho divodu byl pouze enzym AKRIBI10 vybran

k dalsimu méreni a ke stanoveni inhibi¢ni koncentrace.

Pokud vysledky opét porovname s t€émi ze studie z roku 2013 (Cihalova et al.), zjistime,
ze podobné jako u AKR1A1 flavopiridol nevykazuje na AKRIB10 Zadnou inhibi¢ni
aktivitu. Naopak je tomu u SNS-032, ktery je jednim z nejsilngji plisobicich inhibitorti

na tomto enzymu.

4.3 Stanoveni ICs, vybranych inhibitorii na AKR1B10

Pro dva vybrané inhibitory, AZD aDC, které ve screeningu prokazaly jednu

z nejvyssich hodnot inhibice, byly nadale stanoveny hodnoty ICsy.

Z jiz namétenych vysledkli jsme odhadli pfibliznou hodnotu ICsy, podle které byly
nasledné navrhnuty koncentrace inhibitorti. Dinaciclib byl proméfen v koncentracich
0,5; 1; 5; 25; 75 a200 puM ajeho vyslednd hodnota ICsy byla rovna 158 uM.
U AZD5438 byly pouzity koncentrace 2; 10; 25; 100 a 200 uM a vysledna hodnota 1Csg
odpovidala 41 uM.
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Obr. 29 Graf stanoveni ICs dinaciclibu na enzymu AKR1B10

150

ICsp = 41,14 uM
(95% Cl = 28,8-58,7 uM)

100

50

specificka aktivita AKR1B10
(nmol/mg/min)

0 T T T Lo
-15 -10 -5 0 5

log koncentrace AZD5438 (uM)
Obr. 30 Graf stanoveni ICsyo AZD5438 na enzymu AKR1B10
Z vySe uvedeného vyplyva, ze siln€jSim inhibitorem je tedy jednoznaéné¢ AZD5438.

U DC byla rovnéz provedena studie zabyvajici se jeho vlivem na transportni proteiny
ABCBI1, ABCG2 a ABCCI in vitro. Nejprve bylo potvrzeno, ze DC je substratem
transportnich proteini ABCB1 a ABCG2. DC siln¢ inhiboval eflux daunorubicinu
zpusobeny proteinem ABCC1 (ECsp = 18 uM). (Cihalova et al. 2015b)
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Na zavér bych chtéla uvést, ze se podatilo splnit vSechny vytycené cile této prace. Pri
stanovovani aktivity jednotlivych enzyma vic¢i daunorubicinu jako substratu bylo
zjisténo, ze AKR1C1, AKR1C2, AKR1C4 a CBR3 na tomto substratu neptisobi vibec,

naopak nejvice aktitvni byl jednoznac¢né enzym CBR1 nasledovan AKR1C3, AKR1B10
a AKRI1AL.

Nadale pfi screeningu ulinkii nové generace inhibitorti bylo zjiSt€no, ze enzym
AKRI1A1 nepodléhd signifikantnimu plsobeni zadného z testovanych inhibitord.
Opacné vysledky se vSak ukédzaly u AKR1B10, kde AZD5438 zpusobil inhibici 60 %
a dale pak dinaciclib, purvalanol A a SNS-032 vykazovaly inhibi¢ni aktivitu kolem
30 %.

Diky tomu byly pravé AZD5438 a dinaciclib zvoleny pro podrobnéjsi studii — urceni
hodnoty ICsp pro AKR1B10. Zjisténd hodnota ICsp u AZD5438 byla 41 pM au DC
158 uM.

Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze inhibitor AZD5438 by mohl mit diky svému
priznivému vlivu na AKR1B10 in vitro potencialné velky vyznam pii 1é€b¢ nddorovych
onemocnéni. Pro to je ale tfeba dalSich experimenti, kdy se z Grovné in vitro posuneme

na uroven bunéénych linii, tedy ex vivo.
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6 SEZNAM ZKRATEK

11B-HSD — 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa
ABC — ATP-binding casette

AKR - aldo-keto reduktasy

Asn — kyselina asparagova

CBRI1 - karbonylreduktasa 1

CBR3 — karbonylreduktasa 3

CDK - cyklin-dependentni kinasa

CDK:i — inhibitor cyklin-dependentnich kinas
CLL — chronické lymfocytarni leukemie
CRE — karbonyl redukujici enzym

DAU — daunorubicin

DAU-OL — daunorubicinol

DC — dinaciclib

DHO — dihydrooracin

DMSO — dimethylsulfoxid

DOX — doxorubicin

DOX-OL — doxorubicinol

FaF UK HK — Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
FDA - Food and Drug Association

FLA — flavopiridol

ICs0 — inhibi¢ni koncentrace

LEEO11 — ribociclib

Lys — lysin

MCL — lymfom z plastovych bun¢k
MDCKII — Madin—Darby canine kidney

MDR — mnohocetna 1ékova rezistence (MultiDrug Resistance)
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NADH - nikotinamidadenindinukleotid

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NNK — nicotine-derived nitrosamine ketone

PD — palbociclib

Pgp — glykoprotein P

Rb — retinoblastom

RPM - otacky za minutu

SDR — dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
Ser- serin

TAP — transporter of antigenic peptides

Tyr — tyrosin

UHPLC — vysoce G¢inna kapalinova chromatografie

Vmax — maximalni rychlost reakce
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