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ANOTACE

Preména aktivniho cytostatika na jeho mén¢ aktivni metabolit — sekundérni alkohol, je jednim
z dtivodu vzniku anthracyklinové rezistence v nadorové terapii. Tohoto procesu se nejéastéji
ucastni  karbonylredukujici  enzymy, hlavné znadrodiny aldo-ketoreduktas a
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem. Proto je aktualni tematikou inhibice téchto
enzymd, a tim zvySeni u¢innosti anthracyklind v protinddorové terapii. V této diplomové praci
byl zkouman vliv inhibitoru tirabrutinibu na vybrané lidské karbonylredukujici enzymy in vitro

ve spojeni s cytostatikem daunorubicinem.

KLICOVA SLOVA
anthracyklinova antibiotika; karbonylredukujici enzymy; daunorubicin; tirabrutinib; rezistence;

kardiotoxicita

TITLE
The Study Of An Influence Of Tirabrutinib On The Activity Of Enzymes Involved In The

Anthracycline Resistence In Oncotherapy

ANNOTATION

The conversion of active cytostatic drug to less active metabolite, secondary alcohol, is one of
the reasons of development of anthracycline resistance in oncotherapy. Most often carbonyl
reducing enzymes are involved in this process, mainly from aldo-ketoreductase and short-chain
dehydrogenase/reductase superfamilies. Therefore, the inhibition of above-mentioned enzymes
and thereby increase of anthracyclines efficiency in therapy is a very actual topic. In this work
the influence of the inhibitor tirabrutinib on human carbonyl reducing enzymes converting

daunorubicin in vitro was evaluated.

KEYWORDS
anthracycline antibiotics; carbonyl reducing enzymes; daunorubicin; tirabrutinib; resistance;

cardiotoxicity
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UvVoD

V soucasné dob¢ jsou onkologickd onemocnéni jednou z nejcastéjSich pricin umrti na svete.
Proto je dulezita vCasna diagnostika a nasledna lIécba. K 1écb¢ fady nadorovych onemocnéni
se vyuzivaji anthracyklinova antibiotika. Doxorubicin, daunorubicin a idarubicin jsou
nejCastéji pouzivané anthracykliny, které jsou v lidském teéle redukovany pomoci
karbonylredukujicich enzymt z nadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10,
AKR1C3) a z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (CBR1) na sekundarni
alkoholy. Tyto sekundarni alkoholy maji niz§i G¢inek v nadorovych bunikach a mohou byt
pii¢inou vzniku kardiotoxicity. Zminéné enzymy maji ¢asto zvysSenou expresi v nadorovych
bunkach. (Edwardson et al. 2015)

Dal$im nezddoucim tc¢inkem v 1é€bé nadorovych onemocnéni pomoci anthracyklinil je
rozvoj 1ékova rezistence nadorovych bunék. Snahou védeckych vyzkum je najit zpisoby nové
1é¢by a odstranéni pficin nezddoucich ucinki terapie. Moznosti ovlivnéni rezistence je fada.
Jedna z moznosti je kombinace s jinou vhodnou latkou, ktera doplni G¢inek. (Marinello a kol.
2018)

V jiném piipadé se mize vyuzit podani anthracyklinovych antibiotik spolu s inhibitorem,
ktery slouzi k inhibici karbonylredukujicich enzymii a ke sniZeni metabolické pfemény
anthracyklinti, a tudiz ke snizeni kardiotoxicity. (Burger 2019)

V této diplomové praci byly testovany ucinky inhibitoru Brutonovy thyrosinkinasy
tirabrutinibu na enzymy z nadrodiny AKR a SDR in vitro a zda by tyto u¢inky byly kladné

vyuZitelné pii 1é€bé nadorovych onemocnéni anthracyklinovym antibiotikem daunorubicinem.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Anthracyklinova antibiotika

Anthracykliny se fadi do podskupiny protinadorovych antibiotik. V onkologii jsou
anthracykliny vyuzivany k 1€¢b¢ solidnich tumort a hematologickych malignit, jako naptiklad
karcinomu prsu, endometriosy, rakoviny mocového meéchyie a také Hodgkinova a non-
Hodgkinova lymfomu, akutni myeloblastické a lymfoblastické leukémie. Prvni izolace
probéhla v 60. letech 20. stoleti z bakterie Streptomyces. Jednalo se o doxorubicin a jeho
prekurzor daunorubicin. Pro zlepSeni protinddorové aktivity a snizeni toxicity byly vytvoteny
semisyntetické derivaty — idarubicin; jedna se o lipofiln€j$i derivat daunorubicinu a epirubicin,
ktery je stereoisomerem doxorubicinu. (Hortobagyi a kol. 1997, Minotti a kol. 2004)

Podéavani anthracyklinii probihd pouze parenterdlné¢ az na idarubicin, ktery lze podavat
i peroralné. Idarubicin se od daunorubicinu li§i chybé&jici methoxy skupinou na ¢tvrtém uhliku.
Tim se zvySuje lipofilita, dochdzi k delSimu polocasu pfemény cytostatika, a také dochazi
ke snadné&jsi kumulaci v buiikach a vyS$$i cytotoxicité. Antibiotika jsou metabolizovana
V jatrech a dale vylu¢ovana zluéi, caste¢né i moci. (McGowan a kol. 2017)

Mezi Casté nezddouci uc€inky anthracyklini se fadi zvraceni, mukositida, alopecie,
myelosuprese, nauzea, stomatitida. | kdyz se jedna o u¢inna cytostatika, hlavnim nezadoucim
ucinkem je kardiotoxicita; nepfiznivé puisobi na srde¢ni sval. Jde o kumulativni kardiotoxicitu,
kterd je zavisld na podané davce cytostatika. Maximalni doporucend kumulativni davka
daunorubicinu je 550 mg/m2, u doxorubicinu se jedna o rozmezi 450-550 mg/m?. Epirubicin
ma delSi biologicky polocas a veétsi distribuéni objem neZ doxorubicin a je snadnéji
glukuronovan nez doxorubicin, diky ¢emuz je jeho kumulativni davka 900-1000 mg/m?.
Také zalezi na kardiovaskularni mortalité a morbidité. (Edwardson a kol. 2015, Minotti a kol.
2004)

1.1.1 Chemicka struktura anthracyklini

Jedna se o planarni molekuly skladajici se ze stabilniho hydrofobniho tetracyklinového
kruhu s ptilehlymi chinonovymi a hydrochinonovymi substitucemi. Na uhliku sedm je
glykosidickou vazbou pfipojen daunosamin.  Daunorubicin a  doxorubicin  patii
mezi nejuc¢inngjsi antineoplasticka ¢inidla, ktera se pouzivaji pii 1é¢bé rakovin. Ackoli

se daunorubicin od doxorubicinu li§i jedinou hydroxylovou skupinou na postrannim fetézcli,
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déava tato zména vyznamnou roli v u¢innosti 1é¢iva. Doxorubicin se vyuziva pfi 1écb¢ solidnich
tumort a sarkomi mékkych tkdni. Daunorubicin je G¢inny v 1écbé akutni myeloblastické a
lymfoblastické leukemii (Edwardson a kol. 2015). Chemicka struktura téchto klinicky
vyznamnych anthracyklint je znazornéna na Obrazku 1. (McGowan a kol. 2017, Minotti a kol.
2004)

Anthracykliny

Doxorubicin Daunorubicin Epirubicin Idarubicin
o O O 0
n 1 I n
Rl —C—-CH,0H -C=CH, —-C—=CH,0H —C—=CH,
R2 =0CH; —=0OCH; =0OCH; -H
; : , ;
0 O (0] O
ey A e 707 He707
: HO
NH; NH; HiN NH,
OH ) OH - - OH

Obrazek 1 Chemicka struktura klinicky vyznamnych anthracyklinti (upraveno dle Mordente
a kol. 2009)

1.1.2 Mechanismus a¢inku a metabolismus anthracyklini

Mechanismus, kterym vstupuji anthracykliny do bunék, stale neni zcela znam, ale
predpoklada se, Ze zahrnuje jejich pasivni difizi plazmatickou membranou, po které nasleduje
jejich selektivni transport do jadra vazbou na proteazomy. Jakmile jsou anthracykliny v jadre,
disociuji se z proteazomti a vazou se na DNA diky své vyssi afinité k druhé makromolekule.
Anthracykliny inhibuji proliferaci rychle se délicich bunék diky mnoha mechanismim. Maji
schopnost interkalovat a zesitovat feté¢zce DNA a inhibovat topoisomerasu II. Tim mohou
I blokovat replikaci a transkripci DNA. Dale schopnost anthracyklinii generovat vysoce
reaktivni volné radikaly mize vést k rozsdhlému poskozeni DNA a plazmatické membrany
oxidaci lipidii. Na druhou stranu se anthracykliny hromadi i v jinych tkanich (jatra, srdce, kostni

dfen), coz prispivd kjejich systémovym toxickym vedlej§im ucinkim. Pfiblizné 50 %
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anthracyklini je vylouéeno z té€la bez zmény jeho struktury, zatimco zbytek 1é¢iva je zpracovan
riznymi metabolickymi drahami. (Edwardson a kol. 2015)

Anthracykliny patii mezi interkala¢ni latky a diky své planarni struktuie se vmezeii mezi
sousedni pary bazi v DNA. Vyznamnou roli béhem interkalace hraje volnad aminoskupina
na daunosaminu. Aminoskupina se navaze na cytosin V DNA vodikovymi vazbami a vytvori
stabilni komplex. To zpusobuje deformaci DNA a inhibuje replikaci i transkripci.
(Gewirtz 1999)

Anthracykliny se fadi mezi inhibitory topoisomerasy II. Topoisomerasa je enzym, ktery
je dulezity pii replikaci DNA. Jeho funkci je rozstépovat a nasledné spravné spojovat jednotliva
vlakna DNA tak, aby nedochazelo k chybnému spojeni. U lidi se vyskytuji dva druhy
topoisomerasy Il — topoisomerasa Ila a topoisomerasa IIf. Zatimco se topoisomerasa IIf
vyskytuje u vSech buné¢k, topoisomerasa Ila se pievazné vyskytuje u proliferujicich bunék.
Inhibici topoisometrasy II pomoci anthracyklinti dochédzi k tvorbé zlomi u DNA, a tim
se zabrani dalsi replikaci bunék. (Vejpongsa a kol. 2014)

Anthracykliny se metabolizuji na vice riznych metaboliti. Hlavni metabolickou pfeménou
anthracyklinti je dvouelektronova redukce. Jedna se o redukci karbonylové skupiny C-13 a vede
k tvorbé sekundarnich alkohold. Dochazi k ni pomoci NAPDH-dependentnich karbonyl
redukujicich enzymu, ptedevsim nadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas
s kratkymi fetézci (SDR) (viz kapitola 1.3). K hydroxylaci dochazi ve vSech buikach. Kvili
své akumulaci v srde¢ni tkani jsou toxické pro srdce. (Bains a kol. 2010, Megias-Vericat a kol.
2018)

Dalsi moZna metabolizace anthracyklinti je jendoelektronova redukce. Chinonova skupina
obsazend ve struktufe anthracyklini je redukovdna na semichinon prostfednictvim
cytosolickych enzymu (oxidoreduktasy — cytochrom P450-reduktasa, NADH-dehydrogenasa,
xantinoxidasa). Semichinon se stavd donorem elektronu pro kyslik, a tim dale vznika vysoce
reaktivni superoxidovy aniont, ktery mize byt dale preménén na vysoce reaktivni formy kysliku
(ROS), kterymi muze byt peroxid vodiku nebo hydroxylovy radikal. Piisobenim nadmérného
mnozstvi ROS je vyvolan oxidacni stres. Reakce ROS s nukleovymi kyselinami, lipidy a
proteiny zpiisobuje poSkozeni DNA a peroxidaci lipidi, které tvoii bunééné membrany.
Toto muze vést az k apoptdze bunek. (Megias-Vericat a kol. 2018, Minotti a kol. 2004)

Tvorba ROS je také zajiSténa intracelularnim Zelezem, které je schopné vytvaret
s chinonovym aglykonem komplex. Anthracyklin-zeleznaty komplex je za pfitomnosti kysliku
oxidovéan a vznika peroxid vodiku nebo superoxidovy radikal a déle i hydroxylovy radikal.

Dochazi k poskozeni membrany bun¢k. (Minotti a kol. 2004)
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Dalsimi metabolity mohou byt neaktivni deoxyaglykony, které vznikaji deglykosidaci
za anaerobnich podminek (Mordente a kol. 2019).

Ti1 hlavni metabolické drahy anthracyklinti jsou znazornény na Obrazku 2.

Dvouelektronova [ Tednoelektonova
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Obrazek 2 Metabolismus anthracyklinti (upraveno dle Mordente a kol. 2009)

1.1.3 Kardiotoxicita

Kardiotoxicita je obavany vedlejsi ucinek, ktery mize omezit klinické vyuziti
anthracyklinii. Kardiotoxicita vyvolana anthracykliny je pravdépodobné kontinuélni jev, ktery
zaCina poskozenim myokardidlnich bunék, nasleduje ejekeni frakce levé komory a miize vést
az ksrdeCnimu selhani. Riziko srde¢niho selhani vyvolaného anthracykliny se zvySuje
s rostouci podanou kumulativni davkou. (Cardinale a kol. 2020, Henriksen a kol. 2017)

Kardiotoxicita se mtize dé€lit do nekolika kategorii; akutni, subakutni a chronické. Akutni
kardiotoxicita mize byt reverzibilni, nastane po podani jedné davky a projevi se do 14 dni
od ukonceni 1écby. Subakutni kardiotoxicita je irreverzibilni a vyskytuje se do jednoho roku
od ukonceni 1é¢by. Posledni, chronicka, se vyviji roky po ukonceni 1é¢by a miize vést k selhani
srdce. (Cardinale a kol. 2020)

Specifické mechanismy anthracyklinové kardiotoxicity zGstavaji stdle nejasné.
Potencialnim mechanismem je tvorba ROS (Cardinale a kol. 2020). Mnoho tkani obsahuje

enzymy pohlcujici volné radikaly, a tim zabranuji nebo omezuji poskozeni tkani. Tkan
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myokardu obsahuje nizkou koncentraci ochrannych antioxida¢nich enzyma (napf.
glutathionperoxidasa), a proto je nachylna k poskozeni volnymi radikaly. Avsak vétSina studii
prokazala, ze vliv volnych kyslikovych radikali ma za nasledek supraterapeutické davky
anthracyklini. (DeGraff a kol. 1994, Hortobagyi a kol. 1997, Menna & Salvatorelli 2017)

Na kardiotoxicité¢ se pravdépodobné podili i inhibice topoisomerasy Il B anthracykliny,
jelikoz dochazi ke dvojitym zlomim u DNA a k poskozeni kardiomyocyti (Vejpongsa a kol.
2014).

Dalsi pti¢inou vzniku Kardiotoxicity je biotransformace daunorubicinu nebo doxorubicinu
na sekundarni alkohol daunorubicinol (resp. doxorubicinol), ktery se kumuluje pfevazné
v srde¢ni tkani (Zhang a kol. 2016).

Na Obrazku 3 jsou znazornény metabolické determinanty anthracyklinové kardiotoxicity.
Jednoelektronové redoxni cyklické chinonové skupiny vytvaii semichinon, ktery preméiuje
kyslik na ROS. Dalsi reakce ROS se Zelezem se podileji na vyvoji kardiotoxicity.
Dvouelektronova redukce karbonylové skupiny postranniho fetézce vytvaii sekundarni
alkoholovy metabolit. Narozdil od pivodnich anthracyklinii vykazuje velmi omezeny bunéény
eflux a akumuluje se za vzniku dlouhotrvajiciho anthracyklinového rezervoaru, ktery se také

podili na kardiotoxicité. (Menna & Salvatorelli 2017)
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Obrazek 3 Metabolické determinanty anthracyklinové kardiotoxicity (upraveno dle Menna a
kol. 2017)
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Dale mohou hrat roli i dalsi faktory, a to naptiklad vek pacienta, pfedchozi ¢i soucasné
ozareni hrudniku, ¢i jiz existujici srde¢ni onemocnéni. Tyto faktory vedou ke zvySenému riziku
kardiotoxicity. Riziko kardiotoxicity se muze zvysit také pozitim dal$iho chemoterapeutika,

zejména trastuzumabu, ktery je velmi ucinny pti 1é¢bé rakoviny prsu. (Cardinale a kol. 2020)

1.1.4 Rezistence nadorovych bunék k anthracykliniim

Castou pii¢inou netispéiné 1é¢by je zvysena schopnost nadorovych bunék odolat Gi¢inkim
cytotoxickych latek. Lékova rezistence stoji az za 90 % tmrti pacientd podrobujici se 1é¢be.
Maligni bunééné populace mohou mit pfirozenou rezistenci nebo mohou ziskat rezistenci
v prib¢hu 1écby. V piipad¢ pfirozené rezistence jsou nddorové bunky jiz odolné vici
cytostatiku jesté pted jejich podanim. Ziskana rezistence nastavd az v pribchu lécby, kdy
se stava z ptuvodné citlivé bunky rezistentni a u¢innost cytostatika se prudce snizuje. Rezistence
u nadorovych bun¢k na anthracyklinova antibiotika je multifaktoridlni. Mlize nastat i kiizova
rezistence, kdyz dojde ke ztraté citlivosti k jednomu piipravku a soucasné dojde k rezistenci
strukturné podobnému cytostatiku. A pokud se cytostatika liSi nejen strukturng, ale
I mechanicky, jedna se o mnohocetnou rezistenci. Pfi¢inou vzniku multirezistence mize byt
napiiklad zvySena exprese fosfoproteinu v buné¢né membrané. Jedna se o glykoprotein P
pattici do rodiny ABC transportérti (ATP-Binding Casette). ABC transportéry jsou proteiny,
které transportuji Ié¢iva ven z bunky, a tim snizuji jejich intracelularni koncentraci a snizuji tak
jejich terapeutickou koncentraci. (Donmez a Giindiiz 2011)

Snizeni ucinku 1é¢by pomoci anthracyklint muze byt dale zpisobeno zvySenou
metabolickou pfeménou. U mnoha typt nddorovych onemocnéni byla prokazana vyssi exprese
karbonyl redukujicich enzymi, které katalyzuji redukci anthracyklini na jejich sekundéarni
alkoholy. Antracyklinreduktasy jsou Casto ve vét$i mife exprimovany u pacientll se Spatnou

prognozou nebo s pokroc€ilym stadiem rakoviny. (Matsunaga a kol. 2012)

1.2 Daunorubicin

Daunorubicin je prvni identifikované antineoplastické €inidlo ze skupiny anthracyklini
vyuzivané predevsim K 1écbé riznych rakovin, zejména leukémii. Lze jej pouzit k 1écbé
akutnich myeloidnich, promyelocytarnich a erytroidnich leukémii u dospélych a akutnich
lymfocytarnich leukémii u déti a dospélych. Daunorubicin se také vyuziva jako 1ék prvni volby

k1écbé Kaposiho sarkomu u pacienti trpicich pokrocilym syndromem viru lidské
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imunodeficience (HIV). Jednd se o cervenooranzovy krystalicky prasek, ktery je snadno
rozpustny ve vodé a v methanolu a téméf nerozpustny v acetonu. Molekulovd hmotnost
daunorubicinu ¢ini 563,99 g/mol. Do téla je vpraven intravendzné. Vedlejsimi ucinky tohoto
cytostatika jsou utlum kostni dien¢ a kardiotoxicita. Kardiotoxicita je zavisla na kumulativni
davce, kterd se pohybuje okolo 400-550 mg/m?. Dalsimi nezidoucimi tc¢inky mohou byt
mukositida, nevolnost, zvraceni, alopecie a nekroza kuze v misté vpichu. (Hofman a kol. 2014)

Daunorubicin se po intravenéznim podani pomoci cytosolickych reduktas redukuje na
daunorubicinol. Dochézi k redukci ketonové skupiny na C-13 a jeji preméné na sekundarni
alkoholovou skupinu. Reakce probiha za Giasti kofaktoru NADPHH*. Daunorubicinol je méné
cytotoxicky aktivni a je u néj pozorovano vyssi riziko rozvoje kardiotoxicity. Reakce je

znazornéna na Obrazku 4. (Carlquist a kol. 2008)

O OH 0 NAPDH NAPD*

Obrazek 4 NAD(P)H-dependentni redukce daunorubicinu na daunorubicinol (Carlquist a kol.
2008)

1.3 Karbonylredukujici enzymy

Jedna se 0 NAD(P)H-dependentni cytosolické nebo membranove vazané enzymy podilejici
se na redukci karbonylové skupiny (C=0). Existuji 3 nadrodiny — aldoketoreduktasy (AKR),
dehydrogenasy/reduktasy s kratkymi fetézci (SDR) a dehydrogenasy/reduktasy se stiedné
dlouhymi fetézci (MDR). (Hoffmann & Maser 2007)

Mezi karbonylové slouceniny se fadi ketony, aldehydy a chinony. Diky dobrym
elektrofilnim vlastnostem jsou aldehydy reaktivni a schopné interagovat s nukleofilnimi centry
proteinti a nukleovych kyselin. Karbonylovd skupina aldehydi se bud’ mize oxidovat
na karboxylovou skupinu, anebo redukovat na primarni alkoholy. Oproti aldehydim jsou

ketony méné reaktivni. Biotransformace ketonti probiha redukci na sekundarni alkoholy.
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Chinony jsou cyklické diketony s konjugovanymi vazbami. Meziproduktem jednoelektronové
redukce chinonti je semichinon, ktery mize podléhat redukci na hydrochinon, a pfitom vznikaji

Metabolicka redukce prostfednictvim karbonylredukujicich enzymi (CRE) probiha
u endogennich latek napt. glukéza, zluCové kyseliny, kyselina arachidonova ¢i steroidni
hormony a také u xenobiotik, kam spadaji anthracykliny, warfarin, haloperidol, oracin nebo
fenofibrat. (Maser 1995)

Vyssi koncentrace a aktivita CRE se nachazi v organech vystavenych potencialné
Skodlivym latkam (jatra, epidermis, GIT, ledviny, placenta, CNS). Tyto enzymy jsou soucasti
I. faze metabolismu a zabranuji toxickym t¢inktim xenobiotik tim, Ze je pfevadéji na polarnéjsi
metabolity obsahujici hydroxy skupinu. Polarnéj$i metabolity se snadno konjuguji v II. fazi
metabolismu, kde reaguji s konjuga¢nimi enzymy a stavaji se ve vod¢ rozpustnéjsi a polarné;jsi,

a proto jsou snadnéji vylucovany z téla ven. (Rosemond a kol. 2004)

1.3.1 Aldo-ketoreduktasy

Aldo-ketoredukasy jsou nadrodina oxidoreduktas. Jsou lokalizovany v cytosolu bunék a
jedna se prevazné o monomerni proteiny. V fetézci obsahuji ptiblizné 320 aminokyselin.
Radi se mezi enzymy biotransformace I. fize a metabolizuji aldehydové a ketonové skupiny
na primarni a sekunddrni alkoholy. Patfi mezi NAD(P)H-dependentni enzymy, jelikoz
pro katalyzu vyuzivaji kofaktor NAD(P)H. Je zndmo 16 rodin (sekven¢ni podobnost je 40 %),
které se dale déli do podrodin (sekven¢ni podobnost je 60 %). (Hoffmann & Maser 2007)

U cloveka je popsano 15 aldo-ketoreduktas:
e AKR1A1 (aldehydreduktasa)
e AKRI1B1, 1B10, 1B15 (aldosareduktasy)
e AKRICL1, 1C2, 1C3, 1C4 (hydroxysteroiddehydrogenasy)
e AKR1D1
e AKRIE2
e AKRGA3, 6A5, 6A9
e AKR7AZ2, 7A3

Néazev enzymu se sklada ze zkratky AKR (AldoKetoReduktasa), dale z arabské cislice

znacici rodinu, poté nasleduje pismeno, které znaci podrodinu a zakoncen je arabskou ¢islici
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oznacujici jednotlivé isoenzymy. Maji nizkou substratovou aktivitu, a tudiz redukuji Sirokou
Skalu xenobiotik i eobiotik (napt. glukosa, steroidni hormony). Aldo-ketoreduktasy maji
sekundarni strukturu (a/B)8 soudkovy motiv. Jedna se o proteinovy zahyb, kde se stiidaji a-
helixy a B-skladané listy. Tato struktura je nutnd pro vazbu s karbonylovym substratem.

Struktura aldo-ketoreduktas je znazornéna na Obrazku 5. (Barski a kol. 2008)

Obrazek 5 Schéma struktury enzymu z nadrodiny aldo-ketoreduktas (Si a kol. 2009)

Substratovou aktivitu aldo-ketoreduktas urcuje aktivni misto, které se nachazi na C-konci
proteinu. V aktivnim mist¢ se nachazeji 4 aminokyseliny: tyrosin, aspartat, histidin a lysin. Zde
probihd samotna analyza ve dvou krocich. Nejprve dojde k pienosu hydridového iontu
z NADPH na karbonylovou skupinu substratu a poté je z pfidaného rozpoustédla vyuzit proton
za ucelem redukce karbonylu na alkohol. (Hoffmann & Maser 2007)

1.3.1.1 Aldehydreduktasa AKR1A1

Jedné se o jednu z prvnich objevenych AKR. Tento enzym je rozsifen ve vsSech tkdnich
Vv téle, ale v proximalnich tubulech ledvin vykazuje nejvyssi expresi. Ma nizkou substratovou
selektivitu a preferuje negativné nabité molekuly obsahujici napt. karboxylovou skupinu.
Katalyzuje redukci alifatickych a aromatickych aldehydd nebo steroidnich aldehydut. Podili
se na biosyntéze kyseliny askorbové u mysi. Nedostatek kyseliny askorbové zplisobuje snizeni
hustoty kostni hmoty a dochazi krozvoji osteopordézy. U lidi se AKRIA1l podili

na biosyntetickych drahach triacylglycerolti a cholesterolu, tim Ze pfeménuje glyceraldehyd
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na glycerol a mevalonat na kyselinu mevalonovou. Uéastni se také redukce daunorubicinu.
Zvysend exprese AKR1A1 byla zaznamenéna u radiorezistentnich nadorovych bunék. Jedna
se 0 vyS$$i odolnost bunék po ozateni. Non-Hodgkintv lymfom je spojovan s mutaci v genu
pro AKR1AL. (Hofman a kol. 2014, Penning 2015)

1.3.1.2 Aldosareduktasa AKR1B1

Aldo-ketoreduktasa AKR1B1 hraje vyznamnou roli pfi onemocnéni diabetes mellitus.
Katalyzuje pfeménu glukosy na sorbitol za Gi¢asti kofaktoru NADPH v polyolové metabolické
draze. Muze dojit az k pfeméné na fruktosu. Pti hyperglykémii se vznikly sorbitol hromadi a
méni osmolalitu bunék v ledvinach, tim dochazi ke zvysené produkci ROS (je spojovan se
sekundarnimi diabetickymi problémy jako je diabeticka neuropatie, retinopatie, nefropatie).
Mezi substraty reagujici s AKR1BI1 se tadi kortikosteroidy, lipoperoxidy a konjugaty GSH. Ve
zvySeném mnozstvi se V t¢le AKR1B1 vyskytuje u karcinomu prsu, kolorektalniho karcinomu,

u rakoviny pankreatu a hepatocelularniho karcinomu. (Penning 2015)

1.3.1.3 Aldosareduktasa AKR1B10

Jedna se o aldoketoreduktasu tenkého stieva, jelikoZz ma vysokou expresi v tenkém 1 tlustém
stfevé. Dale je exprimovana V mnoha jinych tkanich, naptiklad v nadledvinach ¢&i jatrech.
AKR1B10 ma 71% shodu v aminokyselinové sekvenci s AKR1B1. Zvysenou expresi tohoto
enzymu je mozné pozorovat u nadori plic, prsu, jater, prostaty a u hepatocelularnich tumort.
Reguluje syntézu mastnych kyselin a metabolismus lipidi, a tim podporuje tvorbu a rozvoj
nador. AKRIB10 napomahd v rakovinnych bunkach redukci toxickych karbonylovych
sloucenin, které jsou produkovany nadory. Tim napomaha proliferaci a ristu nadoru. Blokuje
pfeménu retinalu na kyselinu retinovou, jelikoz pomaha pfeméné all-trans-retinalu na retinol.
SniZzené mnozstvi kyseliny retinové zptsobuje nizsi schopnost bunék se diferencovat, a tim
urychluje rozvoj nadoru. AKR1B10 pieménuje volné karbonylové slouceniny. Dal$imi
substraty pro tento enzym jsou daunorubicin a dolasetron. Nadmérna exprese AKR1B10 byla
zaznamenana u kufakd, kdy se AKR1B10 podili na metabolismu latek s aldehydickou skupinou
(akrolein, krotonaldehyd) v cigaretovém kouti. (Wang a kol. 2010, Zhong a kol. 2011)
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1.3.1.4 Hydroxysteroiddehydrogenasa AKR1C3

Jedné se 0 monomerni NADPH-dependentni oxidoreduktasu, kterd katalyzuje alifatické a
aromatické aldehydy a ketony na primarni ¢i sekundarni alkoholy. AKRI1C3 se fadi mezi
nejaktivnéjsi reduktasy v metabolismu anthracyklinl, to vSak mize vést k jejich snizené
ucinnosti. (Bains a kol. 2010; Bains a kol. 2013)

Exprese tohoto enzymu byla dokdzana v jatrech, v mlécné zlaze, v nadledvinach, v mozku,
VvV tenkém a tlustém stfevé nebo ve slezing. U zen byl AKR1C3 exprimovan v prsni zlaze a
ve Zlutém télisku a u muzi v prostaté a Leydigovych buiikach (Khanna a kol. 1995). V jatrech
se AKRI1C3 podili na metabolismu a syntéze steroidnich hormonu (Zeng a kol. 2017).
Endogennimi substraty pro tento enzym jsou androgeny a estrogeny. Katalyzuji naptiklad
transformaci  androstendionu na  testosteron nebo také redukci progesteronu
na hydroxyprogesteron. Vyznamné se podili 1 na metabolismu jinych xenobiotik napt. oracin,
dolasetron, naloxon. (Matsunaga a kol. 2006)

Tento enzym se také nazyva prostaglandin-F-synthasa, kterd katalyzuje tvorbu
prostaglandinu F2a a napomaha proliferaci myeloblasti a myelocytd. Pii onemocnéni AML a
ALL je AKR1C3 nadmérné exprimovana v leukemickych bunkéch. Inhibici exprese AKR1A3
1ze zabranit proliferaci lidské myeloidni leukémii. (Birtwhistle a kol. 2009)

Zvysena exprese AKRIC3 byla zaznamenana také u rakoviny prostaty a rakoviny prsu

(Penning 2015).

1.3.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkymi retézci

Jednda se o NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy se strukturou dimeru nebo
homotetrameru. SDR jsou nejrozsahlejsi skupinou enzymut. Zahrnuji Sirokou Skalu
eukaryotickych a prokaryotickych enzymut vyskytujici se jako cytosolické nebo membranove
vazané proteiny. Hraji vyznamnou roli v metabolismu lipidi, steroidnich hormont, sacharidd,
aminokyselin, hormont, kofaktori a xenobiotik (warfarin, daunorubicin, doxorubicin).
Vypsana xenobiotika podléhaji pomoci SDR biotransformaci.

U lidi klasifikujeme 48 rodin, které se déli do Sesti rtiznych typi podle typu primarni
struktury:

classical — klasicky (C)

extended — prodlouzeny (E)

intermediate — stfedn¢ pokro¢ily (1)

divergent — divergentni (D)
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e complex — komplexni (X)
e atypical — atypicky (A)

Sekundarni struktura se skldda z centralniho B-skladaného listu, ktery je obklopeny tiemi
nebo ¢tyfmi o helixy. Jedna se o Rossmanniv zahyb a nachézi se na N-konci vazebné domény.
V tomto vazebném misté, které ma charakteristické specifické sekvence podle vyse uvedenych
typl, se vaze kofaktor. Substrat se vaze na vazebné misto na C-konci a je tvofeno tetradou
aminokyselin — serin, tyrosin, asparagin a lysin. (Hoffmann & Maser 2007)

Nejvyznamnéjsi rodina se nazyva karbonylreduktasa 1 a zna¢i se SDR21C1. Dalsi rodinou
je karbonylreduktasa 3 (SDR21C2) a ma vyssi substratovou aktivitu nez SDR21C1 (Hoffmann
& Maser 2007).

1.3.2.1 Karbonylreduktasa CBR1

Jedna se piedevsim o NAD(P)H-dependentni enzym vyskytujici se v cytosolu. Exprimuje
se ve vSech tkdnich a ve zvySené mife V jatrech, ledvindch, placenté¢ a CNS. Chrani
pted degradaci mozku vyvolanou oxida¢nim stresem tim, Ze odstranuje z téla slouceniny
obsahujici aldehydovou skupinu. V souvislosti s ochranou proti ROS ma inhibice CBR1 vliv
na zvySeni radiosenzitivity nadorovych bun¢k (karcinom hlavy a krku). Katalyzuje o-chinony
(odvozené od polycyklickych aromatickych uhlovodikl), které se podileji na znecisténi
zivotniho prostiedi a p-chinony. Jedna se o endogenni chinony, mezi které spada vitamin K3
(menadion) nebo antioxidant vitamin E (tokoferolchinon). CBR1 dale katalyzuje redukci
anthracyklini, warfarin a haloperidol. Zatimco ve zvy$eném mnozstvi CBR1 v nadorovych
buiikach snizuje proliferaci a rist nadoru, ve snizeném mnozstvi je spojovan s podporou rastu
nadoru. ZvySena hladina CBR1 se nachazi u nadorovych bun¢k karcinomu plic, tlustého stieva,
zatimco snizena hladina CBR1 se vyskytuje u rakovin vaje¢nikd, délozniho hrdla. (Persson &
Kallberg 2013)

Karbonylredukujici enzym CBR1se fadi mezi anthracyklinreduktasy a vyznamné se podili
na rezistenci nadorovych bunék vuc¢i anthracyklinim. Je jednim =z faktord pro vznik
kardiotoxicity zptisobenou anthracykliny. ZvySena exprese CBR1 ovliviluje snizeni
cytotoxického pisobeni DAUN pii akutni myeloidni leukémii. Také je zodpovédny
za rezistenci gastrointestinalnich nadorovych bunék proti doxorubicinu. (Oppermann a kol.

2003, Varatharajana a kol. 2012)
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1.4 Inhibice karbonyl redukujicich enzymii

Kvili nezadouci tvorbé¢ toxického metabolitu redukci daunorubicinu katalyzované CRE, je
Z klinického hlediska dulezité se zaméfit na inhibici téchto enzymu. Inhibitory umoziuji
poskytnout informace o struktufe enzymu, o umisténi aktivniho mista, a tim hraji diilezitou roli
v diagnostice. Inhibitory by mély vykazovat specificnost k danému enzymu. Specificita
inhibitor vychazi z pfitomnosti kapes, které jsou identifikovany krystalickou strukturou
enzymu. (Byrns a kol. 2011, Penning a kol. 2006)

Enzym AKRI1BI1, ktery zplsobuje naptiklad diabetické komplikace, miize byt inhibovan
sorbinilem, epalrestatem, tolrestatem (Penning 2015). Enzym AKR1B10, ktery je exprimovany
u mnoha typt rakovin, je inhibovan oleanolovou kyselinou (Takemura a kol. 2011).

Latkami inhibujici enzym AKR1C3 mohou byt nesteroidni protizanétliva 1é€iva (NSAID),
flavonoidy, cyklopentany, kyselina benzoova, kyselina skoficovd, steroidni hormondlni
analogy. Nevyhoda u téchto latek spoc¢iva v tom, Ze se jedné o karboxylové kyseliny, které musi
ke svému transportu do bunék vyuzivat nosice. (Byrns a kol. 2011, Zeng a kol. 2017)

Inhibice se d¢€li na reversibilni a ireversibilni. Pokud je inhibitor na enzym navéazéan pevnou
kovalentni vazbou, nelze jej odstranit a jednd se o ireverzibilni inhibici. Pfi reverzibilni inhibici
Ize inhibitor z molekuly enzymu odstranit a nedochazi k trvalé zméné. Existuji tfi typy

reverzibilni inhibice enzymu: kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. (Mcllwain 1986)

1.4.1 Inhibice kompetitivni

Inhibitor je chemickou strukturou podobny substratu, a tudiz dochazi k soutézi o vazebné
misto enzymu. Vazba kompetitivniho inhibitoru a vazba substratu jsou vzajemné se vylucujici
déje. Inhibitor se vaze pouze na volny enzym. Kviili navdzanému inhibitoru se funkce enzymu
blokuje. Vysledna inhibice je podminéna afinit¢ inhibitoru a substratu k enzymu a také zavisi
na koncentraci substratu. Kompetitivni inhibici lze ptekonat pii vysSich koncentracich
substratu. Vysokou koncentraci substratu lze vytésnit inhibitor z vazby na enzym. Tudiz
zménou koncentrace substratu 1ze korigovat ucinek inhibitoru. Toto bude mit vliv na u¢innost
lé¢iv. Kompetitivni inhibitor zvysi hodnotu Michaelisovy konstanty (Km) beze zmény hodnoty
maximalni rychlosti (Vmax). Na Obrazku 6 jsou znazornény mozné vzajemné se vylucujici
vazebné udalosti mezi substratem (S) a inhibitorem (I). a) S soutézi s 1 o stejnou oblast

aktivniho mista, b) I se nevaze na aktivni misto, ale stericky brani vazbé S, ¢) vazebna mista
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S alse prekryvaji, d) S a I sdileji spole¢nou vazebnou kapsu na enzymu, e) vazba I (S) mize

vést ke konformacni zméné, ktera brani vazbé S (). (Strelow a kol. 2012)
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Obrazek 6 Ptiklady kompetitivni inhibice (upraveno dle Strelow a kol. 2012)

1.4.2 Inhibice nekompetitivni

U nekompetitivni inhibice ma inhibitor jinou chemickou strukturu neZ substrat, a tudiz
nesoutézi 0 aktivni misto enzymu. Nekompetitivni inhibitor se vaze bud’ na volny enzym nebo
na komplex enzym-substrat. Inhibitor se navaze na odlisné misto, nez je aktivni misto obsazené
substratem. Tato vazba zplsobi allosterickou zménu konformace enzymu a substrat se
nepfeméni na produkt. Na rozdil od kompetitivniho inhibitoru nekompetitivni inhibitor snizi
hodnotu Vmax, ale neovlivni hodnotu Km. Za urc€itych okolnosti nemusi mit slouc¢enina stejnou
afinitu jak pro volny enzym, tak pro komplex enzym-substrat. Tato smés kompetitivnich a
nekompetitivnich fenotypi se nazyva smisena inhibice. Na Obrazku 7 jsou znazornény piiklady
nekompetitivni inhibice, kde k vazbé inhibitoru (I) dochazi v odlisném misté¢ od vazebného
mista substratu (S) a katalytického centra (c) aktivniho centra; a) Vazba S indukuje
konformacéni zménu zarovnani ¢ blizko S pro katalyzu. Pokud se vSak I navaze na samostatné
misto, konformacni zména nenastane a aktivita enzymu je inhibovéna. b) I stericky brani vazbé

a uvolnéni S. Av§ak muze byt piipad, Ze se I a S navazou soucasné. (Strelow a kol. 2012)
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Obrazek 7 Ptiklady nekompetitivni inhibice (upraveno dle Strelow a kol. 2012)

1.4.3 Inhibice akompetitivni

Nekompetitivni inhibitor se vyhradné¢ vaze na komplex enzym-substrat, ¢imz vznika
neaktivni komplex enzym-substrat-inhibitor. Po vzniku tohoto komplexu se jak hodnota Vmax,
tak hodnota K snizi. Vazbou inhibitoru dojde ke konformaci enzymu a je pteruSena schopnost
enzymu pieménovat substrat, a tudiz nedojde ke vzniku produktu. Tim Ze inhibitor sniZuje
aktivitu enzymu, dochazi ke zvySeni lokalni koncentrace substratu. Bez mechanismu
Kk odstranéni nahromadéného substratu se ucinnost nekompetitivniho inhibitoru zvysuje.
Na Obrazku 8 je zobrazena vazba inhibitoru, ktery se vaze pouze v ptitomnosti substratu.

(Strelow a kol. 2012)
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Obrazek 8 Priklad akompetitivni inhibice (upraveno dle Strelow a kol. 2012)
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1.5 Brutonova thyrosinkinasa

Jedna se o tyrosinové kinasy, které jsou exprimovany v B-lymfocytech, krevnich desti¢kach
a myeloidnich bunkach. Nizké nebo nedetekovatelné hladiny Brutonovych tyrosin kinas (BTK)
jsou v T-lymfocytech a plazmatickych bunikach. BTK se ti¢astni proliferace a diferenciace B-
lymfocytli a vrozené iziskané imunitni odpoveédi. Umoznuje signalizaci B-celularnich
receptortt (BCR) a jinych receptorti na povrchu malignich ¢i zdravich bunék. V granulocytech
a monocytech obstaravaji fagocytézu a produkci cytokini a dalsi prozanétlivé bunky.
Receptory, které mohou aktivovat BTK, zahrnuji antigenni receptory, zejména receptor BCR,
poté receptory pro rustové hormony a cytokiny, receptory spjaté s G proteinem (integriny a
chemokiny). Po aktivaci BTK se rozb¢hnou signalni kaskady, a tim dochazi k proliferaci
a diferenciaci B-lymfocytd. V nepfitomnosti BTK je signalizace BCR nedostatecna
k proliferaci a diferenciaci B-lymfocyti. Toto vede ke zménénému vyvoji B-lymfocyti a
k defektim ve funk¢nich odpovédich. Pfi nadmérné aktivaci BTK dochazi k rozvoji
autoimunitnich chorob. Vzniklé autoimunitni choroby jsou reverzibilni pfi podani BTK
inhibitordi. Inhibitory BTK indikuji autoimunitni choroby a malignity B-lymfocyt. Prvni
schvaleny BTK inhibitor je ibrutinib. Byly vytvofeny BTK inhibitory druhé generace, které
maji vy$si cilovou selektivitu, mezi né patfi akalabrutinib, zanubrutinib, evobrutinib a

tirabrutinib. (Burger 2019)

1.5.1 Tirabrutinib

Tirabrutinib (TIR) je novy vysoce selektivni kovalentni inhibitor BTK, ktery je podavany
peroralng. Jedna se o BTK inhibitor druhé generace. Strukturni vzorec TIR je na Obrazku 9.
TIR se vaze na BTK v B buikach, ¢imz brani signalizaci a rozvoji B lymfocyti. TIR je
selektivnéjsi nez ibrutinib a vyuziva se hlavné pfi lécbé chronické lymfoblastické leukémie

(CLL). (Goldmann a kol. 2019)
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Obrazek 9 Strukturni vzorec tirabrutinibu (PubChem)
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2 Cil prace

Cilem prace bylo zjistit u¢inek inhibitoru BTK tirabrutinibu na vybrané enzymy z nadrodiny

AKR a SDR, kter¢ se podileji na metabolismu daunorubicinu.
Jednotlivé dilci cile zahrnovaly:
e Zékladni screening vybranych enzymi - AKR1Al, AKR1B1, AKR1B10,
AKRI1C3, CBR1, zahrnujici inhibi¢ni aktivitu TIR na jednotlivé enzymy.

e Stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace (ICso) pro nejvice inhibované enzymy.

e Urceni inhibi¢ni konstanty (Kj) a typu inhibice u nejvice inhibovaného enzymu.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie
e Acetonitril (VWR, USA)
e Daunorubicin (Selleckchem, Velka Britanie)
e Destilovana voda
e Enzym
o AKRI1C3 (1,5 mg/ml)
o AKR1B10 (1,5 mg/ml)
o AKRI1B1 (1,5 mg/ml)
o AKR1A1 (0,494 mg/ml)
o CBR1 (1,74 mg/ml)
e Kyselina mravendi (85-87%, Lachema, Ceska Republika)
e Methanol (VWR, USA)
e Regeneracni systém
o NADP* (Roche, Svycarsko)
o Glc-6-P (Roche, Svycarsko)
o 0,1 mol/l sodno-fosfatovy pufr (NaPB)
o 0,1 mol/l MgCl>
o Glc-6-P-dehydrogenasa (Roche, Svycarsko)
e Tirabrutinib (MedChemExpress, USA)

3.1.2 Pomitcky a pristrojové vybaveni
e analytické vahy (Sartorius, Némecko)
e automatické pipety se Spickami (Biohit, Finsko)
e filtr s membranou (0,2 um PTFE, Whatman, Velka Britanie)
e mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
e sterilni injek¢ni stiikacka a sterilni jehla do injekcni stiikacky (Terumo,
Japonsko)

e vialky s inzerty, septy a vicky na vialky (Agilent, USA)
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e kadinky, led a nadoba na led, 1zicka, stojan na zkumavky, stopky, rukavice

e kolona (Agilent, ZorbaxEclipse Plus C18, RRHD 2,1x50 mm i.d., 1,8 pum)
opatiena fritou pro 1290 Inline Filter, 0,3 um (Agilent, USA)

o trepacka (Vortex Genius 3, IKA, Némecko)

e centrifuga (Mini Spin plus, Eppendorf, Némecko)

e termostat (Thermomixercompact, Eppendorf. Némecko)

e ultrazvuk (Ultrasoniccleaner 120T, GT Sonic, Cina)

Kapalinovy chromatograf pro UHPLC (Agilent 1290 Series, Agilent Technologies,
USA)

e autosampler (1260 Vialsampler)

e pumpa (1260 Flexible Pump)

e fluorescenéni detektor (1260 FLD)

e UV detektor (1260 VWD)

e diodové pole (DAD)

Kapalinovy chromatograf pro UHPLC (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies,
USA)

e autosampler (1290 Sampler)

e termostat kolony (1290 TCC)

e pumpa (1290 Bin Pump VL)

e fluorescencni detektor (1260 FLD)

e diodové pole (1260 DAD)

3.2 Priprava roztoki

Pfiprava enzymu

Enzymy byly piipraveny na Katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové. K rekombinantni expresi byl pouzity systém E. coli, kmen BL21(DE3). Purifikované
enzymy byly rozpustény ve smési 20% glycerolu a draselno-fosfatovém pufru (KPB) a byly
uchovavany pii -80 °C. Timto zptisobem byly pfipraveny vSechny rekombinantni lidské CRE

(AKR1Al, AKR1B1, AKR1B10, AKR1A3 a CBR1).
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Pfiprava substratu

Substrat byl pfipraven rozpusténim 14 mg daunorubicin hydrochloridu (M = 563,98 g/mol)
v 5 ml destilované vody. Vysledna koncentrace byla 5 mmol/l. Roztok substratu byl uchovavan

Vv lednici a pted inkubaci vlozen na 4 minuty do ultrazvuku.

Piiprava inhibitoru

Zasobni roztok o koncentraci 10 mmol/l byl piipraven rozpusténim 5 mg TIR v 1,1 ml
DMSO. Zéasobni roztok byl uchovéavan pii -80 °C maximaln¢ po dobu 6 meésict, piipadné
pii -20 °C, maximalné po dobu 1 mésice. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny pracovni

roztoky o pozadovanych koncentracich fedénim v DMSO.

Pfiprava regeneraéniho systému

Slozeni regenera¢niho systému pro 1 reakei viz Tabulka 1. Navazka NADP™ a Glc-6-P byla
rozpusténa v 0,1mol/l sodno-fosfatovém pufru (NaPB). Po dikladném promichani byl pfidan
0,1mol/l MgCl2 a smés byla opét zvortexovana. Smés byla piipravena vzdy Cerstva dle poctu
reakci. Tésné pied pipetovanim regeneraéniho systému do in vitro reakci byla k smési pfidana

Glc-6-P-dehydrogenasa a roztok byl opét promichan.

Tabulka 1 SloZeni regenera¢niho systému pro 1 reakci

NADP 0,2 mg
Glc-6-P 0,6 mg
NaPB 10 pl
MgCl; 10 pl

Glc-6-P-dehydrogenasa 0,5 pl

Pfiprava mobilni faze

Mobilni faze byla smési 0,1% kyseliny mravenc¢i smichané s acetonitrilem v pomeéru 74:26.
Do odmérného valce byl naméfen acetonitril v mnozstvi 260 ml a druhy odmérny valec byl
naplnén 740 ml ultradisté¢ destilované vody. Oba odmérné valce byly slity do nadoby a byla
pridana kyselina mravenc¢i o objemu 740 pl. Pfipravend mobilni faze byla ptefiltrovana pies

0,45 pm nylonovou membranu za pouziti vakuové pumpy a filtracni aparatury Supelco.
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3.3 Invitro inkubace

Do tadné oznacenych mikrozkumavek byl dle Tabulky 2 pipetovan nejprve NaPB, pak
inhibitor, respektive DMSO, regeneracni systém a na zavér enzym. Po fadném promichani
reakéni smési, byly zkumavky ponechany 10 minut v termostatu pii 37 °C a 300 rpm (tzv.
preinkubace). Za zachovani téchto podminek byla nasledné enzymatickd reakce spusténa
piidavkem 10 pl substratu. Pifesn¢ po 30 minutach byla reakce ukoncena ptidavkem 300 pl
methanolu, promichanim a uloZenim mikrozkumavky na led. Po ukonceni vSech reakci byly
mikrozkumavky piesunuty na -20 °C, kde probihala po dobu 30 minut precipitace. Nasledné
byly vzorky centrifugovany (9050 x g, 10 min). Supernatant byl piefiltrovan pies 0,2 um PTFE
membranu piimo do insertll chromatografickych vialek. Takto pfipravené vzorky byly potom

analyzovany metodou UHPLC s fluorescencni detekei.

Tabulka 2 Slozeni reakéni smési pro in vitro inkubaci

NaPB(ul) Enzym Regenera¢ni Inhibitor Substrat Pocet

(ul) systém (ul) () (ul) reakci
Neinhibovana reakce 60 10 20 0 10 3
Kontrola DMSO 58 10 20 2 10 3
(DMSO)

Inhibitor o koncentraci 58 10 20 2 10 3
10 pmol/l

Inhibitor o koncentraci 58 10 20 2 10 3
50 pmol/l

Kontrola bez enzymu 70 0 20 0 10 2
Kontrola bez substratu 60 10 20 0 0 2
Celkem 16

3.3.1 Zakladni screening

Zakladni screening probihal obdobnym zptsobem jako inkubace popsana v podkapitole 2.3.
Inhibitor byl pouzit pro celé spektrum enzymi ve dvou koncentracich; 50 pmol/l a 10 umol/l.
Koncentrace inhibitoru byly piipraveny ze zasobniho roztoku o koncentraci 10 mmol/l. Nejprve

bylo ze zasobniho roztoku odpipetovano 5,5 ul a doplnéno 16,5 ul DMSO, tim byla ziskana
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koncentrace inhibitoru 2500 umol/l, a to po pfidavku do reakce znamenalo vyslednou
koncentraci inhibitoru 50 umol/l. Pro ziskani koncentrace 10 umol/l1 v reakci, se odpipetovalo
ze zasobniho roztoku 2 pl, které byly doplnény 38 ul DMSO.

Zakladni screening slouzil k vyselektovani enzymu, které byly nejvice inhibovany
tirabrutinibem.

Inhibitor je rozpustén v DMSO, ktery ma sam o sobé inhibi¢ni u¢inek na enzym. Aby byl
tedy odliseny uc¢inek inhibitoru od Géinku rozpoustédla, ve kterém je inhibitor rozpustény,
pouziva se v experimentu tzv. DMSO kontrola. K ni se vztahuje 100% aktivita enzymu
pti vyhodnocovani vysledkt. Kontrola bez enzymu slouzi k ovéieni stability substratu.
Ve vysledcich se ocekava viditelny pik substratu bez piku produktu. U kontroly bez substratu
se predpoklada nepfitomnost piku jak substratu, tak produktu. Tato kontrola muize slouzit

k ovéreni kontaminace.

3.3.2 Stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace

Pro stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace byly ptipraveny pracovni roztoky inhibitoru o
koncentracich 5 pmol/l, 25 umol/l, 50 pmol/l, 250 pmol/l, 500 umol/l, 2 500 umol/l,
5 000 umol/l. Z pracovnich roztokd byly odpipetovany 2 ul a vysledna koncentrace inhibitoru
v reak¢éni smési (100 ul) byla tedy 0,1 umol/l, 0,5 pumol/l, 1 umol/l, 5 umol/l, 10 umol/l,
50 umol/l, 100 umol/I. Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zasobniho roztoku o koncentraci

10 mmol/l a doplnény DMSO.

3.3.3 Stanoveni inhibi¢ni konstanty a urceni typu inhibice

Pro stanoveni hodnoty Ki byly ménény koncentrace inhibitoru i substratu.
Z ptipravenych pracovnich roztokli inhibitori o koncentracich 125 pmol/l, 250 pmol/l,
500 pmol/l byly odpipetovany do reakéni smési (100 pl) 2 pl. Vysledna koncentrace inhibitoru
Vv reakéni smési byla tedy 2,5 umol/l, 5 pmol/l, 10 umol/l. Dale byly pfipraveny pracovni
roztoky substrdtu o koncentracich 200 pmol/l, 400 umol/l, 600 umol/l, 800 pmol/l,
1 000 umol/l, 2 000 umol/l. Z téchto pracovnich roztoki bylo do reakéni smési odpipetovano
10 pl. Kone¢na koncentrace substratu byla 2 mmol/l, 4 mmol/l, 6 mmol/l, 8mmol/l, 10 mmol/l,
20 mmol/l.
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3.4 UHPLC analyza

Vyhodnoceni reakci probihalo méfenim mnozstvi vzniklého produktu metodou UHPLC

s fluorescenéni detekci (parametry viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Parametry méfeni UHPLC analyzy

slozeni mobilni faze  0,1% kyselina mravenci/acetonitril (74:26)
kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (RRHD; 2,1 x 50 mm; 1,8 pm)
eluce izokraticka

prutok mobilni faze 0,7 ml/min

nastiik vzorku S5ul
Cas analyzy 5 min
detektor fluorescencni (FLDA)

excitaéni A 480 nm

emisni A 560 nm

Vysledky byly vyhodnocené v programu OpenLAB automatickou integraci dle
prednastavenych parametri uvedenych v Tabulce 4. Po provedeném méfeni bylo zapotiebi
zkontrolovat automaticky ptrednastavené piky daunorubicinolu podle jeho reten¢niho Casu.
Pokud doslo k posunu, bylo potieba piky integrovat ru¢né. MnoZstvi daunorubicinolu ve
vzorcich bylo kvantifikovano metodou kalibraéni p¥imky (R2 > 0,999). Kalibra¢ni ptimka byla
8-bodova v rozsahu 0,5-50 pg/ml. S kazdou analyzou byly spustény dvé kontroly kvality (na
vysoké a nizké hlading).

Tabulka 4 Parametry automatické integrace na HPLC

citlivost na sklon kiivky 0,001

Sitka piku 0,001
plocha zamitnuti 0,250

vyska zamitnuti 0,050
identifikace daunorubicinolu

ocekavany retencni ¢as 1,073 min
relativni reten¢ni okno 20 %

shoda piku nejblizsi pik
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Metodou UHPLC analyzy bylo ziskano mnozstvi metabolitu daunorubicinolu ve vzorku
na 5 pl nastiku vzorku. Z této hodnoty se dale vypocitala specifickd aktivita enzymu, ktera

byla vypoc¢tena pomoci vzorce v programu Microsoft Excel.

m=+* K 1000
txcx*Mr

a — specificka aktivita (hnmol/mg/min)

m — mnozstvi daunorubicinolu na nasttik (ng)

K — koeficient zfedéni (podil nésttiku a celého objemu vzorku; 400 ul/5 pl = 80)
t — ¢as inkubace (30 minut)

¢ — mnozstvi enzymu na jednu reakci (ug)

Mr — molarni hmotnost daunorubicinolu (529,54 g/mol)

Grafické vyhodnoceni specifické aktivity vybranych enzym, ICso, inhibi¢ni konstanty Ki,

typu inhibice bylo provedeno v programu GraphPadPrism (verze 9.3.1).
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Obrazek 10 Zaznam chromatogramu, vzorek z in vitro inkubace (DMSO kontrola), zobrazen
pik daunorubicinu (Rt = 1,964 min.) a daunorubicinolu (Rt = 1,184 min), podminky analyzy
viz Tabulka 2
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DMSO 1| FLD1AEx=480, Em=560 Tir101| FLD1AEx=480, Em=560 TirS0 1| FLD1AEx=480, Em=560

odezva piistroje

retencni cas (min)

Obrazek 11 Zaznam chromatografické analyzy; pik A kontrola DMSO, pik B koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, pik C koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 umol/l,
podminky analyzy viz Tabulka 2
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4 Vysledky a diskuze

Az 90 % umrti pacientt s rakovinou je spojenych s Iékovou rezistenci, tedy se schopnosti
nadorovych bunék odolavat cytotoxickym ucinkiim anthracyklinovych antibiotik. Jak uz
nékolik studii naznacilo, U mnoha typti nddorovych onemocnéni byla pozorovana vyssi exprese
karbonylredukujicich enzymut (napiiklad zvySena exprese AKRIB1 u karcinomu prsu,
kolorektalniho a hepatocelularniho karcinomu; AKR1B10 u nadori plic, prsu, jater a prostaty;
AKRIC3 u rakoviny prostaty a rakoviny prsu; CBR1 u naddorovych bun¢k karcinomu plic a
tlustého stieva). Antracyklinreduktasy jsou ¢asto ve vétsi mife exprimovany u pacientll se
Spatnou prognézou nebo s pokrocilym stadiem rakoviny (Matsunaga a kol. 2012). CRE
katalyzuji redukci anthracyklinii (daunorubicin, doxorubicin) na jejich sekundarni alkoholy
(daunorubicinol, doxorubicinol). Tyto alkoholy se pravdépodobné dale podileji také na vzniku
kardiotoxicity, coz je dal§Sim nezddoucim uc¢inkem pouzivani anthracyklind. Lékova rezistence
snizuje terapeuticky ucinek a spole¢né s kardiotoxicitou muze omezit vyuzivani anthracyklint
Vv klinické praxi. (Shen a kol. 2011, Zhang a kol. 2016)

Proto je téma moznosti inhibice vySe zminovanych enzymi velice aktualni. U téchto
enzymu byl jiz sledovan vliv jinych inhibitord, mezi né naptiklad patii olaparib (Tavares a kol.
2020), buparlisib (Bikiim a kol. 2019), acalabrutinib, ibrutinib (Morell a kol. 2020),
evobrutinib (Zenkerova 2021) a dalsi.

V této diplomové praci se pracovalo s inhibitorem BTK tirabrutinibem a zjistoval se jeho
u¢inek na CRE z nadrodiny AKR (1C3, 1A1, 1B1, 1B10) a z nadrodiny SDR (CBR1). Jedna
se 0 vysoce selektivni inhibitor BTK, ktery se vdze na BTK v B buiikach. Vyuziva se hlavné

pfti lé¢be (CLL). (Goldmann a kol. 2019)

4.1 Zakladni screening

Pii zékladnim screeningu byla testovana inhibi¢ni aktivita TIR pro vSechny zminéné
enzymy. Probihala dvé na sobé nezavisld méfeni pro kazdy enzym. Méefeni probihala
v triplikatech. Je zadouci, aby testovany inhibitor vykazoval vysokou inhibicni aktivitu alespon
vuci jednomu z testovanych enzymu. Samoziejme, pokud by vykazoval inhibi¢ni aktivitu viici
vicerym ztestovanych enzymi, bylo by to pro uplatnéni v praxi jes$t€¢ vyhodnéjsi.
Z dosavadnich zkuSenosti pracovisté je ale zfejmé, ze inhibitory vykazuji vyznamnou aktivitu
vétSinou jenom vuci jednomu, maximalné dvéma enzymim soucasn¢. NejCastéji se jedna o
enzymy AKR1C3 a AKR1B10. (Biikiim a kol. 2021, Morell a kol 2020, Tavares a kol. 2020,
Zenkerova 2021)
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V této praci byl vyznamny vliv inhibice TIR pozorovan pouze u enzymu AKRI1CS,
viz Obrazek 12. Pti koncentraci TIR 10 pumol/l byl enzym inhibovan ze 73,2 % a pti koncentraci
50 umol/1 z 90,25 %. Jedna se o pramérné hodnoty. Jak je z Obrazka 13—16 ziejmé, vliv TIR
na ostatni enzymy nebyl vyznamny, inhibice probihala minimaln¢, anebo neprobihala vibec, a

proto se déle s témito enzymy V dal$ich krocich nepokracovalo.
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Obrazek 12 Vliv tirabrutinibu na aktivitu enzymu AKR1C3

NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s dimethylsulfoxidem, Tirl0 — koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, Tir50 — koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 umol/l,

% znaci inhibici reakce, n =3
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Obrazek 13 Vliv tirabrutinibu na aktivitu enzymu AKR1B1

NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s dimethylsulfoxidem, Tirl0 — koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, Tir50 — koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 umol/I

% znadi inhibici reakce, n =3
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Obrazek 14 Vliv tirabrutinibu na aktivitu enzymu AKR1B10

NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s dimethylsulfoxidem, Tirl0 — koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, Tir50 — koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 pmol/I,

% znaci inhibici reakce, n =3
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Obrazek 15 Vliv tirabrutinibu na aktivitu enzymu AKR1A1

NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s dimethylsulfoxidem, Tir10 — koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, Tir50 — koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 umol/I,

% znaci inhibici reakce, n = 3
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Obrazek 16 Vliv tirabrutinibu na aktivitu enzymu CBR1

NI — neinhibovana reakce, DMSO — kontrola s dimethylsulfoxidem, Tirl0 — koncentrace
tirabrutinibu v reakci — 10 umol/l, Tir50 — koncentrace tirabrutinibu v reakci — 50 pmol/I

% znaci inhibici reakce, n =3
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Celkové shrnuti primérnych inhibi¢nich aktivit TIR a pramérnych specifickych aktivit

enzymil je znazornéno v Tabulce 4. Inhibi¢ni aktivita TIR byla srovnavana s DMSO kontrolou.

Ta reprezentuje standardni hodnotu s nulovou aktivitou inhibitoru, a proto se vyuziva jako

porovnavaci hodnota pro vzorky s inhibitory.

Tabulka 5 Pramérné hodnoty specifické aktivity enzymu a primérné hodnoty
inhibi¢ni aktivity tirabrutinibu

koncentrace TIR

specificka aktivita

specificka aktivita

inhibi¢ni aktivita

(umol/1) enzymu enzymu (%) TIR (%)
(nmol/mg/min)

AKR1C3

0 187,8+2,9 100 0

10 50,1+1,4 26,8+0,8 73,2+0,8

50 20,0+0,3 9,8+0,9 90,3+0,9

AKR1B1

0 13,1+0,2 100 0

10 13,4+0,6 0 0

50 12,9 +0,2 99,2+8,7 0,8+8,7

AKR1B10

0 70,0+1,2 100 0

10 67,8+ 1,5 98,4 +4,7 1,6 +4,7

50 578+1,2 85,0 2,7 15,0+2,7

AKR1A1

0 310,9+ 10,4 100 0

10 309,0+11,0 99,7 +£3,7 03+3,7

50 309,3 £ 8,1 99,6 £2,9 04+29

CBR1

0 3412,4 £26,4 100 0

10 34059+ 114,2 93,9+5,0 6,1+5,0

50 3639,3 + 188,2 99,5+2,0 05+2,0

Zvysend exprese AKRIC3 souvisi s agresivitou riznych onemocnéni, jak hormonalné

dependentnich, tak hormonaln¢ independentnich karcinomi, jako naptiklad karcinomu prsu a

prostaty. Vyznamnou roli hraje AKR1C3 1 u rakovin krve, plic, délohy, mozku a ledvin. Dale

je AKR1C3 vysoce exprimovan pii AML. (Birtwistle a kol. 2009, Hofman a kol. 2014, Zeng a

kol. 2017)

V porovnani s ostatnimi inhibitory byla inhibi¢ni aktivita TIR vii¢i AKR1C3 vyraznéjsi.

Naptiklad buparlisib inhiboval pti koncentraci 10 umol/l z 48,7 % a pfi koncentraci 50 umol/l
inhiboval z 80,6 % (Biikiim a kol. 2019). Velmi podobnou inhibi¢ni aktivitu jako TIR vykazuje

olaparib, ktery pti koncentraci 10 umol/l inhibuje AKR1C3 ze 76,0 % a pii 50 umol/I inhibuje

z91,4 % (Tavares a kol. 2020). Ve srovnani s ostatnimi BTK inhibitory (acalabrutinib a
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ibrutinib) ma TIR niz§i inhibi¢ni aktivitu. Acalabrutinib inhiboval enzym AKRI1C3
pti koncentraci 10 umol/l a 50 pmol/l z 89,6 % a 96,3 %. Ibrutinib mé&l inhibi¢ni aktivitu pfi
10 umol/l a 50 pmol/l 92,2 % a 96,4 % (Morell a kol. 2020). Dal§im inhibitorem BTK
je evobrutinib, ktery mél inhibi¢ni aktivitu také lepsi nez TIR, ale lehce niZs$i nez zbylé dva
BTK inhibitory. Pti koncentraci 10 pmol/l byla inhibice 82,66 % a pti koncentraci 50 umol/l
byla inhibi¢ni aktivita 93,56 % (Zenkerova 2021).

4.2 Stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace

Z celkového mnozstvi péti testovanych CRE, vykazoval TIR vyraznou inhibi¢ni aktivitu
pouze vici AKRIC3. Proto byly dalsi experimenty provadény jenom s timto enzymem.
V dal$im kroku byla stanovena hodnota ICso. Hodnota I1Cso urcuje koncentraci inhibitoru, ktery
inhibuje reakci z 50 %, tedy dojde k poklesu aktivity enzymu na polovinu. Je podstatné, aby
pro jeho vyssi uéinnost. Je dualezité, aby se pfi podani inhibitoru nesnizila koncentrace pod
hodnotu ICsp, jelikoz je tento inhibitor v prubéhu ¢asu odbouravan. Pro ziskani hodnoty ICso
byly vysledné koncentrace inhibitoru v reakéni smési (100 ul) nasledovné 0,1 pmol/l,
0,5 pmol/l, 1 pmol/l, 5 umol/l, 10 pmol/1, 50 umol/l, 100 umol/l. Méfeni ICso probihalo stejnou
metodou inkubace a pomoci UHPLC jako pti zdkladnim screeningu. Pro nejlepsi vysledky byl
experiment pro ureni hodnoty ICso proveden tiikrat v triplikatu.

V prvnim experimentu vysla hodnota ICsp 4,406 pmol/l, 95% konfidencni interval
4,084 — 4,753 pmol/l.

V druhém experimentu byla hodnota ICso 3,035 pmol/l a 2,695 — 3,418 umol/1.

V poslednim experimentu byly hodnoty ICso velmi podobné, a to konkrétné 3,282 pmol/l a
3,018 — 3,569 pumol/l.

Vysledky vSech tii experimenti byly nasledné zprimérovany, znazornéno na Obrazku 7,
takze vysledné primérné hodnoty ICso pro TIR a enzym AKR1C3 byly 3,59 umol/l a
3,30 — 3,91 umol/l.
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Tabulka 6 Priklady inhibitort a jejich hodnota I1Csp

inhibitor hodnota ICsp (umol/l) publikace

buparlisib 9,51 Biikiim a kol. 2019
olaparib 2,48 Tavares a kol 2020
evobrutinib 1,72 Zenkerova 2021
indometacin 0,10 Liedtke a kol. 2013
dinaciklib 0,23 Novotna a kol. 2018

Z Tabulky 6 je zfejmé Ze inhibitor buparlisib mél oproti TIR vysokou hodnotu ICs.
Olaparib si vici TIR vedl o néco 1épe, jelikoZ jeho hodnota byla nizsi. Niz$i hodnoty, nez u TIR
byly také zaznamenany napft. u indometacinu a dinaciklibu. U inhibitoru, ktery se také fadi do
druhé generace Brutonovych tyrosin kinas, evobrutinibu byla hodnotu ICso znatelné lepsi nez
u TIR. Inhibitory BTK ibrutinib a acalabrutinib byly jiz testovany na bunécnych liniich
HCT116. U ibrutinibu byla hodnota 1Cso 0,30 umol/l a u acalabrutinibu vysla hodnota ICso
0,29 pmol/l. (Morell a kol. 2020)

100
] IC50: 3,593 pmol/I
95% CI: 3,298-3,913 pmol/I

o
[

AKR1C3 specificka aktivita [%]
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&
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Obrazek 17 Zavislost specifické aktivity enzymu AKR1C3 na logaritmické koncentraci TIR

ICs0 — koncentrace inhibitoru, pfi kterém je aktivita enzymu sniZena na 50 %, CI —
konfidencni interval s konfiden¢ni hladinou 95 %. Graf byl vytvoien z pramért vysledka
jednotlivych triplikéath
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4.3 Typ inhibice

Poslednim krokem bylo stanoveni typu inhibice a inhibi¢ni konstanty TIR vic¢i enzymu
AKR1C3. Uréeni typu inhibice a hodnoty K; bylo provedeno pomoci zavislosti hodnot
specifické aktivity enzymu AKRI1C3 na koncentraci inhibitoru a substratu a pomoci dvojité
reciprokého grafického zobrazeni dle Lineweavera-Burka. Grafické zavislosti byly sestaveny
pomoci GraphPadu. Typ inhibice je zndzornén na grafu prostfednictvim protnuti ptimek bud’
na ose X nebo na ose y. Pokud dojde k protnuti pfimek na ose x, jedna se o nekompetitivni
inhibici. Dojde-li k protnuti pfimek na ose y, inhibice je kompetitivni. U kompetitivni inhibice
inhibitor soutézi se substratem o aktivni misto enzymu. Tento typ inhibice neni vhodny, jelikoz
by vyssi koncentrace substratu mohla z vazebného mista vytésitovat inhibitor a muselo by dojit
ke zvyseni terapeutickych davek inhibitoru. Vyssi terapeutické davky inhibitoru by mohly mit
negativni vliv na pacienta. Vhodn¢jsi variantou je inhibice nekompetitivni. U nekompetitivni
inhibice nedochdzi ke vzajemnému soupeteni o aktivni misto. Substrat se navaze na vazebné
misto a inhibitor se vaze na enzym jinde. Svou vazbou upravi strukturu enzymu tak, ze zpomali
pfeménu substratu na produkt. Vyssi koncentrace substratu neovlivni inhibici inhibitoru.
Piimky znazorfiuji rizné koncentrace inhibitoru a také je zde pfimka charakterizujici nulovou
aktivitu TIR, jedna se o DMSO kontrolu. Dal§im zptisobem, jak lze zjistit typ inhibice, je
pomoci hodnot Vmax @ Km. Snizujici se hodnota Vmax a konstantni Km charakterizuje
nekompetitivni reakci a zvySujici se Km a konstantni Vmax znazoriiuje inhibici kompetitivni
(Mcllwain 1986, Strelow a kol. 2012). Hodnoty Michaelisovy konstanty, maximalni rychlosti

reakce a inhibi¢ni konstanty pro rizné koncentrace TIR jsou vypsany v Tabulce 5.

Tabulka 7 Hodnoty Michaelisovy konstanty, maximalni rychlosti reakce a inhibi¢ni
konstanty pro razné koncentrace TIR

Tirabrutinib (umol/l)  Vmax (nmol/min/mg)  Km (umol/1) Ki (umol/1)
experiment 1

0 (DMSO kontrola)  221,2+10,9 221,6 +43,1

2,5 155,7 + 6,1 349,2 £ 42,4 3,5+0,1

5 108,4 + 3,1 326,4 + 30,3

10 77,7+48 496,0 + 80,1

experiment 2

0 (DMSO kontrola)  366,4 + 14,5 502,9+52,2

2,5 223,4+12,1 561,8 + 75,8 3,9+0,2
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Tabulka 7 — pokracovani — Hodnoty Michaelisovy konstanty, maximalni rychlosti
reakce a inhibi¢ni konstanty pro rizné koncentrace TIR

5 160,2 + 8,8 573,4+77,7
10 106,2£5,3 6752 +77,8

Pfi experimentu byly vyuzity tii rizné koncentrace TIR (2,5 umol/l, 5 umol/l, 10 pmol/l)
aSest raznych koncentraci DAUN (200 pmol/l, 400 pumol/I, 600 pmol/l, 800 pmol/l,
1 000 pmol/l, 2 000 umol/l). Probihaly 2 na sob&é nezavislé experimenty v triplikatu viz
Obrazek 18-21. V obou ptipadech se jednalo o smiSenou inhibici, jelikoz nedoslo k protnuti
ani na ose X ani na ose y. AvSak z grafického zobrazeni je zfejmé, Ze protnuti je blize k ose X,
proto se da fict, ze se jednalo o smiSenou inhibici se sklonem k inhibici nekompetitivni. Tento
vysledek je terapeuticky vyhodny, jelikoz v pfipadé nutnosti zvysit davky DAUN, nebude
zapotiebi zvysit davky TIR, jelikoz zvySenim koncentrace substratu nelze ovlivnit inhibici.

Z grafii byla dale zjiSténa inhibi¢ni konstanta, kterd charakterizuje vztah mezi enzymem a
inhibitorem. Cim mensi je hodnota inhibiéni konstanty, tim siln&j$i je inhibitor. Inhibi¢ni
konstanta TIR nabyvala hodnot 3,535 a 3,996 umol/l. U buparlisibu, ktery se fadi mezi
nekompetitivni inhibitory, vys$la inhibi¢ni konstanta 14 umol/l (Biikiim a kol. 2019). Byla tedy
vyss§i nez u TIR. V porovnani s TIR mél inhibitor evobrutinib hodnotu Kj o polovinu nizsi.
Hodnota byla 1,81 umol/l a tudiz se da fici, Ze se jedna o potencialné klinicky vyznamnou
hodnotu. Evobrutinib vykazoval jednoznacnou nekompetitivni inhibici. (Zenkerova 2021)
Podle studie Morell a kol. 2020 se wuacarabrutinibou a ibrutinibu jednalo o

nekompetitivni/smiSenou inhibici. Z hodnot K; TIR se da fict, Ze se jedna o silny inhibitor.

47



400

—y

o

o

]

E 300

<5 - DMSO

'g Eﬁ 200 % TIR 2,5 pmol/I
% 2 =+ TIR Spmol/l

‘_E E 100 - - TIR 10 pmol/l
!E.

@

0 500 1000 1500 2000 2500
[Daunorubicin] [umol/l]

Obrazek 18 Grafické zobrazeni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 na
koncentraci TIR a DAUN

DMSO — nulova koncentrace TIR; nahrazeni inhibitoru DMSO, TIR 2,5 umol/l — reakce s
TIR o koncentraci 2,5 umol/l, TIR 5 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 5 umol/l, TIR
10 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 10 pmol/l.
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Obrazek 19 Reciproké grafické zobrazeni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 na
koncentraci TIR a DAUN

DMSO - nulova koncentrace TIR; nahrazeni inhibitoru DMSO, TIR 2,5 pmol/l — reakce s
TIR o koncentraci 2,5 umol/l, TIR 5 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 5 umol/l, TIR
10 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 10 umol/l, Kj — inhibi¢ni konstanta.
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Obrazek 20 Grafické zobrazeni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 na
koncentraci TIR a DAUN

DMSO — nulova koncentrace TIR; nahrazeni inhibitoru DMSO, TIR 2,5 umol/l — reakce s
TIR o koncentraci 2,5 umol/l, TIR 5 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 5 pmol/l, TIR
10 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 10 pmol/l.
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Obrazek 21 Reciproké grafické zobrazeni zavislosti specifické aktivity enzymu AKR1C3 na
koncentraci TIR a DAUN

DMSO - nulova koncentrace TIR; nahrazeni inhibitoru DMSO, TIR 2,5 pmol/l — reakce s
TIR o koncentraci 2,5 umol/l, TIR 5 umol/l — reakce s TIR o koncentraci 5 umol/l, TIR
10 umol/l —reakce s TIR o koncentraci 10 umol/l, K — inhibi¢ni konstanta.
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Tato prace byla prvni Céasti rozsahlé studie a na jeji vysledky budou navazovat dalsi
experimenty. Podobné jako V jiz publikovanych ¢lancich bude po otestovani vztahu enzym-
inhibitor v podminkach in vitro navazovat vyzkum na buné¢nych linii. V prvni fadé to budou
linie HCT116, které ptirozené tyto enzymy neexprimuji. Nasledn¢ linie izolované od pacienta
s naddorovym onemocnénim (KGla), kde uz je pfirozena zvySend exprese téchto enzymu

(Tavares a kol. 2020).
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5 Zavér

Byl testovan vliv Brutonovy tyrosin kinasy inhibitoru tirabrutinibu na aktivitu
karbonylredukujicich enzymt. Jejich zvySena exprese u naddorovych onemocnéni miize byt
pri¢inou vzniku rezistence nadorovych bun¢k na podavané terapeutikum, nejCastéji na
anthracyklinova antibiotika (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin a idarubicin). V této praci
byly testované enzymy z nadrodiny AKR (1Al, 1B1, 1B10, 1C3) a z nadrodiny SDR (CBR1)
pii redukci daunorubicinu na daunorubicinol in vitro. Nejvice byl TIR inhibovan enzym
AKRI1C3 (pfi koncentraci 10 umol/I byla inhibice 73,2 %). U ostatnich enzymu byla inhibi¢ni
aktivita TIR minimalni az nulova.

U enzymu AKRI1C3 byla nasledné stanovena hodnota ICso. Primérnad namétend hodnota
byla 3,593 umol/l a 95% konfiden¢ni interval vysel 3,298 — 3,913 umol/l.

Primérnd hodnota inhibi¢ni konstanty TIR byla 3,766 pmol/l. Grafickym znazornénim
zavislosti specifické aktivity enzymu na ménici se koncentraci inhibitoru a substratu byl zjistén
smiseny typ inhibice se sklonem k nekompetitivni inhibici. TIR se tak ukazuje byt slibnym
inhibitorem pfi 1é¢bé rezistence nadorovych bunék na terapii anthracykliny. K potvrzeni tohoto
predpokladu je vSak potiebny dal$i vyzkum. Proto vysledky této studie budou pouzité pii
planovani dalSich experiment(, a to pfi testovani vlivu TIR na aktivitu AKR1C3 na urovni

bunécnych linii.
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