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Tyrozinkindzy st podtriedou proteinkinaz, katalyzujicou prenos fosfatového
zvysku ATP na protein, ¢im zohravaji vyznamnu tulohu v bunkovej signalizacii.
Abnormalna aktivita tyrozinkindz byva pritomnd urdznych malignit. V uritych
pripadoch je mozné inhibiciou ich funkcie zabranit® proliferacii nddorovych buniek
a eventudlne indukovat’ apoptozu. Niektoré inhibitory tyrozinkindz zaroven preukézali
schopnost’ inhibovat’ efluxné transportéry, ktoré sa ¢asto podiel’aju na vzniku rezistencie
voc¢i protinadorovej liecbe.

V tejto diplomovej praci bol sledovany inhibi¢ny vplyv imatinibu, nilotinibu,
dasatinibu a acalabrutinibu (tyrozinkindzovych inhibitorov) na karbonylredukujice
enzymy, ktorych zvySena expresia bunkami nadoru moZe viest k rezistencii na
chemoterapiu. Konkrétne, v pripade antracyklinov, redukcia karbonylu na C-13 vedie
k metabolitom nielen snizSou cytotoxickou ucinnostou, ale zaroven aj s vySSou
kardiotoxicitou.

Porovnanim S$pecifickej aktivity vybranych karbonylredukujicich enzymov voci
antracyklinovému substratu sme zistili, Ze schopnost’ metabolizovat’ daunorubicin na
daunorubicinol maju enzymy CBRI1, AKRIC3, AKRIAl, AKR7A2, AKRI1BI10
avmense] miere AKRIB1. Nasledne boli skiimané interakcie aktivnych enzymov
s potencidlnymi inhibitormi. Dasatinib v koncentracii 50 pM efektivne znizil aktivitu
AKRIBI10 na 9,3 % av pripade AKRIC3 na 39,1 %. V rovnakej koncentracii znizil
acalabrutinib aktivitu AKR1C3 azna 3,7 %. Na zaver bola stanovena s AKR1C3 hodnota

ICso dasatinibu a ICso a K acalabrutinibu.
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Tyrosine kinases are a subclass of protein kinases, catalysing the transfer of ATP
phosphate residue to a protein, thereby playing an important role in cellular signaling.
Abnormal tyrosine kinase activity is present in various malignancies. In certain cases,
inhibition of their function can prevent tumor cell proliferation and eventually induce
apoptosis. At the same time, some tyrosine kinase inhibitors have demonstrated the ability
to inhibit efflux transporters, which are often involved in the development of resistance
to anticancer treatment.

In this diploma thesis, the inhibitory effect of imatinib, nilotinib, dasatinib and
acalabrutinib (tyrosine kinase inhibitors) has been studied on carbonyl reducing enzymes,
whose overexpression by tumor cells may lead to resistance to chemotherapy. In
particular, in the case of anthracyclines, the reduction of carbonyl group on C-13 results
in not only lower cytotoxic activity, but also increased cardiotoxicity of metabolites.

By comparing the specific activity of selected carbonyl reducing enzymes with
anthracycline substrate, we found that CBR1, AKR1C3, AKR1A1, AKR7A2, AKRIBI0
and to a lesser extent AKRIBI1 have the ability to metabolize daunorubicin to
daunorubicinol. Subsequently, the interactions between active enzymes and potential
inhibitors were investigated. Dasatinib at 50 pM effectively reduced AKR1B10 activity
to 9.3 % and AKRIC3 to 39.1 %. At the same concentration, acalabrutinib reduced
AKRIC3 activity up to 3.7 %. Finally, the ICso of dasatinib and the ICso and K; of
acalabrutinib were determined with AKR1C3.
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1. UVOD

Antracyklinové antibiotika (ANT) zastavajii vyznamné miesto v liecbe nadorovych
ochoreni. Maju pomerne Siroké indika¢né spektrum — od solidnych tumorov az
k hematologickym malignitam. Ako vSak takmer kazda antineoplastickd terapia, aj
terapia antracyklinmi prinasa so sebou urcit¢é obmedzenia. V pripade antracyklinov ide
prevazne o neziaduce ucinky v podobe kardiotoxicity a o postupne narastajicu
rezistenciu (Hortobagyi 1997).

Svoj podiel na tom maji enzymy, ktoré¢ v organizme redukuju karbonylovi skupinu.
Karbonylredukujuce enzymy (CRE) neraz plnia ochrannt funkciu, sprostredkovanim
biotransformacie xenobiotik na ich menej toxické metabolity. Avsak, ako je to aj
u antracyklinov, redukcia karbonylu vedie k metabolitom s nizSou cytotoxickou
ucinnostou a naopak vys$im kardiotoxickym potencidlom (Maser 1995, Piska et al.
2017).

NekontrolovateI'na proliferacia a rast buniek byva ¢asto nddorom umoznend vd’aka
zmenam vV aktivite tyrozinkindz — enzymov spojenych so signaliza¢nymi kaskadami,
veducimi k regulacii mnohych procesov v bunke. Terapeutickou alternativou sa preto
stali inhibitory tyrozinkindz (TKI), ktoré viac alebo menej selektivne mieria na
tyrozinkindzovi doménu, zabratuji fosforylacii enzymu, a tym prerusia d’alSiu

transdukciu signalu (Jiao et al. 2018).

V tejto praci boli skimané interakcie Styroch inhibitorov tyrozinkindz (imatinibu,
nilotinibu, dasatinibu a acalabrutinibu) s karbonylredukujicimi enzymami, aktivnymi
voci daunorubicinu (DAU) — nami zvolenému antracyklinovému substratu.

Objavenie TKI s inhibi¢nou aktivitou voci tymto karbonylredukujicim enzymom
moze predstavovat’ spdsob, ako potencidlne (kombinaciou TKI-ANT) redukovat
negativny dopad metabolitov na srdce, a zaroven potencovat’ protinddorovy ucinok

antracyklinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. ANTRACYKLINOVE ANTIBIOTIKA

Antracykliny, ako skupina chemoterapeutik, patria vyznamnym spdsobom do
sucasnej protinadorovej terapie — solidnych tumorov ¢i roznych hematologickych
malignit. Prvykrat izolované boli zrodu baktérii Streptomyces v 60. rokoch
20. storoc€ia a do dne$nej doby su stale predmetom mnohych vyzkumov (Hortobagyi
1997, Minotti 2004).

Prvymi pouzitymi v klinickej praxi boli doxorubicin ajeho prekurzor
daunorubicin, medzi Styri najCastejSie pouzivané sa d’alej radia ich semisyntetické
derivaty, idarubicin — lipofilnej$i derivat daunorubicinu a stereoizomér doxorubicinu
— epirubicin, s dlh§im biologickym pol¢asom (doxorubicin t'2 = 1-3 h, epirubicin
t’2 =31-35 h) a vi¢sim distribuénym objemom (McGowan et al. 2017, Minotti et al.
2004).

Podanie antracyklinovych antibiotik je mozné len parenteralne (vynimkou je
idarubicin), metabolizované st pecefiou a primarne vyluCované ZI¢ou, Ciastocne
mocom (Minotti et al. 2004, Puchnerova et al. 2016).

Ich nepopieratel'ny prinos v terapii, na druhej strane, prinaSa so sebou vyznamné
neziaduce UCinky — obzvlast' kardiotoxicita limituje pouzité davky a vystavuje
pacienta po chemoterapii zvySenému riziku kardiovaskularnej morbidity a mortality

(McGowan et al. 2017).

2.1.1. CHEMICKA STRUKTURA

Chemickéd Struktara antracyklinovych antibiotik (Obr. 1) je tvorena
tetracyklickym aglykonom s daunosaminovou cukornou zloZkou pripojenou na
uhliku C7 a susednym chinon-hydrochinonovym zoskupenim na kruhoch B a C.
Kratky postranny retazec sa nachadza na C9 kruhu A a na C13 ndjdeme karbonylovi
funként skupinu. V polohe C14 ma doxorubicin, oproti daunorubicinu, primarny
alkohol. Okrem idarubicinu, inak identického s daunorubicinom, ndjdeme na uhliku
C4 kruhu D methoxylové funkéné zoskupenie. Hydroxylovou skupinou v axialnej

polohe daunosaminovej zlozky sa 1iSi doxorubicin od jeho epimérneho derivatu



epirubicinu, s hydroxylom viazanym naopak v ekvatorialnej polohe (McGowan et al.

2017, Minotti et al. 2004).

DOX DNR

. | IDA

v Ho NH, NH;

Obr. 1 Struktara antracyklinov — doxorubicin (DOX), daunorubicin (DNR), epirubicin
(EPI), idarubicin (IDA) (prevzaté z McGowan 2017)

2.1.2. INDIKACIE

Dodkazom dolezitého postavenia antracyklinov ako cytostatik je aj ich zaradenie do
zoznamu esencidlnych liekov (WHO, 2017). Vo vSeobecnosti maji Siroké indikacné
spektrum. Na podanie doxorubicinu najlepSie reaguji nadory prsnika, pazeraku,
Hodgkinov aj non-Hodginov lymfém, nadory mikkych tkaniv, osteosarkomy. Rozdiel
v chemickej Struktire daunorubicinu spdsobil posunutie u¢inného spektra prevazne
k akitnym myeloidnym a lymfocytovym leukémiam. Idarubicin je, okrem akutnej
myeloidnej leukémie, vyuzivany aj na liecbu non-Hodgkinovho lymfomu,
mnohopocetného myelomu a s€asti naddorov prsnika. Prave na terapiu pokrocilejSich

Stadii prsnikovych tumorov sa pouziva epirubicin (Cutts et al. 2007, Minotti et al. 2004).
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2.1.3. MECHANIZMUS UCINKU

Napriek tomu, Ze antracykliny sa pouzivaji v klinickej praxi uz niekol’ko rokov,
mechanizmus ich protinadorového Gc¢inku ostava nie Uplne objasneny. Pravdepodobne sa
primarne jednd o inhibiciu funkcie enzymu topoizomeraza II (Top2) a s fiou suvisiacu
DNA-interkalaciu, tvorbu aduktov s DNA a d’alSie mechanizmy, ako je poskodenie
buniek vol'nymi radikalmi (Hortobagyi 1997, Minotti et al. 2004).

Povodne bol ucinok antracyklinov pripisovany tvorbe vol'nych radikalov, ktoré mézu
vznikat’ viacerymi spdsobmi. Antracykliny vo svojej Strukture obsahujii chinonové
zoskupenie, ktoré je nachylné na redukciu cytozolickymi enzymami (oxidoreduktazami)
na semichinon. Semichinon v pritomnosti kyslika regeneruje povodny antracyklin a stava
sa donorom elektronu pre kyslik — tym nasledne vznikd reaktivny superoxidovy radikal
ajeho konverziou peroxid vodika, ¢i hydroxylovy radikal (Lipshultz et al. 2008,
McGowan et al. 2017, Minotti et al. 2004).

Tento nepretrzity cyklus (Obr. 2), podporovany oxidoreduktdzami, ako st cytochrom
P450-reduktaza, NADH-dehydrogenaza a xantinoxiddza, ma za nasledok tvorbu
reaktivnych foriem kyslika (ROS), reagujtcich s nukleovymi kyselinami (NK), lipidmi
a proteinmi. Tento oxidacny stres teda vedie ku peroxidacii lipidov, deplécii peptidov
obsahujucich sulthydrylovt skupinu a poskodeniu DNA (Lipshultz et al. 2008, Minotti
et al. 2004).

Druhym, neenzymatickym spdsobom zvySenia hladiny ROS je vézba antracyklinu
s intracelularnym Zelezom - tento komplex nasledne premiefia superoxidovy radikal
a peroxid vodika na potentnejsi hydroxylovy radikal. Vysledkom méze byt poskodenie
membrany buniek a funkcie mitochondrii (Hahn et al. 2014, Minnoti et al. 2004).

Poskodenie buniek vyvolané tvorbou ROS sa vSak viac ako s cytotoxickym
protinadorovym ucinkom, pravdepodobne spdja s kardiotoxickymi neziaducimi ti¢inkami

antracyklinov (Hortobagyi 1997).
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Obr. 2 Priebeh redoxného cyklu v molekule antracyklinu — vedl'ajSim produktom je

peroxid vodika (prevzaté z Minotti et al. 2004)

Topoizomerazy su enzymy, ktoré st schopné v priebehu DNA transkripcie,
replikdcie a remodeldcie chromatinu katalyzovat potrebné adenozintrifostat (ATP) —
dependentné topologické zmeny v dvojvldkne DNA a ich inhibicia predstavuje jeden
z cielov protinadorove] terapie. Katalyzuji rozStiepenie a opdtovné spojenie
fosfodiesterovej vizby, ¢im umoznuji prechodne vytvorit’ vo vlakne DNA zlomy, cez
ktoré sa prevlecie komplementarna ¢ast DNA arozpojené konce sa znovu spoja
(Bollimpelli et al. 2017, McGowan et al. 2017).

Topoizomerazy mozeme rozdelit’ do skupin I a II. Topoizomeraza I je schopna
vytvorit’ zlom len v jednom vlékne, ¢im sa liSi od topoizomerazy I, schopnej rozstiepit’
obe vlakna DNA sucasne (Obr. 3) (Minotti et al. 2004). Rozoznavame dva typy
topoizomerazy II - Top2a a jej izoenzym Top2f. Prvy znich najdeme prevazne
v proliferativnych bunkach, ¢asto naddorovych; druhy typ topoizomerazy II v bunkéach
v latentnych Stadiach. Expresia Top2f3 v priebehu bunkového cyklu je konsStantna, kdezto
mnozstvo exprimovane] Top2a byva najvysSie pocas G2/M fazy cyklu a je dolezitym
enzymom Vv procese oddelenia chromozémov (Marinello et al. 2018, McGowan et al.

2017).

12
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Obr. 3 Schématicky znazorneny rozdiel v Stiepeni vlakna DNA topoizomerazou I (zlom

v jednom vlékne) a topoizomerazou Il (zlomy v oboch vldknach) (prevzaté z Internet 1)

Antracyklinové antibiotikd inhibuju funkciu topoizomerazy II tym, Ze maju
schopnost’ naviazat’ sa na Top2 aj na DNA a vytvorit’ tak komplexy spustajice bunkovu
smrt’ (McGowan et al. 2017). Na kovalentnu vdzbu vyuzivaju tyrozinové zvysky tohto
enzymu, a tym v kone¢nom désledku zabrania opatovnému uzavretiu vlékien nukleovej
kyseliny. Vytvorenie komplexu zavisi na Strukture antracyklinov, pre interkalaciu je
dolezité planarne usporiadanie kruhov; pri tvorbe a stabilizdcii zohrdvajua ulohu
neinterkalujuce vonkajSie skupiny molekuly antracyklinu, ako st cukorny zvySok
a cyklohexdnovy kruh A. Prave daunosaminovd cukornid zlozka udava aj miesto
interkalacie (Specifickt sekvenciu DNA) a zmenami v jej Strukture je mozné dosiahnut’
aj zmeny v interkalacnej polohe a inhibi¢nej €innosti. Odstranenie methoxyskupiny na
C4 kruhu D alebo aminosubstituentov na C3 cukru, vedie ku efektivnejSej inhibicii Top2
(Binaschi et al. 2001, Minotti et al. 2004).

Ternarny komplex Top2a-doxorubicin-DNA inhibuje DNA replikaciu; bunkovy
cyklus ostdva zastaveny vo fadze G1/G2 a v proliferujicich malignych bunkach sa
indukuje apoptéza. Viazbou s Top2P ddjde cez potlacenie receptorov aktivovanych
proliferatormi peroxizomov (PPAR), regulujucich oxidativny metabolizmus, ku aktivacii
pozmenenej p53 tumorsupresorovej drahy, mitochondridlnej dysfunkcii a zvySeniu
apoptozy v bunkach (McGowan et al. 2017, Minotti et al. 2004).

Okrem vysSie uvedenych mechanizmov U€inku, antracykliny vykazuja taktiez
schopnost’ formacie aduktov s DNA. To vedie eventudlne k apoptoze, nezavisle od
poskodenia sposobeného inhibiciou Top2. DNA adukty maju vlastnosti podobné krizove;j
vézbe (cross-link), akymi je stabilizacia dvojvlakna, pretoZe sa kovalentnou viazbou viazu
k jednému z vldkien DNA a vodikovymi védzbami k druhému vldknu nukleovej kyseliny.

Tvorba DNA aduktov ale vyzaduje pritomnost’ formaldehydu - predaktivacia derivatov
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antracyklinov formaldehydom zvySuje ich aktivitu proti viacerym bunkovym linidm.
Antracykliny naviac, vd’aka tvorbe tychto spojeni, nie su v takej miere k dispozicii
P-glykoproteinu, transportéru sprostredkujucemu eflux z buniek (Cutts et al. 2007,
Forrest et al. 2012).

Alternativne je mozné antracykliny kombinovat s intracelularne posobiacimi
prolie¢ivami uvoliiujicimi formaldehyd, napriklad pivaloyloxymetylbutyratom. Pri
skiimani G¢innosti tvorby aduktov jednotlivych antracyklinov (doxorubicinu,
daunorubicinu, idarubicinu a epirubicinu), v pritomnosti formaldehyd-uvoliujiceho
pivaloyloxymetylbutyratu (AN-9), na citlivych a rezistentnych liniach baktérii, sa zistilo,
ze s vynimkou epirubicinu, vSetky tri antracykliny ispesne tvoria adukty v oboch liniach.
Idarubicin bol najucinnejsim v citlivej aj rezistentnej skupine; vyrazne menej aktivne boli
adukty doxorubicinu a daunorubicinu v rezistentnej linii (Cutts et al. 2007).

Tieto tri zaroven ukézali aj rovnaki DNA-sekvenénu Specifitu a v testoch inhibicie
rastu, v kombinacii s AN-9, synergicky t¢inok. U¢inok kombinacie epirubicin a AN-9

sa ukazal ako aditivny (Cutts et al. 2007).

2.1.4. KARDIOTOXICITA

Aj ked antracykliny predstavujii v ramci cytostatickej liecby vyznamny pokrok,
spajaju sa, ako takmer vSetky lieciva, s neziaducimi u¢inkami — medzi najvyznamnejsSie
patri ich toxické pdsobenie na srdce. Nejaka forma srdcovej dysfunkcie, v nasledujticich
20 rokoch po liecbe antracyklinovymi antibiotikami, postihne viac ako 50 % pacientov
a u okolo 5 % pacientov sa rozvinie srdcové zlyhanie (Lipshultz et al. 2014).

Miera Skodlivého pdsobenia zavisi na kumulativnej davke jednotlivych lie€iv
ainvidudlnych charakteristikich pacienta. Pri kumulativnej davke 550 mg/m?
doxorubicinu sa ukdzala incidencia srdcového zlyhania u pacientov priblizne 26 %,
epirubicin s rovnakou celkovou kumulativnou davkou vykazuje nizs§iu kardiotoxicitu.
Délezitym faktorom zvySujicim riziko je aj vek nad 65 rokov (Ryberg et al. 2008, Swain
et al. 2003).

Za d’alSie rizikové faktory sa povazuje naopak detsky vek, Zenské pohlavie, trizomia
21 (Downov syndrom), terapia antracyklinmi spolo¢ne s radiacnou terapiou a inymi
protinadorovymi lie¢ivami (napr. trastuzumabom), dizka inflzie &i ¢ierna rasa (Giantris

et al. 1998, Krischer et al. 1997, Lipshultz et al. 1995).
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Podra klinickych prejavov moze byt kardiotoxicita rozdelend na akutnu, subakutnu
a chronicku. Poskodenie srdca pri akutnej a subakutnej forme prichddza takmer ihned’ po
podani antracyklinov alebo do tyzdiia od zaciatku liecby. Je charakterizované prevazne
prechodnymi elektrofyziologickymi abnormalitami, zriedkavejSie az fatdlnymi
arytmiami. Chronicki mézeme d’alej rozdelit’ na v€asnt progresivnu, v priebehu prvého
roka terapie a na chronicku progresivnu neskoru, ktord sa rozvija az po tomto obdobi
- okrem dlhodobej srdcovej dysfunkcie sa vyznacuje aj poruchou rastu kardiomyocytov
(Lipschultz et al. 2015, Puma et al. 2008).

Presné mechanizmy kardiotoxického posobenia stale nie si zname, ale predpoklada
sa suvislost’ s mechanizmom ich protinadorového t¢inku popisanym vyssie. Podiel ma
tvorba vysoko reaktivnych kyslikovych radikdlov, na ktorych posobenie si
kardiomyocyty nachylnejSie. Jednym z dovodov sa ukazuje byt menSie mnozZstvo
ochrannych antioxidaénych enzymov ako je glutationperoxidaza. Dalsiu ulohu zohravaja
pravdepodobne mitochondrie v kardiomyocytoch — ich vnutorna membrana obsahuje vo
vysokych koncentracidch fosfolipid kardiolipin, s vysokou afinitou k antracyklinom.
Antracykliny maji schopnost’ pasivne difundovat’ do buniek, a prave kardiolipin mdze
ich intracelularne koncentracie eSte zvysit. Tym je negativne ovplyvnena stabilita
membrany, antracykliny mézu nasledne pdsobit’ interkalaéne v mitochondridlnej DNA,
a zaroven moze byt naruSend produkcia energie vo forme ATP, atym zvladanie
pridaného oxidacného stresu (Franco et al. 2011, Puchnerova et al. 2016).

Dalsie poskodenie vyplyva z posobenia na enzym Top2p, exprimovaného
v kardiomyocytoch. Naviazanim doxorubicinu na Top2p3 dochadza ku supresii PPAR,
regulujiceho  oxidativny metabolizmus, mitochondridlnej dysfunkcii, aktivacii
p53-tumorsupresorovej cesty a zvyseniu apoptozy (McGowan et al. 2017).

Biotransformécia doxorubicinu ¢i daunorubicinu, dvojelektronovou redukciou na ich
primarny metabolit doxorubicinol/daunorubicinol, moéze takisto patrit’ k pricindm
kardiotoxického pdsobenia. Doxorubicinol sa ukazal ako vyrazne potentnejsi v inhibicii
Ca’*/Mg®ta Na*/K* ATP-dependentnych pump v kardiomyocytoch, v porovnani
s doxorubicinom. Ca®* je vyznamnym reguldtorom funkcie svalovych buniek srdca,
zohrava vyznamni Glohu pri ich kontrakcii a aj mensia odchylka v Ca** signalizatnom
systéme moze mat’ negativne dosledky na srdcovu Cinnost’ (Fearnley et al. 2011, Olson

et al. 1988, Piska et al. 2017).

15



Metabolickii premenu antracyklinov na ich sekundarne alkoholy, katalyzuju
ANT-redukujuce enzymy (hlavne karbonylreduktazy CBR1 a CBR3 aniektoré
aldo-ketoreduktazy) aich inhibitory su skimané ako perspektivne kardioprotektivne
lieciva (Piska et al. 2017).

Niektoré experimenty ukazuji, ze premena doxorubicinu a daunorubicinu, na
prislusné alkoholy v myokarde, prebiecha v zévislosti na case, teplote a pH (Mordente et
al. 2001).

Medzi pacientami lieCenymi doxorubicinom ¢i daunorubicinom vSak existuje zna¢na
variabilita vo vyskyte neziaducich ucinkov. Prispievaji k tomu aj mutacie v génoch
kédujucich  karbonylredukujice enzymy, ako st nesynonymné jednonukleotidové
polymorfizmy (ns-SNPs). Stiidia ukazala, Ze ns-SNPs v 'udskych enzymoch AKR1C3,
AKR1C4 a AKR7A2 wvyrazne =znizuje in vitro metabolizmus doxorubicinu
a daunorubicinu (Bains et al. 2010).

Prirodzene, existuje snaha o zniZzenie kardiotoxickych tucinkov, pri sucasnom
zachovani u¢innosti atracyklinovej liecby. Jednou z moznosti sa ukazalo byt’ kontinudlne
podanie inflzie lie¢iva namiesto bolusového. Tento postup je vSak pravdepodobne uc¢inny
len na zniZenie akutnej kardiotoxicity u dospelych pacientov (Lipschultz et al. 2012 ,
Puchnerova et al. 2016).

Uspesnou stratégiou sa javi aj lipozomalna enkapsul4cia antracyklinov, meniaca ich
farmakokinetické vlastnosti. Prednostne by v tejto formuléacii mali pdsobit’ na nadorové
tkanivo, a to z dévodu, ze lipozomy nemédzu uniknat z priestorov ciev v oblastiach
s tesnymi kapilarnymi spojeniami - ako ma aj srdcovy sval. Naopak, cirkuldciu mozu
opustit’ tam, kde st medzi bunkami spojenia vol'nejsie, t.j. v tkanive tumoru (Theodoulou
a Hudis 2004).

Kardioprotektivny ucinok stc¢asného podania dexrazoxanu s ANT pravdepodobne
spo€iva v chelatacii volného zeleza. Tym sa zabrani vytvoreniu jeho komplexov
s antracyklinmi, ktoré by eventualne viedli k tvorbe toxickych volnych kyslikovych
radikélov. Benefit dexrazoxanu vSak ostava sporny hlavne u detskych pacientov, kde
existuje mozné spojenie so zvySenym rizikom vyskytu sekundarnych malignit (Tebbi et

al. 2007).
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2.1.5. REZISTENCIA VOCI ANTRACYKLINOVEJ TERAPII

Za zlyhanie protinadorove;j terapie je casto zodpovedna vrodena ¢i ziskana resistencia
nadorovych buniek voc¢i chemoterapeutickym lieCivam. Prejavit’ sa moéze bud’ izolovane,
kedy nadorové bunky neodpovedaju na liecbu jednym konkrétnym lie¢ivom, alebo
skriZene — na cely rad lie¢iv. O mnohopod&etne;j lickovej rezistencii (MDR') sa d4 hovorit
v pripade, ze sa vyskytuje voci chemoterapeutikdm rdéznej Struktary a s roznymi
bunkovymi ciel'mi. Tento dej vyrazne obmedzuje u¢innost’ terapie a neda sa prekonat’ ani
zvySenim davok — naopak by sa tym vystupiiovala rezistencia a neziaduce ucinky. Medzi
cytotoxické liec¢iva ¢asto spajané s MDR! patria aj antracykliny (Ozben 2006).

KlIa¢ova ulohu pri vzniku rezistencie zohrdva zvySend expresia urcitych
transmembranovych proteinov. Medzi takéto proteiny patria aj ABC-transportéry,
pritomné vo vSetkych Zivych organizmoch. Na svoju cCinnost vyuzivaju
ATP-dependentné efluxné pumpy — vd’aka energii uvol'nenej hydrolyzou ATP umoznuju
transport Sirokého spektra molekul cez bunkovi membranu. Jednotlivé podtypy (ABC-A
po ABC-G) st okrem zdravych buniek, vo zvySenej miere exprimované prave
nadorovymi bunkami - zvySuju z nich eflux cytotoxickych lie€iv, a tym zniZuju u¢inné
intracelularne koncentracie. Medzi vyznamné ABC-transportéry, spajané s MDR!,
ktorych substratmi st aj antracykliny, patria ABCB1 (P-glykoprotein), ABCC1, ABCC2
¢i ABCG2 (Ozben 2006).

Hlavnou cestou biotransformécie antracyklinov je dvojelektronova redukcia C-13
karbonylovej skupiny (Obr. 4). Jej produktom su sekundarne alkoholy (doxorubicinol,
daunorubicinol a pod.) — tieto metabolity st povaZzované za jednu z moznych pricin
kardiotoxicity a zaroven maji niZSie cytotoxické UCinky. Metabolickd premena
antracyklinov je katalyzovana cytozolickymi NADPH-dependentnymi
karbonylredukujiucimi enzymami, hlavne karbonylreduktdzami (CBRs)
a aldo-ketoreduktazami (AKRs). V bunkach tumorov byva zmenena ich expresia oproti
zdravym bunkam, ¢o moze prispievat k d’alSiemu rozvoju rezistencie (Mordente et al.

2001, Piska et al. 2017).
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NAPD*

Obr. 4 Redukcia C-13 karbonylovej skupiny daunorubicinu NADPH-dependentnym

enzymom (prevzaté z Carlquist et al. 2008)

2.2. KARBONYLREDUKUJUCE ENZYMY

Karbonylova skupina je beznou sti¢astou molekul endogénneho aj xenobiotického
povodu. Aldehydy maju dobré elektrofilné vlastnosti, su reaktivne a schopné interakcie
s bunkovymi nukleofilnymi centrami. Metabolicky sa m6zu premienat’ bud’ oxiddciou na
prislusné karboxylové kyseliny alebo sa aldehydické skupiny redukuju na primarny
alkohol. Naopak, ketony sii vo vSeobecnosti menej reaktivne a ich biotransformacia
prebieha redukciou na sekundarne alkoholy. Specidlny toxikologicky vyznam majt
chinony a ich metabolizmus. Medziproduktom ich redukcie je semichinonovy radikal,
ktory sa mozZe d’alej redukovat’ na hydrochinon alebo sa opdt’ regeneruje na péovodny
chinon, pri¢om vznikaju reaktivne kyslikové zlu€eniny, schopné nasledného poSkodenia

buniek (Obr. 5) (Oppermann a Maser 2000).
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Obr. 5 Moznosti metabolickej premeny karbonylovej skupiny a zucastnené enzymové
systémy — alkoholdehydrogendza (ADH) a aldehyddehydrogendza (ALDH)

sa podielaji na oxidaénych procesoch, redukciu katalyzuju aldo-ketoreduktazy (AKR)
a dehydrogenadzy/reduktazy s kratkym retazcom

(short-chain dehydrogenases/reductases, SDR) ¢i chinonreduktazy (QR)

(upravené podl'a Oppermann a Maser 2000)

Produkcia karbonylredukujicich enzymov predstavuje pre organizmus cestu
metabolickej redukcie karbonylu, s vyznamnou ochrannou funkciou, ¢asto veducou
k tvorbe menej toxickych metabolitov. Tato funkcia je dolezita hlavne pri kontakte so
vznikajicimi reaktivnymi karbonylmi a xenobiotickymi chinonmi, schopnymi
modifikovat’ DNA kovalentnou vizbou ¢i zvySovat’ nepriaznivy oxidacny stres. Na
druhej strane, moze ale viest’ ku zvySeniu toxického posobenia lie€iv, ako je to napriklad
v pripade daunorubicinu ¢i doxorubicinu (Maser 1995, Oppermann 2007).

Medzi xenobiotické zluceniny podliehajuce karbonylovej redukcii patria aj lieciva
ako su warfarin, haloperidol, kyselina etakrynova ¢i fenofibrat; z toxikologicky
vyznamnych napriklad aflatoxin B1 (Maser 1995). Vdaka ich Sirokej substratovej
Specifite sa karbonylredukujuce enzymy d’alej zGcastiiuji metabolizmu endogénnych
steroidnych hormonov, kyseliny arachidonovej alebo ZI€ovych kyselin (Oppermann

a Maser 2000).
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V zavislosti na konkrétnej zlucenine, moze redukcia karbonylu vyustit' v aktivne aj
inaktivne metabolity. Inaktivaciu lieiva karbonylovou redukciou mézeme sledovat
napriklad u haloperidolu, naopak aktivaciu u naloxonu ¢i pentoxifylinu. Je mozné aj
prediZzenie farmakodynamického uginku lieGiva, napriklad karbinoly si aj po
biotransformacii zachovavaju svoju terapeutickii ucinnost. ViacSinou su vysledkom
vzniknutej hydroxylovej skupiny hydrofilnejSie produkty I. fazy metabolizmu, ktoré
mozu byt’ po konjugacii 'ahsie vylucené z organizmu (Maser 1995, Oppermann a Maser
2000).

Ucicavcov st hlavnymi cytozolickymi karbonylredukujicimi  enzymami
karbonylreduktazy, aldézareduktdzy, aldehydreduktizy a dihydrodioldehydrogenazy.
Vicsina tychto enzymov je zaradena do dvoch skupin enzymovych nadrodin — nadrodiny
aldo-ketoreduktdz (AKR) anadrodiny kratkoretazcovych dehydrogendz/reduktaz
(SDR). K SDR patri niekol’ko foriem karbonylreduktaz; aldehydreduktizy spolu
s aldozareduktdzami  a dihydrodioldehydrogendzami  patria  k nadrodine = AKR
(Oppermann a Maser 2000).

Voboch  skupinaich  najdeme  okrem  toho  radu  pluripotentnych
hydroxysteroiddehydrogenaz (HSDs), katalyzujicich redoxné reakcie selektivne
v roznych polohéch steroidov, a zdroven (skor neselektivne) redukcie rozli€nych
karbonylovych nesteroidnych zlic¢enin. Medzi HSDs sa zaraduji aj niektoré
dihydrodioldehydrogendzy (Hoffmann a Maser 2007, Maser 1995).

Dalej rozlisujeme nadrodinu dehydrogenaz/reduktiz so stredne dlhym retazcom
(medium-chain dehydrogenases/reductases, MDR?), kam sa zaclefiuje vicSina
alkoholdehydrogenéz. Poslednt vyznamnu skupinu tvoria chinonreduktazy, katalyzujuce
jedno/dvojelektronovit metabolickt redukciu chinonov (Oppermann a Maser 2000).

Okrem substratov (a z nich vyplyvajicej enzymovej funkcie), sa jednotlivé skupiny
enzymov navzajom liSia koenzymami, mechanizmom posobenia, Struktirou, velkostou

a aktivnym miestom (Oppermann a Maser 2000).

2.2.1. NADRODINA AKR

Medzi NAD(P)(H)-dependentné oxidoreduktdzy patria aldo-ketoreduktazy,
zodpovedné za redukciu aldehydov a keténov na ich prisluSné primarne a sekundéarne
alkoholy. To méze viest k bioaktivacii zlG€enin, ¢i k ich detoxikacii —z exogénnych latok

detoxikuju napriklad reaktivne aldehydy aflatoxinu, d’alej niektoré endogénne latky
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a toxické zluceniny, vznikajtce pri rozklade lipidovych peroxidov. Rovnako su dolezité
v bunkovej odpovedi na elektrofilny, osmoticky a oxida¢ny stres a zohravaju ulohu
v rezistencii na protinadorovu liecbu (Jin a Penning 2007).

Nomenklatirne st nazvy enzymov zlozené z koreniového symbolu ,, AKR®,
oznacujuceho aldo-ketoreduktazy, nasleduje arabské ¢islo patriace enzymatickej rodine,
d’alej pismeno konkrétnej podrodiny a posledné v nazve je Cislo urcujuce jedinecnu
sekvenciu proteinu (Hyndman et al. 2003).

Vicsina enzymov AKR ma molekulovi hmotnost’ priblizne 37 kDa a monomérnu
Struktaru, vynimku predstavuju niektori ¢lenovia rodiny AKR2, AKR6 a AKR7, schopni
tvorby multimérov (Kavanagh et al. 2002, Kozma et al. 2002, Penning 2015). Typicka je
pre ne (o/B)s barelova Struktara, pricom na jej C-konci sa nachadzaji variacie sl'uciek
s aktivnym miestom, urcujucim substratova Specifitu. Zarovenl maji navzajom vsetky
AKR podobné vizbové miesto pre nikotinamidové kofaktory, od ktorych je zavisla ich
katalyticka schopnost’ (Jez et al. 1997, Penning 2015).

Celkovo nadrodina AKR obsahuje viac ako 190 r6znych enzymov roztriedenych do
16 rodin a d’alSich podrodin (Penning 2015). VSetky sa pravdepodobne vyvinuli zo
spoloéného multifunkéného predka, vd’aka duplikdcii génu a naslednym evolu¢nym
odchylkdm vo vidzbe a preferencii substratov. Tieto proteiny je mozné najst’
od prokaryotov, protozoi, cez kvasinky arastliny, aZ po Zivo€ichy a v neposlednom
rade, I'udi (Barski et al. 2008, Jez et al. 1997).

Doteraz bolo identifikovanych 15 typov aldo-ketoreduktdz vyskytujicich sa
v l'udskom organizme — AKRI1A1l, AKRIB1, AKRIB10, AKR1B15, AKRICI,
AKRI1C2, AKR1C3, AKR1C4, AKRID1, AKR1E2, AKR6A3, AKR6AS, AKR6A9,
AKR7A2 a AKR7A3 (Penning 2015).

I ked’ aldo-ketoreduktdzy patria medzi oxidoreduktdzy a in vitro maju schopnost’
oxidacie, in vivo sa pravdepodobne spravaju hlavne ako reduktizy. NADPH je
aldo-ketoreduktazami preferované oproti NADH a v metabolicky aktivnych bunkach je
NADP* vicsinou v redukovanej forme, takze redukcia je uprednostiiovand pred
oxidaciou (Barski et al. 2008, Penning 2015).

Samotny mechanizmus redukénej katalyzy prebieha v dvoch krokoch — najskor sa
prenesie hydridovy i6n z NAD(P)H na karbonylovy substrat a v druhom kroku sa naviaze
protén z rozpustadla, ¢im dojde k redukcii karbonylu na alkohol. Tieto dva kroky moézu

prebiehat’ bud’ postupne, alebo spolo¢ne — ¢asova medzera medzi nimi méze byt jednym
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z rozdielov, predurcujucim katalytické vlastnosti a substratové preferencie jednotlivych
enzymov (Penning 2015).

AKR u l'udi maju velky pocet ns-SNPs. Mutacie v enzymoch AKR1D1 a AKR1C
zohravaju ulohu v deficite zIcovych kyselin, ¢i napriklad v defektoch muzskych genitalii.
AKRI1DI1 katalyzuje jeden z krokov biosyntézy zl¢ovej kyseliny — mutacie zabranuji
konverzii 7a-hydroxycholestenonu na d’alSie prekurzory zlCovych kyselin, ¢im je
zaroven naruSend negativna spitna vézba tvorby enzymu zodpovedného za rychlost’ ich
biosyntézy. Tym padom je na jednej strane naruSena schopnost’ organizmu emulgovat’
tuky aabsorbovat vitaminy, astfasne dochiddza k produkcii hepatotoxickych
izomérnych zl¢ovych kyselin (Penning 2015).

Ns-SNPs v l'udskych enzymoch AKRI1C3, AKR1C4, AKR7A2 a AKR1A1 ukézali
schopnost’ vyrazne znizit’ biotransforméciu doxorubicinu a daunorubicinu in vitro (Bains
et al. 2008, Bains et al. 2010a). Studia na 151 pacientoch s karcinémom prsnika naznagila
Castejsi vyskyt IVS4-212 C>G mutacie AKR1C3 u pacientov azijskeho povodu, a s iou
spojenu vac¢siu hematologicku toxicitu, dlhSie prezitie pacientov bez progresie ochorenia
a ich celkové prezitie po podani doxorubicinu (Voon et al. 2013).

Okrem tychto aldo-ketoreduktdz katalyzuji metabolicki redukciu doxorubicinu
1 daunorubicinu d’alSie enzymy, ako st AKR1B1, AKR1C2 a AKR1B10. Daunorubicin
sa ukazuje byt’ lepSim substratom pre aldo-ketoreduktazy ako doxorubicin, s vynimkou
AKRI1C2, s rovnakou afinitou k obom antracyklinom (Bains et al. 2010a).

LCudské AKR predstavuju potencialny ciel' pre lieciva, akymi st ich Specifické
inhibitory, ale existujuca podobnost tychto enzymov naprie¢ nadrodinou spdsobuje

komplikacie v hl'adani selektivnych Struktar (Jez et al. 1997).

2.2.1.1. AKRIAI - aldehydreduktaiza

Aldo-ketoreduktaza 1A1 (AKR1AT1) je cytozolickou monomérnou oxidoreduktdzou,
zévislou na NADPH. Tento enzym je exprimovany ubikvitérne vo viacSine tkaniv,
najvyssie hladiny vSak ma v proximalnych tubuloch obli¢iek. Od ostatnych ¢lenov
nadrodiny aldo-ketoreduktdz sa odliSuje preferenciou negativne nabitych substratov,
obsahujucich karboxylova skupinu. S vysokou afinitou st redukované aj aromatické
aldehydy (ako je p-karboxybenzaldehyd, p-nitrobenzaldehyd, pyridin-3-aldehyd
a pyridin-4-aldehyd), steroidné a malé trojuhlikové aldehydy. Vyznamnym substratom je
aj antracyklin daunorubicin (Barski et al. 2005, Barski et al. 2008).
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V pripade proximalnych trans-dihydrodiolov, katalyzuje AKR1A1 ich oxidaciu na
o-chinony, ktoré maju vysoky karcinogénny potencial. Tym mé pravdepodobne kl'icova
ulohu v aktivacii prokarcinogénnych polycyklickych aromatickych uhlovodikov (PAH)
in vivo (Palackal et al. 2001).

V kore obli¢iek sa ukazuje dalSie mozné pdsobenie AKRI1A1, konkrétne
v katabolizme myoinozitolu. Inozitoloxygenaza, prvy enzym katabolickej drahy,
produkuje D-glukuronat, ktory je dalej konvertovany touto aldehydreduktdzou na
L-gulonat (Reddy et al. 1981).

Dalsou fyziologickou ulohou AKRIAl je katalyza redukcie mevaldatu na
mevalonovu kyselinu a glyceraldehydu na glycerol (ktory je nasledne glycerolkinazou
konvertovany na triacylglycerol), a tym ma svoj podiel v biosyntéze triacylglycerolov

a cholesterolu (Palackal et al. 2001).

2.2.1.2. AKRIBI - aldozareduktiza

Aldo-ketoreduktaza 1B1 (AKR1B1) patri medzi zna¢ne skimané enzymy nadrodiny
aldo-ketoreduktaz. Dovodom je jeho potencialne sprostredkovanie hyperglykemického
poSkodenia a naslednych sekundarnych komplikécii diabetu. Je to podmienené faktom,
ze u diabetikov st Casto pritomné vysoké hladiny cirkulujticej glukozy a td moze nésledne
vstupovat’ vo vel'kych mnozstvach do polyolovej drahy, kde sa v prvom kroku konvertuje
pomocou AKR1B1 na hyperosmoticky cukor sorbitol (Penning 2015).

Primérne je tato aldozareduktaza lokalizovana v epitelovych bunkéach SoSovky, preto
sa v nich poskodenie, vyvolané akumuléaciou cukrovych alkoholov, odzrkadli ako prvé.
Pocas sledovania epitelovych buniek psich SoSoviek, kultivovanych v médiu
obsahujicom galaktdzu, dochadzalo k rychlej akumulécii galaktitolu, pricom po pridani
inhibitoru AKRI1BI sa jeho hladiny redukovali a zaroven sa znizila apoptdza buniek. To
naznacuje, Ze osmotickd nerovnovéha spdsobena akumuldciou cukrovych alkoholov
modze viest’ ku apoptdze SoSovkovych epitelidlnych buniek a potencidlne ku kataraktu
(Murata et al. 2001).

Metaanalyza klinickych skuSok poukazala na moznu prospeSnost inhibitorov
AKRI1B1 (ako su epalrestat, tolrestat, fidalrestat, zenarestat) u diabetickej
kardiovaskuldrnej autondémnej neuropatie, pricom UCinnost” preukdzali hlavne

v asymptomatickom a miernom $tadiu ochorenia (Hu et al. 2014).
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Okrem konverzie glukézy, d’alSia funkcia enzymu spociva v redukcii aldehydov
vytvorenych lipoperoxidaciou, steroidov aich derivatov, retinoidov, prostaglandinov
(PG) a roznych xenobiotik vratane daunorubicinu (Bains et al. 2010a, Pastel et al. 2012).

Zvysena expresia AKR1B1 ma podiel na zvySeni rezistencie vo¢i daunorubicinu a na
vyvoji kardiotoxicity. Inhibitory tohto enzymu moézu byt uzitoénym prostriedkom na
zvySenie antineoplastickej Uc€innosti  daunorubicinu, pri sucasnom zniZeni
kardiotoxickych u¢inkov jeho metabolitu daunorubicinolu (Plebuch et al. 2007).

Svoje miesto ma aj v procese aterosklerozy pri proliferacii buniek hladkého svalstva
(Ramana et al. 2002).

AKR1B1 moze takisto zohravat’ tilohu v ochrane tenkého ¢reva proti elektrofilnym
karbonylom pochédzajicim z potravy, rovnako ako AKRI1B10. Pravdepodobne je
AKRI1B10 ucinnejsi v eliminacii volnych elektrofilnych karbonylovych zli€enin, no
AKR1B1 mo6ze mat’ vyznamnejsiu funkciu pri d’alSej detoxikacii karbonylov, ktoré su uz

konjugované s glutathionom (Shen et al. 2011).

2.2.1.3. AKRIBI10 —aldozareduktaza tenkého creva

Medzi ¢lenov nadrodiny aldo-ketoreduktaz patri aj dalSi cytozolicky
NADPH-dependentny enzym aldo-ketoreduktdza 1B10 (AKR1B10). Exprimovany je
hlavne v gastrointestinalnom trakte - tenkom a hrubom ¢reve, ¢i peceni. To naznacuje
jeho ulohu, pravdepodobne spocivajucu v detoxikdcii reaktivnych aldehydov
v prijimanej potrave (Cao et al. 1998, Huang et al. 2016).

Zuckastiuje sa okrem toho redukcie karbonylu u xenobiotik, ako s antiemetikum
dolasetron a protinadorové lie€ivé oracin a daunorubicin. Tym ma schopnost’ prispiet’ ku
chemorezistencii nadorov voc¢i daunorubicinu, nesticemu v Strukture karbonylova
skupinu (Martin et al. 2006).

Kyselina retinova predstavuje dolezity prvok vo velkom pocte biologickych
procesov. Podiel'a sa na vyvoji plodu, proliferacii a diferenciacii buniek, ¢i kontrole
expresie génov. Prvym krokom v jej biosyntéze je oxidacia retinolu na retinaldehyd.
Préve v opacnom smere, katalyzuje AKR1B10, spolu s d’alSimi ¢lenmi nadrodiny AKR
(ako je AKRIC3), redukciu retinaldehydu spiat na alkohol, pricom tento enzym je
selektivnejsi k all-trans-retinalu. Podl'a vSetkého, up-regulacia AKR1B10 v nddorovych

bunkach je spojend so znizenim hladin kyseliny retinovej. To mdze nésledne viest’ ku
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strate schopnosti diferencidcie buniek a k d’alSiemu nadorovému bujneniu (Crosas et al.
2003, Gallego et al. 2007).

Zvysena expresia AKRIB10 bola zaznamend u niekolkych typov kancerdz
a prekancerdznych 1€zii. Jednym z nich je hepatocelularny karcindm (Scuric et al. 1998).
Nadexpresia sa tyka aj karcindmu z dlazdicovych buniek a adenokarcindmu spojené¢ho
s fajéenim. AKR1B10 sa teda méze ucastnit’ karcinogenézy suvisiacej s tabakom —
ukazuje sa ako potencidlny diagnosticky marker, Specificky pre nemalobunkovy plicny
karcindm, s typickym vyskytom u faj¢iarov (Fukumoto et al. 2005).

ZvySena miera expresie bola pozorovana aj v pripadoch karcindmu krcka maternice
a endometria, pricom AKR1B10 moze byt jednym z rizikovych faktorov vzniku recidivy
endometridlneho karcinomu (Yoshitake et al. 2007).

AKR1B10 tuc¢inne redukuje alifatick¢é aldehydy sdlhym retazcom, vratane
trans-2-alkénov pochadzajicich z peroxidacie lipidov. Vykazuje aktivitu aj voci
substratom ako su farnesal a geranylgeranial, redukuje ich na farnesol a geranylgeraniol.
Tie sa nasledne fosforylujii na farnesyl a geranylgeranyl pyrofosfaty, ktoré s substratmi
pre prenylaciu proteinov a medziprodukty pre syntézu cholesterolu. Prenylacia je
post-transla¢nou upravou, vyznamnou pre biologicku aktivitu mnohych proteinov, ktoré
maju ulohu pri transdukcii signalu, bunkovej proliferacii ¢i apoptdze (Endo et al. 2009).

Tento enzym je zaroven citlivy na inhibiciu r6znymi endogénymi steroidmi, ¢o mdze
predstavovat’ spdtnovdzbovu reguldciu intracelularnych hladin cholesterolu. Velké
mnozstvo steroidnych hormoéonov aich metabolitov v bunke naznaCuje vysSiu
koncentraciu cholesterolu, a teda potrebu znizit’ jeho biosyntézu — to je mozné dosiahnut’
inhibiciou AKR1B10 steroidmi, ¢im sa znizi mnozstvo farnesolu. Takato moznost’
regulacie ma potencidlny vyznam hlavne v nadoblickidch, kde je enzym vysoko
exprimovany (Endo et al. 2009).

Z exogénnych inhibitorov je mozné spomenut’ derivaty N-fenylantranilovej kyseliny
(kyselina mefendmova, flufendmovda, meklofenamova), diklofenak, kyselinu
glycyrrhetinova (Endo et al. 2010), bisdemethoxykurkumin (Matsunaga et al. 2009),
spolo¢ny inhibitor s AKR1BI1 tolrestat (Endo et al. 2009) a oleanolovi kyselinu
(Takemura et al. 2011).
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2.2.1.4. AKRICI-C4 - hydroxysteroiddehydrogenazy

Enzymy podrodiny aldo-ketoreduktdz 1C (AKR1C) zdiel'aju vzajomne cez 86 %
aminokyselinove] sekvencie. Okrem toho maji spolo¢nu (v réznej miere) 3-, 17-,
20-ketosteroidreduktazova a  3a-, 17B8-, a  20a-hydroxysteroidoxidazovu
NAD(P)(H)- dependentnu aktivitu. Od enzymov AKR1A a AKR1B sa odlisuju tym, ze
vykazuju afinitu nielen k aldehydom, ale aj ku ketonom - ich endogénnymi substratmi st
hlavne steroidy a prostaglandiny (Penning et al. 2000, Penning et al. 2004).

Vsetky st exprimované bunkami pecene, kde sa zucastituju biosyntézy zl¢ovych
kyselin. LiSia sa prave extrahepatalnou expresiou — AKR1C4 je prakticky pre pecen
Specificka, zatial' ¢o v prostate a prsnej zl'aze su dominantne exprimované AKR1C2
a AKRIC3. AKRICI a AKRIC2 su naviac exprimované v mozgu, kde sa zacastiuju
syntézy anxiolytickych steroidov (Penning et al. 2000, Penning et al. 2004).

Expresia AKRICI1 a AKR1C3 pravdepodobne riadi pomer estradiolu a progesteronu
u karcindbmu endometria. To je vyznamné z hladiska koreldcie jeho incidencie so
zvySenou estrogénovou stimulaciou, sucasne nevyvazenou progesteronom Ci
syntetickymi progestinmi. Progesterén je vdaka AKRI1C1 inaktivovany premenou na
20a-hydroxyprogesteron, a teda jeho zvySena expresia malignymi bunkami endometria,
modze znamenat zniZenie progesteronovej ochrany. Sucasne AKRI1C3 katalyzuje
redukciu estrénu na estradiol, prispievajuc tak k vystupiiovanym estrogénovym ucinkom
(Rizner et al. 2006).

Naopak znizend expresia AKRIC1 a AKRIC2 je preukdzand v prsnikovych
nadorovych tkanivach. Progesteron je pomocou AKRIC metabolizovany na
3a-hydroxy-4-pregnen-20-6n (3aHP) a 20a-dihydroprogesteron (20aDHP) — metabolity
so schopnost'ou potlacit’ bunkova proliferaciu a adhéziu. Zmenené hladiny enzymov
mozu preto vysvetlovat modifikovany progesteronovy metabolizmus, typicky pre
karciném prsnika (Lewis et al. 2004).

Spinoceluldrny karcindm hlavy a krku je Standardne lieCeny chemoterapeutikom
cisplatinou. Problémom je uZ primarna rezistencia nadorovych buniek, korelujiica
s expresiou AKRICI. Jednou z pri¢in zvySenej expresie enzymu mozu byt toxickeé
posobky cigaretového dymu. AKR1CI1 vtomto pripade ovplyviiuje signalnu drahu

prenasSaca signdlu a transkripéného aktivatora 1/3 (STAT1/3) a pre pacientov predstavuje
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zly prognosticky faktor recidivy a umrtia. Inhibitor Janusovej kinazy (JAK), ruxolitinib,
predstavuje potencidlne sposob, ako tuto rezistenciu prekonat’ (Chang et al. 2019).

AKRIC2 katalyzuje metabolicki premenu Sa-dihydrotestosteronu, ktorého
vysledkom je inaktivny androgén Soa-androstan-3o,17B-diol atiez konverziu
5B-dihydroprogesterénu na anxiolyticky3a-hydroxy-5a-pregnan-20-6n
(allopregnanolon). Allopregnanolon je alosterickym moduldtorom GABAAa receptoru
a zniZenie jeho hladin je pozorované u zien s predmenstruanym syndromom (Penning
2015, Rapkin et al. 1997).

AKR1C3 vilohe 17B-hydroxysteroiddehydrogendzy katalyzuje redukciu
A4-androsten-3,17-diénu na testosteron, Sa-androsten-3,17-diénu na
Sa-dihydrotestosteron a estrénu na 173-estradiol. Preto je inhibicia funkcie tohto enzymu
vhodnym ciel'om terapie hormon-dependentnych karcinomov prostaty a prsnika, kde je
sledované zvySena expresia AKR1C3 (Byrns et al. 2010, Penning et al. 2015).

Karcindm prostaty a karcindm prostaty rezistentny na kastraciu (CRPC) byvaju ¢asto
zavislé na biosyntéze androgénov naddorovymi bunkami a AKR1C3 prispieva tvorbou
testosteronu, ktory sa viaze na androgénové receptory, k d’alSej proliferacii a stimulacii
nadorového rastu cez signaliza¢nt kaskddu adrogénového receptoru (AR) (Byrns et. al
2012).

Okrem vysSie spominanych u¢inkov, katalyzuje AKR1C3 aj redukciu prostaglandinu
H> na PGFya aprostaglandinu D na 9a,11B-PGF2,. Prostrednictvom ovplyvnenia
metabolizmu prostaglandinov a steroidnych hormoénov, moze dochadzat’ ku progresii
nadorového bujnenia v prsnom tkanive; vzniknuté izoméry PGF; stimuluju proliferaciu,
angiogenézu a invazivitu nadoru. Okrem toho AKR1C3 obmedzuje vznik PGJ. z PGD,
ktory ma naopak antiproliferativne ucinky (Byrns et al. 2010, Penning et al. 2015).

Nadmerna expresia AKRI1C3 je pozorovand aj v pripade akutnej myeloidnej
leukémie (AML) a T-lymfocytovej akttnej leukémie (ALL), kde prispieva k rezistencii
voc¢i antracyklinom (Verma et al. 2019).

Medzi xenobiotika metabolizované pomocou AKR1C patri aj protinddorové liecivo
oracin. AKR1C2 a AKRIC4 ho metabolizuji stereoSpecificky na (+)-dihydrooracin
(DHO), vd’aka AKR1C1 je z malej Casti metabolizovany na (-)-DHO. (Wsdl et al. 2007).

Naloxon a naltrexon patria medzi d’alSie lie€ivda metabolizované¢ vdaka AKRI1C.

Naloxon je v peCeni redukovany na 6B-naloxol — katalyza je najucinnejSia u AKR1C4,
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ale UCinnymi enzymami st takisto AKRICI a AKR1C2. Rovnako naltrexon je
stereospecificky redukovany na 6B-naltrexol (Ohara et al. 1995).

Dal§im ddlezitym substratom AKR je daunorubicin (Ohara et al. 1995). Up-regulacia
AKRIC1 a AKRI1C3, v I'udskych leukemickych bunkach linie U937, znizila ich citlivost’
na protinddorové lieCivo daunorubicin, ¢im sa preukazala loha tychto enzymov v
nadobudnuti rezistencie (Matsunaga et al. 2014).

Sledovanim redukcnej ucinnosti AKR1C3 na troch antracyklinoch sa zistilo, ze
daunorubicin je enzymom metabolizovany najefektivnejsie, nasleduje idarubicin a za nim
doxorubicin. Tuto katalyticki  funkciu AKRIC3 je schopny inhibovat
2'-hydroxyflavanon. Sucasne boli pozorované zmeny v expresii AKR1C3 v bunkach
tumoru po podani daunorubicinu a idarubicinu, ktoré koreluji sich pdvodnymi
endogénnymi hladinami. Indukcia AKR1C3 teda mdze vystupniovat’ primarnu rezistenciu
nadorovych buniek, danu endogénnou expresiou tohto enzymu (Hofman et al. 2014).

Objavena bola aj suvislost’ zvySenej expresiec AKR1C3 so stratou tumorsupresoru
PTEN a aktivaciou anti-apoptotickej drahy PTEN/proteinkindza B (Akt). To mdze mat’
potencidlne vplyv na rezistenciu karcindomu prsnika vo¢i doxorubicinu (Zhong et al.
2015).

Za jeden z terapeutickych cielov sa povazuje objavenie Specifickych inhibitorov
AKRIC. Posobenie AKRICI je mozné inhibovat’ salicylatmi a ich derivatmi, ako st
3-brom-5-fenylsalicylat ¢i 3-chlor-5-fenylsalicylat (El-Kabbani et al. 2010).

Znamymi inhibitormi AKRIC su nesteroidné antiflogistikd (NSAID), ktoré sa
navzdgjom liSia Specifitou kroznym izoformam enzymu. Sulindak, kyselina
meklofendmovd, ibuprofen ¢i flurbiprofen st pomerne neSpecifickymi inhibitormi
AKRI1C; naproxen preferencne inhibuje AKRIC2 a AKRIC3 oproti AKRICI.
Indometacin a jeho methylester sa zdaju byt jedinymi vyrazne preferujicimi AKR1C3
nad ostatnymi izoformami. N-(4-chlérbenzoyl)-melatonin, analdg indometacinu, sa javi
ako selektivny inhibitor AKR1C3, ktory zaroven neinhibuje cyklooxygendzy (Byrns et
al. 2008).

Dalsim  objavenym, pomerne 3pecifickym inhibitorom AKRIC3, je
4-methyl(de-dimethylamin)-tetracyklin (4-MDDT), so Struktirou odvodenou od
tetracyklinu, ktorého inhibi¢na aktivita vSak nie je dostatocna na vyvolanie adekvatneho
antileukemického ucinku. Klinicky vyuzivanym v liecbe leukémii je iny u¢inny inhibitor

AKRI1C3, 6-medroxy-progesteronacetat (Khanim et al. 2014).
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2.2.1.5. AKR7A2 - aflatoxinreduktdiza

Aldo-ketoreduktaza 7A2 (AKR7A2) je NADP(H)-dependentnym enzymom
exprimovanym Vv tkanivich mnohych organov, ako st pankreas, oblicky, kostrové
svalstvo, tenké ¢revo, pecen, srdce ¢i mozog (Ireland at al. 1998).

Je znamy aj ako aflatoxinreduktaza, pretoze katalyzuje redukciu hepatotoxického
dialdehydového metabolitu aflatoxinu B1 na prislusny dialkohol sniZSou toxicitou
(Ireland at al. 1998).

V CNS ma AKR7A2 funkciu sukcinat-semialdehydreduktazy. Sukcinatsemialdehyd
je metabolickym produktom GABA, ktory je d’alej konvertovany pomocou AKR7A2 na
v-hydroxybutyrat — metabolit s potencialnymi neuromodulaénymi vlastnost’ami.
U pacientov s niektorymi neurodegenerativnymi ochoreniami, ako je Alzheimerova
choroba, je mozné pozorovat’ zvySené hladiny tohto AKR enzymu (Picklo et al. 2001).

Stadie naznaduju, ze AKR7A2 je hlavnym enzymom metabolizujlicim antracykliny
v 'udskom myokarde, kde prispieva ksyntéze kardiotoxickych alkoholovych
metabolitov. Terapia doxorubicinom zarovenn modifikuje expresiu AKR7A2 a vedie
k zmenam vo fosforylacii (Quinones-Lombrafa et al. 2019).

Metabolizmus antracyklinovych antibiotik a ich nasledné kardiotoxické pdsobenie,
zavisi aj na interindividudlnej variabilite v expresii génov AKR7A2. Jednou z pric¢in
variabilnej farmakodynamiky antracyklinov sa zda byt methylacia DNA v Specifickych
polohach AKR7A2 génového lokusu (Hoefer et al. 2016).

2.2.2. NADRODINA SDR

Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retazcom (SDR) st velkou, divergentnou
skupinou, prevazne zlozenou z NAD(P)(H)-dependentnych oxidoreduktdz. Tato
enzymova vetva zdiela Struktirne znaky, ako st vzorec skladania o/p, s vizbovym
miestom pre nukleotidovy kofaktor (tzv. Rossmanov zhyb) a typickua katalytickt tetradu
aktivneho miesta Asn-Ser-Tyr-Lys (Kavanagh et al. 2008). V sekvencii aminokyselin st
vSak identické len z priblizne 15-20 % (Oppermann et al. 2001).

U T'udi bolo doposial’ identifikovanych cez 80 génov SDR (Bhatia et al. 2015). Maja
v organizme rozli¢né funkcie, medzi inymi sa podiel’aju na metabolizme aminokyselin,
lipidov, mastnych kyselin, cukrov, retinoidov, prostaglandinov ¢i steroidnych horménov.

Okrem toho sa zG¢astiiuju biotransformdacie réznych xenobiotik a podskupina atypickych
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SDR ma svoje uplatnenie v kontrole metabolickych drah (Bhatia et al. 2015, Oppermann
et al. 2001).

Tymto roznorodym metabolickym tlohdam zodpovedd aj ich subcelularne
umiestnenie — ndjdeme ich v mitochondriach, cytoplazme, jadre, v ER, Golgiho aparate,
aj v peroxizomoch (Bhatia et al. 2015).

Vramci nadrodiny SDR rozozndvame zakladnych 5 rodin enzymov, ozna¢ovanych
ako ,divergentné”, ,komplexné®, ,intermediarne”, atie najpocCetnejSie rodiny,
,rozsirené“a ,klasické”, kam patria aj dolezit¢ Tudské karbonylreduktazy
a 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza 1 (11B-HSD1) (Hoffmann a Maser 2007). K tymto
hlavnym piatim rodinAm moézeme priradit’ eSte dalSie dve, tzv. enzymy ,atypické®
a ,,nepriradené®. Toto rozdelenie sa prejavuje aj v nomenklatire, pricom kazda z rodin
ma priradené pismeno, ktoré sa premietne aj v nazve jednotlivych enzymov (Persson et
al. 2009).

Enzymy SDR nadrodiny takisto zohravaji ulohu v metabolizme doxorubicinu
a daunorubicinu, pricom sa ukézalo, ze CBR1 ma vysSiu Specifitu pre daunorubicin
a CBR3 pre doxorubicin. Mutacie v génoch, kdédujucich tieto enzymy, mézu mat’ podiel
vo variabilite vyskytu neziaducich u¢inkov medzi pacientami lieCenymi doxorubicinom

a daunorubicinom (Bains et al. 2009, Bains et al. 2010b).

2.2.2.1. CBRI

Vynimoc¢nou vlastnost'ou karbonylreduktdzy 1 (CBR1) je to, Ze pravdepodobne ako
jedina z SDR existuje zaroveil v troch izoforméch s podobnou katalytickou aktivitou. To
je dané schopnostou autokatalyzy, pricom dochddza ku chemickej modifikacii na
lyzine-239, reakciou s 2-oxokarboxylovymi kyselinami (ako s pyruvat a 2-oxoglutarat).
Tento proces je podla vSetkého fyziologicky a zavisi od metabolického stavu buniek
(Sciotti et al. 2000, Wirth a Wermuth 1992).

Karbonylreduktdza 1 je cytozolickou, ubikvitérne exprimovanou, monomérnou
NADPH-dependentnou oxidoreduktazou, s najvysSou mierou expresie identifikovanou
v peceni a centralnom nervovom systéme. Okrem toho CBRI1 najdeme v epitelovych
bunkach zaludka a tenkého Creva, oblickach, epiderme a v menSom mnozstve v cievnom
endoteli a vo vlaknach hladkého svalstva. Organovému umiestneniu zodpovedaju funkcie

tohto enzymu v organizme, spocivajlice jednak v detoxikacii exogénnych latok, ako aj
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metabolizme endogénnych zlucenin — prostaglandinov ¢i réznych steroidov (Wermuth
1981, Wirth a Wermuth 1992).

CBR1 plni tlohu chinonreduktazy, G¢inne katalyzuje redukciu substratov ako su
menadion, tokoferolchinon, fenantrénchinon & ubichinon. Dal$imi substratmi st
aromatické aldehydy, napriklad 4-nitrobenzaldehyd a rozlicné biogénne aldehydy, ku
ktorym patri aj indol-3-acetaldehyd (Wermuth 1981, Wermuth et al. 1986).

Rovnako 4-oxonon-2-enal, vysoko reaktivny produkt peroxidacie lipidov, vznikajuci
pri oxida¢nom strese, sa ukéazal ako jeden z dolezitych substratov CBR1 (Doorn et al.
2004).

Tento enzym d’alej disponuje 9-ketoreduktazovou aktivitou, vd’aka ¢omu zohrava
ulohu v regulacii prostaglandinov - katalyzuje konverziu prostaglandinu E> na
prostaglandin Fza, a zaroven oxidaciu PGE2, PGF2« a PGD: na ich zodpovedajiuce
15-keto metabolity, ktoré st biologicky neaktivne. To mdéze mat’ nepriamo vplyv na
tumorigénny potencial buniek, ked’ze prostaglandin E; preukazal schopnost’ inhibovat’
bunkovt smrt’ (Schieber et al. 1992, Sheng et al. 1998).

Stadie naznaGuji vyznam CBR1 v modulacii rastu a metastaz nadorovych buniek.
V porovnani s norméalnymi epitelovymi bunkami prostaty sa zistilo, Ze Cast’ buniek
adenokarcindomu v menSej miere, alebo dokonca vobec CBR1 neexprimuje. Strata
expresie tohto enzymu v metastatickych bunkach je pravdepodobne pri¢inou ich vyssej
malignity a metastatickej kapacity (Ismail et al. 2000).

CBR1 sa takisto podiel'a na vzniku rezistencie voc¢i antracyklinom. Up-reguléacia
enzymu v bunkach gastrointestinalneho tumoru predstavuje prognosticky a diagnosticky
ukazovatel vyvoja ich rezistencie na doxorubicin. Ciastoéna obnova citlivosti
DOX-rezistentnych nadorovych buniek bola sledovana po podani inhibitora CBRI,
kvercetinu (Matsunaga et al. 2015).

2.2.2.2. CBR3

Dalsou z NADP(H)-dependentnych oxidoreduktaz je karbonylreduktiza 3 (CBR3).
Objavena bola pri hl'adani génov prispievajucich k Downovmu syndromu, pricom jej gén
bol lokalizovany 62 kb za génom CBR1 (Pilka et al. 2009, Watanabe et al. 1998).

Tieto dva enzymy zdiel'aju spolo¢ne az 70 % aminokyselinovej sekvencie, ale liSia
sa v Strukture aktivnheho miesta. Vysledkom ich vzajomnych odliSnosti je uZzSie

substratové spektrum — CBR3 katalyzuje prevazne metabolickii premenu o-chinonov
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(jednym z najlepSich substratov sa ukézal 1,2-naftochinon); d’al$imi ndjdenymi boli
lie¢ivo oracin, acetohexamid ¢i isatin. Vo vSeobecnosti CBR3 katalyzuje premenu tychto
substratov s nizSou uc¢innost'ou ako CBR1. Rozdielom je aj to, ze nevykazuje aktivitu
voci prostaglandinom a 4-oxonon-2-enalu (Pilka et al. 2009).

Pri stidiu vyznamu alelickych variant 'udskej CBR3, bol pozorovany bezne sa
vyskytujuci polymorfizmus V244M, zodpovedny za kodovanie izoforiem proteinu CBR3
s charakteristickymi katalytickymi vlastnostami (Lakhman et al. 2005).

CBR3 je tiez jednym zenzymov, katalyzujucich premenu antracyklinov na ich
kardiotoxickejsie metabolity. Génovy polymorfizmus CBR3, ktory spdsobuje zvySenie
redukénej aktivity, moze upacientov viest ku zlyhaniu srdca po nizSich
davkach doxorubicinu, ako su podavané Standardne. Pri liecbe daunorubicinom
a idarubicinom toto riziko eSte stipa — tvorba toxickych metabolitov v myokarde bola
v ich pripade vyraznejSia, a zarovenl dochédzalo k ich hromadeniu. U epirubicinu sa

zvySené riziko srdcového zlyhania neprejavilo (Salvatorelli et al. 2018).

2.2.2.3. CBR4

Do nadrodiny SDR patri aj enzym karbonylreduktaza 4 (CBR4). Od predchadzajucich
karbonylreduktaz sa 1i8i vo viacerych aspektoch, jednym z nich je substratova Specifita.
CBR4 katalyzuje NADP(H)-dependentne konverziu o- a p-chinonov, avsak tento enzym
nie je pravdepodobne schopny redukcie inych karbonylovych zlu¢enin, ako su alifatické
a aromatické aldehydy ¢i ketosteroidy. Takisto v opacnom smere, nebola preukazana
schopnost’ oxidacie aromatickych a alifatickych alkoholov, ¢o naznacuje, Ze CBR4 je
vyluéne chinonreduktazou. Rovnako aj subcelularna lokalizacia v mitochondriach
signalizuje, Ze by uloha CBR4 mohla spocivat’ v ochrane pred exogénnymi chinonmi
(Endo et al. 2008).

Bains et al. (2010a) vSak uvadza, ze CBR4 je schopnéd katalyzovat premenu

doxorubicinu a daunorubicinu, pricom doxorubicin sa ukazal ako vyrazne lepsi substrat.
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2.3. TYROZINKINAZY

Jednymi z hlavnych signalizaénych enzymov st protein-tyrozinkindzy (PTK).
Katalyzuji prenos ATP-y-fosfatu na tyrozinové zvysky proteinového substratu. Tym
dochadza kjeho fosforylacii avdaka signalizaénej kaskdde, nasledne k d’alSim
biochemickym a fyziologickym reakcidm — reguluje sa tak rast buniek, ich proliferécia,
diferencidcia, migracia, apoptoza, ¢i reakcie na extracelularne stimuly. Podl'a Struktiry
rozliSujeme tyrozinkindzy na receptorové a nereceptorové, ktoré sa vzhl'adom na
Struktirnu homologiu jednotlivych enzymov, delia este na d’alSie skupinové celky (Jiao
et al. 2018, Madhusudan a Ganesan 2004).

Receptorové tyrozinkindzy  sa skladaju  z extracelularnej domény,
z transmembranovej Casti a intracelularnej domény, s vlastnou kinazovou aktivitou.
Receptorové tyrozinkindzy zahtiiaji receptory ako st receptor epidermélneho rastového
faktoru (EGFR), receptor vaskuldrneho endotelidlneho rastového faktoru (VEGFR),
receptor pre dostickovy rastovy faktor (PDGFR), protoonkogén c-KIT ¢i inzulinovy
receptor (InsR). Naviazanim Specifického ligandu na extraceluldrnu doménu dochadza
ku dimerizécii, autofosforylacii receptoru a nasledne ku fosforylacii substratu. Informacie
st dalej prendSané prostrednictvom signalnych drah PI3K/Akt/mTor, PLCy/PKC,
pripadne RAS/RAF/MEK/ERK (Jiao et al. 2018, Regard 2015).

Stcastou nereceptorovych PTK, naopak nie je extracelularna doména, spravidla su
naviazané na membranu bunky alebo sa nachadzaju v cytozole a maju rovnako
katalytickli doménu ako receptorové tyrozinkindzy. Transdukcia signalu prebieha
spravidla cez cytokinové receptory ¢i receptory T-buniek. Podl'a podobnosti v Strukture
domény sa rozdeluji na 9 hlavnych rodin - konkrétne je to rodina sarkomovej
protoonkogénovej protein-tyrozinkinazy (Src), fokalnej adhéznej kinazy (Fak),
c-terminalnej sarkdmovej protein-tyrozinkinazy (Csk), tyrozinkindzy exprimovanej
hepatocelularnym karcindmom (Tec), Abelsonovej tyrozinkindzy (Abl), slezinovej
tyrozinkindzy (Syk), Janusovej kindzy (Jak), kindzy macacieho sarkému (Fes)
a aktivovanej CDC42 kinazy (Ack) (Obr. 6). Nereceptorové tyrozinkinazy by sa zaroven
dali povaZovat za sicast’ drah aktivovanych pomocou receptorovych PTK (Gocek et al.

2014, Jiao et al. 2018, Wu a Fu 2018).
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Obr. 6 Rozdelenie nereceptorovych tyrozinkindz podl'a doménovej homologie (prevzaté

z Gocek et al. 2014)

Désledkom abnormalnej expresie PTK mo6Zu byt’ poruchy, ktoré eventualne vedu ku
tumorigenéze. Miera invazivity, metastdzovania, vaskularizacie nddoru a takisto
rezistencie voCi chemoterapeutikdm, casto stvisi prave schybami vo funkeii
tyrozinkinaz. Napriklad, vd’aka mutaciam PTK, mo6ze v bunkach tumoru dochadzat’ ku
spontannej aktivacii drdh bez vonkajsSieho stimulu. Okrem toho sa podiel'ajii na r6znych
inych ochoreniach, ako su imunodeficiencie, diabetes mellitus nezavisly na inzuline,
psoriaza, ateroskler6za ¢i niektoré vrodené anomalie (kraniosynost6za) (Jiao et al. 2018,

Madhusudan a Ganesan 2004, Prickett et al. 2009).
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Rast nadorovych buniek byva v mnohych pripadoch zavisly na hyperaktivovanych
signalnych drahach, ktoré st pohéanané geneticky zmutovanymi aj nezmutovanymi
tyrozinkinazami. ZvysSenie (geneticky zmenenej) aktivity tyrozinkindz, moéze byt
dosledkom pritomnych mutacii, DNA translokacii ¢i amplifikécii. Bez genetickych zmien
dochadza k aktivacii tyrozinkindz inymi mechanizmami (Obr. 7D-F). V oboch pripadoch
je vysledkom zvysSend proliferacia a prezitie nadorovych buniek zavislych na ¢innosti

signalnych drah (Drake et al. 2014).
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Obr. 7 Mechanizmy aktivécie tyrozinkinaz v nddorovych bunkach — priklady mutécii (A),
amplifikacii (B), translokacii (C) a aktivacie bez genetickych alteracii; antigénom (D),

autokrinne/parakrinne (E), fosfatazou (F) (prevzaté z Drake et al. 2014)

Prikladom  aktivacie  signalizacnych  drah, prostrednictvom  nadmernej
expresie/amplifikacie PTK, je receptor I'udského epidermdlneho rastového faktoru 2
(HER-2) a Erb-B2 receptorova tyrozinkinaza (ERBB2) (Obr. 7B); bezne sa vyskytujuce
proteiny u niekol’kych typov nadorov, vedice ku kvalitativnej aj kvantitativnej zmene
signalizécie. Fuzia proteinu zlomového miesta génu (BCR) a ABL (Obr. 7C) je

vysledkom chromozomovej translokacie a tento fuzny protein je casto pritomny
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u chronickej myeloidnej leukémie. Mutantny EGRF (Obr. 7A), s depléciou aminokyselin
v extracelularnej doméne, je pozorovany v rade solidnych tumorov. Dlhodobé stimulacia
tyrozinkinazy moze byt takisto vysledkom autokrinného/parakrinného posobenia
nadmerného mnozstva ligandov (napr. tumor nekrotizujuceho faktora a) (Madhusudan

a Ganesan 2004).
2.3.1. INHIBICIA TYROZINKINAZ

Inhibicia tyrozinkindz (receptorovych ¢i nereceptorovych) aich prislusnych
signdlnych drah, je vyznamnym cielom protinddorovej terapie. Na receptorové PTK je
mozné zacielit dvoma spoésobmi. Prvou z moznosti su monoklondlne protilatky, ktoré
bréania ligandu naviazat’ sa, vd’aka ¢omu nedodjde k aktivacii signaliza¢nej drahy. Druhym,
spolocnym spdsobom, st inhibitory tyrozinkindz, ktoré posobia na tyrozinkindzovu

doménu, a tak inhibujt transdukciu signélu (Obr. 8) (Jiao et al. 2018, Regad 2015).
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Obr. 8 Dva sposoby inhibicie funkcie receptorovych tyrozinkindz — monoklonalne

protilatky aj TKI zabrainuju signalovej transdukcii (prevzaté z Regad 2015)
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Mechanizmus U¢inku inhibitorov tyrozinkindz spociva v konkurencii s ATP
o vidzbové miesto, ¢im sa redukuje fosforylacia tyrozinkinazy a v kone¢nom dosledku aj
proliferacia buniek. Takymto posobenim na signalne drahy, je mozné v nadorovych
bunkach dosiahnut’ inhibiciu angiogenézy, opravy a delenia buniek, ¢i indukciu
apoptdzy. Je to znaéne selektivna reakcia, s nizkou mierou neziaducich uc¢inkov (Jiao et
al. 2018, Madhusudan a Ganesan 2004).

TKI mézeme rozdelit’ podla ich primarnych cielovych miest, ako su napriklad
inhibitory VEGFR, EGFR, BCR-ABL, c¢-KIT, Src a mnoh¢ d’alSie. Vyvijané su takisto
malé molekuly, schopné inhibicie viacerych signdlnych drah sucasne (EGFR a HER-2;
BCL-ABL, c¢-KIT, PDGRF apod.), ¢im sa da docielit’ zosilneného protinadorového
ucinku (Jiao et al. 2018, Madhusudan a Ganesan 2004).

Problémom v terapii pomocou TKI je vznikajuca rezistencia nadorovych buniek,
vyzadujuca vyvoj novych stratégii a generacii inhibitorov - napriklad v kombindcii
s d’alsimi protilatkami. Rezistencia vznikd na zdklade farmakologickych (liecivo sa
nedostane k cielovej Strukture) alebo biologickych mechanizmov, ktoré vyplyvaju
z evolucnej selekcie nadorov. Konkrétne spociva najéastejsie v sekundarnych mutaciéach,
v pozmeneni ¢i aktivacii alternativnych signalnych drah a vo zvySeni expresie a aktivity
ABC-transportérov (Camidge et al. 2014, Huang a Fu 2015).

Okrem rezistencie, terapeutickd U¢innost’ ohrozuje aj vysoka interindividualna
variabilita reakcie na terapiu TKI. V tom takisto mézu zohravat’ llohu ABC-transportéry,
ktoré sa zc€astiiuju biotransformacnych procesov. Velka €ast’ inhibitorov tyrozinkinaz
predstavuje vhodny substrat pre P-glykoprotein ¢i protein rezistencie rakoviny prsnika
(BCRP, znamy aj ako ABCG?2). Ich inhibiciou, pri su¢asnom podani TKI, je mozZné
zvysit’ biologicku dostupnost’ a efektivitu liecby (Deng et al. 2014).

Ukézalo sa, ze vdcSina inhibitorov tyrozinkinaz nie je len vhodnym substratom
(v niz8ich koncentraciach), ale zaroven ma schopnost ABC efluxné transportéry
inhibovat’ (spravidla vo vysokych koncentraciach) (Beretta et al. 2017). V klinickej praxi
je pomerne bezné spolo¢né podanie TKI s konvenénymi cytotoxickymi lieCivami, kvoli
ich rozdielnemu mechanizmu G¢inku na nadorové bunky. Zistenie, Ze maju aj takyto
inhibi¢ny potencidl, eSte zvySuje opodstatnenost’ tejto kombinacie — TKI dokazu do istej
miery zvratit efluxom navodenu rezistenciu na cytostatika. Z tohto dovodu vyzera byt
perspektivna takisto kombinacia viacerych TKI (Brozik et al. 2011, Deng et al. 2014, Wu
a Fu 2018).
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Inhibicia efluxnych transportérov vSak nie je jedinym sposobom, ktorym
inhibitory tyrozinkindz ucinkuji proti rezistencii. Imatinib poOsobi proti ziskanej
rezistencii na doxorubicin znizenim up-regulacie ABC-transportéra a priamou inhibiciou
jeho funkcie; stcasne indukuje zastavenie bunkového cyklu v G2/M a apoptdézu. Ma
takisto schopnost’ zvratit' vnutornu rezistenciu, posobi inhibicne na aktivovani
alternativnu STAT signalizacnu drahu v nadorovych bunkach (Sims et al. 2013).

U¢inok TKI na karbonylredukujice enzymy nie je este dostatoéne preskimany.
Avsak, pri Stadiu roskovitinu a purvalanolu A (inhibitorov cyklin-dependentnych kinéz,
ktoré patria spolo¢ne s tyrozinkindzami do skupiny proteinkinaz) sa zistilo, ze maji
schopnost’ inhibovat’ AKRI1C3, atym potencial zvratit rezistenciu na antracykliny
(Hanks a Hunter 1995, Novotn4 et al. 2018a). Dal§im inhibitorom cyklin-dependentnych
kindz, so silnym inhibi¢nym G¢inkom na AKR1C3, je dinaciclib (Novotna et al. 2018b).
Podobne na AKRI1C3 pdsobi buparlisib, inhibitor fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI3K)
(Bukum et al. 2019), ktora je sucastou signalnej drahy spojenej s receptorovymi PTK
(Liu et al. 2009). Preto je namieste zaoberat’ sa takisto inhibi¢énym potencidlom TKI voci

CRE.

2.3.1.1. IMATINIB
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Obr. 9 Chemicka Struktura imatinib mesylatu (prevzaté z Cohen et al. 2002)

Chronickd myeloidnd leukémia (CML) je hematologickym ochorenim,
charakterizovanym abnormalnou proliferdciou buniek myeloidnej rady. Recipro¢nou
translokaciou chromozoémov 9 a22 dochddza ku vzniku charakteristického
Philadelphského chromozému (Ph). Na molekularnej urovni je dosledkom translokécie
fuzny gén BCR-ABL, hlavny faktor v patofyzioloégii CML, ktorého produkt vedie ku
vzniku konstitutivne aktivnej tyrozinkinazy (Druker a Lydon 2000, Laurent et al. 2001).
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Revoluciu v terapii CML priniesol inhibitor tyrozinkindz imatinib (Obr. 9), dobre
absorbovany aj po peroralnom podani. Blokuje fosforylaciu PTK, inhibuje expresiu
BCR-ABL, ¢im eventualne zabranuje proliferacii zvrhnutych myeloidnych buniek,
exprimujucich tento fuzny protein. Imatinib bol schvaleny v roku 2001 americkym
Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) na Ph+ CML so Statisticky aj klinicky
lepsimi vysledkami v porovnani s terapiou interferonom o a takisto s lepsou toleranciou
pacientami (Jiao et al. 2018, Johnson et al. 2003, Madhusudan a Ganesan 2004).

Standardnd odpora¢ana denna davka u pacientov v chronickej faize CML je
400 mg denne (Petzer et al. 2012). Medzi neziaduce ucinky, okrem hematologickych
(neutropénia, trombocytopénia) patri bolest’ brucha, hnacka, nausea, edémy ¢i retencia
tekutin (Kantarjian et al. 2007).

Imatinib neinhibuje len BCR-ABL, ale taktiez PDGFR a c-KIT. Mutacie
v génoch PDGFR boli najdené u niekol’kych typov nadorovych ochoreni - leukémii,
karcinome spinoceluldrnych buniek pazerdka ¢i  multiformného glioblastomu
(Madhusudan a Ganesan 2004, Regad 2015). Genetické mutacie v protoonkogéne c-KIT
ako aj v PDGRF-a st zase kl'icové v patogenéze gastrointestindlneho stromalneho
tumoru (GIST). Aktivované tyrozinkindzy sposobuji nésledne nekontrolovatelnt
stimulédciu signdlnych kaskad a vedu k bunkovej proliferacii rezistentnej voc¢i apoptoze.
Vyrazny 0zitok bol zaznamenany u pacientov v pokrocilom Stadiu GIST po podani
imatinib mesylatu, pretoze ako TKI je schopny selektivne inhibovat’ trandukciu signalu
a vyvolat’ apoptdzu buniek tumoru (Corless et al. 2005, Demetri 2002).

Utinnost’” imatinibu bola skiimana aj u pacientov s malobunkovym plicnym
karcindmom, avSak pravdepodobne vd’aka necakane nizkej expresii KIT nadorovymi
bunkami, nepreukézal dostato¢ny ti¢inok (Soria et al. 2003).

Okrem nadorovych ochoreni sa imatinib ukazal ako potencidlne vhodné liecivo
v pripade vzacnej pl'icnej venookluzivnej choroby a pl'icneho kapildrneho hemangiomu,
kde existuje len malo inych terapeutickych moznosti (Ogawa et al. 2017).

Problémom v liecbe pomocou imatinibu je Casté rezistencia. V pripade GIST sa
pravdepodobne jedn4 o kombinéciu r6znych mechanizmov, ako s sekundarne mutacie
v ¢-KIT a PDGRF-a, amplifikéacia c-KIT, aktivacia iného sposobu transdukcie signalu,
nezavislého od c-KIT a PDGRF-a a zvySena expresia efluxnych pump (Sleijfer et al.

2007).
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U CML zavisi rezistencia takisto na viacerych faktoroch — amplifikdcia génu
BCR-ABL, muticia vo vizbovom mieste pre ATP alebo zvySenie mnozstva
ABC-transportérov, hlavne P-glykoproteinu (Illmer et al. 2004, Madhusudan a Ganesan
2004). Riesenim na prekonanie rezistencie bol vyvoj d’alSich generacii TKI, ako s
nilotinib ¢i dasatinib. Stale vSak existuju mutacie (ako T315I), ktoré su pri¢inou
rezistencie naprie¢ spektrom TKI (Drake et al. 2014).

Stcasne sa ukazalo, ze imatinib a nilotinib st schopné zvratit’ rezistenciu na
paklitaxel a vinkristin, vd’aka inhibicii efluxného transportéru MRP-7 (ABCCI10).
S doxorubicinom sa ale tato schopnost’ nepotvrdila, podl'a vSetkého viac interaguje

s inymi transportérmi (P-glykoproteinom, BCRP, MRP-1) (Shen et al. 2009).

2.3.1.2. NILOTINIB
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Obr. 10 Chemicka Struktira nilotinibu (prevzaté z Hussain et al. 2019)

Nilotinib (Obr. 10), rovnako ako imatinib, je inhibitorom tyrozinkinazy
indikovanym na lie¢bu Ph+ CML- v roku 2007 bol schvaleny FDA ako lie¢ivo druhej
linie u dospelych pacientov. Bol vyvinuty ako potentnejSia alternativa pre l'udi
s neznaSanlivostou alebo rezistenciou na imatinib, aktivitu preukédzal aj v pripade
mutacie v géne kodujuicom ABL kindzu. Tento aminopyrimidinovy derivat takisto
inhibuje transdukciu signalu sprostredkovani BCR-ABL, avsak je selektivnejsi k ABL
kin4dze a viaZe sa na vdzbové miesto pre ATP s vysSiou afinitou (Garland a Apperley
2011, Kantarjian et al. 2006, Sykora 2009).

Podobne ako imatinib méa dobru absorpciu aj po peroralnom podani, maximalna
tolerovand davka bola stanovena na 600 mg dvakrat denne, avSak lepsi bezpecnostny
profil ma odporti¢ana davka 400 mg dvakrat denne, s podobnou terapeutickou odozvou.
Limitujicim neziaducim t¢inkom sa ukézala byt myelosupresia (Kantarjian et al. 2006,

Sykora 2009).
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Aj ked’ miera rezistencie na nilotinib je v porovnani s imatinibom nizsia, oba TKI
patria medzi substrdty ABC-transportérov, zvySujucich eflux lie¢iv z bunky
a prispievajucich tak ¢iastoéne k MDR!. Skimanim ich interakcii s ABCG2 a ABCB1
(P-glykoproteinom) sa zistilo, ze sa spravaju ako substraty prevazne v nizSich
koncentraciach. Potencial inhibovat’ transportéry nadobtdaji vo vysSej koncentracii,
pri¢om plati, Ze nilotinib je vyznamne G¢innej$im inhibititorom ABCB1 a ABCG2 ako
imatinib (Dohse et al. 2010).

Stcasnym podanim nilotinibu a doxorubicinu sa dosiahla vysSia protinadorova
odpoved, dana inhibiciou ABCG2 a ABCBI1 nilotinibom. Inhibicia efluxnych
transportérov, v spojeni s inym cytotoxickym lie¢ivom, méze mat’ v organizme dvojaky
ucinok — zvysenie biologickej dostupnosti po peroralnom podani/znizenie vylu¢ovania
zl¢ou, a tym zvySenie systémovych hladin lieciva; a d’alej lokalne inhibi¢né pdsobenie
nilotinibu na transportéry (Tiwari et al. 2013).

Bohuzial’, vd’aka zmendm v expresii ABC-transportérov, kombinované podanie
doxorubicinu s nilotinibom ukdzalo na xenografickych modeloch zvySenie hladin
doxorubicinu (a jeho metabolitu doxorubicinolu) nielen v sére a tumore, ale aj v peceni
a srdci. V srdcovom tkanive bolo dokonca sledované netimerné zvySenie akumulacie
doxorubicinolu a potencované kardiotoxické ucinky, sti¢asne so zvySenou expresiou
CBR1 a AKR1A1 (Zhou et al. 2016).

Sledovalo sa aj pdsobenie nilotinibu na bakteridlne infekcie, konkrétne na
Mycobacterium bovis a Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, povodcov
tuberkuldzy hovédzieho dobytka. Nilotinib reguloval imunitnil reakciu hostitel’a, doslo
ku degradacii mykobaktérii makrofagmi vd’aka inhibicii tyrozinkinidzy c-ABL a s fiou

spojenej signalnej drahy PI3k/Akt/mTOR (Hussain et al. 2019).
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2.3.1.3. DASATINIB
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Obr. 11 Chemicka Struktara dasatinibu (prevzaté z Kamath et al. 2008)

Inhibitor tyrozinkindz druhej generacie, dasatinib (Obr. 11), je takisto indikovany
u pacientov s CML Ph+ po zlyhani predchadzajicej terapie, a zaroveil u pacientov
s rezistenciou/netoleranciou predchadzajicej liecby s ALL Ph+. Je az 325krat uc¢innejsi
ako imatinib a 16krat ako nilotinib — je jednym z najpotentnejSich inhibitorov fuzneho
proteinu BCR-ABL, uc¢innost’ preukazal aj u pacientov s mutaciou v BCR-kindzovej
doméne. Okrem toho inhibuje d’alSie kindzy, ako su c-KIT, PDGF-B3, Src a kindzy
efrinového receptoru (Klamova 2011). Schvéleny FDA je od roku 2006 (Brave et al.
2008).

Odportcana davka, v pripade chronickej fazy CML, je 100 mg jedenkrat denne.
Jeho biologicka dostupnost’ po perordlnom podani nie je Uplné, na ¢om sa podiel’a znizena
miera absorpcie a efekt prvého prechodu pecenou. Neziaduce ucinky sa ukézali ako
tolerovatel'né, dominuje takisto hematologicka toxicita, z nehematologickych ucinkov
nauzea a hnacka (Kamath et al. 2008, Klamové 2011).

Dasatinib je substratom efluxnych transportérov ABCB1 a ABCG2 (Hiwase et al.
2008). Narozdiel od nilotinibu a imatinibu, u dasatinibu sa nepreukédzala vyznamna
schopnost’ inhibovat’ tieto transportéry, a tym potencidlne ovplyvnit' farmakokinetiku
sucasne podavanych lieciv; no isty inhibi¢ny potencial bol pozorovany vo vysokych
koncentraciach (Dohse et al. 2010, Hegedis et al. 2009).

V terapii nemalobunkového karcindému pl'ic (NSCLC) maji svoje miesto TKI
inhibujice EGFR. Casta rezistencia spodivajuca v mutacii T790M EGFR, viedla ku
vyvoju TKI selektivnych na tito mutédciu, avSak aj ich G¢innost’ je obmedzena. Spolu

s mutaciou T790M, boli ako koonkogénne faktory objavené kindzy rodiny Src. Dasatinib,
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ako inhibitor Src, ukazal synergicky ucinok s EGFR-TKI a zvysil cytotoxicka aktivitu
vo¢i NSCLC pozitivnemu na T790M (Watanabe et al. 2017).

2.3.14. ACALABRUTINIB
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Obr. 12 Chemicka Struktira acalabrutinibu (upravené podl'a Markham a Dhillon 2018)

Iny typ inhibitora tyrozinkinaz predstavuje acalabrutinib. (Obr. 12) V roku 2017
bol FDA schvaleny na lie¢bu refraktérneho ¢i relapsujiiceho lymfému plastovych buniek
a v sucasnosti je v procese schvalovania na liecbu chronickej lymfocytovej leukémie
(CLL). Je to inhibitor Brutonovej kinazy (BTK) druhej generacie, inhibujtci jej funkciu
vd’aka kovalentnej vdzbe na Cys481 (Khan a O’Brien 2019).

Brutonova kinaza je nereceptorovou tyrozinkindzou, patriacou do rodiny Tec.
Podiel'a sa na proliferacii, diferencidcii, migracii ¢i apoptéze B-buniek — ma doélezita
ulohu v progresii B-bunkovych lymfoproliferativnych portch. Inhibicia signdlnej
kaskady spojenej s tymto enzymom preto predstavuje vhodny ciel terapie B-bunkovych
malignit (Owen et al. 2019).

Acalabrutinib je potentnejSim a selektivnej§Sim TKI v porovnani s d’alSim
znamym inhibitorom BTK — ibrutinibom, ktory okrem BTK vykazuje inhibi¢nu aktivitu
aj vo¢i dalsim kindzam (napr. EGFR, Tec), ¢o modze v konecnom dosledku viest
k neziaducim uc¢inkom. Acalabrutinib ma vo vSeobecnosti lepsi bezpecnostny profil,
narozdiel od ibrutinibu pravdepodobne nesposobuje dysfunkciu krvnych dosticiek.
NajcastejSie neziaduce ucinky po podani sa prejavili vo forme bolesti hlavy, hnacky
a prirastku hmotnosti. Dobre sa absorbuje po perordlnom podani a optimalne davkovanie

je 100 mg dvakrat denne (Barf et al. 2017, Byrd et al. 2016).
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3. CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo otestovanie inhibi¢ného potencialu
vybranych inhibitorov tyrozinkinaz, na karbonylredukujicich enzymoch z nadrodin

AKR a SDR, schopnych aktivne metabolizovat’ daunorubicin na daunorubicinol.

Stanoveny ciel mézeme rozdelit’ na jednotlivé Casti:

e Urcenie aporovnanie Specifickej aktivity vybranych karbonyredukujicich
enzymov (CBR1, CBR3, AKR1A1, AKR1BI1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2,
AKR1C3 a AKR7A2) voci antracyklinovému substratu (DAU),

e Screening inhibi¢nej aktivity zvolenych TKI (imatinibu, nilotinibu, dasatinibu a
acalabrutinibu) na CRE enzymoch aktivnych voc¢i daunorubicinu,

e Stanovenie polovi¢nej maximalnej inhibi¢nej koncentracie (ICso) a inhibi¢nej

konstanty (Ki) u inhibitora s vysokou inhibi¢nou aktivitou.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. MATERIAL

4.1.1. CHEMIKALIE

Chemikalie a reagencia:

Acetonitril

Amoniak

Ethylacetat

Destilovana voda

DMSO

Glukoza-6-fosfat

Glukoéza-6-fosfatdehydrogenaza

Chlorid hore¢naty hexahydrat

Kyselina mrav¢ia

Methanol

NADP"*

Sodno-fosfatovy pufor
Na;HPO4.12H>0
NaH;P04.2H>,0

Substrat:

Daunorubicin hydrochlorid

Enzymy:
CBRI1 2,11 mg/ml
CBR3 1,93 mg/ml

AKR1A1 1,7 mg/ml

AKRI1BI1 1,63 mg/ml
AKRI1BI10 1,61 mg/ml
AKRICl1 1,84 mg/ml
AKRIC2 1,96 mg/ml

(Sigma-Aldrich, Nemecko)
(Lachema, Ceska republika)
(Merck KGaA, Nemecko)

(MP Biomedicals, Cina)
(Applichem, Nemecko)
(Roche Diagnostics, Nemecko)
(Sigma-Aldrich, Nemecko)
(Penta, Ceska republika)
(Penta, Ceské republika)
(Roche Diagnostics, Nemecko)

(Penta, Ceska republika)

(Sigma-Aldrich, Nemecko)

(KBV)
(KBV)
(KBV)
(KBV)
(KBV)
(KBV)
(KBV)
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AKRI1C3 1,3 mg/ml (KBV)
AKR7A2 1,13 mg/ml (KBV)

Tieto enzymy boli rekombinantne pripravené na Katedre biochemickych vied
FAF UK v HK pomocou expresného systému E. coli. Zékladnym principom pripravy je
vlozenie pozadovaného fragmentu NK (cDNA), tzv. inzertu, do klonovacieho vektoru
(plazmidu) a jeho nasledna ligacia, ¢oho vysledkom je rekombinantnd molekula DNA.
Dal§im krokom je prenos (transformacia) rekombinovaného vektoru do hostitel'skej
bunky (E. coli) areplikacia prenesenej genetickej informacie (o enzyme) v bunkovej
kultare. Po kultivacii sa ziskany rekombinantny protein vyseparuje a purifikuje (Beranek
2016). K purifikdcii tychto rekombinantnych proteinov bola vyuzitd afinitné
chromatografia zaloZena na interakcii iontov Ni** s His-tagom. V3etky nami pouzité
rekombinantné enzymy teda obsahuji His-tag (6 histidinov). Na Katedre biochemickych
vied sa porovnavala aktivita tychto enzymov s His-tagom a bez neho a nebol v nej
najdeny vyznamny rozdiel (Navratil 2014). Samotna priprava enzymov bola stcast'ou

inych diplomovych prac (Kotfinkova 2013, Lundova 2011 a d’alSie).

Inhibitory:

Acalabrutinib (Selleck Chemicals, Nemecko)
Dasatinib (Selleck Chemicals, Nemecko)
Imatinib (Selleck Chemicals, Nemecko)
Nilotinib (Selleck Chemicals, Nemecko)

4.1.2. PRISTROJOVE VYBAVENIE A POMOCKY

Pomocky:

Automatické (mikro)pipety 0,5-1000 pl (Sartorius Biohit, Finsko)
Filtre s membranou (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Injekéné ihly (Braun, Ceské republika)
Injekéné plastové striekacky (Terumo, Japonsko)

Inzerty k vialkdm (Agilent Technologies, USA)
Kadicky

Kopistky

Mikroskumavky (Eppendorf, Nemecko)
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Nédoba s 'adom
Navazovacie lodicky
Odmerné¢ valce
Parafilm

Pipetovacie Spicky
Rukavice

Septa do vialiek
Sklenen¢ vialky
Stojan na skimavky
Stopky

Viecka na vialky

Pristroje:

Analytické vahy Scaltec SBC22
Centrifuga MiniSpin plus

Koncentréator vakuovy Concentrator plus
Pristroj na vyrobu 'adu Scotsman AF80
Termomixér Thermomixer compact
Trepacka IKA Vortex Genius 3

UHPLC Agilent 1290 Series
Ultrazvukova ¢isticka ACV613T

4.2. METODIKA

4.2.1. PRIPRAVA ROZTOKOV

4.2.1.1. Priprava enzymov

(Bemis, USA)

(Santorius Biohit, Finsko)

(Vulkan Medical, Ceska republika)
(Agilent Technologies, USA)
(Agilent Technologies, USA)

(Agilent Technologies, USA)

(Scaltec, USA)

(Eppendorf, Nemecko)
(Eppendorf, Nemecko)
(Scotsman, UK)

(Eppendorf, Nemecko)

(IKA, Nemecko)

(Agilent Technologies, USA)
(Activ, Pol'sko)

Z rekombinantne pripravenych CRE enzymov, uchovavanych v mraznicke

(enzymy a koncentracie ich zasobnych roztokov uvedenné v 4.1.1.), bolo potrebné

nariedenim ziskat’ pozadovanu pracovnu koncentraciu roztoku. Na riedenie enzymov bol

pouzity sodno-fostatovy pufor (0,1M; pH 7,4).
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Pri porovnéavani aktivity enzymov voc¢i DAU ako substratu, bol zasobny roztok
enzymu nariedeny na koncentraciu 0,5 mg/ml. Do reakcie sa pridavalo 10 pl takto
nariedeného pracovného roztoku, ¢o predstavuje 5 pg enzymu v 100 pl reakénej zmesi.

Pri screeningu inhibi¢nej aktivity acalabrutinibu, imatinibu, nilotinibu
a dasatinibu bola pozadovana koncentracia pracovného roztoku 0,1; 0,3 a 0,5 mg/ml,
v zé&vislosti na jednotlivych enzymoch a ich aktivite, o znamenalo 1, 3 a 5 pg enzymu v
100 pl reakénej zmesi.

Pri stanoveni ICso a K inhibitora bol pripraveny pracovny roztok enzymu
AKR1C3 v koncentracii 0,15 mg/ml a vo vysledku bolo 1,5 pg enzymu v 100 pl reakéne;j

zmesi.

4.2.1.2.  Priprava inhibitorov

Zasobné roztoky inhibitorov boli uchovavané v mraznic¢ke v koncentracii
10 mM. Na poZzadovanu koncentraciu pracovného roztoku boli riedené pomocou DMSO.

Pri screeningu inhibi¢nej aktivity bola pozadovand findlna koncentracia
inhibitorov v 100 pul reakénej zmesi 10 uM a 50 uM. Zo zésobnych roztokov boli preto
pripravené ich pracovné roztoky s koncentraciou 500 a 2500 uM a do reakénej zmesi
bolo pridané 2 pl pracovného roztoku.

Pri stanoveni 1Cso dasatinibu bola jeho vysledna koncentracia v 100 ul reakéne;j
zmesi 200; 150; 100; 50; 10; 5; 1 a 0,1 uM. Pripraveny bol teda pracovny roztok
s koncentraciami 10000; 7500; 5000; 2500; 500; 250; 50 a SuM, z ktorého bolo pridané
2 pl do reak¢nej zmesi.

Pri stanoveni ICso acalabrutinibu bola jeho vyslednd koncentracia v 100 pl
reakcénej zmesi 100; 50; 10; 5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1 a 0,01 uM. Pripraveny bol pracovny
roztok s koncentraciami 5000; 2500; 500; 250; 50; 37,5; 25; 12,5; 5 a 0,5 uM, z ktoré¢ho
bolo pridané 2 pl do reak¢énej zmesi.

Pri stanoveni K; acalabrutinibu bola jeho vysledné koncentracia v 100 pl reak¢ne;j
zmesi 10 uM, 5 uM a 1 pM. Pripraveny bol teda pracovny roztok s koncentraciami

500 uM, 250 uM a 50 uM, z ktorého bolo pridané 2 ul do reakénej zmesi.
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4.2.1.3. Priprava substratu

Substratom vo vSetkych reakciach bol daunorubicin hydrochlorid.

Roztok s pozadovanou koncentraciou 5 mM bol pripraveny rozpustenim
prislusného mnozstva navazky praskovaného DAU v destilovanej vode (na 1,27 mg DAU
450 ul vody). Z tohto roztoku bolo do 100 pl reakénej zmesi néasledne pridané 10 pl,
vysledna koncetracia DAU teda bola 500 uM.

Len pri stanoveni K; inhibitora bolo potrebné substrat nariedit’ na koncentracie
20 000, 10 000, 8000, 6000, 4000 a 2000 uM, pricom vysledné koncentracie DAU v 100
ul reakénej zmesi boli 2000, 1000, 800, 600, 400 a 200 uM.

4.2.14. Priprava NADPH-regeneracného systému
NADPH-regeneraény systém (NRS), zlozeny z NADP",
glukéza-6-fostatdehydrogenazy ajej substratu glukoza-6-fosfatu, MgCl
a sodno-fosfatového pufru (Tab. 1), je vyznamnou sucastou reakénej zmesi, regeneruje

NADPH redukciou NADP* na NADPH. NADPH v reakcii vystupuje ako kofaktor.

Tab. 1 ZloZzenie NADPH-regenera¢ného systému potrebného na 1 reakciu

NADP* 0,2 mg
gluko6za-6-fosfat 0,6 mg
MgCl (0,1M) 10 pl

glukoza-6-fosfatdehydrogenaza (34 U) 0,5 ul
sodno-fosfatovy pufor' (0,1M; pH 7,4) 10 pl

Roztok NRS bol pripraveny pred inkubaciou v ¢ase potreby. NADP®
a glukéza-6-fosfat boli navaZzené na analytickych véhach a rozpustené v prisluSnom
mnozstve 0,1 M sodno-fosfatového pufru spH 7,4. Po rozpusteni bola pridana
glukéza-6-fosfatdehydrogenaza ana zaver MgCl. Zmes bola dokladne

zhomogenizovand. Do reak¢nej zmesi bolo nésledne pridané 20 pl roztoku NRS.

! Priprava sodno-fosfatového pufru (0,1 M; 7,4 pH): Prvy roztok, ziskany rozpustenim

7,16 g Na;HP04.12H,0 v 200 ml vody je zmieSany vo vhodnom pomere s druhym
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roztokom, ktory je pripraveny rozpustenim 3,12 g NaH2PO4.2H>O tak, aby bolo vysledné
pH 7,4.

4.2.1.5. Priprava mobilnej fazy na UHPLC

Mobilna faza, ktort sme pouzili na meranie pomocou UHPLC, bola pripravena
zmieSanim 0,1% kyseliny mravcej s acetonitrilom v pomere 74:26 (v/v). V pripade
porovnavania aktivity CRE bol takto pripraveny roztok pouzity v mnozstve 400 ul na

rozpustenie odparenych vzoriek.

4.2.2. PRINCIP REAKCIE

Antracyklinové  antibiotikum  daunorubicin  je  NADPH-dependentnymi
karbonylredukujucimi enzymami redukované na uhliku C-13, za vzniku sekundarneho
metabolitu daunorubicinolu.

Objavenie inhibi¢ného potencidlu vybranych inhibitorov tyrozinkinaz (imatinibu,
nilotinibu, dasatinibu a acalabrutinibu) voci niektorym z aktivnych CRE enzymov, by sa

odzrkadlilo v zniZenom mnoZstve vznikajuceho daunorubicinolu.

4.2.3. PROCES INKUBACIE

Prvym krokom, pred samotnou inkubéciou, bolo napipetovanie predpripraven¢ho
NADPH-regenera¢ného systému a sodno-fosfatového pufru do oznacenych eppendorf
mikroskiimaviek, ktoré boli nasledne prenesené do I'adu. Dalej bol do reakénej zmesi
pridany prislusny CRE enzym au reakcii, v ktorych sa skiimala inhibi¢na aktivita, bol
v tomto kroku pridany inhibitor. Zmes bola dokladne zhomogenizovana. Medzi¢asom bol
termomixér vyhriaty na 37 °C a bolo moZzné zacat’ s preinkubaciou vzoriek, na ktort bolo
potrebné 10 mint.

Po uplynuti tohto ¢asu bol k jednotlivym pripravenym vzorkam pridany substrat
daunorubicin (v 30 sekundovych intervaloch), ktory naStartoval enzymatickl reakciu.
Dizka trvania inkubécie zavisela od konkrétneho enzymu, pri vicSine z nich islo
0 30 min0t, vynimku predstavoval enzym AKR1B1, ktory bol inkubovany s inhibitormi
120 minut. Proces inkubdacie bol zastaveny pridavkom 300 pl methanolu (alebo 40 ul

26% amoniaku pri porovnavani aktivity CRE) a uloZenim do I'adu asponi na 10 minut.
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Pripravené boli takisto kontrolné reakéné zmesi — bez enzymu (nahradeny pufrom),
bez substratu (nahradeny destilovanou vodou) a bez inhibitora (nahradeny DMSO).

Presné zlozenie reakcnych zmesi jednotlivych stanoveni bude uvedené v tabul'kach nizsie

(Tab.2,3,4a5)

Tab. 2 Zlozenie jednotlivych reakénych vzoriek pri porovnani aktivity enzymov

Sodno-
NRS Enzym
fosfatovy pufor Daunorubicin (ul)
(ul) ()
(ul)
Neinhibovana r. 60 20 10 10
Kontrola bez -
60 20 10
substratu (10 pl voda)
Kontrola bez -
60 20 10
enzymu (10 pl pufor)

Reakéné zmesi s obsahom enzymov boli pre vysSiu presnost’ merané v triplikate,

kontrolné v duplikate.

Tab. 3 ZloZenie jednotlivych reakénych vzoriek pri screeningu inhibi¢nej aktivity TKI

Sodno-
NRS | Inhibitor Enzym Daunorubicin
fosfatovy
() () () ()
pufor (nl)
Neinhibovana r. 60 20 - 10 10
Kontrola bez -
60 20 - 10
substratu (10 pl voda)
Kontrola bez -
60 20 - 10
enzymu (10 pl pufor)
2
Kontrola DMSO 58 20 10 10
(DMSO)
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 50 pM 58 20 2 10 10

Inhibované reakéné vzorky boli merané v triplikate, kontrolné v duplikate.
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Tab. 4 Zlozenie jednotlivych reakénych vzoriek pri stanoveni ICso inhibitora

Sodno-
NRS | Inhibitor Enzym Daunorubicin
fosfatovy
(1)) () () ()
pufor (ul)

Neinhibovana r. 60 20 - 10 10
Kontrola bez -

60 20 - 10
substratu (10 pl voda)
Kontrola bez -

60 20 - 10
enzymu (10 pl pufor)

2
Kontrola DMSO 58 20 10 10
(DMSO)

Inhibitor 100 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 50 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 0,75 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 0,5 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 0,25 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 0,1 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 0,01 uM 58 20 2 10 10

Inhibované reakéné vzorky boli merané v triplikate, kontrolné v duplikate.
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Tab. 5 Zlozenie jednotlivych reakénych vzoriek pri stanoveni K; inhibitora

Sodno-
fosfitovy NRS | Inhibitor Enzym DAU
pufor (ul) (b (w) (D (uD

Neinhibovana r. 60 20 - 10 10
Kontrola bez -
substrétu 0 20 ) 10 (10 ul voda)
Kontrola bez -

60 20 - 10
enzymu (10 pl pufor)
Kontrola DMSO 58 20 2 (DMSO) 10 10
DAU 2000 pM
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 uM 58 20 2 10 10
DAU 1000 uM
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 uM 58 20 2 10 10
DAU 800 pM
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 uM 58 20 2 10 10
DAU 600 uM
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 uM 58 20 2 10 10
DAU 400 uM
Inhibitor 10 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 pM 58 20 2 10 10
DAU 200 uM
Inhibitor 10 pM 58 20 2 10 10
Inhibitor 5 uM 58 20 2 10 10
Inhibitor 1 pM 58 20 2 10 10

Inhibované reakéné vzorky boli merané v triplikate, kontrolné v duplikate.
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4.2.4. PRIPRAVA VZORIEK NA UHPLC

Pri screeningu inhibi¢ného ucinku TKI, merani ICso a Kj, boli po zastaveni reakcie
methanolom a ulozeni do 'adu vzorky prenesené do centrifiigy, kde boli pri 13 400 rpm
centrifugované 8 minut. Nasledne boli pomocou injekénej striekacky s ihlou prefiltrované
cez membranovy filter Whatman do inzertov oznacenych vialiek. Uzatvorenim vialiek
boli vzorky pripravené na analyzu pomocou UHPLC.

Alternativnym, Casovo naro¢nejSim sposobom, bolo zastavenie enzymatickej
reakcie pridanim 26% amoniaku (40 pl) a ulozenim do I'adu. Po 10 minatach sme ku
vzorkam pridali ethylacetat (1 ml) a nasledne 15 minat vytrepavali. Daldim krokom bola
centrifugdcia 2 minaty pri 13 400 rpm a prenesenie hornej organickej vrstvy (v ktorej sa
nachddzal daunorubicinol) do prazdnych eppendorf mikroskiimaviek. K spodnej vrstve
bol opdt pridany ethylacetat (I ml) apostup extrakcie sme zopakovali. Vzorky
s organickou vrstvou boli nasledne zakoncentrované odparenim rozpustadla pri 30 °C
v koncentratore. K odparkom bola pridand pripravena UHPLC mobilnd faza (400 pl) a po
pretrepani boli este vlozené do ultrazvuku. Z mikroskiimaviek boli prepipetované do
vialiek a pripravené na UHPLC. Tato metdda bola vyuzita pri porovnavani aktivit

jednotlivych CRE enzymov.

4.2.5. ANALYZA POMOCOU UHPLC

Ako pristroj na UHPLC analyzu bol vyuzity Agilent 1290 Series, s kolonou
Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm; 1,8 pul) a Infinity 1290 filtrom.

Parametre merania: izokraticka elucia, prietokova rychlost’ 0,8 ml/min, teplota
40 °C, mobilnd faza 0,1% kyselina mravcia/acetonitril 74:26 (v/v), tlak 535 barov
a fluorescenény detektor (excitaéna vlnové dizka 480 nm a emisna vinova dizka
560 nm).

Pristroj bol nastaveny na kvalitativne (Specificky retencny cas) a kvantitativne

(porovnanie plochy piku s kalibracnou krivkou) meranie metabolitu daunorubicinolu.
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4.2.6. SPRACOVANIE VYSLEDKOV MERANIA

Vysledkom analyzy prostrednictvom UHPLC bolo zistenie mnozstva metabolitu
daunorubicinolu (v ng) v objeme nastreku na kolénu (5 pl). Specificka aktivita enzymu,

vyjadrend v nmol/mg/minbola vypocitana nasledovne:

e hodnota ziskana z UHPLC bola vynasobena koeficientom riedenia (podiel
nastreku a celého objemu vzorky), K =400 pl/5 pul =80

e tento vysledok bol prepocitany na mnozstvo daunorubicinolu, ktoré vytvori
1 mg enzymu (vynasobenie 1000 a vydelenie koncentraciou enzymu v reakcii)

¢ nasledoval prepocet ng na nmol (vydelenie vysledku predchadzajuceho kroku Mr
daunorubicinolu; Mrpau-ot = 529,54 g/mol)

e poslednym krokom, na ziskanie Specifickej aktivity, bolo vydelenie vysledku

poctom minut inkubécie enzymu
Tieto vypocty boli ziskané za pomoci programu Microsoft Excel 16.25.
Pri grafickom hodnoteni ICso (koncentracia inhibitora zniZujlca aktivitu enzymu

na polovicu) ainhibi¢nej koStanty K; (konStanta charakterizujuca afinitu inhibitora

k enzymu) bol vyuZzity program GraphPad Prism 8.2.0.
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5. VYSLEDKY

5.1. POROVNANIE SPECIFICKEJ AKTIVITY VYBRANYCH CRE VOCI
DAUNORUBICINU

Specifickd aktivita enzymov vo¢i daunorubicinu ako substratu, bola stanovena
u karbonylredukujacich enzymov CBR1, CBR3, AKRIAl, AKRI1B1, AKRI1BIO,
AKRI1C1, AKR1C2, AKR1C3 a AKR7A2 z nadrodin AKR a SDR.

Mnozstvo vznikajiceho metabolitu daunorubicinolu v ng v 5 pl nastreku, ziskané
z analyzy vzoriek pomocou UHPLC, bolo prepocitané na Specificku aktivitu enzymu
v nmol/mg/min. Aktivita jednotlivych enzymov bola merana v triplikadtoch a uvadzany je

aritmeticky priemer z tychto merani (Tab. 6).

Tab. 6 Porovnanie $pecifickej aktivity vybranych CRE vo¢i DAU

, SPECIFICKA AKTIVITA
ENZYM
(nmol/mg/min)

CBRI 1532,70 + 90,48

CBR3 -
AKRI1AI 838,90 + 7,36
AKRIBI 14,47 £ 233
AKR1B10 178,10 + 26,47
AKRICI -
AKRI1C2 -
AKRIC3 894,15 + 19,36
AKR7A2 247,08 + 28,6
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Najvyssia Specificka aktivita voc¢i substratu DAU bola zaznamenana u CBR1,
AKR1C3 a AKR1A1 (Obr. 13). U CBR3, AKRI1C1 a AKR1C2 sa aktivita nepreukazala,
preto boli tieto enzymy vyradené z d’alSieho testovania inhibi¢ného potencialu imatinibu,

nilotinibu, dasatinibu a acalabrutinibu.
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Obr. 13 Grafické porovnanie aktivity CRE enzymov vo¢i DAU — CRE st zoradené podl'a

klesajucej Specifickej aktivity, neaktivne enzymy neboli do grafu zaznamenané
5.2. TESTOVANIE INHIBICNEHO POTENCIALU TKI

Na enzymoch s aktivitou voc¢i daunorubicinu sme otestovali inhibi¢né vlastnosti
vybranych inhibitorov tyrozinkindz — acalabrutinibu, imatinibu, nilotinibu a dasatinibu.
Kazdy ztychto CRE enzymov bol inkubovany s potencidlnym inhibitorom v dvoch
koncentraciach — 10 pM a 50 pM. Specificka aktivita enzymu po pridani inhibitora bola
nasledne porovnavand so Specifickou aktivitou v kontrolnej vzorke. Tato kontrolna
vzorka (pokladand za neinhibovani reakciu s maximalnou Specifickou aktivitou)
obsahovala namiesto inhibitora DMSO, ktory sluZil na nariedenie inhibitorov a mohol by
ovplyvnit’ samotnl enzymovu aktivitu.

Imatinib a nilotinib boli merané spolo¢ne v ramci jedného pokusu, preto sa odliSuji

v kontrole DMSO od dasatinibu a acalabrutinibu.
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5.2.1. CBR1

CBR1 (1 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,

nasledne inkubovany s DAU 30 minut a enzymaticka reakcia bola zastavena pridavkom

methanolu. Meranie bolo uskutocnené v tripletoch a uvedené st aritmetické priemery

vypocitanych hodnot Specifickej aktivity, percentudlnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 7). Grafické znazornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu CBR1 je na obrazku 14.

Tab. 7 Vplyv inhibitorov na aktivitu CBR1

Specificka aktivita Aktivita Inhibicia
CBR1
v nmol/mg/min v % v %

DMSO 2417,75 £ 45,04 100,00 + 1,86 -
IMATINIB

10 uM 2234,20 + 4,53 92,41 0,19 8

50 uM 2258,72 + 0,97 93,42 + 0,04 7
NILOTINIB

10 uM 1642,84 + 24,13 67,95+ 1,00 32

50 uM 1183,31 £ 16,70 48,94 + 0,69 51

DMSO 2362,52 + 79,58 100,00 + 3,37 -
DASATINIB

10 uM 2171,96 + 56,43 91,93 £2,39 8

50 uM 2677,02 + 107,00 113,31 +£4,53 -
ACALABRUTINIB

10 uM 2543,11 £ 46,56 107,64 + 1,97 -

50 uM 1863,08 + 372,75 78,86 = 15,78 21
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Obr. 14 Grafické znazornenie G¢inku inhibitorov na aktivitu CBR1

Zo skiimanych inhibitorov bola sledovana inhibicia enzymu CBR1 nad 30 % len
u nilotinibu, ktory v koncentracii 10 uM znizil aktivitu CBR1 na 68,0 % a v 50 uM aZ na

48,9 %. U d’alsich inhibitorov bola zaznamenana len nizka inhibi¢na aktivita.

5.2.2. AKRI1Al

AKRIA1 (1 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,
nasledne inkubovany s DAU 30 minut a enzymatické reakcia bola zastavena pridavkom
methanolu. Meranie bolo uskuto¢nené v tripletoch a uvedené st aritmetické priemery
vypocitanych hodnot Specifickej aktivity, percentualnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 8). Grafické zndzornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu AKR1AT1 je na obr. 15.
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Tab. 8 Vplyv inhibitorov na aktivitu AKR1A1

AKRIAL Specificka aktivita Aktivita Inhibicia
v nmol/mg/min v % v %
DMSO 1358,59 £ 126,61 100,00 + 9,32 -
IMATINIB
10 uM 1219,48 + 61,76 89,76 + 4,55 10
50 uM 1247,59 + 48,86 91,83 + 3,60 8
NILOTINIB
10 uM 1272,64 + 89,22 93,67 £ 6,57 6
50 uM 1354,22 +£27,95 99,68 + 2,06 -
DMSO 761,40 + 22,90 100,00 + 3,01 -
DASATINIB
10 uM 707,61 + 33,97 92,94 + 4,46 7
50 uM 683,34 + 35,81 89,75 +4,70 10
ACALABRUTINIB
10 uM 696,68 + 8,52 91,50 £ 1,12 9
50 uM 683,80 + 26,31 89,81 + 3,46 10
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Obr. 15 Grafické znazornenie u¢inku inhibitorov na aktivitu AKR1A1

Uroveti inhibicie enzymu AKR1A1 bola velmi nizka. Specifickli aktivitu sa

vvvvv
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5.2.3. AKRI1B1

AKRIBI1 (5 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,
nasledne inkubovany s DAU 120 minut a enzymaticka reakcia bola zastavena pridavkom
methanolu. Meranie bolo uskutocnené v tripletoch a uvedené st aritmetické priemery
vypocitanych hodnot Specifickej aktivity, percentudlnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 9). Grafické znazornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu AKR1BI1 je na obr. 16.

Tab. 9 Vplyv inhibitorov na aktivitu AKR1BI

Specificka aktivita Aktivita Inhibicia
AKR1B1
v nmol/mg/min v % v %

DMSO 37,70 + 3,28 100,00 + 8,69 -
IMATINIB

10 uM 36,20 + 0,37 96,02 + 0,98 4

50 uM 31,37+ 1,16 83,20 + 3,08 17
NILOTINIB

10 uM 38,61 + 1,32 102,42 + 3,50 -

50 uM 44,39 + 2,03 117,74 £ 5,38 -

DMSO 418,83 + 34,26 100,00 + 8,18 -
DASATINIB

10 uM 461,58 £ 14,71 110,21 £3,51 -

50 uM 483,72 + 44,25 115,49 £ 10,57 -
ACALABRUTINIB

10 uM 316,67 + 36,92 75,61 £ 8,82 24

50 uM 447,82 + 60,09 106,92 + 14,35 -
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Obr. 16 Grafické znazornenie U¢inku inhibitorov na aktivitu AKR1B1

Ani vpripade AKRIB1 sme nezaznamenali zniZenie aktivity niektorym
z inhibitorov o viac ako 30 %. Inhibi¢ny G¢inok imatinibu a acalabrutinibu neprekro¢il

25 %, vd’aka nilotinibu a dasatinibu dokonca doslo k miernej aktivacii enzymu.

5.2.4. AKR1B10

AKRIB10 (3 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,
nasledne inkubovany s DAU 30 minut a enzymatick4 reakcia bola zastavena pridavkom
methanolu. Meranie bolo uskutocnené v tripletoch a uvedené st aritmetické priemery
vypocitanych hodnot Specifickej aktivity, percentudlnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 10). Grafické znazornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu AKR1B10 je na obr. 17.
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Tab. 10 Vplyv inhibitorov na aktivitu AKR1B10

AKRIBI0 Specifické aktivita Aktivita Inhibicia
v nmol/mg/min v % v %
DMSO 282,31 +25,83 100,00 £ 9,15 -
IMATINIB
10 uM 227,78 £ 11,84 80,68 +4,19 19
50 uM 177,93 + 8,14 63,03 +£2,88 37
NILOTINIB
10 uM 222,88 + 18,73 78,85 + 6,63 21
50 uM 245,23 £ 2,72 86,87 + 0,96 13
DMSO 172,54 £ 7,91 100,00 + 4,58 -
DASATINIB
10 uM 39,44 £2,00 22,86+ 1,16 77
50 uM 16,09 + 2,68 9,32 +1,55 91
ACALABRUTINIB
10 uM 152,72 + 4,79 88,51 +2,78 11
50 uM 147,76 + 1,13 85, 63 +£ 0,65 14
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Obr. 17 Grafické znazornenie uéinku inhibitorov na aktivitu AKR1B10

Potentnym inhibitorom AKRI1BI10 sa ukdzal byt’ dasatinib — v koncentracii 10 uM
doslo ku zniZeniu Specifickej aktivity na 22,9 % a v koncentracii 50 uM na 9,3 %.
Druhym najacinnejSim bol imatinib, ktory znizil aktivitu AKRI1B10 na 80,7 %
v koncentracii 10 puM ana 63,0 % v koncentracii 50 uM. Miera inhibicie ostatnych

inhibitorov nepresiahla 25 %.
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5.2.5. AKRIC3

AKRIC3 (1 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,
nasledne inkubovany s DAU 30 minut a enzymaticka reakcia bola zastavena pridavkom
methanolu. Meranie bolo uskuto¢nené v tripletoch a uvedené su aritmetické priemery
vypocitanych hodnot Specifickej aktivity, percentualnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 11). Grafické znazornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu AKR1C3 je na obr. 18.

Tab. 11 Vplyv inhibitorov na aktivitu AKR1C3

Specificka aktivita Aktivita Inhibicia
AKRI1C3
v nmol/mg/min v % v %

DMSO 1392,51 + 72,40 100,00 + 5,20 -
IMATINIB

10 uM 1226,54 + 8,08 88,08 0,58 12

50 uM 886,05 + 24,21 63,63+ 1,74 36
NILOTINIB

10 uM 828,90 + 9,45 59,53 +£0,68 40

50 uM 655,52 £ 61,21 47,08 + 4,40 53

DMSO 611,87 £ 53,19 100,00 + 8,69 -
DASATINIB

10 uM 467,39 £ 8,15 76,39 + 1,33 24

50 uM 239,24 £9,27 39,10+ 1,52 61
ACALABRUTINIB

10 uM 63,94 + 19,92 10,45 £ 3,26 90

50 uM 22,77 +7,92 3,72+ 1,29 96
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Obr. 18 Grafické znazornenie u¢inku inhibitorov na aktivitu AKR1C3

Enzym AKRIC3 bol aktivne inhibovany vSetkymi testovanymi TKI. D4 sa
konstatovat’, Ze najucinnej$im inhibitorom bol acalabrutinib, ktory sposobil znizenie
aktivity v koncentracii 10 uM na 10,5 % a v 50 uM na 3,7 %. Inhibi¢ny G¢inok preukézal
takisto dasatinib, v 10 pM bola aktivita znizena na 76,4 % a v koncentracii 50 uM na

39,1 %. V 50 uM koncentracii znizil aktivitu nilotinib na 47,1 % a imatinib na 63,3 %.
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5.2.6. AKR7A2

AKR7A2 (3 pg na 100 pl reakciu) bol preinkubovany s inhibitormi 10 minut,
nasledne inkubovany s DAU 30 minut a enzymaticka reakcia bola zastavena pridavkom
methanolu. Meranie bolo uskutocnené v tripletoch a uvedené st aritmetické priemery
vypocitanych hodnét Specifickej aktivity, percentudlnej aktivity a inhibicie enzymu

(Tab. 7). Grafické znazornenie vplyvu inhibitorov na aktivitu AKR7A2 je na obr. 14.

Tab. 12 Vplyv inhibitorov na aktivitu AKR7A2

Specificka aktivita Aktivita Inhibicia
AKR7A2 )
v nmol/mg/min v % v %
DMSO 414,32 +£ 57,02 100,00 + 13,76 -
DASATINIB
10 uM 481,23 + 18,78 116,15 +4,53 -
50 uM 535,66 + 39,91 129,29 + 9,63 -
ACALABRUTINIB
10 uM 510,82 + 17,03 123,29+ 4,11 -
50 uM 475,27 £ 3,89 114,71 £ 0,94 -
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Obr. 19 Grafické znazornenie uéinku inhibitorov na aktivitu AKR7A2

Na AKR7A2 boli z dovodu nedostatku enzymu, otestované inhibi¢né ucinky len
u dasatinibu a acalabrutinibu. Merania s imatinibom a nilotinibom budi prevedené
neskdr. Ani jeden z danych inhibitorov AKR7A2 neinhiboval, naopak sme zaznamenali

zvysenie aktivity, v pripade dasatinibu v koncentrécii 50 uM stapla na 129,3 %.
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5.3. STANOVENIE HODNOTY ICso

Najvyssia inhibicna aktivita bola namerana u acalabrutinibu s AKRIC3
a u dasatinibu s AKR1C3 a takisto AKR1B10. V ramci tejto diplomovej prace sme sa
d’alej zamerali na AKR1C3 a s tymto enzymom bola stanovend ICso najucinnejSich

inhibitorov.

DASATINIB A AKR1C3

Hodnota ICso bola stanovend u dasatinibu, ktory preukédzal pomerne vysoky
inhibi¢ny potencial na AKR1C3. Na urcenie tejto hodnoty bolo potrebné zistit’, aka je
Specificka aktivita AKR1C3 vo¢i DAU v danom rozsahu koncentracii dasatinibu (200;
150; 100; 50; 10; 5; 1 a 0,1 uM). V tabul’ke 13 su uvedené aritmetické priemery
nameranych hodnot.

Pomocou programu GraphPad Prism 8.2.0. sme ziskali graf zavislosti Specificke;j
aktivity AKR1C3 na log koncentracie dasatinibu a prislusna hodnotu ICso (20,5 pM). CI
vyjadruje konfiden¢ny interval (interval spol'ahlivosti) (Obr. 20).

Cim niZia je koncentracia inhibitora, pri ktorej klesne aktivita enzymu na 50 %

(ICs0), tym sa da predpokladat’ jeho vysSia G€innost’ voci enzymu.

Tab. 13 Specificka aktivita AKR1C3 vo vybranom koncentra¢nom rozmedzi dasatinibu

Specifické aktivita Aktivita Inhibicia

(mmol/mg/min) (%) (%)

AKRI1C3 169,05 + 43,39 - -

DMSO 143,59 + 2,13 100,00 + 1,48 -
0,1 uM 108,65 + 19,01 75,67 + 13,24 24
1 uM 108,05 + 3,08 7525 +2,14 25
5uM 107,73 + 4,59 75,03 + 3,20 25
10 pM 95,82 + 4,08 66,73 £ 2,84 33
50 uM 58,48 + 3,50 40,73 + 2,44 59
100 uM 39,73 £2,16 27,67 + 1,50 72
150 uM 27,45+ 5,16 19,12 + 3,59 81
200 uM 6,13 +0,21 427+0,15 96
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Obr. 20 Grafické znazornenie stanovenia 1Cs¢ dasatinibu na AKR1C3

ACALABRUTINIB A AKR1C3

Hodnota ICso bola rovnakym postupom stanovend u acalabrutinibu s enzymom
AKRI1C3. Speciﬁcké aktivita AKR1C3 bola merana v koncentracnom rozmedzi 100; 50;
10; 5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1 a 0,01 uM acalabrutinibu. V tabul’ke 14 st uvedené
aritmetické priemery nameranych hodnot.

Vysledkom merania je graf zéavislosti Specifickej aktivity AKR1C3 na log
koncentrécie acalabrutinibu a prislusné hodnota ICso (3,1 uM). CI vyjadruje konfidencny

interval (Obr. 21).
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Tab. 14 Specificka aktivita AKR1C3 namerand vo vybranom koncentraénom rozmedzi

acalabrutinibu
Specifické aktivita Aktivita Inhibicia
(mmol/mg/min) (%) (%)
AKRIC3 224,58 + 30,60 - -
DMSO 156,89 + 8,28 100,00 + 5,28 -
0,01 uM 152,60 £ 5,11 97,27 + 3,26 3
0,1 uM 148,30 £ 6,53 94,52 + 4,16 5
0,25 uM 123,02 + 4,69 78,41 +2,99 22
0,5 uM 122,31 + 1,37 77,96 + 0,87 22
0,75 uM 114,89 £ 5,13 73,23 £3,27 27
1 uM 105,03 + 10,05 66,94 + 6,41 33
5uM 58,93 + 1,49 37,56 0,95 62
10 uM 33,43 +£ 0,68 21,31 +0,43 79
50 uM 7,07 £0,15 4,63 +0,10 95
100 uM 7,64 £2,27 5,15+ 1,45 95
AKR1C3
‘ ; ICsy = 3,1 uM
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Obr. 21 Grafické znazornenie stanovenia ICso acalabrutinibu na AKR1C3
Na zaklade nizkej zistenej hodnoty ICso (3,1 uM), sme sa nasledne rozhodli

s acalabrutinibom pokracovat’ v meraniach stanovenim inhibi¢nej konStanty Kj, ktora

nam poskytla podrobnejsie informacie o charaktere inhibicie.
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5.4. STANOVENIE Ki

Stanovenie K; acalabrutinibu s enzymom AKR1C3 prebehlo v dvoch nezavislych
meraniach. Pomocou programu GraphPad Prism 8.2.0. sme ziskali graf zévislosti
Specifickej aktivity AKR1C3 na meniacej sa koncentracii DAU (200; 400; 600; 800; 1000
a 2000 uM) a acalabrutinibu (1; 5 a 10 uM) (Obr. 22A).

Grafickym zndzornenim je tzv. Michaelis—Mentenovej hyperbola, ktort je mozné
podla Lineweavera a Burka previest’ na priamku — vysledkom je zavislost’ recipro¢ne;j
hodnoty Specifickej aktivity AKR1C3 na reciprocnej hodnote koncentracie DAU, pri
roznych koncentraciach acalabrutinibu (Obr. 22B). Zo smernice priamky je odvoditel'na
Michaelisova konstanta (K, miera afinity enzymu k substratu) a maximalna rychlost’
reakcie (Vmax) — porovnanim ich zmeny medzi inhibovanou a neinhibovanou reakciou sa
da odhadnut’ typ reverzibilnej inhibicie (kompetitivna, nekompetitivna, akompetitivna).
Ziskana hodnota K; predstavuje disociacni konstantu komplexu enzym-inhibitor

a charakterizuje relativnu G¢innost reverzibilného inhibitora (Copeland 2000).
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Obr. 22 Grafické znazornenie stanovenia K; acalabrutinibu s enzymom AKRIC3 —

v prvom stipci vysledky 1. merania, v druhom stipci vysledky 2. merania

Napriek miernym odchylkam medzi vysledkami prvého a druhého merania sa da
usudit, ze v pripade acalabrutinibu dochadza ku nekompetitivnej inhibicii AKR1C3,
kedy sa pridanim inhibitora znizuje Vmax enzymovej reakcie, ale Km sa nemeni. Nizke
hodnoty K;i (2,1 uM a 1,3 uM) naznacuji vysoku afinitu acalabrutinibu k AKR1C3. Pre
nekompetitivny typ reverzibilnej inhibicie plati, Zze sa inhibitor viaze mimo aktivneho
miesta a ma afinitu ako k vo'nému enzymu, tak aj ku komplexu enzym-substrat. Tym, ze
nekompetuje so substrdtom o aktivne miesto, nie je mozné jednoduchym zvySenim

koncentracie substratu znizit’ inhibi¢ny ucinok (Copeland 2000).
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6. DISKUSIA

Vysledkom dvojelektronovej redukcie antracyklinov na uhliku C-13 st
alkoholové metabolity, ktoré sa od pdvodného lieCiva liSia v dvoch zakladnych
vlastnostiach — v kardiomyocytoch pdsobia toxickejSie, a sicasne st menej efektivne
v nadorovych bunkdch (Mordente et al. 2001). Prirodzene, tento jav pre pacienta
a vysledok terapie nie je priaznivy. Metabolickd redukcia karbonylu v organizme je
katalyzovana cytozolickymi karbonylredukujicimi enzymami - ich selektivna inhibicia
sa preto javi ako jeden zo sposobov minimalizovania uvedenych neziaducich ucinkov
(Mordente et al. 2001, Piska et al. 2017).

Aby bolo objavenie dostatocne selektivnych inhibitorov mozné, je podstatné
vediet, ktoré¢ konkrétne karbonylredukujuce enzymy st zodpovedné za metabolicka
premenu antracyklinov. V tejto praci bola porovnavana Specificka aktivita vybranych
enzymov z nadrodin AKR a SDR voci antracyklinu daunorubicinu. Zistili sme, Ze
potentné v tvorbe daunorubicinolu si CBR1, AKR1C3 a AKR1A1. Menej intenzivne
prebehla premena s AKR7A2, AKR1B10 a AKRIBI1. S CBR3, AKRIC1 a AKR1C2
aktivita zaznamenana nebola.

Ulohu CBR1 v metabolizme daunorubicinu preukazal aj Gonzalez et al. (1995),
ked’ po transfekcii CBR1 génu u K562 leukemickych buniek doslo k vyraznému zniZeniu
cytotoxického posobenia daunorubicinu. Podobne Carlquist et al. (2008), pri skimani
flavonoidov, ako potencidlnych inhibitorov CBRI1, charakterizoval kinetiku CBR1-
katalyzovanej redukcie so substratom daunorubicinom.

Vzt'ah medzi rezistenciou na daunorubicin a enzymami AKR1C3 a AKRIC1 bol
skimany na leukemickej bunkovej linii U937 — ich zvySena expresia bunkami znamenala
znizZenie citlivosti na daunorubicin (Matsunaga et al. 2014). Rovnako Hofman et al.
(2014) prisiel k zaveru, ze up-regulacia AKR1C3 mdze vystupiiovat’ primarnu rezistenciu
nadorovych buniek na daunorubicin, danti endogénnou expresiou tohto enzymu.

Stadia Martina et al. (2006) preukazala schopnost d’aliej aldo-ketoreduktazy,
AKRI1B10, metabolizovat’ daunorubicin. S podobnymi vysledkami prisiel Zhong et al.
(2011), pricom daunorubicin a idarubicin boli AKRIBI10 vyrazne preferované pred
doxorubicinom a epirubicinom, ¢o je pravdepodobne dané pritomnostou methylovej

skupiny na C-14 u DAU a IDA.
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Plebuch et al. (2007) sledoval znizenie citlivosti na daunorubicin u nadorovych
buniek exprimujucich enzymy CBR1, AKRIB1 a AKRIA1. Komplexnejsi pohl'ad na
enzymy katalyzujuce redukciu DAU a DOX priniesli takisto Stidie od Bainsa et al. (2008,
2009, 2010a, 2010b), ktoré sledovali vplyv ns-SNPs v génoch kodujucich tieto enzymy,
na variabilni odpoved’ na liecbu antracyklinmi. Aktivita vo¢i daunorubicinu bola
sledovand uenzymov CBRI1, AKRI1C3, AKR7A2, AKRI1Al a AKR1BI10; nizka
u AKR1BI1, AKR1CI, AKR1C2 a CBR3.

Inhibitory uvedenych ANT-redukujucich enzymov sa preto daju povazovat za
potencidlne kardioprotektivne a chemosenzibilizacné lie¢iva. Za ucelom ich objavenia
bolo Studovanych mnoho latok prirodného aj syntetického povodu (Piska et al. 2017).
Z prirodnych  zlucenin je dolezit¢ spomenut’ flavonoidy (Carlquist et al. 2008),
bisdemethoxykurkumin, honokiol a resveratrol (Matsunaga et al. 2009) ¢i isochinolinové
alkaloidy (Skarydova et al. 2014). Prikladom syntetickych latok, s inhibi¢nym u¢inkom
voc¢i karbonylredukujicim enzymom, je tolrestat, epalrestat, zopolrestat ¢i flufenamova
kyselina (Zhang et al. 2013).

V tejto praci sme hladali inhibitory ANT-redukujicich enzymov medzi
inhibitormi tyrozinkindz. Zmeny vo funkcii tyrozinkindz, spojenych so signalizaénymi
kaskadami, byvaju pritomné u viacerych nadorovych ochoreni (Jiao et al. 2018).

Konkrétne sme sa zamerali na Styri znich — imatinib, nilotinib, dasatinib
a acalabrutinib. VSetky tieto latky uZ maju vyuZitie v klinickej praxi. Imatinib, spolu
s nilotintbom  a dasatinibom, su inhibitormi fizneho proteinu BCR-ABL
(Philadelphského chromozoému) a predstavuju preto terapeutickt alternativu réznych Ph+
hematologickych malignit (Klamova 2011). Acalabrutinib je inhibitorom Brutonove;j
kindzy druhej generdcie a mé svoje miesto v lie¢be lymfomu plastovych buniek (Khan
Y. a O’Brien 2019).

Imatinib a nilotinib st predmetom d’alSich vyskumov aj vd’aka ich schopnosti (vo
vysSich koncentraciach) inhibovat’ ABC-transportéry (Dohse et al. 2010). Tieto efluxné
transportéry su taktieZ jednou z pri¢in vzniku rezistencie na protinadorovi liecbu (Ozben
2006).

Existuje vSak malo S§tudii, ktoré by sa zameriavali na inhibi¢ny potencial
inhibitorov tyrozinkinaz voci karbonylredukujucim enzymom. Jednym TKI, ktory je
testovany ako potencidlne selektivny inhibitor CBRI1, je analég Src-kindzového
inhibitora PP2, substituovany hydroxylom (hydroxy-PP) (Tanaka et al. 2005).

Z podobnej kategorie, kategorie inhibitorov cyklin-dependentnychkindz, boli objavené
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inhibi¢né uc¢inky vo¢i AKRI1C3 u roskovitinu, purvalanolu A (Novotna et al. 2018a)
a dinaciclibu (Novotna et al. 2018b). Dal$ou novoobjavenou latkou, schopnou inhibicie
AKRI1C3, je inhibitor PI3K — buparlisib (Bukum et al. 2019).

Istt mieru inhibi¢nej aktivity, voci niektorému z aktivnych ANT-redukujucich
enzymov, sme objavili u vSetkych sktisanych TKI.

Da sa konStatovat, ze najcastejSim cielom inhibicie bol enzym AKRI1C3.
NajintenzivnejSie bol inhibovany acalabrutinibom a dasatinibom. 50% inhibiciu
v koncentracii 50 uM sme sledovali aj u nilotinibu. Imatinib ukazal o nieCo nizsiu
inhibi¢nu aktivitu vo¢i AKR1C3, stale vSak prekrocila v koncentracii 50 uM 30 %.

S AKRIC3 bola takisto stanovend hodnota ICso dasatinibu (20,5 pM)
a acalabrutinibu (3,1 pM). Niz§ia namerand hodnota ICso acalabrutinibu poukazuje na
vy$Siu Gcinnost’ inhibicie enzymu. S tymto inhibitorom sme pokracovali v dalSich
kinetickych meraniach a stanovili sme inhibicnii konstantu K. Vysledkom oboch
nezavislych merani bola nizka hodnota (2,1 uM a 1,3 uM), ktora naznacuje vysoku
afinitu k AKR1C3. Zaroveii sa acalabrutinib spraval ako nekompetititivny inhibitor — so
zvySenim koncentréacie daunorubicinu by sa nemal znizit’ jeho inhibi¢ny uc¢inok, pretoze
sa viaze mimo aktivneho miesta AKR1C3, a tym padom s DAU o toto miesto nesut’azi.
Ak by ndm d’al$imi meraniami podarilo zistit, ze hodnota ICso acalabrutinibu rastie so
stupajucou koncentraciou AKR1C3 v reakcii, mohlo by to znamenat’, Ze sa acalabrutinib
sprava ako inhibitor s pevnou védzbou (,,tight-binding*) (Copeland 2000).

Farmakokinetickou analyzou bola zistena maximalna koncentracia acalabrutinibu
v plazme (cmax) priblizne 2,1 uM (Byrd et al. 2016). To znamen4, Ze nameranu hodnotu
ICs0 a Ki by bolo moZzné v organizme dosiahnut’.

Vysledkom zvySenej expresie AKR1C3 bunkami nie je len ndrast rezistencie
a kardiotoxicity po podani antracyklinov, ale takisto samotny enzym zohrava ulohu
v patogenéze nadorovych ochoreni, ako je karcindbm prsnika ¢i prostaty. Preto by
objavenie selektivneho inhibitora predstavovalo vel’ky prinos v liecbe tychto hormon-
dependentnych nadorov (Penning 2015).

Dasatinib naviac aktivne inhiboval enzym AKR1B10, stanovenie ICso a K; bude
preto predmetom d’alSich merani. Aktivny, aj ked menej (v koncentracii 50 uM -
inhibicia 37 %), bol aj imatinib. Rovnako aj v pripade AKR1B10 je up-regulécia enzymu
sledovand urdznych typov nddorov a prekanceréznych 1ézii, ako je napriklad

hepatocelularny karcindm (Scuric et al. 1998), karcindém z dlazdicovych buniek,
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nemalobunkovy plticny karcindm (Fukumoto et al. 2005) akarcindm endometria
(Yoshitake et al. 2007).

Jedinym z vybranych TKI, ktory inhiboval CBRI1, bol nilotinib. Inhibicia
v koncentrécii 50 uM prekrocila 50 %. V bunkach gastrointestinalneho tumoru prispieva
zvySena expresia CBR1 k rozvoju rezistencie na antracykliny (Matsunaga et al. 2015).
Jednou z pricin vyssej malignity v metastatickych bunkach adenokarcindmu prostaty, sa
naopak zd4 byt strata expresie CBR1 (Ismail et al. 2000).

Na zéklade tychto zisteni by bolo vhodné pokracovat’ v d’alSich meraniach. To, ze
viaceré inhibitory tyrozinkinaz preukazali schopnost’ inhibicie niektorého z CRE
enzymov in vitro, nemusi nutne znamenat’ uspesnu inhibiciu na urovni bunkovych linii

a nakoniec in vivo.
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7. ZAVER

Dolezité miesto v liecbe roznych druhov malignit maji antracykliny, ktorych
pouzitie v klinickej praxi obmedzuje primarne kardiotoxicita metabolitov, vznikajucich
redukciou karbonylu na uhliku C-13, anésledne rezistencia (Piska et al. 2017).
V teoretickej cCasti tejto diplomovej prace boli predstavené antracykliny ako
protinadorové lieciva, mechanizmus ich u€inku, kardiotoxicity a vzniku rezistencie.

Redukcia  karbonylu  vorganizme  prebiecha  vdaka  pritomnosti
karbonylredukujucich enzymov (Oppermann a Maser 2000). Preto sme sa d’alej venovali
jednotlivym enzymovym skupindm a ich zastupcom, pricom déraz bol kladeny na ich
funkciu a stvislost’ s nddorovymi ochoreniami a terapiou antracyklinmi.

Inhibicia tyrozinkindz patri v stiasnosti medzi lieCebné stratégie viacerych
zhubnych ochoreni, ktoré st spdjané s abnormalnou tyrozinkinazovou aktivitou (Jiao et
al. 2018). Pozornost’ bola upriamena na Styri vybrané inhibitory tyrozinkindz — imatinib,
nilotinib, dasatinib a acalabrutinib, ktorych potencidlne inhibi¢né vlastnosti voci
karbonylredukujucim enzymom, aktivhym voci antracyklinovému substratu, boli
skimané v praktickej ¢asti diplomovej prace.

Prvym cielom experimentalnej Casti bolo zistit’, ktoré z vybranych enzymov,
redukujucich karbonylovu skupinu, maju schopnost’” metabolizovat’ daunorubicin na
daunorubicinol. Na zaklade porovnania Specifickej aktivity sme zistili, ze aktivnymi voci
daunorubicinu st CBR1, AKR1C3, AKR1A1, AKR7A2, AKR1BI10 a v malej miere
AKRI1BI. Ziadna alebo minimalna aktivita bola zaznamenana u CBR3, AKRICI
a AKR1C2. S aktivnymi enzymami sa pokrac¢ovalo v skiimani inhibi¢ného potencialu
tyrozinkinazovych inhibitorov in vitro.

Imatinibom boli najviac inhibované enzymy AKRIBIO (37 % v 50 uM)
a AKRIC3 (36 % v 50 uM). Nilotinib, v rovnakej koncentrécii, inhiboval AKR1C3
(53 %) a ako jediny z inhibitorov, CBR1 (51 %). Dasatinib bol inhibi¢ne u¢inny na
AKRIBI10 91 % v 50 uM) a AKRIC3 (61 % v 50 uM). Poslednym testovanym
inhibitorom bol acalabrutinib, s inhibi¢nou aktivitou vo¢i AKR1C3 (96 % v 50 uM).

Spolo¢nym znakom vSetkych testovanych inhibitorov bola inhibicia AKRI1C3.
Tato aldo-ketoreduktdza patrila sucasne k enzymom s najvyssou Specifickou aktivitou
voc¢i daunorubicinu a boli s lou prevedené d’alSie kinetické merania - ICs a K; i€¢innych

inhibitorov. Koncentracia inhibitora, pri ktorej klesla aktivita AKR1C3 na polovicu, bola
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stanovend na 20,5 uM u dasatinibu a 3,1 puM u acalabrutinibu. Plati, Ze ¢im nizsia je
hodnota ICso, tym je ucinnost’ inhibitora, uz od nizkych koncentracii, vysSia. Nizke
zistené¢ hodnoty K; acalabrutinibu (2,1 uM a 1,3 uM) zase naznacuju vysoku afinitu
inhibitora k enzymu. Dolezitym zistenim bolo aj to, Ze v pripade acalabrutinibu dochadza
ku nekompetitivnej inhibicii AKR1C3. Pri tomto type inhibicie by sa zvySenim
koncentracie daunorubicinu, neznizil inhibiény u¢inok acalabrutinibu.

Je mozné povedat’, ze zamer tejto diplomovej prace bol splneny. VSetky testované
inhibitory tyrozinkindz (s r6znou intenzitou) inhibovali niektory z vybranych
karbonylredukujucich enzymov, aktivnych voci daunorubicinu. Bolo by preto vhodné
pokracovat’ s nimi v d’al$ich kinetickych meraniach a eventudlne previest’ testy na tiroven

bunkovych linii, Co by prinieslo bliz§i pohl'ad na charakter a ti¢innost’ inhibicie.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABC transportér viazuci kazety ATP
ABL Abelsonova tyrozinkinaza
Ack aktivovana CDC42 kinaza

ADH alkoholdehydrogenéza

AKR aldo-ketoreduktazy

Akt proteinkinaza B

ALDH  aldehyddehydrogenaza

ALL akutna lymfocytova leukémia

AML akutna myeloidné leukémia

AN-9 formaldehyd uvoliiujuci pivaloyloxymetylbutyrat

ANT antracykliny

AR androgénovy receptor
ATP adenozintrifosfat
BCR (ang.) breakpoint cluster region protein,

protein zlomového miesta génu

BCRP protein rezistencie rakoviny prsnika

BTK Brutonova kinaza

CBR karbonylreduktazy

c-KIT protoonkogén c-KIT, znamy aj ako SCFR (receptor rastového faktora
zirnych/kmeniovych buniek)

CLL chronicka lymfocytova leukémia

CML chronickd myeloidna leukémia

CRE karbonylredukujiice enzymy
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CRPC karcindm prostaty rezistentny na kastraciu
Csk c-termindlna sarkbmova protein-tyrozinkinaza
DAU daunorubicin

DOX doxorubicin

DHO dihydrooracin

DNA deoxyribonukleova kyselina

ERBB2  Erb-B2 receptorova tyrozinkiniza

EGFR receptor epidermalneho rastového faktora
EPI epirubicin

ER endoplazmatické retikulum

ERK kin4za regulované extracelularnym signdlom
Fak fokalna adhézna kinéaza

FDA (ang.) Food and Drug Administration,
Urad pre kontrolu potravin a lieiv (USA)
Fes kindza macacieho sarkému
GABA  y-aminomaslova kyselina
GIST gastrointestinalny stromalny tumor
HER-2  receptor l'udského epidermalneho rastového faktoru 2

HSD hydroxysteroiddehydrogenaza

ICso poloviénd maximalna inhibi¢né koncentracia
IDA idarubicin

InsR inzulinovy receptor

Jak Janusova kinaza

KBV Katedra biochemickych véd

Ki inhibi¢na konsStanta
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MDR! mnohopocetna liekova rezistencia

MDR? (ang.) medium-chain dehydrogenases/reductases,
dehydrogenazy/reduktazy so stredne dlhym retazcom

MEK mitogénom aktivovana proteinkinaza fosforylujica ERK

MRP protein mnohopocetnej liekovej rezistencie

mTOR  (ang.) mammalian target of rapamycin,
cicavcia serin-threoninkinaza

NAD(H) nikotinamidadenindinukleotid

NADP(H) nikotinadenindinukleotidfosfat

NK nukleova kyselina

NSAID  nesteroidné antiflogistika

NSCLC nemalobunkovy karcindm pluc

ns-SNP  nesynonymicky jednonukleotidovy polymorfizmus

NRS NADPH-regeneracny systém

PAH polycyklické aromatické uhl'ovodiky

PG prostaglandin

Ph Philadelphsky chromozém

PI3K fosfatidylinozitol-3-kin4za

PKC proteinkinaza C

PLCy fosfolipaza C izoforma y

PPAR receptor aktivovany proliferatormi peroxizémov

PTEN fosfatdza a homolog tenzinu odstraneny z chromozoému 10
PTK protein-tyrozin kindza

QR chinénreduktazy

RAF Specificka serin-threonin proteinova kinaza
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ROS

SDR

Src
STAT
Syk
T-ALL
Tec
TKI
UHPLC
VEGFR
WHO

3oHP

4-MDDT

Ras protein (protoonkogén)

reaktivne formy kyslika

(ang.) short-chain dehydrogenases/reductases,
kratkoret'azcové dehydrogenazy/reduktazy
Protoonkogénova protein-tyrozinkinaza Src

prenasac signalu a transkripny aktivator

slezinova tyrozinkindza

akutna T-lymfocytova leukémia

tyrozinkindza exprimovana hepatocelularnym karcindmom
inhibitor tyrozinkinazy

ultra-vysokoucinna kvapalinové chromatografia
receptor vaskularneho endotelialneho rastového faktora
svetova zdravotnicka organizicia
3a-hydroxy-4-pregnen-20-6n

4-methyl(de-dimethylamin)-tetracyklin

118-HSD1 11B-hydroxysteroiddehydrogendza

20aDHP 20a-dihydroprogesteron
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