Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych vied

Vplyv tyrozinkinazového inhibitora tirabrutinibu na

antracyklinovu rezistenciu v nadorovej bunkovej linii

Diplomova praca

Veduci diplomovej prace: prof. Ing. Vladimir Wso6l, Ph.D.

Konzultant : Mgr. Lucie Cermakova

Hradec Kralové, 2023 Nikola Lebekova



PREHLASENIE

,,Prehlasujem, Ze tato praca je mojim pdvodnym autorskym dielom, ktoré som vypracovala
samostatne a pod vedenim veduceho diplomovej prace a konzultanta. Knizna literatura a d’alSie
zdroje, z ktorych som pri spracovavani Cerpala, su vSetky uvedené v priloZenom zozname
pouzitej literatury a st v préci aj riadne citované. Praca nebola pouzitd k ziskaniu rovnakého

ani iného titulu.‘

V Hradci Kralové, dna Nikola Lebekova



PODAKOVANIE

Touto cestou chcem vyjadrit podakovanie vedicemu diplomovej prace prof. Ing.
Vladimirovi Wso6lovi, Ph.D., za odborné vedenie a pomoc pri spracovavani diplomovej prace.
Taktiez chcem pod’akovat’ mojej skolitel’ke Mgr. Lucii Cermakovej za cenné rady, trpezlivost,
spolupracu a predanie skusenosti pocas prace v laboratoriu. V neposlednom rade patri
pod’akovanie mojej najblizSej rodine a priatel'ovi za velku podporu nielen pocas spisovania

predkladanej prace ale pocas celého mojho studia.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych vied

Kandidat: Nikola Lebekova

Skolitel’: prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vplyv tyrozinkinazového inhibitora tirabrutinibu na antracyklinova

rezistenciu v nadorovej bunkovej linii

Nédorové ochorenia predstavuji Siroki skupinu heterogénnych ochoreni, ktoré
si sposobené¢ zmenami na genetickej a epigenetickej Urovni. Tieto zmeny nepriaznivo
ovplyviiuji bunky roznych T'udskych tkaniv, a tym prispievaji k rozvoju malignit.
Chemoterapia je povazovana za jeden zo zakladnych pilierov terapie nadorovych ochoreni.
Antracyklinové chemoterapeutikd patria medzi extenzivne pouzivané lieCiva v tejto terapii.
AvSak, vyrazné obmedzenie v ich pouzivani predstavuju neziaduce ucinky vyplyvajice
z mechanizmu ich ¢inku. Svoju rolu v rozvoji kardiotoxicity, ako jedného z neziaducich
ucinkov terapie, maju aj enzymy redukujuce karbonyl, ktoré procesom metabolickej redukcie
antracyklinov produkuju toxické redukované metabolity. Zarovei tieto metabolity vykazuji
mnohondasobne niZ§iu protinddorovu aktivitu, ¢im sa podiel'aji na vzniku a vyvoji rezistencie,

ktora v klinickej praxi predstavuje d’alSiu vyznamnt prekazku.

Predmetom tejto diplomovej prace bolo Stidium inhibicného uc€inku vybraného
tyrozinkindzového inhibitora tirabrutinibu na trovni bunkovej linie HCT116, ktora bola
prechodne transfekovana plazmidom kodujucim izoformu AKRIC3. Vysledky preukazali,
Ze tirabrutinib v koncentracii 10 uM inhiboval aktivitu AKRIC3 z 41,17 % apri 50 uM
276,56 % (ICso 12,01 uM). Dalsim predmetom bolo skiimanie kombinacie daunorubicinu
s tirabrutinibom na rakovinovej bunkovej linii HCT116 s nadmernou expresiou AKRI1C3.
Z vysledkov vyplyva, ze kombinacia daunorubicinu s tirabrutinibom znizuje zivotnost’ buniek
HCT116 viac ako daunorubicin samostatne. Tato skuto¢nost naznacuje, Ze inhibi¢na
schopnost’ tirabrutinibu méze byt’ vyuzitd pre obnovenie citlivosti rezistentnych nadorovych
buniek voci daunorubicinu, a tym zvysit’ jeho terapeuticku i€innost’ a sucasne znizit’ produkciu

toxickych redukovanych metabolitov.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Nikola Lebekova

Supervisor: prof. Ing. Vladimir Wsoél, Ph.D.

Title of diploma thesis: The effect of tyrosine kinase inhibitor tirabrutinib on anthracycline

resistance in a cancer cell line

Malignancies represent a broad spectrum of heterogeneous diseases caused by genetic
and epigenetic alterations that negatively affect various human tissues, contributing
to the development of malignancy. Chemotherapy is considered one of the main pillars in the
treatment of malignant diseases. Anthracycline chemotherapeutics are widely used drugs
in these indications. However, adverse effects resulting from their mechanism of action are
a major obstacle. The role in the development of cardiotoxicity, as one of the adverse effects
of therapy, is played by carbonyl reducing enzymes that produce toxic reduced metabolites
by conferring metabolic reduction of anthracyclines. At the same time, these metabolites show
significantly lower cytotoxic activity, thus contributing to the formation and further

development of resistance, another severe obstacle in clinical practice.

This thesis aimed to investigate the inhibitory effect of a specific tyrosine kinase inhibitor
tirabrutinib at the cellular level. The HCT116 cancer cell line was transiently transfected with
a plasmid encoding the enzyme AKRI1C3. Results demonstrated that the 10 and 50 uM
concentrations of tirabrutinib reduced the activity of AKRIC3 by 41,17 % and 76,56 %
(ICs50 12,01 uM), respectively. In addition, the study focused on the combination
of daunorubicin with tirabrutinib in the AKR1C3 overexpressing cancer cell line HCT116.
It follows, that combining daunorubicin with tirabrutinib reduces the viability of HCT116
cancer cells more than daunorubicin alone. This fact suggests that the inhibitory activity
of tirabrutinib can be used to resensitize resistant cancer cells to daunorubicin, increasing

its therapeutic effect while reducing the production of toxic reduced metabolites.
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1 UVOD

Nadorové patologické stavy predstavuji Siroktt skupinu heterogénnych ochoreni
vychadzajucich z genetickych a epigenetickych zmien, ktoré ovplyviiuji bunky ludskych
tkaniv a speju tak k vyvoju malignity. Rakovina zodpoveda priblizne za /3 celkovych amrti
a podiel’a sa tak na celkovej mortalite takmer rovnakou mierou ako srdcovo-cievne ochorenia
(Bhatnagar et al., 2015). Tieto ochorenia sa celosvetovo, vratane Ceskej republiky, radia
k jednym z najCastejSich pricin umrtia. Vzhl'adom k zvySujicej sa imrtnosti nadorovych
ochoreni naberaji na dolezitosti nepretrzity vyskum, vyvoj a implementicia novych

terapeutickych pristupov (Internet 1; ReFaey et al., 2021).

Jeden zo zédkladnych pristupov v terapii nddorovych ochoreni je chemoterapia.
Antracyklinové chemoterapeutikd tvoria skupinu extenzivne pouzivanych lieCiv v terapii
mnohych typov naddorov. Ich neziaduce Uc¢inky vyplyvajice z mechanizmu u¢inku predstavuja
vyznamny limit v ich pouZivani. V rozvoji toxicity maji svoju rolu aj enzymy zodpovedné
za metabolickt redukciu karbonylu antracyklinov. Ugelom biotransformécie lietiva je jeho
inaktivacia a posun v smere exkrécie z organizmu. Avsak, v niektorych pripadoch moézu byt’
vysledné metabolity toxickejSie, ¢oho prikladom su alkoholické metabolity redukcie
antracyklinov. Vznik a rozvoj rezistencie je d’al§im limitujucim faktorom v pouZzivani tychto
latok. Za vznikom redukovanych metabolitov, ktoré su viac toxické a zaroven vykazuju
signifikantne niZzSiu protinddorovu aktivitu v porovnani s povodnou latkou, stoja enzymy
redukujuce karbonyl. Tieto enzymy tak predstavuju atraktivne cielové Struktiry pre latky so
schopnost’ou inhibovat’ ich aktivitu. Viaceré §tadie sa v poslednych rokoch zaoberali moznym
inhibiénym vplyvom proteinkindzovych inhibitorov na aktivitu enzymov redukujucich
antracykliny. Napriklad, v pripade zanubrutinibu bola preukdzana jeho schopnost’ inhibovat
enzymatickl aktivitu AKR1C3, ¢im doslo k znizeniu tvorby redukovaného hydroxymetabolitu,
¢o zaroven prispelo k zvrateniu rezistencie a k obnoveniu citlivosti buniek vo¢i poddvanym

antracyklinom (Cerméakova et al., 2022).

Této diplomové praca mala za ciel’ stanovenie mozného inhibi¢ného G¢inku vybraného
tyrozinkinazového inhibitora tirabrutinibu (TIR) na aktivitu enzymu redukujuceho karbonyl
AKRIC3 na turovni bunkovej linie HCT116. Sucasne sme skumali G¢inok pri pouziti

kombindcie vybrané¢ho antracyklinu daunorubicinu (DAUN) so spominanym inhibitorom.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antracyklinové antibiotika

Antracyklinové antibiotikd (ANTRA) predstavuji  skupinu velmi ucinnych
protirakovinovych latok pouzivanych v terapii Sirokého spektra solidnych tumorov
a hematologickych malignit, kde Castokrat predstavuji chemoterapiu prvej vol'by (Cortés-
Funes & Coronado, 2007; Marinello et al., 2018). P6vodné ANTRA su latky prirodného
charakteru prvykrat izolované z cerveného pigmentu baktérie Streptomyces peucetius pred viac

nez 70 rokmi na iizemi Talianska (Bayles et al., 2023; Capelda et al., 2020).

-----

klinického pouzitia a st si¢ast'ou adjuvantnej, neoadjuvantnej, terapeutickej ale aj paliativnej
terapie naddorovych ochoreni v rezime monoterapie alebo v kombinacii s inymi latkami
s protinddorovou aktivitou. ANTRA su najCastejSie aplikované intravenézne v podobe

kontinualnej infuzie (Edwardson et al., 2015; Saleh et al., 2021; Sallustio & Boddy, 2021).

Farmakodynamicky sa zaradzuji k tzv. neSpecifickym konvenénym genotoxickym
cytostatikdm a v suvislosti s ich mechanizmom u¢inku sa po ich administracii predpoklada
rozvoj multiorganove;j toxicity. V pripade ANTRA sa okrem vyskytu klasickych neziaducich
ucinkov tejto skupiny lieCiv ako s napr. nauzea, zvracanie, alopecia, myelotoxicita alebo
reprodukéna toxicita vyskytuje aj pre ANTRA charakteristicka toxicita- kardiotoxicita. Prave
kardiotoxicita je vyznamnym limitujiicim faktorom v klinickom pouziti ANTRA (Svihovec

et al., 2018).

K pdvodnym a zaroven klinicky najpouZzivanejSim ANTRA patria doxorubicin (DOX)
a DAUN. Naslednym vyvojom sa z viac ako 2000 ANTRA analdgov dostalo do klinického
pouzitia iba niekol'ko syntetickych Struktirnych analdégov, ako su napr. epirubicin (EPI),
idarubicin (IDA), valrubicin, aklarubicin a iné (Edwardson et al., 2015; Jin & Penning, 2007;
Piska et al., 2017).

2.1.1 Chemicka struktura

ANTRA su si navzdjom Struktirne velmi podobné a zdielaju spolo¢ny rigidny,
planarny, tetracyklinovych kruh, ktory obsahuje chinénovii a hydrochinénova skupinu.
Na tento aglykéon je glykozidickou vdzbou v mieste C7 pripojeny bazicky aminocukor

daunosamin. Na C13 sa nachddza karbonylovd funkcénd skupina a jednotlivé zluceniny



sa od seba liSia substituciou na zakladnom kruhu, daunosamine alebo aj v pocte naviazanych

cukrov, ako je to napr. u aklarubicinu (Cortés-Funes & Coronado, 2007).

Dve povodné ANTRA sa medzi sebou liSia iba v pritomnosti, resp. nepritomnosti jedne;j
funk¢nej skupiny (R1). DAUN vo svojej Struktire na rozdiel od DOX neobsahuje v polohe
C14 hydroxylovt skupinu —OH (Bayles et al., 2023; Piska et al., 2021).

EPI je polosynteticky derivat ziskany procesom epimerizacie DOX a lisi sa tak iba
priestorovou orientaciou hydroxyskupiny —OH v mieste C4' na pripojenej cukrovej zlozke.
Aj takato mald zmena Struktiry moéze mat” dopad na biologicky ucinok a toxicitu, ¢o bolo
potvrdené prave u EPI, ktory ma zachovanu protinddorov aktivitu a zaroven vykazuje mensiu
kardiotoxicitu v porovnani s DOX (Bayles et al., 2023; Cortés-Funes & Coronado, 2007;
Edwardson et al., 2015).

IDA je derivat DAUN, ktorému v Strukture v polohe C4 (R2) na zakladnom skelete
chyba methoxyskupina —O-CH3. Absencia tejto skupiny ma za nasledok zvySenie lipofility,
zrychlenu absorpciu, ¢o nasledne speje k zvysSenej cytotoxicite, v porovnani s DAUN a DOX.
Zaroven je IDA jedinym ANTRA, ktoré¢ho administracia je mozna nielen intravenodzne, ale aj

peroralne (Edwardson et al., 2015).

Doxorubicin OH o~ oH

Epirubicin OH o~ "oH
Daunorubicin H ~o~  SOH
Idarubicin H H “NOH

Obr. 1 Chemicka $truktira vybranych ANTRA. Upravené podl'a (Bayles et al., 2023; Piska et al., 2021).
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2.1.2 Mechanizmus ucinku

Presny mechanizmus posobenia ANTRA a ich Strukturnych analéogov v organizme
nie je zatial’ uplne objasneny a je v stcasnosti stale predmetom sktimania. Predpoklada sa,
ze na cytotoxickom u¢inku ANTRA sa podiel’a spolo¢ne viacero mechanizmov a ich ucinok
v terapii nadorovych ochoreni je multifaktoridlny (Shandilya et al., 2021). ANTRA prenikaju
do buniek pasivnou diftiziou a nasledne st transportované na miesto svojho ucinku, ktorym
jejadro bunky (Edwardson et al., 2015). Novsie Stidie poukazujii na ucast’ aktivneho
transportéru, presnejSie OCT1 (z ang. organic cation transporter 1) a v sucasnosti pribudaju
dokazy, ktoré predstavuji hypotézu tohto typu transportu namiesto pasivnej difuzie (Andreev

etal., 2016).

Medzi  hlavné  mechanizmy  ucinku  patri  interkaldcia  (vmedzerenie)
do deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) spolu s ich pdsobenim ako enzymatické jedy
topoizomerazy II (TOP2). Podiel na cytotoxickom u¢inku ma aj ich schopnost’ indukcie
oxidaéného stresu a tvorby reaktivnych kyslikovych foriem (ROS). Dalgia navrhovana teéria
mechanizmu uc¢inku ANTRA je ich schopnost’ tvorby aduktov DNA-ANTRA v pritomnosti
formaldehydu.

Prvym popisanym mechanizmom ucinku bola interkalacia do dvojzéavitnice DNA, ktora
prebieha vsunutim planarneho tetracyklického chromoforu preferenéne v mieste paru bazi
guanin-cytozin, ¢o ndsledne narusi priebeh transkripcie a translacie DNA (Cortés-Funes &

Coronado, 2007; Shandilya et al., 2021).

Nasledne, po uplynuti 20 rokov v klinickom pouZivani, bol bliZSie Specifikovany ich
ciel podsobenia, ktorym je enzym TOP2 (Cortés-Funes & Coronado, 2007). DNA
topoizomerazy (TOP) st enzymy, zodpovedné za regulaciu topologickej Struktiry DNA, ktora
prechadza zmenami v procese replikacie, transkripcie alebo rekombinacie DNA. Tieto enzymy
docasne vytvaraju v DNA retazcoch zlomy, ktoré su po Uprave Struktary znovu spojené (Den

Boer et al., 1998; Okoro & Fatoki, 2023; Svihovec et al., 2018).

Ludské TOP su rozdelené¢ do dvoch tried na ziklade ich Struktary a funkcie
na topoizomerdzu I a TOP2. Topoizomeraza I je monomérna a katalyzuje, bez nutnosti
kofaktorov, vznik jednovlaknovych zlomov dvojvlaknovej DNA. TOP2 je dimérny enzym,
ktory vytvara zlomy na oboch retazcoch DNA a pre svoje katalytické posobenie vyzaduje

pritomnost Mg?* a adenozintrifosfatu (ATP) (Okoro & Fatoki, 2023).
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TOP2 sa u cicavcov vyskytuje vo forme dvoch Strukturne podobnych izoforiem a to
TOP2a a TOP2B, ktoré sa ale lisia vo svojej funkcii a expresii (Vavrova & Simunek, 2012).
ANTRA interaguju s oboma izoformami TOP2, ¢o ma priamy suvis s ich cytotoxickym

ucinkom ale taktiez aj s rozvojom toxicity.

TOP2a je nadmerne exprimovand v proliferujucich bunkéch (rakovinovych
aj nerakovinovych) a podiela sa na replikdcii a bunkovej proliferacii. V zavislosti
na bunkovom cykle sa miera expresie TOP2a meni a nie je teda konStantna (Dos Santos Arruda
et al., 2019; Vavrova & Simunek, 2012). Zaroven predstavuje molekularny zaklad
cytotoxického posobenia ANTRA, ktoré pdsobia ako enzymatické jedy tejto izoformy.
ANTRA stabilizuji binarny Stiepny komplex TOP2a-DNA, o zabranuje naslednej religacii
rozStiepenych vlakien DNA a vedie k irreverzibilnym zlomom a néslednej bunkovej smrti

(Marinello et al., 2018; Shandilya et al., 2021).

TOP2B izoforma sa zcastiiuje na procesoch, ako su napr. génova transkripcia
a bunkova diferencidcia a typicky prevldda u kludovych buniek, ku ktorym patria
aj kardiomyocyty. V jej pripade je miera expresie rovnaka v celom priebehu bunkového cyklu.
Interakcia medzi TOP2B a ANTRA je spajand s mitochondridlnou dysfunkciou spésobenou
zvySenymi hladinami ROS, ¢o mé za nasledok poskodenie buniek (Dos Santos Arruda et al.,
2019). V tomto kontexte je TOP2p spajana s rozvojom neskorych neZiaducich u¢inkov (NU)
ato kardiotoxicity a sekundarnych malignit. Tieto poznatky otvaraji dvere pre vyskum
orientovany na vyvoj novych analogov ANTRA Specifickych pre TOP2a, rovnako aj pre
stadium latok s cielenym inhibiénym u¢inkom voéi TOP2p izoforme, s umyslom predist NU
sposobenych interakciou s izoformou TOP2f (Jirkovsky et al., 2021; Marinello et al., 2018;
Vavrova & Simunek, 2012).

2.1.3 Metabolizmus

Tak ako vSetky latky ¢i uz endogénneho alebo exogénneho povodu, ani ANTRA
sa nevyhnu metabolickej premene, ktorej primérna tloha je ich inaktivécia a nasledna exkrécia
z organizmu. Pochopenie a znalost’ tychto procesov ma vel’ky vyznam pri porozumeni ANTRA

toxicity a ich U€asti na rozvoji rezistencie proti tymto latkam.

Predpoklada sa, Ze po administracii ANTRA sa takmer polovica bude vylucovat
v nezmenene] podobe cestou hlavne biliarnej a v menSom podiele aj rendlnej exkrécie

(Sallustio & Boddy, 2021). ANTRA podstupuji 3 hlavné cesty biotransformacie, ktorymi

12



su: hydroxylacia C13 karbonylu (dvojelektronova redukcia), jednoelektronova redukcia

a minoritna cesta deglykozyléacie (Edwardson et al., 2015).

Za hlavni cestu biotransformécie je povazovand dvojelektronova redukcia
karbonylovej skupiny v mieste C13 na koreSpondujtci sekundarny alkohol. Tato premena
je zavisld na pritomnosti nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)- dependentnych
enzymov redukujucich karbonyl (z ang. carbonyl reducing enzymes [CRE]) z nadrodin aldo-
ketoreduktaz (AKR) a dehydrogenaz/ reduktdz s kratkym retazcom (z ang. short-chain
dehydrogenases/ reductases [SDR]). Redukované hydroxymetabolity, napr. doxorubicinol
(DOXOL) a daunorubicinol (DAUNOL), su viac polarne a napriek ocakavanej rychlejsej
eliminacii maju naopak tendenciu sa akumulovat v srdcovom tkanive, vytvarat' dlhodoby
rezervoar, a preto su tieto metabolity spdjané s vyvojom chronickej (neskorej) kardiotoxicity.
DOXOL a DAUNOL st spajané aj s rozvojom rezistencie, pretoZe tieto redukované metabolity
majui oproti parentnym latkam vyznamne niz$i cytotoxicky ucinok (Mordente et al., 2009).
Enzymy podiel'ajlice sa na tejto detoxikacnej ceste maju Siroku tkanivovu distribuciu a mézeme
teda predpokladat, Ze vyznamné mnozstvo do tela dodanych ANTRA bude redukciu
podstupovat’ vel'mi rychlo (Edwardson et al., 2015).

Dal3ia cesta metabolizmu predstavuje jednoelektronovii redukeiu chindénovej skupiny
nachadzajucej sa na C kruhu ANTRA aglykonu. Antrachindénovy farmakofor vystupuje ako
akceptor elektronov a enzymy katalyzujice tuto reakciu predstavuji donory elektronov. Medzi
kl'a¢oveé enzymy tejto reakcie patria NADPH cytochrom P450 reduktaza, endotelidlna syntaza
oxidu dusnatého, NADH (ubichinén) dehydrogenaza Fe-S a xantinoxiddza. V tomto procese
vznikd v aerobnom prostredi vol'ny semichinonovy radikal, ktory je v rdmci tohto redoxného
cyklu nasledne stabilizovany premenou na hydrochinoén. Tieto reakcie prebiehaju v pritomnosti
kyslika, ktory sa stGi¢asne v dosledku elektronovych transferov redukuje. Povodny chinén
sa regeneruje a v procese sa vytvarajia ROS, ako st napr. peroxid vodika a superoxidovy anion.
V konecnom dosledku dochadza k alteracii DNA a jej poskodeniu, lipidovej peroxidacii

a eventudlne k apoptdze buniek (Edwardson et al., 2015; Mordente et al., 2009).

Alternativne mézu ROS vznikat' aj bez ucasti enzymov cestou tvorby komplexov
ANTRA so Zelezitymi ionmi Fe**. Zelezo moze v pritomnosti kyslika podstupovat’ zmenu
oxidaéného stavu a prechadzat z Fe*" na Fe?" a vice versa, za su¢asnej produkcie toxickych
ROS (Dos Santos Arruda et al., 2019; Edwardson et al., 2015; Mordente et al., 2009; Shandilya
etal., 2021).
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Minoritni  cestu metabolizmu (1-2 %) predstavuje hydrolyticka a redukéna
deglykozidécia, ktorej produktom je hydroxyaglykon, resp. 7-deoxyaglykon. V tejto reakcii
dochadza k odstraneniu cukru z A kruhu ANTRA Stiepenim glykozidickej vézby a zaroven
k stiepeniu karbonylovej skupiny postranného retazca v pritomnosti NADPH- dependentnych
glykozidaz hydrolytického alebo redukcéného typu (hydrolazy/reduktazy) (Edwardson et al.,
2015; Mordente et al., 2009).

Dvojelektronova redukcia Doxorubicin Jednoelektronova redukcia

O OH OH
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Doxorubicin hydroxyaglykon Doxorubicin 7-deoxyaglykon

ODbr. 2 Cesty biotransformacie ANTRA. Upravené podl'a (Mordente et al., 2009).

2.1.4 Kardiotoxicita

Typickym zavaznym NU lie¢by ANTRA je vyvoj akitnej a chronickej kardiotoxicity,
ktorad vyznamne obmedzuje ich pouzitie v klinickej praxi. Tento stav je povazovany za jednu
z hlavnych pri¢in morbidity a mortality u pacientov, ktori prekonali rakovinu po liecbe

ANTRA (Saleh et al., 2021).

Symptomy akutnej toxicity, najCastejSie v podobe arytmii (supraventrikuldrna
tachykardia) a zmien na elektrokardiografii, sa moZu objavit’ uz bezprostredne par hodin
po ich podani. ANTRA navodend myokarditida sa moze prejavit’ v ¢asovom ramci dni az
tyzdnov. Oneskorene vSak moéze dojst’ k dilatacnej kardiomyopatii, ktord sa prejavuje
dysfunkciou l'avej komory a znizenim ejekcnej frakcie. Nésledne dochadza k rozvinutiu
mestnavého srdcového zlyhdvania (z ang. congestive heart failure), postupnej terminalnej

strate kardiomyocytov a fibrotizacii srdcového svalu. Po rozvinuti srdcového zlyhavania
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je tento stav uz irreverzibilny a neda sa vylie¢it’. To moze pacienta priamo ohrozovat’ na zivote
a vyznamne skracovat’ dizku a kvalitu Zivota. Tento stav sa vyvija mesiace aZ roky po podani
ANTRA, a je preto dolezité pacientov sledovat pred, pocas ale aj dlhodobo po liecbe ANTRA
(Bayles et al., 2023; Piska et al., 2017; Saleh et al., 2021; Svihovec et al., 2018).

Presny patofyziologicky mechanizmus vzniku ANTRA kardiotoxicity nie je stale plne
pochopeny a je tak predmetom intenzivneho vyskumu. V minulosti sa povazoval za jeden
zo zakladnych mechanizmov rozvoja kardiotoxicity vznik ROS. Detailne bol ich vznik
popisany v kapitole 2.1.2 Mechanizmus u¢inku. ROS su vysoko reaktivne a toxické zluceniny
pre velké mnozstvo bunkovych Struktar. Pre kardiomyocyty je charakteristické nizke
mnozstvo antioxida¢nych enzymov a ROS tak nie su dostato¢ne neutralizované, ¢im prevladne
ich toxicky uc¢inok. Ich vplyvom dochddza k degradécii sarkomér, posSkodeniu DNA, lipidove;j
peroxidécii, mitochondridlnej dysfunkcii az k smrti a nevratnej strate kardiomyocytov. Avsak,
tato teoria nie je dostacujica pre objasnenie celkovej ANTRA kardiotoxicity a indukcia
oxida¢ného stresu a tvorba ROS su skor spajané s aktitnou formou kardiotoxicity (Edwardson

et al., 2015; Menna et al., 2012).

Dalsim mechanizmom spajanym s kardiotoxicitou je dvojelektronova redukcia a vznik
toxickych alkoholickych metabolitov DOXOLu a DAUNOLu. Tieto metabolity vznikaju
vys$§ie spominanym procesom priamo v srdcovom tkanive. Oproti povodnym latkam maja
znizenll clearance a dochadza tak k ich hromadeniu, ¢o ma za nésledok vyvoj chronickej
kardiotoxicity. K tvorbe rezervoaru dochadza postupne, a preto je ich podévanie limitované

na maximalnu celozivotni kumulativnu davku (Bayles et al., 2023; Edwardson et al., 2015).

Z dalSieho pohladu maji DOXOL a DAUNOL oproti povodnym latkam silny
inhibi¢ny u¢inok na iénové pumpy ako st napr. Ca**/Mg®" ATPaza sarkoplazmatického
retikula (SR), Na'/K" ATP4za alebo Na'/Ca®" iénovy vymennik sarkolémy. Taktiez majt
schopnost’ inhibovat’ alebo znizovat' expresiu Ca®" ATPazy, ktora v SR reguluje hladiny
Ca?" i6nov. Okrem toho mozu menit Ca®" hladiny naruSenim otvdrania kanalov
Ca?*- dependentnych ryanodinovych receptorov (RYR2) SR, ktoré sa podielaji na svalovej
kontrakcii. Tieto procesy speju k naruseniu energetického metabolizmu srdca, presunu i6nov
a zmene ich gradientov, ¢o vyusti do naruSenia kontraktility srdca, vyvoja myopatie az smrti
kardiomyocytov. Tieto hydroxymetabolity sa vyznacuju vysokou kardiotoxicitou a oproti
povodnym ANTRA maji mnohonasobne niz$iu protinddorovu aktivitu (Edwardson et al.,

2015; Menna et al., 2012; Mordente et al., 2009).
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V stcasnosti sa za hlavny mechanizmus kardiotoxicity ANTRA povazuje ich interakcia
s TOP2. Inhibicia izoformy TOP2a, ktord je charakteristickd pre proliferujuce bunky, bola
popisand v kapitole 2.1.2 Mechanizmus uc¢inku, a stoji za ocCakdvanym a ziadanym
protirakovinovym u¢inkom. TOP2p je izoforma preferencne exprimovana v kardiomyocytoch
(kI'udovych bunkach) a je spajana s vyvojom kardiotoxicity a sekundarnej rakoviny po terapii
ANTRA. Tvorba komplexov ANTRA-TOP2B-DNA stoji za irreverzibilnym poskodenim
DNA a mitochondridlnych funkcii v bunkach myokardu, ¢o nésledne vedie k energetickému
vycerpaniu, oxidacnému stresu, tvorbe ROS az samotnej programovanej smrti buniek,
apoptoze. Tato teoria je d’alej podporovana aj skutocnostou, ze deplécia TOP2, popripade jej
cielend inhibicia, viedla k vyznamne zniZenej kardiotoxicite a mdze tak predstavovat’ cestu
pre objavenie latok s kardioprotektivnym ucinkom v terapii ANTRA (Jirkovsky et al., 2021;
Sallustio & Boddy, 2021).

Riziko kardiotoxicity je priamo tmerné aplikovanej celozivotnej kumulativnej davke
ANTRA, ¢o vyznamne obmedzuje celkovii kumulativnu davku a rovnako aj celkova dizku
terapie. Maximalna celozivotnd davka je pre DOX stanovend na 450-550 mg/ m?.
Pre porovnanie je v pripade menej kardiotoxického analégu EPI kumulativna dévka priblizne
dvojnasobna, az 900 mg/ m? . Vol'ba ANTRA a stanovenie ddvky sa odvija od typu malignity
a jej Stadia, rovnako aj od rizikovych faktorov (RF) dan¢ho pacienta, ktoré by mohli ovplyvnit’
toxicitu podavanej chemoterapie. Medzi RF pre vyvoj kardiotoxicity patri vek (<18 a >65
rokov), zenské pohlavie, ozarovanie hrudnika, stav pecene, obli¢iek, kardiovaskularneho
systému (KVS), popripade uz existujice KVS ochorenie alebo aj sicasné podavanie inych
kardiotoxickych lieCiv (Bayles et al., 2023; Saleh et al., 2021; Sallustio & Boddy, 2021;

v

Svihovec et al., 2018).

V ramci prevencie kardiotoxicity je mozné ANTRA podavat v podobe kontinualnej
infuzie (min. 6 hodin a viac) alebo napr. v lipozomalnej; forme s cielenou distribiiciou
do nadorového tkaniva (Cortés-Funes & Coronado, 2007; Saleh et al., 2021). V sucasnosti
je jedinym registrovanym lieCivom pre prevenciu ANTRA kardiotoxicity dexrazoxan (DEX).
Mechanizmus jeho ucinku sa dlha dobu opieral o teoriu, v ktorej vystupoval jeho metabolit
(ADR-925) ako chelator vol'ného Zeleza v kardiomyocytoch, ¢im branil tvorbe ROS. DEX bol
teda povazovany za prelieCivo. AvSak, novsie Stadie naznacuju, ze DEX svoj kardioprotektivny
ucinok sprostredkuje interakciou s TOP2p a teda jej inhibiciou a nie cestou chelatacie zeleza.
Tuato novi tedriu potvrdzuje aj skuto€nost’, Ze viaceré Stiidie zaoberajlce sa vyskumom réznych

chelatorov  Zeleza €1 antioxidantov, neboli schopné produkovat nové latky
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s kardioprotektivnymi vlastnostami podobnymi DEX (Bayles et al., 2023; Bures et al., 2017;
Jirkovsky et al., 2021; Saleh et al., 2021).

2.1.5 Rezistencia

Vyznamnou prekazkou vo farmakoterapii nddorov je vyvoj rezistencie nielen voci
konvenénym (klasickym) ale aj novsim, cielenym protindadorovym lie¢ivam. Okrem
kardiotoxicity je tak d’alsSim vyznamne limitujicim faktorom v klinickom pouziti ANTRA

Vyvoj rezistencie.

Prirodzena (vrodend) chemorezistencia je zalozena na vopred existujucich genetickych
mutaciach, heterogenite nadorovych buniek alebo zvysenej aktivacii obrannych mechanizmov
proti xenobiotikdm, ktoré speju k znizenej koncentracii a detoxifikacii tychto latok. Jej vznik
teda nie je naviazany na predchadzajliice podanie lie¢iva. Naopak ziskand rezistencia sa vyvija
pocas alebo po aplikacii lieciva a vyznacuje sa postupnou stratou citlivosti nadorovych buniek
vo¢i poddvanym antineoplastikim. To mé za nasledok prezivanie rakovinovych buniek
aj napriek farmakoterapii, ¢o v kone¢nom doésledku speje k zlyhaniu liecby, relapsu, rychlej

progresii rakoviny alebo az smrti pacienta (Liu et al., 2023; Wang et al., 2019).

Vyvoj rezistencie je multifaktorialny, komplexny proces zahfnajuci Siroké spektrum
mechanizmov. Specifické mechanizmy vzniku rezistencie vo¢i ANTRA zahffiaji napr.
muticie a zmeny aktivity cielovej TOP2, zvySeni mieru opravy poskodenej DNA, zmeny
v expresii a aktivite efluxnych a influxnych membranovych transportérov, metabolizmus
ANTRA a ich zvySenu enzymaticku detoxikéciu (Capeloa et al., 2020; Den Boer et al., 1998;
Chien & Moasser, 2008; Otter et al., 2022; Tavares et al., 2020).

Mechanizmus pdsobenia ANTRA zahfiia ich interakciu s izoformou TOP2a. Preto
ak je tato kI'i€ova ciel'ova Struktira zmutovana alebo doSlo k zmene jej expresie, potlaceniu
proapoptickych signalov, ktoré sprostredkuje, popripade je lokalizovand vo vyS$Sej miere
v cytosole nez v jadre, tak vSetky tieto spomenuté skutonosti majui svoj podiel a prispievaju
k vyvoju rezistencie na ANTRA. Viaceré Studie potvrdili koreldciu medzi mierou expresie
TOP2a ako predpoklad dobrej citlivosti nddorovych buniek voci terapii ANTRA. AvSak
to neplati u pacientov, kde aj napriek vysSej TOP2a expresii reaguju na lieCbu nedostatocne,
v dosledku aktivacie inych bunkovych systémov opravy DNA. Tento mechanizmus zvySenej
miery opravy DNA antagonizuje mechanizmus u¢inku ANTRA, zniZuje ich protinddorovy

ucinok a prispieva tak k rezistencii (Capelda et al., 2020).
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Dal§im vyznamnym mechanizmom rezistencie je zmena expresie alebo aktivity
influxnych a efluxnych membranovych transportérov, o nasledne ovplyvinuje transport latok
cez membranu bunky a ich farmakokinetiku (FK). Rodina solute carrier (SLC) tzv. uptake
transportérov hydrofilnych latok mé schopnost’ latky transportovat’ bez priamej spotreby ATP.
Energiu na transport Cerpaju z gradientu, ktory vznika pri kotransporte alebo antiporte inych
latok (Morris et al., 2017; Skalova & Bousova, 2011). Viaceré stadie potvrdili, ze DAUN
aDOX su substraty transportérov SLC nadrodiny konkrétne OCTI1, OCT2, OCT3
a OATP1A2, ktoré zodpovedaju za uptake ANTRA do buniek. Okrem toho poukazali
aj na fakt, ze pri zmene ich expresie alebo aktivity (v smere zniZenia expresie/ inhibicie) doslo
k znizZeniu ich intraceluldrnej koncentracie, o nasledne prispelo k vyznamne znizenej ANTRA
cytotoxicite vo¢i rakovinovym bunkam a prispievalo tak k vyvoju rezistencie (Andreev et al.,

2016; Otter et al., 2022).

Nadrodina aktivnych efluxnych liekovych transportérov ABC (z ang. ATP-binding
cassette) a jej Clenovia P-glykoprotein (P-gp), MRPs (z ang. multidrug resistance associated
proteins) a BCRP (z ang. breast cancer resistance protein) sa tiez podielaju na vyvoji
rezistencie. Prvym identifikovanym a zaroveil najviac preskimanym je P-gp (tieZ znamy
ako MDR1/ ABCBI), ktory je kodovany génom mnohopocetnej liekovej rezistencie MDR1
(z ang. multidrug resistance gene 1) (Den Boer et al., 1998; Skalova & Bousova, 2011). Tieto
transmembranové proteiny maju schopnost’ exportovat’ vel'’ké mnozstvo Strukturne rozdielnych
substratov (lipofilnych aj hydrofilnych) von z buniek proti gradientu, pricom vyuZivaji energiu
z hydrolyzy ATP (Chen & Tiwari, 2011). Ich nadmernd expresia bola viacerymi Stidiami
potvrdena v nddorovych tkanivach a je spdjanéd s rozvojom rezistencie a horSich vysledkov
farmakoterapie. Ddsledkom ich efluxnej aktivity je zniZzend koncentracia lieCiv vo vnutri
bunky, ¢o prispieva k vyvoju rezistencie Sirokého spektra ich substratov, ku ktorym patria napr.
ANTRA, ale aj vinka alkaloidy, epipodofylotoxiny, taxany alebo aj kindzové inhibitory
(Andreev et al., 2016; Den Boer et al., 1998; Capeloa et al., 2020; Housman et al., 2014;
Chien & Moasser, 2008; Lin et al., 2015).

Poslednym rozoberanym mechanizmom podielajucim sa na vyvoji ziskanej FK
rezistencie vo¢i ANTRA bude podiel ich metabolickej inaktivacie, ktora je sprostredkovana
viacerymi CRE z nadrodin AKR a SDR (Bortolozzi et al., 2018; Malatkova & Wsol, 2014).
Ich hlavnd metabolickd cesta (dvojelektronova redukcia) zahffia wcast spominanych
antracyklinreduktaz, ktoré redukuji karbonylovlil skupinu postranného retazca ANTRA

a produkuju tak koreSpondujiice alkoholické metabolity DOXOL a DAUNOL. Tieto
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metabolity sa v in vitro podmienkach vyznacuju vyssou kardiotoxicitou a hlavne vyznamne
niz$im cytotoxickym uc¢inkom v porovnani s povodnymi ANTRA (Jin & Penning, 2007

Novotna et al., 2020; Piska et al., 2017; Zeng et al., 2017).

Tieto CRE st v mnohych pripadoch exprimované vo zvySenej miere v nadorovych
tkanivach a svojim posobenim znizuju koncentracie ucinnych foriem protinddorovych lieciv,
znizuju citlivost’ (zvys$uju odolnost’) rakovinovych buniek voci podévanej terapii a prispievaju
tiez k zvySenej toxicite. Stadiami bola potvrdena aj indukcia expresie tychto redukujicich
enzymov po samotnej aplikacii ANTRA, o spdsobuje ich overexpresiu a aktivitu a nasledne

tak prispieva k rezistencii (Bortolozzi et al., 2018; Hofman et al., 2014; Matsunaga et al., 2014).

Medzi hlavné antracyklinreduktdzy, ktoré sa podiel’aji na inaktivécii a sprostredkovani
rezistencie vo¢i ANTRA, radime viaceré izoformy z AKR enzymatickej nadrodiny a to
AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C3 a AKR7A2. Z nadrodiny SDR sa to tyka hlavne
izoformy CBR1 (Hofman et al., 2014; Novotna et al., 2020; Piska et al., 2017; Tavares et al.,
2020).

Ich vyznamnu c¢ast’ na vyvoji rezistencie potvrdzuji mnohé publikované Studie,
v ktorych boli testované latky so selektivnym inhibicnym u¢inkom voci spomenutym
reduktdzam. Tieto latky boli schopné inhibovat’ vznik toxickych, protinddorovo menej
ucinnych, sekundarnych hydroxymetabolitov, ale hlavne sa touto inhibiciou podarilo zvratit’
rezistenciu sprostredkovani AKR/ SDR a tak vratit' rezistentnym bunkam senzitivitu voci
podavanym antineoplastikam (Bortolozzi et al., 2018; Cermékova et al., 2022; Hofman et al.,

2014; Morell et al., 2020; Verma et al., 2016; Verma et al., 2019).

V sticasnosti je predmetom vyskumu vyuzitie AKR inhibitorov v kombinacnej terapii
s konvencénymi cytotoxickymi liecivami kvoli ich potencidlnemu synergickému ucinku, ktory
by stal nielen za zniZenou toxicitou ¢i zvySenym ucinkom samotnych ANTRA, ale aj
za resenzitizdciou uz rezistentnych nadorovych buniek. Tato kombinacna terapia by tak
predstavovala d’alSi vyznamny milnik v zlepSeni farmakoterapie nadorovych ochoreni
a zvyseni jej bezpecnosti (He et al., 2022; Liu et al., 2020; Liu et al., 2023; Morell et al., 2021;
Novotna et al., 2008; Penning, 2017; Piska et al., 2017; Verma et al., 2016; Verma et al., 2019).
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2.2 Enzymy redukujuce karbonyl

Metabolizmus moézeme vo vSeobecnosti rozdelit na tri fazy, ktoré zahfnaja
biotransformacné reakcie 1. fazy (nesyntetické/ konverzné), reakcie II. fazy (syntetické/
konjugacné) a III. faza predstavuje transportné procesy xenobiotik a ich metabolitov (Croom,
2012; Skélova & Bousova, 2011). Do 1. fazy metabolizmu zarad’'ujeme napr. enzymy reduk¢né,
oxida¢né a hydrolytické. V tomto procese su v Strukture xenobiotika odkryté alebo novo
zavedené polarnejSie funkéné skupiny ako su napriklad -COOH, -OH, -O- , -SH alebo -NH>
(Benedetti et al., 2009; Kvasnickova, 1995). V ramci II. fazy prebiehaju konjugacné reakcie,
kde produkty 1. fazy reagujt s polarnymi, endogénnymi zlu¢eninami za Gcasti transferaz, ktoré
vystupuji ako konjugacné c¢inidla (Almazroo et al., 2017; Skéalovda & BouSova, 2011).
Konjugaéné reakcie mozu prebichat’ aj na povodnej molekule xenobiotika za podmienky,
ze obsahuje hydrofilnt skupinu dostupnu pre konjugacné reakcie. Z toho vyplyva, Ze nie kazdé
xenobiotikum musi nutne podstupovat’ reakcie 1. aj II. fazy metabolizmu zaroven (Benedetti

et al., 2009; Kvasnickova, 1995).

CRE su vsadepritomné enzymy I. fAzy metabolizmu. Katalyzuju NAD(P)(H)-dependentné
oxidoredukéné reakcie na Sirokej palete substritov s karbonylovou funkénou skupinou,
za vzniku prisluSnych primarnych alebo sekundarnych alkoholov. Okrem ich role
v metabolizme endogénnych substratov, maju svoju rolu aj v procese biotransformacie
xenobiotik, ktoré vo vacSine pripadov predstavuju latky lipofilného charakteru a je preto nutné,
aby v organizme podstupili proces biotransformécie za €elom ich exkrécie. V tomto pripade
CRE katalyzujii prevazne jednosmerny redukény proces smerujuci k ich inaktivacii
a detoxifikacii v ramci 1. fazy metabolizmu. Nasledne su tieto vzniknuté metabolity, s odkrytou
alebo novo vzniknutou hydrofilnejSou skupinou, pripravené podstupit’ konjugacné reakcie
II. fazy metabolizmu a dochadza tak k ich l'ahSiemu vylti¢eniu z organizmu (Malatkova et al.,

2010; Penning, 2015; Skarydova & Wsol, 2012; Westermann et al., 2022).

Vicsinu enzymov s redukénou aktivitou voci karbonylovej skupine moézeme zaradit’
do troch enzymovych nadrodin a to AKR, SDR alebo dehydrogendzy/ reduktazy so stredne
dlhym retazcom (MDR) (Skalova & BousSova, 2011).
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2.2.1 Aldo-ketoreduktazy

AKR su katalyticky aktivne proteiny, ktoré tvoria enzymovi nadrodinu s doposial’ viac
ako 190 identifikovanymi ¢lenmi nielen u ¢loveka ale taktiez aj u zvierat, rastlin, hub alebo

prokaryot (Barski et al., 2008; Internet 2).

Velka Cast AKR enzymov ma charakter monomérnych proteinov, ale vyskytuju
sa medzi nimi aj diméry ako napr. enzymy AKR7 alebo tetraméry ako st napr. enzymy AKR6
rodiny (Barski et al., 2008). St to rozpustné, cytosolické proteiny s pribliznou molekulovou
hmotnost'ou 34- 37 kDa a pribliznou diZkou retazca 320 aminokyselin (AMK), ktoré zdiel’ajt
nielen spolo¢ny katalyticky reakény mechanizmus ale taktieZ aj Struktrny motiv (Mindnich &

Penning, 2009; Penning, 2015).

Tieto NAD(P)(H)- dependentné oxidoreduktazy maju Siroka substratovu Specificitu,
ktort sprostredkuju tri flexibilné ,sluc¢ky* (z ang. loops) nachadzajice sa na C- terminadlnom
konci. Tieto Struktiry sa liSia vo velkosti a sekvenciach naprie¢ AKR enzymovou nadrodinou
a podielaji sa na rozpoznavani a vizbe velkého mnozstva substraitov AKR v ich aktivhom
mieste na C- terminadlnom konci. Substraty AKR enzymov tak predstavuji Siroku paletu
zlucenin, ktoré zahfiiaju aldehydy, ketony, monosacharidy, ketosteroidy, ketoprostaglandiny,
prekurzory zI€ovych kyselin, retinaly, chemické karcinogény a ich metabolity a v neposledne;j
rade aj lieCiva. Podielaju sa teda na ich biotransformacii, ktora vedie k detoxikacii,
no v niektorych pripadoch aj k bioaktivacii tychto latok (Jez et al., 1997b; Jin & Penning, 2007,
Mindnich & Penning, 2009).

Uloha viésiny AKR enzymov je katalyza redukcie aldehydov a ketonov na ich prisluiné
alkoholy s vyuzitim NAD(P)(H) kofaktoru. Tieto reakcie prebiehajii tzv. usporiadanym bi-bi
kinetickym mechanizmom, kde sa bude vzdy prvy viazat’ kofaktor a zaroven bude z reakcie
aj posledny odchadzat’. Tieto enzymy mozu v in vitro podmienkach katalyzovat’ redoxné deje
a fungovat tak v oboch smeroch redukcie aj oxidacie. Na rozdiel v in vivo prostredi funguji
preferencne ako reduktdzy, pretoze v bunkéch s aktivnym metabolizmom je vysoky pomer

NADPH/ NADP" (Penning, 2015).

Okrem spomenutého kinetického mechanizmu spolu zdielaju aj charakteristicky
Struktirny motiv, ktory pre AKR nadrodinu enzymov predstavuje (o/B)s-sudok, kde
sa pravidelne strieda 8 antiparalélnych a-helixov s 8 paralélnymi B vldknami. Tento sudkovy
motiv je znamy aj ako TIM-sudok pomenovany podl'a tridzafosfatizomerazy (TIM), u ktorej

bol pdvodne pozorovany (Jez et al., 1997b; Mindnich & Penning, 2009). V centralnej Casti
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sudkovej kostry sa nachadza katalyticka tetrada zlozena zo 4 AMK a to Tyr55, Asp50, His117
a Lys84. Prave Tyr55 plni funkciu tzv. vSeobecnej kyseliny alebo zésady. V procese redukcie
predstavuje Tyr55 donora proténu a vystupuje ako vSeobecna kyselina. Transfer hydridu
z kofaktoru NAD(P)(H) na karbonyl prebiecha v smere 4-pro-R. Nasledne dochadza
k protonizacii kyslika karbonylovej skupiny vSeobecnou kyselinou (Tyr55). V pripade
oxidacie je proces opacny a Tyr55 vystupuje pre zmenu ako vSeobecna baza (Jez et al., 1997b;

Mindnich & Penning, 2009).

Obr. 3 Krystalicka struktira AKR1C3 v komplexe s NADP+. Upravené podla (Internet 3).

Vzhl'adom k neustdlemu napredovaniu a identifikdcii novych clenov stéle
sa rozrastajucej AKR nadrodiny, viedol stary klasifika¢ny systém k problémom v procese
priradzovania nazvov jednotlivym c¢lenom AKR. Novy systém nomenklatiry nasledoval
predlohu systému nadrodiny cytochréomu CYP450 s rozdielom, Ze systém pre priradzovanie
nazvov AKR sa opiera o porovnavanie AMK sekvencii. Bol vyvinuty s imyslom zjednotenia

a zavedenia systematického vytvarania nazvov enzymov (Jez et al., 1997a).

Vsetkym cClenom je prideleny spolo¢ny korenovy zaklad ,AKR‘ ako skratka aldo-
ketoreduktaza, za ktorym nasleduje arabska cislica definujica rodinu (AKR1-16). Potom
je pridelené pismeno charakterizujiice podrodinu v pripade, Ze v ramci danej rodiny existuje

viacero podrodin. V podrodine su jednotlivé enzymy cislované chronologicky podl'a doby
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zaslania sekvencii na webova stranku AKR. Na konci sa nachadza arabska Ccislica

reprezentujica unikatnu proteinovu sekvenciu (Jez et al., 1997a; Mindnich & Penning, 2009).

AKR enzymovu nadrodinu tvori 16 rodin, do ktorych su jednotlivy ¢lenovia zaradeni
v pripade >40 % sekvencnej zhody v ich AMK sekvencii. Enzymy so sekven¢nou identitou
>60 % su spolu radené do jednej podrodiny. Za alely si povazované dve sekvencie AKR
zdiel'ajuce >97 % sekvencnej identity a v ndzve sa budi oznacovat’ dodatoénym malym
pismenom napr. AKR1C10a a AKR1C10b (Jez et al., 1997a; Mindnich & Penning, 2009;
Penning, 2015).

K dnesnému diu bolo identifikovanych 15 I'udskych AKR, ktoré patria do troch rodin
AKRI1, AKR6 a AKR7 (Penning & Drury, 2007; Penning et al. 2021). Okrem ich fyziologickej
funkcie biokatalyzatorov je predpoklad ich role aj v Sirokej Skdle patologickych procesov.
Vel'ké mnozstvo studii potvrdzuje rolu AKR enzymov nielen v rozvoji nadorovych ochoreni
ale taktiez poukazuju na ich rolu vo vyvoji rezistencie a produkcii toxickych metabolitov,
tak ako je to napr. v pripade ANTRA. Tato skutocnost’ eSte viac nabera na délezitosti vzh'adom
k tomu, ze niektoré z enzymov st vo zvySenej miere exprimované v nadorovom tkanive (Barski
et al., 2008; Penning et al., 2015; Penning et al., 2021). V rakovinovych bunkach vykazujacich
rezistenciu vo¢i ANTRA bola pozorovana vyssia hladina enzymov ako st napr. AKR1AI,
AKR1B1, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2. Tieto enzymy sa okrem vzniku rezistencie
podiel'aji aj na vyvoji kardiotoxicity sprostredkovanim metabolickej premeny ANTRA
namene] Ucinné a zaroven viac kardiotoxické sekundarne alkoholy ako si DOXOL

a DAUNOL (Morell et al., 2020; Piska et al., 2017).

Daunorubicin Daunorubicinol

NADPH +H" NADP"

Obr. 4 Schéma redukcie DAUN na DAUNOL v pritomnosti kofaktoru za Gi¢asti CRE. Upravené podl'a (Ax
et al., 2000).
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2.2.1.1 AKRI1A1l

Aldehydreduktdza (AKRIAl) je cytosolicky NADPH-dependentny enzym
monomérneho charakteru s redoxnou aktivitou a patri k jednym z prvych objavenych v ramci
AKR enzymatickej nadrodiny (Barski et al., 2008; Skalova & BousSova, 2011). Ma Siroka
substratovu aktivitu, ale uprednostituje substraty s pritomnym negativnym néabojom
na karboxylovej kyseline. TieZ ma schopnost’ redukovat’ aromatické ale aj alifatické aldehydy
rovnako aj steroidné aldehydy na ich prislusné alkoholy. V opacnom smere sa podiela
na oxidacii trans- dihydrodiolov na o-chindny (Barski et al., 2008; Takahashi et al., 2012).
Ma Siroka tkanivovu distribtciu, ale charakteristickd pre AKR1A1 je expresia hlavne

v proximalnych tubuloch obli¢iek a v nizSej miere sa nachadza aj v peceni.

Zvysena expresia AKR1AL1 je spdjand s modulaciou proteinu p53, ktory sa podiela
na kontrole bunkového cyklu a apoptdze, o ma za nasledok vyvoj rezistencie na radioterapiu
u buniek rakoviny hrtanu. Svoju rolu ma AKR1A1 aj v ramci metabolizmu DAUN a DOX
a podiela sa tak na vyvoji rezistencie a toxicity ANTRA (Kim et al., 2012; Plebuch et al.,
2007). Bolo preukazané, ze sa aktivita AKRIA1 v metabolizme ANTRA 1isi v dosledku
existencie genetického polymorfizmu tejto izoformy. Dve prirodzene sa vyskytujuce alelické
variacie N52S a E55D maju oproti pévodnej AKR1AT1 priblizne o polovicu nizsiu aktivitu voci
metabolizmu DAUN, ¢o modze viest k jeho zniZenej eliminécii a néaslednému vzniku

reaktivnych medziproduktov alebo toxickych metabolitov (Bains et al., 2008).

2.2.1.2 AKRIBI1

AKRI1BI1 predstavuje cytosolicky monomérny enzym s molekulovou hmotnost'ou
36 kDa, ktory vykazuje Siroku substratovu Specifitu, za ktorti vd’aéi vysokej plasticite svojho
aktivneho miesta (Quattrini & Motta, 2019; Singh et al., 2015). AKRI1BI1, tiez zndma
ako aldozareduktaza, katalyzuje redukciu fyziologickych, ale aj aldehydov xenobiotického
povodu na prislusné alkoholy s vyuzitim NADPH kofaktoru. V organizme ma Siroku tkanivova
distribuciu s najvacSou expresiou v nadoblickdch a dalSich endokrinnych tkanivach ako

je napr. placenta alebo semenniky (Banerjee, 2021).

AKRIBI1 je spomedzi ostatnych enzymov tejto nadrodiny najviac skimanou
izoformou. Dovodom tohto velkého zdujmu je rola AKR1B1 vo vyvoji hyperglykemického
poskodenia tkaniv a sekundarnych komplikacii diabetu mellitu. Je si€astou polyolovej drahy,
ktora sa aktivuje za hyperglykemickych podmienok. AKR1B1 katalyzuje redukénti premenu

glukozy na sorbitol, ktory sa akumuluje v bunkach kvoli svojej polarite, ¢im dochadza
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k zvySeniu osmolarity. Podiel'a sa tak na rozvoji nie len osmotického, ale aj oxidacného stresu
a stoji tak za vyvojom chronickych komplikacii diabetu, ku ktorym patria napr. retinopatie,
nefropatie a neuropatie (Penning, 2015; Quattrini & Motta, 2019; Singh et al., 2015). AKR1B1
plni aj funkciu detoxifikaéného enzymu a katalyzuje redukciu toxickych aldehydov (napr.
metylglyoxal, 4-hydroxy-2,3-nonenal, 3-deoxyglukoson) a produktov lipidove] peroxidacie
a predstavuje tak vyznamnu sacast antioxidacného obranného systému organizmu
(Quattrini & Motta, 2019). Taktiez, sa podiel’a na regulacii viacerych zapalovych bunkovych
drah, kde cielena inhibicia AKR1B1 zabranuje rozvoju zapalovych procesov (Barski et al.,

2008).

Zvysena expresia AKRIBI je spajand s moznym vyvojom rezistencie mechanizmom
redukcie a inaktivacie protirakovinovych lie¢iv (ANTRA). Nadmerna expresia tejto izoformy
bola najdend u viacerych typov rakoviny a to v pripade rakoviny pecene, hrubého Creva,
prsnikov alebo aj kr€ka maternice a bola spajana s horSou prognézou (Banerjee, 2021; Sing et

al., 2015).

Inhibitory AKRIBI1 tak predstavuju moznost’ prevencie a terapie diabetickych
komplikécii, popripade bude mozné ich vyuzitie v kombinacnej terapii s protirakovinovymi
lieCivami pre zvySenie ich efektivity a bezpecnosti terapie. V sucasnosti je jedinym schvalenym
AKRIBI1 inhibitorom epalrestat v terapii diabetickej neuropatie v Japonsku, Cine a Indii

(Banerjee, 2021; Quattrini & Motta, 2019; Sing et al., 2015).

2.2.1.3 AKRI1B10

Dal§im ¢lenom AKRIB podrodiny je cytosolicka NADPH- dependentna
aldozareduktaza tenkého ¢reva (AKR1B10), ktorej objav je datovany v roku 1998. S AKRI1B1
okrem vysokej AMK sekvencnej identity (aZ 71 %) zdiel'ajii aj podobné substratové spektrum
a citlivost’ voci latkam s inhibicnym U¢inkom (Barski et al., 2008). Na rozdiel od Sirokej
tkanivovej expresie AKR1B1, je expresia AKR1B10 tkanivovo selektivnejSia a sustred’uje
sa predovsetkym v tradviacom trakte (tenké a hrubé crevo, zaliidok) s menSim vyskytom v
peceni, nadoblickach a tymuse (Skalova & Bousova, 2011; Zemanova et al., 2015). Dalsim
rozdielom je vyznamne zvySena katalytickd aktivita AKRIBI10 (az 100x vysSia) voci
substratom ako su all-trans-retinaly a vybranym lie¢ivam s keténovou skupinou, ku ktorym

patri napr. DAUN alebo aj dolasetron (Barski et al., 2008; Skalova & BouSova, 2011).

Podiel'a sa na redukcii pre bunky toxickych, vysoko reaktivnych karbonylovych

zluCenin naich prislusSné a menej Skodlivé hydroxymetabolity, ¢im ochraiuje bunky
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pred ich nepriaznivymi vplyvmi (Huang et al., 2016). Na druhej strane sa AKR1B10 viacerymi
mechanizmami podiel'a na aktivacii prokarcinogénov, karcinogenéze a indukcii rezistencie

voci protirakovinovym lie¢ivam (Huang et al., 2016; Liu et al., 2022).

V pripade hepatocelularneho karcindému, ale aj rakoviny plic, pankreasu, pfs, rakoviny
endometria, kf¢ka maternice alebo aj cholangiokarcindmu, bola zaznamenana vysoka expresia
proteinu AKR1B10. Naopak u kolorektalneho karcindmu bola zaznamenana downregulacia
expresiec AKR1B10. Z uvedeného vyplyva vyznamna dodlezitost’ vyvazenej expresie tejto
izoformy a jej podiel na karcinogenéze. Vyvoj cielenych inhibitorov AKR1B10 mo6ze ponukat’
novy terapeuticky a strategicky pristup v liecbe rakoviny, rovnako aj potenciondlnu cestu
pre prekonanie rezistencie vo¢i vybranym antineoplastikdm (Banerjee, 2021; Huang et al.,

2016; Liu et al., 2022; Zemanova et al., 2015).

2.2.14 AKRICI-1C4

Podrodinu AKR1C tvoria 4 l'udské izoformy AKRICI1, 1C2, 1C3 a 1C4, ktoré su tiez
zname pod nazvom 3a-hydroxysteroiddehydrogenazy (30- HSDs).
St to NAD(P)(H)- dependentné enzymy, ktoré katalyzujii v polohach 3-, 17- a 20- redukciu
ketosteroidov. V opacnom smere vystupuju ako 3a-, 17B- a 20a- hydroxysteroidoxidazy,

avsak to plati v in vitro podmienkach. In vivo budu preferencne vykazovat’ reduként aktivitu

(Penning et al., 2000; Penning & Byrns, 2009).

V porovnani so zastupcami vyS$Sie spomenutych podrodin su schopné pracovat
s ketonmi aj aldehydmi. Tieto enzymy vykazuju rozli€na tkanivovu distriblciu, substratové
spektrum, ale aj citlivost’ voc¢i inhibitorom, a to aj napriek vysokej zdielane; homologii
v sekvencii AMK, ktora sa pohybuje v rozmedzi 84 az 98 % (Skalova & Bousova, 2011; Zeng
et al, 2017). Pritomnost vSetkych izoforiem modZeme detekovat v peceni,
ale ich extrahepatdlna distribucia je odlisSna. AKR1C1 a AKRIC2 st v mozgovom tkanive
exprimovang vo vys$ej miere neZ ostatné izoformy. Pre pecen je Specificka izoforma AKR1C4.
V prostate, maternici a mlie¢nych Zl'azéch prsnikov prevladaji izoformy AKR1C2 a AKR1C3.
V plucach st exprimované vsetky okrem AKR1C4 (Barski et al., 2008; Penning et al., 2000;
Skalova & Bousova, 2011).

Vyznamne sa podiel'aju na metabolizme steroidnych hormoénov, konjugovanych
steroidov, ZI¢ovych kyselin, neurosteroidov, ale aj inych karbonylovych zlaéenin, ako st napr.
produkty lipidovej peroxidacie a su tiez aktivne v redoxnej premene vel'kej rady xenobiotik

(Matsunaga et al., 2014; Skilova & BouSova, 2011; Tian et al., 2016). Vzhl'adom
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k ich vyznamnej enzymatickej aktivite a ich ostatnym funkciam, mézu zmeny v expresii
AKRIC izoforiem stat’ za vyvojom malignych, ale aj nemalignych ochoreni. Okrem toho
sprostredkuju aj metabolickt inaktivaciu protinddorovych lieciv, ¢im sa podiel’aju na vyvoji
rezistencie proti podavanej chemoterapii (Barski et al., 2008; Penning & Byrns, 2009; Penning,

2019; Penning et al., 2021).

Prikladom je nadmernd expresia izoformy AKRIC3 zistend u viacerych typov
rakoviny, ako su hormondalne zavislé karcinomy prostaty a prsnika, ale aj u rakoviny pluc,
obli¢iek, mozgovych nadorov a rakoviny krvi. Aj z tohto dovodu méze vystupovat ako
diagnosticky marker nddorovych ochoreni (Tavares et al., 2020). ZvySena aktivita a expresia
tejto izoformy je spajand s invazivitou, agresivitou a progresiou nadorového ochorenia.
AKRI1C3 tiez plni funkciu prostanglandin (PG) Fa, syntdzy. Zodpoveda za katalyticku
premenu PG H2 a D2 na PG F24 a 9a,11B- PG F2q, ¢im nésledne dochadza k potlac¢eniu tvorby
ligandov pre PPARY (z ang. peroxisome proliferator-activated receptor) receptor a vysledkom
je potlacenie bunkovej diferencidcie a rozvoj pro-prolifera¢ného stavu (Hofman et al., 2014;

Liu et al., 2023; Penning, 2019; Zeng et al., 2017; Zhong et al., 2015).

Jej reduk¢na aktivita a miera expresie koreluje s rozvojom chemorezistencie vyznamnej
skupiny protinadorovych lieCiv, ako su napr. ANTRA. AKRIC3 je vyznamne ucinna
a dominantnad antracyklinreduktaza, katalyzuje redukénu premenu DAUN/ DOX na menej
ucinny a zaroven viac kardiotoxicky DAUNOL/ DOXOL. Téato izoforma je povaZovana

za hlavnu reduktazu DOX (Hofman, 2015; Piska et al., 2017; Piska et al., 2021).

AKRIC3 je v poslednych rokoch predmetom intenzivneho vyskumu, pretoze
predstavuje prilezitost' pre zlepSenie terapie nddorovych ochoreni. Cielena inhibicia
Specifickymi inhibitormi mdze byt cesta na prekonanie ANTRA rezistencie v ramci
kombinacnej terapie klasickej triedy protinddorovych lieCiv so Specifickymi inhibitormi
AKRIC3. Predpokladom tejto interakcie je resenzitizacia rezistentnych buniek rakoviny
na terapiu, zmiernenie kardiotoxicity ANTRA a synergizmus tejto kombinacie (Morell et al.,

2020; Piska et al., 2021; Tavares et al., 2020).

2.2.1.5 AKR7A2

V enzymovej rodine AKR7 ndjdeme dve 'udské izoformy AKR7A2 a AKR7A3, tiez
zname pod nazvom aflatoxinreduktazy (Internet 2; Skalova & Bousova, 2011). Proteiny AKR7

predstavuju funkéné diméry zavislé na pritomnosti NAD(P)(H) kofaktoru, ktory je potrebny
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pre vykonavanie ich katalytickej aktivity oxidoreduktdz. Vysledkom ich redukcnej aktivity

je detoxifikacia reaktivnych a toxickych aldehydov a ketonov za vzniku prislusnych alkoholov.

Katalyzuji vznik netoxickych mono- a dialkoholov sprostredkovanim redukcie
hepatotoxickych aflatoxinaldehydov. Podielaji sa na metabolizme produktov lipidovej
peroxidécie, prispievaju k znizovaniu hladiny ROS a chrania bunky pred oxida¢nym stresom.
Tieto skuto¢nosti poukazuju na ich cytoprotektivnu funkciu v organizme (Barski et al., 2008;

Lietal., 2012; Penning et al., 2015).

AKR7A2 ma velmi Siroku tkanivovu distribuciu a okrem mozgu najdeme tuto
izoformu aj v srdci, peceni, ale aj oblickach (Li et al., 2012; Quifiones-Lombraiia et al., 2019).
V centralnom nervovom systéme (CNS) funguje ako sukcinylsemialdehydreduktaza a podiel’a
sa na metabolizme kyseliny y - aminomaslove; (GABA). M4 Siroka substratova Specificitu
a metabolizuje vel'ké mnozstvo zlucenin s karbonylovou skupinou vratane ANTRA DOX
a DAUN. Izoforma AKR7A2 predstavuje viac neZz !/3 z celkového mnoZstva reduktaz
pritomnych v srdcovom tkanive a je tak najviac zastupenou antracyklinreduktdzou myokardu.
Priamo sa podiela na intrakardidlnej tvorbe kardiotoxickych hydroxymetabolitov ANTRA
a prispieva tak svojou redukénou aktivitou k vyvoju chronickej kardiotoxicity. Tiez bolo
preukazané, ze DNA metylacia ovplyviiuje expresiu AKR7A2 a rovnako aj tvorbu

kardiotoxickych metabolitov ANTRA (Hoefer et al., 2016; Quifiones-Lombrafa et al., 2019).
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2.2.2 Dehydrogenazy/ reduktazy s kratkym ret’azcom

Clenovia nadrodiny SDR tvoria jednu z najvacsich, stale sa rozrastajiicich enzymovych
nadrodin, ktoré vykazuju vysoku divergenciu, funkéntl diverzitu a vzdjomne nizku celkovl
podobnost’ v rozmedzi 15-30 %. Proteiny tejto nadrodiny funguju ako oxidoreduktazy
a st zavislé na pritomnosti kofaktoru NAD(P)(H). Priblizne 25 % vSetkych identifikovanych
dehydrogenaz patria do tejto nadrodiny. Vyskytuju sa v cytosole a v niektorych pripadoch
su viazané na membrany (Hoffman & Maser, 2007; Kavanagh et al., 2008; Malatkova & Wsol,
2014).

S nadrodinou AKR vykazuju prelinajuce sa spektrum substratov, ale ich Struktira
je vyznamne odli$né nielen od nadrodiny AKR ale aj MDR. Pre SDR je charakteristicky motiv
tzv. Rossmanovho zahybu, ktory pozostava zo striedajucich sa o podjednotiek. V tomto
mieste enzymu dochadza k naviazaniu kofaktoru NAD(H) alebo NAD(P)(H) na N-terminalny
koniec, zatial’ Co vézba substratov prebieha na C-konci (Hoffman & Maser, 2007; Persson

et al., 2009).

V organizme plnia predovsetkym fyziologick tlohu a podiel’aju sa na metabolizme
steroidnych hormoénov, PG, retinoidov, AMK, lipidov ale aj mnohych xenobiotik, ako st napr.
ANTRA (DOX/ DAUN), haloperidol, warfarin a iné¢ (Kavanagh et al., 2008; Persson et al.,
2009). Prave redukénd aktivita €lenov tejto nadrodiny, ako st napr. cytosolické izoformy
CBR1, CBR3 alebo mikrosomalna 11B-HSD1 a jej cielend inhibicia predstavuje potencionalne
novy pristup v terapii nddorovych ochoreni. Najmd CBR1 vykazuje vyznamnt redukénu
aktivitu vo¢i ANTRA, ¢im sprostredkuje vyvoj rezistencie na tieto protinadorové lieCiva
a je preto predmetom intenzivneho skimania (Hoffman & Maser, 2007; Skarydova & Wsol,

2012; Skalova & Bousova, 2011).

2.22.1 CBRI (SDR21C1)

Karbonyl reduktaza 1 (CBR1) je NAD(P)(H)- dependentny cytosolicky enzym
monomérneho charakteru, ktory je sicastou enzymovej nadrodiny SDR. CBRI je tvorena
277 AMK a jej molekulovd hmotnost’ je priblizne 30 kDa. Tento enzym je exprimovany
naprie¢ celym l'udskym organizmom, ale jeho vysSie hladiny boli detekované napr. v peceni,
obli¢kach, gastrointestinalnom trakte, koZi, ale aj v CNS ¢i placente. Patri k enzymom 1. fazy
metabolizmu a podiela sa na oxidoreduk¢nej premene velkého mnozstva biologicky
aj farmakologicky aktivnych latok. CBR1 je ale povaZovana za jednu z najvyznamnejSich

cytosolickych reduktaz (Malatkova et al., 2010; Skéalova & Bousova, 2011).
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K jej endogénnym substratom patria napr. PG, kde sa CBR1 podiel'a na regulacii
metabolizmu PG prostrednictvom svojej aktivity ako 9- ketoreduktaza
a 15- hydroxyprostaglandindehydrogendza. Taktiez sa podiel'a na syntéze tetrahydrobiopterinu
alebo aj na regulacii biologicky aktivnej molekuly isatinu. Medzi najlepsie substraty vSak patria
chinény v podobe skupiny vitaminov K a ubichinénov (koenzymu Q1 a tokoferolchindon)

(Malatkova et al., 2010).

Z xenobiotickych substratov CBR1 maju dolezité postavenie protinadorové lieCiva
zo skupiny ANTRA (DOX a DAUN), voci ktorym vykazuje CBR1 vyznamnu redukcénu
aktivitu a podiela sa tak na ich metabolizme. Sprostredkuje vznik redukovanych C13
hydroxymetabolitov DAUNOLu a DOXOLu, ktoré maji oproti povodnym latkam vyrazne
znizenl protinddorovu aktivitu, podielaju sa na vyvoji chemorezistencie a okrem toho
vykazuju vysSiu kardiotoxicitu. CBR1 vykazuje aktivitu vo¢i DAUN aj DOX, ale redukénd
aktivita CBR1 vo¢i DAUN je vysSia, a je preto povaZzovana za jednu z najucinnejSich DAUN
reduktdz. V peceni vystupuje CBR1 ako prevladajuca reduktiza DOX. CBR1 tak svojou
aktivitou vyznamne prispieva k vyvoju rezistencie a zvyseni toxicity ANTRA a jej cielena
inhibicia moze prispiet’ k vyznamnému zlepSeniu farmakoterapie nddorovych ochoreni a moze
tiez predstavovat’ cestu k prekonaniu rezistencie vo¢i ANTRA (Malatkova et al., 2010; Seliger

et al., 2019; Tavares et al., 2020).
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2.3 Proteinkinazové inhibitory

Spravne fungovanie biologickych procesov v organizme vyzaduje komunikéciu
a spolupracu medzi jednotlivymi bunkami za uc¢elom Specifickej odpovede na dany stimulus.
Bunkova signalizacia je komplexny proces, pri ktorom vo vSeobecnosti dochadza k prenosu
informacie pomocou extracelularnych signalnych molekul za a¢elom intracelularnej odpovede.
Prave tato modulacia jedného alebo viacerych intracelularnych signalnych proteinov vedie
k aktivacii alebo inhibicii tzv. efektorovych proteinov a Castokrat vedie k zmenam v génovej

expresii (Internet 4; Intrenet 5).

Na transdukcii bunkovych signilov sa vyznamne podielaji proteinkinazy (PK)
sprostredkovanim fosforylacie. PK su fosfotransferazy zodpovedné za prenos vy - fosfatove;j
skupiny z molekuly ATP na $pecifické AMK zbytky substratov charakteru proteinov. Proces
fosforylacie je dynamicky a reverzibilny a v opaénom smere defosforylacie (t.j. odstranenie
fosfatovej skupiny) plnia svoju funkciu fosfatdzy (Bhanumathy et al., 2021; Bhullar et al.,
2018; Hunter, 1991; Internet 6).

K jednej z podskupin PK patri enzymova rodina tyrozinkindz (TK), ktoré selektivne
katalyzujt fosforylaciu Tyr zbytkov v Struktare proteinov. Proces TK fosforylacie predstavuje
vyznamny mechanizmus podielajuci sa na bunkovom signalnom prenose a regulécii Sirokej
Skaly bunkovych procesov, ktoré zahfniaji bunkové delenie, proces bunkovej diferencidcie
a rastu buniek, migraciu buniek, metabolizmus ale aj programovanu smrt’ buniek (apoptozu).
Je zregmé, Ze TK preto predstavuju dolezité mediatory v signalnej kaskéade, a preto je ich
aktivita v bunkdch vyznamne pod kontrolou tyrozinfosfataz s antagonistickou aktivitou voci

TK (Bhanumathy et al., 2021; Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Primérne st TK klasifikované ako: receptorové TK (RTK) a nereceptorové TK (NRTK).
Okrem ich funkcie transmembranovych proteinov, ktoré sa podielaji na prenose
extracelularnych signdlov do vnltra bunky, maju RTK aj enzymovu- kinazovu aktivitu.
Struktara RTK pozostava z 3 hlavnych &asti: extracelularna doména zodpovedna za vizbu
ligandov (= extracelularne signalne molekuly), transmembranovy hydrofébny a-helix
a cytoplazmatickd doména s vlastnou TK aktivitou. Inaktivna RTK ma charakter monoméru.
Aktivacia prebieha po naviazani ligandu na extracelularnu doménu, dochadza k vzniku
aktivneho diméru, konformacnym zmenadm a nésledne sa aktivuje aj intracelularna kinazova
doména a proces transfosforylacie Tyr zbytkov. Tymto mechanizmom dochadza

k nahromadeniu signalnych komplexov, aktivacii d’alSich signalnych drah, o ma za nésledok
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aktivaciu alebo potlacenie (inhibiciu) réznych génovych podskupin a v konecnom désledku
tak predstavuje drahu bunkovej odpovede na pdvodny signal (tj. vézby ligandu)
(Paul & Mukhopadhyay, 2004; Pottier et al., 2020; Ségaliny et al., 2015).

Aktivacia receptoru
Substrat » dimerizéacia

Extracelularna

doména

Transmembranova
doména

Intracelularna
doména s
tyrozinkinazovou
aktivitou

[Transdukcia signa’lu]

Obr. 5 Struktira a aktivacia RTK. Upravené podl'a (Pottier et al., 2020).

NRTK st naopak cytoplazmatické proteiny s vyznamnou Strukturdlnou variabilitou.
Vicsina je lokalizovana v cytosole bunky, ale mézu byt aj zakotvené v lipidovej membrane,
popripade sa niektoré mozu vyskytovat aj v jadre bunky (Siveen et al., 2018). Na rozdiel
od RTK sa v ich Struktire nenachadza extracelularna ani transmembranova doména. Proces ich
aktivacie je tiez velmi komplexny a zahffa cytoplazmatické aj membranové faktory.
Ich funkciou je prenos intracelularnych signalov smerom do jadra bunky. RTK st d’alej ¢lenené
do 20 podrodin, zatial’ co v pripade NRTK je to skupina 10 podrodin (Arora & Scholar, 2005;
Bhanumathy et al., 2021; Paul & Mukhopadhyay, 2004).

Vzhl'adom k vyznamnému postaveniu PK v ramci bunkovej signalizcie v role klI'icovych
signalnych proteinov dochédza, v pripade narusenia ich funkcie, k naslednému ovplyvneniu
viacerych bunkovych procesov vratane delenia, rastu, migracie, diferenciacie, metabolizmu
buniek, ale aj programovej bunkovej smrti. Novsie Stidie preto poukazuju na vyznamna ucast’
PK v patofyziologickom procese vzniku nadorov. K deregulécii ich fyziologickych funkcii

dochadza v pripade vzniku mutécie, ich nadmernej/ abnormalnej expresii alebo v pripade
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aktivacie autokrinnej/ parakrinnej stimuldcie. Nadmernd signalizdicia PK mé potom za
nasledok defekt v signalnych drahach, castokrat v prospech rakovinovych buniek a vedie nielen
k zvysenej bunkovej proliferacii, diferenciécii, angiogenéze a onkogenéze, ale aj k rezistencii
buniek voci apoptdze (Bhanumathy et al., 2021; Bhullar et al., 2018; Paul & Mukhopadhyay,
2004; Yang et al., 2022).

V logickej nadvdznosti na tieto skutocnosti je v poslednych rokoch vyskum intenzivne
zamerany na vyvoj malych molekul s inhibi¢nym u¢inkom voci PK s cielom blokovania
fosforylacie, ktort sprostredkuju. Inhibitory proteinkinaz (PKI) patria k prostriedkom cielene;j
protinadorovej terapie a predstavuju skupinu tzv. malych molekul. Mechanizmus Uc¢inku
vacsiny tyrozinkindzovych inhibitorov (TKI) zahffia kompeticiu inhibitora o védzbové miesto
na katalytickej doméne kinazy s molekulou ATP. Tym pddom dochéadza k zniZeniu kindzove;j
funkcie, resp. fosforylacie a rovnako aj naslednej bunkovej signalizacie. Vysledkom
je inhibicia bunkovej proliferdcie, zdstava angiogenézy a zvySena citlivost’ buniek voci

apoptdze (Pottier et al., 2020; Yang et al., 2022).

Aj tato skupina lie€iv ma svoje limity v klinickom pouZiti, ktoré mézu viest’ k znizeniu
davok, popripade az k uplnému pozastaveniu liecby TKI. K hlavnym limitujicim faktorom
patri hlavne vyvoj rezistencie a vyznamna toxicita tychto latok, ktord suvisi s ich nizkou
selektivitou a inhibiciou viacerych PK okrem tej cielovej. Rezistencia na TKI je vel'mi
komplexny proces vel'kého mnoZstva faktorov a okrem iného zahfnia vznik mutédcii v mieste
vizby inhibitora alebo aktivaciu alternativnych kindz v ramci signdlnej drahy, ktoré maju

za Ulohu kompenzovat’ prave blokovanu kindzu (Pottier et al., 2020; Yang et al., 2022).

Navyse viaceré §tadie v poslednych rokoch preukézali, ze sa TKI podiel'aji na inhibicii
CRE, ktoré sprostredkuji metabolicki premenu ANTRA na ich redukované
hydroxymetabolity. Inhibicnd schopnost TKI voéi tymto enzymom, tak moéZe byt
potenciondlne vyuzitd v kombinacnej terapii pre zlepSenie G€innosti a bezpe¢nosti ANTRA,
zniZeniu ich kardiotoxicity a zaroven aj ako cesta k prekonaniu rezistencie vo¢i ANTRA

(Cermakova et al., 2022; Morell et al., 2020).
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2.3.1 Tirabrutinib

TIR (Obr. 6) je predstavitel'om druhej generacie inhibitorov Brutdénovej tyrozinkinazy
(BTK). Je to vysokoucinny, selektivny, perordlny inhibitor s predpokladanym lepSim
bezpecnostnym profilom v porovnani s predstavitelom prvej generdcie ibrutinibom (IBR).
BTK patri do Tec podrodiny NRTK a mé& vyznamnu rolu v signalnej drahe B- bunkového
receptoru (BCR). BTK sa podiel'a na regulacii aktivacie, proliferacie, diferencidcie a prezitia
B- buniek, a preto predstavuje vel'mi atraktivny terapeuticky ciel’ s predpokladanym uc¢inkom
v liecbe hematologickych malignit (leukémii a lymfémov) vychadzajacich z B-buniek (Feng

et al., 2019; Kozaki et al., 2023; Liclican et al., 2020; Wang et al., 2021).

Mechanizmus uc¢inku spociva v irreverzibilnej, kovalentnej vizbe TIR v mieste cysteinu
(Cys- 481) v struktire BTK. To ma za nasledok blokovanie nadmernej enzymatickej aktivity
BTK, ¢im dochadza k inhibicii BCR signalnych drah a je tak terapeuticky vyhodne potlacena
proliferacia a prezivanie rakovinovych B- buniek (Dhillon, 2020; Feng et al., 2019; Shirley,
2022).

TIR bol uvedeny na trh v roku 2020 a v sucasnej dobe je zatial’ schvaleny v Japonsku,
Juznej Korei a Taiwane (Munakata et al., 2023). Medzi jeho indikacie patri primdrny lymfém
centralneho nervového systému a Waldenstromova makroglobulinémia (Kozaki et al., 2023;
Shirley, 2022). V budicnosti sa vSak pravdepodobne spektrum jeho pouZzitia rozsiri hlavne

o hematologické malignity, rovnako ako je to v pripade inych zastupcov BTK inhibitorov.

Podava sa peroralne, preferencne nalacno, jedenkrat denne v davke 480 mg. Tieto latky
st vieobecne dobre tolerované, aviak aj tu sa pocas terapie mozu vyskytnat’ NU. Typické NU
TIR st napr. vyrazka, nauzea, zvracanie, bolesti hlavy a kibov, ale aj hematotoxicita v podobe
neutropénie, leukopénie, trombocytopénie alebo anémie. Tieto myelosupresivne G€inky budi
pravdepodobne charakteristické pre BTK inhibitory ako ich tzv. 'class-efekt' a v terapii je nutné
ich prejavom venovat’ dostato&nt pozornost’. V pripade vyskytu NU a v zavislosti na ich miere
moze byt’ davka TIR redukovana alebo sa terapia prerusi az Giplne pozastavi (Rozkiewicz et al.,

2023; Shirley, 2022; Wu et al.,2016).
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Obr. 6 Struktira TIR. Upravené podla (Internet 7).
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3 CIELE PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo Studium inhibi¢ného U¢inku vybraného TKI TIR
na urovni bunkovej linie HCT116, ktora bola rozne transfekovana bud’ plazmidom kodujiucim

izoformu AKR1C3 alebo prazdnym plazmidom.
Ciastkové ciele experimentalnej Casti zahffiali:

1. Urcit vplyv TIR na viabilitu bunkovej linie HCT116

2. Prechodne transfekovat HCT116 rakovinovu bunkovu liniu prazdnym plazmidom
a plazmidom koédujacim AKR1C3 (pCI_EV/ pCI_AKR1C3)

3. Opverit’ inhibi¢ny G¢inok skiimaného inhibitora TIR vo¢i AKR1C3 na bunkove;j linii
s nadmernou expresiou AKR1C3 a nasledne stanovit’ hodnotu ICso

4. Urcit vplyv kombindcie DAUN s TIR na viabilitu buniek HCT116 a zaroveii posudit’

vplyv tejto kombinacie na resenzitizaciu buniek rezistentnych vo¢i ANTRA
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4 MATERIAL A METODIKA PRACE

4.1 Material

4.1.1

4.1.2

Chemikalie a reagencie

Acetonitril

API voda
Daunorubicin hydrochlorid
DMEM

DMSO

Etylacetat

FBS

JetPrime
JetPrime pufer
Kyselina mrav¢ia
Lyzaény pufer
Trypsin

PBS

Trypanovéa modra
MTT

Bunkova linia, plazmidy a inhibitor

(Sigma- Aldrich)
(Braun)
(SelleckChem)
(Sigma- Aldrich)
(MP Biomedicals)
(Sigma- Aldrich)
(Sigma- Aldrich)
(VWR)

(VWR)
(Sigma-Aldrich)
(Katedra biochemickych vied)
(Sigma- Aldrich)
(Sigma- Aldrich)
(Sigma- Aldrich)

(BioTech)

HCT116 (linia l'udského kolorektalneho karcindmu) (Sigma-Aldrich, ECACC)

Tirabrutinib
Plazmid pCI_EV

Plazmid pCI_AKRI1C3
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(MedChemExpress LLC)
(Generi Biotech)

(Katedra biochemickych vied)



4.1.3 Pristroje a pomocky

Pristroje:

Analytické vahy Scaltec SBC 22

Centrifiiga MiniSpin Plus

Inkubator CO;

Lamindrny box

Pristroj na vyrobu I'adovej trieste Scotsman AF80
Spektrofotometer

Termomixér Thermomixer compact

Trepacka a minitrepacka Vortex Genius 3
Trepacka

Trepacka

UHPLC Agilent 1 290 Series
(Ultravysokouc¢inna kvapalinova chromatografia)
Viakuovy koncentrator Concentrator plus

Vodny kuapel

Vyveva

Pomécky:

24-jamkova dosticka

96-jamkova dosticka

Automatické mikropipety (0,51l — 1000ul)
Falkonky

UHPLC InfinityLab Inline Filter

Gumové septa
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(Scaltec SBC 22)
(Eppendorf)
(BioTech)
(Bioair)
(Scotsman)
(Tecan Schoeller)
(Eppendorf)
(IKA)

(Biosan)

(Heidolph)

(Agilent Technologies)
(Eppendorf)
(NUVE)

(P-LAB)

(TPP)

(TPP)

(Sartorius Biohit)
(VWR)

(VWR)

(Agilent Technologies)



Kultivaéné fTasky (Fisherbrand)
Mikroskimavky (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml) (Eppendorf)

Navazovacie lodicky

Nitrilové rukavice (VWR)
Pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) (Eppendorf Research)
Plastové spicky (Sartorius Biohit)

Plastové viecka na vialky

Polystyrénovy box na I'ad

Stopky

Vialky sklenené (2 ml) (Agilent Technologies)

Sterilné pomdcky v laminarnom boxe: Spicky, automatické pipety, stojany na

skiamavky, pinzeta, vanicka
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4.2 Metodika
4.2.1 Experimenty na bunkovej linii 'udského kolorektalneho karcinomu HCT116

Kultivacia buniek

Na kultivaciu buniek T'udského kolorektalneho karcindmu HCT116 sme pouzivali
vhodné kultivaéné médium DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) s pridavkom 10 %
fetdlneho bovinného séra (FBS). Takto pripravené médium predstavuje optimalne zloZenie
a prostredie pre podporu bunkového rastu. Pouzité médium neobsahovalo protimikrébne latky.
Samotna kultivacia prebiehala za Standardnych podmienok v inkubdtore temperovanom

na teplotu 37 °C a v prostredi 5 % COa».
Pasazovanie buniek

PasadZovanie buniek je proces prenosu urcit¢tho mnoZzstva bunkovej suspenzie starej
pasdze do Cerstvo vymeneného kultivatného média za ucelom vytvorenia novej bunkovej
pasdze. Vymena média je dolezita z dovodu stupajuceho mnozstva buniek, ktoré pre svoj rast
pouzivaju ziviny obsiahnuté v kultivaénom médiu a postupne tak dochadza k jeho deplécii.
Pravidelné pasdzovanie buniek sa riadi mierou bunkovej konfluencie (%) a je klucové
v prevencii uhynutia bunkovej kultiry a zarovenn umoziuje dlhodobé zachovanie bunkove;j

linie (Internet 8).

Cely proces pasazovania prebiehal v sterilnom prostredi laminarneho boxu. Kultivacna
flaska urcena k pasadZzovaniu bola prenesend z inkubdtora do lamindrneho boxu. Tomu
predchadzalo skontrolovanie bunkovej linie vizudlne (farba média), ale aj pod svetelnym
mikroskopom, kde sme sledovali optimalnu bunkovli konfluenciu. V prvom kroku sme
odstranili staré médium odsdvanim. Nésledne sme k bunkdm adherovanym na dne kultivacne;j
flasky pridali sterilny tlmivy roztok (pufer) PBS v objeme 5 ml, ¢im sme odstranili zostatkové
mnozstvo starého média a pripravili sme tak bunky pre pdsobenie trypsinu. Po odsati PBS sme
k bunkadm pridali 0,5 ml trypsinu a kultivacntl flasku sme preniesli do inkubatora na dobu
5 min., pocas ktorej adherované bunky disociovali enzymatickym podsobenim trypsinu.
Pridanim vopred temperovaného média (37 °C) DMEM v objeme 4,5 ml doslo k inaktivacii
trypsinu a zastave reakcie. FBS obsiahnuté v médiu je zodpovedné za ukoncenie pdsobenia

trypsinu.

Do novej kultiva¢nej flasky (25 cm?) bolo prenesené urité mnoZstvo bunkove;

suspenzie, ku ktorej sme pridali mnozstvo kultivaéného média pre dosiahnutie maximalneho
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objemu (7 ml) pouzitej kultivacnej fTasky. MnoZstvo pouzitej bunkovej suspenzie pre novi
bunkovu pasdz sme stanovili na zaklade miery konfluencie a spocitaného mnozstva buniek
starej pasdze v Biirkerovej komorke. Pre pocitanie buniek sme si pripravili vzorku bunkovej
suspenzie s trypanovou modrou (pomer 1:1), ktory sme pipetovali do Biirkerovej komorky.
Bunky boli spocitané¢ v pocitacom poli komorky na zaklade pouzitého farbiva, ktoré nam
umoznilo rozlisit' zivé bunky od mftvych (zivé bunky sa farbiva zbavuji aktivnym

transportom). Na konci bola kultiva¢na fl'aska mierne premiesand a prenesend do inkubatora.

4.2.2 Stanovenie cytotoxicity tirabrutinibu v transfekovanych bunkach HCT116

V prvy den experimentu sme bunky HCT116 nasadili na 96- jamkova dosticku
(priblizne 8000 buniek/ jamka). Tomu vzdy predchadzalo pasazovanie starej bunkovej pasaze,
z ktorej sme po spocitani buniek ziskali potrebné mnozstvo bunkovej suspenzie pre zmieSanie
s DMEM v objeme potrebnom pre sadenie buniek na danu dostic¢ku. Po uplynuti 24 hod.
inkubécie buniek za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO.) v inkubdtore nasledovala
transfekcia. Skontrolovali sme bunkovu konfluenciu a pokracovali pripravou transfekénych
roztokov. Jednotlivé transfekéné roztoky sme pripravili zmieSanim 0,1 pg plazmidov
kodujtcich bud’ enzym AKR1C3 alebo prazdny plazmid (pCI_ AKR1C3/pCI _EV) s jetPRIME
tlmivym roztokom. K zmesi sme potom pridali jetPRIME reagent v objeme 0,2 pl. Roztoky
sme premieSali a nechali pri izbovej teplote (25 °C) po dobu 10 min. inkubovat’. Po dobu
inkubacie sme bunkdm odsavanim vymenili staré médium za 100 pl Cerstvého média. Nasledne
prebehla samotna transfekcia, v ktorej sme k bunkdm po kvapkach (5 pl) pipetovali do kazde;j
jednotlivej jamky urceny transfekény mix. Transfekované bunky sme preniesli do inkubdtora,

kde boli po dobu 24 hod. za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % COz) inkubované.

Nasledujici deit sme pokracovali pripravou inkubacnych roztokov zriedenim
zasobného roztoku TIR (10 mM) na 7 réznych koncentracii (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 uM).
Do 7 vopred pripravenych a oznacenych Eppendorf skimaviek sme najprv napipetovali uréené
mnozstvo DMEM. Do prvej skimavky sme k 1276 ul DMEM pridali zasobny roztok TIR
v objeme 6,4 pl. Z takto pripraveného roztoku s koncentraciou 50 uM sme do druhej skimavky
odobrali 582,4 ul a zmiesali s 582,4 ul DMEM, ¢im sme ziskali postupnym riedenim roztok
s koncentraciou 25 uM. Vsetky ostatné koncentracie sme pripravovali tymto sposobom
tzv. riediacej rady (Tab. 1). Ako negativnu kontrolu sme pouzili 10 % roztok dimetylsulfoxidu
(DMSO) (dostatocna koncentracia pre usmrtenie buniek) a roztok samotného média DMEM

predstavoval pozitivnu kontrolu. Pokracovali sme postupnym odsavanim starého média, ktoré
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sme okamzite vymenili za 100 pl prislusného inkuba¢ného roztoku/ kontroly. Takto pripravené
bunky sme presunuli do inkubatora, kde boli inkubované za Standardnych podmienok (37 °C,

5 % COz) po dobu 72 hod.

Tab. 1 Priprava vybranych koncentracii TIR

Objem
Vysledna Faktor predchadzajiceho Objem cistého  Celkovy
koncentracia riedenia koncentrovanejSieho média objem
TKI roztoku (nl) (nb)
(nM) (D)
50 200,0 6,4 1276,0 700
25 2,0 582.,4 582.,4 700
10 2,5 464,8 697,2 700
5 2,0 462,0 462,0 700
1 5,0 224.0 896,0 700
0,5 2,0 420,0 420,0 700
0,1 5,0 140,0 560,0 700

Poslednym krokom tohto experimentu bol samotny cytotoxicky test MTT. Tato
kolorimetricka metéda vyuziva schopnost’ zivych, metabolicky aktivnych buniek redukovat’
7Ité tetrazoliové farbivo (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) za vzniku

nerozpustnych fialovych krystalov formazanu (Internet 9).

Po uplynuti 72 hod. inkubacie sme k bunkdm po odsati starého média napipetovali
100 pl vopred pripraveného detekéného roztoku. Ten sme pripravili zmieSanim sterilného
puferu (PBS) s praSkovym MTT podla inStrukcii vyrobcu kitu (3 mg MTT/ 1 ml PBS).
Po uplynuti 30 min. inkubdacie sme opatrne, bez narusenia krystalov, odsali médium. Nésledne
sme k bunkam pridali 100 pl 100 % DMSO, ¢im sme kryStale rozpustili za vzniku farebného
roztoku. Nasledna kvantifikacia prebiehala pri vinovej dizke 570 nm prostrednictvom Tecan
spektrofotometra. Absorbanciu pozadia sme zmerali pri vinovej dizke 690 nm a tato hodnota

bola od¢itana. MnozZstvo zivych buniek je priamo imerné meranej intenzite absorbancie.
4.2.3 Inhibi¢né Studie

Experiment sme zacali nasadenim buniek na 24-jamkovu dosticku (priblizne
300 000 buniek/ jamka), ktoré boli nasledujicich 24 hod. inkubované za Standardnych

podmienok (37 °C, 5% COz) v inkubatore. Pomocou zmieSavacej rovnice sme vypocitali

potrebné mnozstvo bunkove] suspenzie a média. Po uplynuti stanovenej doby sme
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skontrolovali bunkovu konfluenciu. Pokracovali sme pripravou transfekéného mixu zmieSanim
jetPRIME puferu s pridavkom 0,25 ug plazmidov (pCI_ AKRIC3/ pCI EV) a 0,75 ul
jetPRIME transfekéného reagentu. Takto pripravené transfekéné zmesi sme nechali po dobu
10 min. pri izbovej teplote (25 °C) inkubovat’ a v tomto ¢ase sme vymenili staré médium
za 500 pl Cerstvého média. Po uplynuti inkubacnej doby sme bunky transfekovali postupnym
pipetovanim transfekénej zmesi po kvapkach (37,5 ul) do jednotlivych jamiek dosticky.
Transfekované bunky HCT116 boli prenesené do inkubatora pre naslednu inkubdaciu (24 hod.)
za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % COz). Na druhy deni sme pokracovali pripravou
inkubacnych roztokov. Inicianym krokom bolo pripravit’ a nariedit’ 10 mM zasobny roztok
TIR a 5§ mM zasobny roztok DAUN. Z dovodu moznej degradacie boli roztoky pripravované
v den experimentu. Zasobny roztok TIR (10 mM) bol pripraveny rozpustenim jeho praskove;j
formy v DMSO. Zasobny roztok DAUN (5 mM) bol pripraveny rozpustenim jeho praskovej

formy v sterilnej vode pre injekcie (API).

V nasledujucom kroku sme pomocou tzv. riediacej rady (t. j., pre pripravu roztoku TIR
o pozadovanej koncentracii sa pouzije predchadzajici koncentrovanejsi roztok), pokrac¢ovali
predriedenim zasobného roztoku TIR (10 mM) v DMSO na 4 vopred stanovené koncentréacie
(0,2; 1; 2; 10 mM). Takto pripravené roztoky TIR boli d’alej pouzité pri priprave pracovnych
roztokov s eSte niZzSou koncentraciou TIR. Zasobny roztok DAUN (5 mM) bol zriedeny
stanovenym mnoZzstvom DMEM na pracovnu koncentraciu 5 M. Roztok o tejto koncentracii

bol pouzity pri priprave pracovnych roztokov TIR (1; 5; 10; 50 pM).

Po odstraneni starého média sme okamZite k bunkdm transfekovanym plazmidom
kodujicim enzym (pCl. AKR1C3) pridali 800 pl Eerstvého média s obsahom 5 uM DAUN bez
(neinhibovana reakcia) alebo s obsahom TIR v pracovnych koncentraciach 1, 5, 10 a 50 pM
(inhibovana reakcia). K bunkam transfekovanym prazdnym plazmidom (pCI_EV) sme pridali
800 pl Cerstvého média s obsahom 5 uM DAUN bez TIR (negativna kontrola). Nasledovala
inkubécia za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO3) po dobu 2 a 4 hod.

Po uplynuti definovanej doby (2 a 4 hod.) sme do vopred pripravenych a oznacenych
Eppendorf skiimaviek preniesli médium z kazdej jednotlivej jamky a k bunkdm sme nasledne
pridali lyza¢ny pufer (pH 7,8; 25 mM Tris; 150 mM NaCl; 1 % Triton X-100) v objeme 200 pl,
ktory sme nechali na bunky pdsobit’ po dobu 10 min. Vzniknuty bunkovy lyzat sme preniesli
do prislusnych skumaviek, kde bol zmieSany s odobranym médiom. Nasledoval proces

extrakcie vzniknutého metabolitu DAUNOLu, kde sme k bunkdm pridali opakovane organick
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fazu v podobe etylacetatu (EA). V prvom pripade sme k bunkdm pridali 1 ml EA a skimavky
boli nésledne po dobu 15 min. premieSavané na trepacke. Pokracovali sme premiestnenim
skumaviek do centrifigy na dobu 2 min. pri 14 500 rpm pre oddelenie organickej fazy
odstredenim. Nasledne sme do novych skiimaviek odobrali ziskany supernatant (700 pl), znova
sme pridali EA (700 ul) a proces popisany vyssie sa zopakoval. Opakovanou extrakciou sme
v kone¢nom dosledku ziskali a odobrali 600 ul organickej fazy (EA), ktori sme nésledne
nechali odparit’ v prostredi vakua pri teplote 30 °C. K ziskanym vzorkam bola nasledne pridana
mobilna faza (40 pl), ktorda pozostavala z 0,1 % kyseliny mravéej a acetonitrilu (pomer
74:26 v/v). Vzorky boli zahriate na teplotu 37 °C, po dobu 5 min. vystavené pdsobeniu
ultrazvuku a nakoniec stocené na centrifuge. Po kazdom spomenutom kroku boli poriadne
premiesané (vortex). Nasledne sme do vialiek odobrali 30 ul roztoku zbaveného akychkol'vek

necistot. Pre nastrek na kolonu sa pouzil objem 10 pl.

Chromatograficky systém detekoval redukciou produkovany hydroxymetabolit
DAUNOL, ktory vznikol enzymatickym posobenim AKRI1C3. Pre samotnu analyzu sme
pouzili UHPLC Agilent 1290 Series s kolonou Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 55 mm; 1,8 um)
a filtrom Infinity inline 1290. Podmienky pouzité pri analyze boli nasledovné: mobilna faza
0,1 % kyselina mravc¢ia/ acetonitrol (v pomere 74:26 v/v), fluorescenény detektor
(excitatna/ emisna vinova dizka- 480/ 560 nm), izokraticka eltcia, prietokova rychlost
0,7 ml/ min, teplota 40 °C. Sledovany parameter kvality bol retencny ¢as DAUNOLu.
Koncentricia predstavovala parameter kvantity a bola vypocitand na zéklade porovnania

plochy pod pikom DAUNOLu s kalibra¢nou krivkou.

4.2.4 Kombinac¢né Studie

Experiment sme zaCali nasadenim buniek (priblizne 8 000 buniek/jamka)
na 96- jamkovu dosticku. Postup a vypocet potrebného mnozstva bunkovej suspenzie a média
bol popisany v predchadzajucich experimentoch. Po 24 hod. inkubécii v inkubatore
za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO»), nasledovala bunkové transfekcia (vid’ kapitola
4.2.2 Stanovenie cytotoxicity tirabrutinibu v transfekovanych bunkach HCT116). Po tispesne;j

transfekcii sme nasledujuci deii pokracovali pripravou inkuba¢nych roztokov.

Pre potreby experimentu sme pomocou API zriedili zdsobny roztok 5 mM DAUN
na pracovni koncentraciu 1 mM DAUN. Nésledne sme si pripravili 3 roztoky: jeden s obsahom
Cist¢tho média DMEM s pridavkom DMSO a dva roztoky TIR o koncentracii 5 a 10 uM.

K takto pripravenym roztokom sme pridali predpisané mnoZstvo pracovného roztoku
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1 mM DAUN, ktory sme nésledne riedili postupom riediacej rady na 7 vopred stanovenych
koncentracii DAUN (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1 uM). Ziskané roztoky tak boli bud’
bez inhibitora alebo s pridavkom inhibitora v dvoch réznych koncentracidch 5 a 10 uM
v kombinécii s nariedenym zasobnym roztokom DAUN na 7 koncentrécii. Kontrolny roztok
100 % bunkovej viability pozostaval z ¢istého média s pridavkom DMSO (pozitivna kontrola)

a kontrolny roztok 10 % DMSO predstavoval negativnu kontrolu (0 % viabilita).

Po odstraneni starého média sme k bunkdm pipetovali takto pripravené inkubacné
roztoky v objeme 100 ul. Nasledovala inkubacia po dobu 72 hod. za Standardnych podmienok
(37°C, 5% CO2). Po uplynuti predpisanej doby mnasledoval cytotoxicky test MTT
pre stanovenie viability buniek (vid’ kapitola 4.2.2 Stanovenie cytotoxicity tirabrutinibu v

transfekovanych bunkach HCT116).

Tab. 2 Priprava inkubacnych roztokov

Finalne Faktor Predchadzajuci Objem Celkovy
koncentracie riedenia koncentrovanejsi DMEM/ TIR objem
DAUN roztok (nb) (nl)
(uM) (1))
1 1000,00 1,9 1860,1 700,0
0,75 1,33 1162,0 387,3 700,0
0,5 1,50 849,3 4247 700,0
0,25 2,00 574,0 574,0 700,0
0,1 2.50 448,0 672,0 700,0
0,05 2,00 420,0 420,0 700,0
0,01 5,00 140,0 560,0 700,0

Spracovanie nameranych dat

Pre Statistické vyhodnotenie nameranych dat sme pouZili programy MS Excel

a GraphPad Prism verzia 9.3.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyvoj rezistencie na podavanu terapiu je vyznamnou prekazkou v lieCbe nadorovych
ochoreni, ktora sa Castokrat prejavi ako relaps alebo progresia ochorenia, popripade Gplnym
zlyhanim lie¢by veducej az k smrti pacienta (Liu et al., 2023; Wang et al., 2019).
Mechanizmy mozného vzniku a vyvoja rezistencie predstavuju Siroké spektrum pochodov,
priCom aktivita a miera expresie enzymov z nadrodin AKR a SDR ma tiez svoj podiel
v desenzitizacii buniek vo¢i mnohym, inak vel'mi u¢innym, protinddorovym lie¢ivam. Viaceré
CRE sa aktivne podiel’aji na metabolizme ANTRA. Svojou aktivitou v ramci dvojelektronove;j
redukcie sprostredkuji tvorbu hydroxymetabolitov (napr. DAUNOL), ktoré su viac
kardiotoxické nez parentné latky a sucasne vykazuji mnohonasobne nizSiu protinddorovu
aktivitu. Antracyklinreduktazy tak cestou metabolickej inaktivicie ANTRA prispievaju
k vzniku a vyvoju FK rezistencie vo¢i tymto protinddorovym lie¢ivaim (Edwardson et al., 2015;
Piska et al., 2017). Viaceré vedecké skupiny sa preto zacali zaoberat’ otdzkou vyuZitia tychto
enzymov ako cielovych Struktir, kde by inhibicia ich aktivity mohla predstavovat’ cestu

k zmierneniu ¢i prekonaniu rezistencie.

5.1 Urcenie vplyvu tirabrutinibu na viabilitu transfekovanej bunkovej linie
HCT116

Prostrednictvom MTT testu pre overenie metabolickej aktivity buniek sme stanovili
vplyv Studovaného TIR na Zivotnost buniek HCT116. Zvolené testované koncentracie TIR
boli v rozmedzi 0,1- 50 uM a na bunkovej linii boli testované v triplikate. Po 72 hod. inkubacii
buniek HCT116 so Studovanym TIR nasledoval samotny MTT cytotoxicky test. Ako 100 %
kontrola bunkovej viability bolo k bunkdm pridané ¢ist¢ médium DMEM. V pripade 0 %
kontroly viability sme k bunkam pipetovali 10 % DMSO. Vysledky uvedené v obr. 7

su priemerom + smerodatnd odchylka (SD) z troch nezavislych experimentov.

Z prezentovanych vysledkov v obr. 7 je zrejmé, ze vplyv TIR na viabilitu buniek
HCT116 nebol vyznamny. TIR teda nevykazoval vyznamny cytotoxicky efekt na Studovane;j
bunkovej linii a ICso preto nebola stanovend. AvSak najvyssia pouZzita koncentracia 50 uM TIR
uz oproti ostatnym vidite'ne znizila bunkovu viabilitu, v pripade pCI_AKRI1C3 buniek
na 57,5 % av pripade pCI_EV na 46,8 %. Na zaklade zistenych dat sme pre nasledujlice
kombina¢né §tudie zvolili koncentracie TIR 1, 5 a 10 uM, ktoré vyznamne neovplyviiovali

zivotnost’, ale vykazovali inhibiény G¢inok na AKR1C3.
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Obr. 7 Vplyv TIR na viabilitu rézne transfekovanej bunkovej linie HCT116 pCI_AKR1C3/ HCT116 pCI_EV.

Ziskané data boli vyhodnotené prostrednictvom MTT testu. Uvedené vysledky st priemerom £SD z troch

nezavislych merani.

Stadium cytotoxicity skimaného inhibitora TIR bolo prvym zo série navrhovanych
experimentov v ramci tejto diplomovej prace. Tento experiment mal za ciel' screening
potencidlnej toxicity, ale aj stanovenie moznej interakcie TIR s rakovinovymi bunkami
HCT116 do takej miery, ktord by ovplyvnila ich viabilitu. V rdmci svojej experimentalnej
¢innosti sa Stadiom cytotoxicity zaoberaju napr. Studie Novotna et al. (2018a), Morell et al.

(2021) alebo Cermakova et al. (2022).

Novotna et al. (2018a), sa zaoberali Studiom inhibitorov cyklin- dependentnych kinaz
(CDKi) purvalanolom A a roscovitinom. Vo svojej §tudii uvadzaja, Ze nimi testované CDKi
neovplyviiovali Zivotnost’ bunkovej linie HCT116 ani po 6 hod. inkubacii so skimanymi
latkami. Dalej sa Morell et al. (2021) a Cermakova et al. (2022) tiez zaoberali aj $tadiom
cytotoxicity nimi skimanych latok a to midostaurinu (FLT3 receptorovy inhibitor), resp.
zanubrutinibu (BTK inhibitor). Podobne ako v predchadzajucej Stadii sledovali cytotoxicitu
tychto latok prostrednictvom MTT cytotoxického testu a vo svojich Stadiach uvadzaju,
ze Studované latky v pouzitych koncentraciach vyznamne neovplyvnili bunkova viabilitu.
V ramci tejto diplomovej prace sme sa dopracovali k podobnym vysledkom a teda, Ze nami
skimany BTK inhibitor TIR tiez nevykazuje vyznamny cytotoxicky efekt a vyznamne

neovplyviiuje viabilitu buniek HCT116, s vynimkou najvyssej pouzitej koncentracie 50 pM.

47



5.2 Urcenie inhibi¢ného ucinku tirabrutinibu na aktivitu enzymu AKR1C3

Preukazuje sa, Ze znizenie enzymatickej aktivity AKR1C3 a teda jej inhibicia, je javom
ziadanym, pretoze inhibicia redukéného ucinku tohto enzymu na karbonylovi skupinu
ma za nasledok zniZenie produkcie neziaducich a toxickych alkoholickych metabolitov.
Inhibicny ucinok na aktivitu AKR1C3 tak moZze stat’ za znizenim rizika nielen kardiotoxicity,
ale aj vzniku a vyvoja rezistencie. Tiez mdze byt cestou na prekonanie rezistencie ANTRA,
hlavne v pripadoch jej overexpresie. Viaceré¢ Studie sa zaoberali skimanim latok s moznou
inhibi¢nou aktivitou. Predmetom tejto diplomovej prace bolo Studium inhibi¢ného ucinku
tirabrutinibu na Urovni r6zne transfekovanej rakovinovej bunkovej linie HCT116. Predkladana
praca je vypracovana okrem iného aj v nadvéznosti na ziskané poznatky v ramci diplomovej
prace (Kasparova, 2022), ktora tiez skimala vplyv TIR na viaceré antracyklinreduktazy, av§ak
v prostredi in vitro. Dopracovala sa k zaveru, ze TIR vykazoval vyznamny inhibi¢ny G¢inok
iba vo¢i AKR1C3. V pripade ostatnych skimanych CRE TIR nevykazoval Ziadant aktivitu,
a preto sme dalej pokracovali v skimani TIR na bunkovej trovni HCT116 s nadmernou

expresiou AKR1C3.

Tento experiment mal za ciel’ urCenie inhibi¢ného uc¢inku TIR na metabolick redukciu
DAUN sprostredkovani enzymom AKRI1C3 na bunkovej trovni. Neinhibovand reakcia
predstavovala bunky HCT116 transfekované plazmidom pCI_ AKR1C3, ktoré¢ sme inkubovali
s 5 uM DAUN a DMSO (namiesto inhibitora). Bunky HCT116 transfekované prazdnym
plazmidom pCI_EV (negativna kontrola) boli inkubované roztokom 5 uM DAUN a DMSO
(namiesto inhibitora). DMSO sme pouzili z dévodu zachovania rovnakych reakénych
podmienok vzhl'adom k faktu, Ze pouzity inhibitor bol v DMSO riedeny a potenciondlne
by mohol mat’ ur€ity vplyv na aktivitu enzymu. V pripade inhibovanych reakcii boli bunky
inkubované po dobu 2 a 4 hod. roztokom 5 uM DAUN s TIR v uréenych koncentraciach 1, 5,

10 alebo 50 uM. Reakcie boli uskutocnené pre kazdu koncentraciu v duplikatoch.

Obr. 8 a 9 zobrazuju ziskané experimentalne data, ich priemery a SD z troch nezavisle
uskutocnenych experimentov. Strednd inhibi¢nd koncentracia ICso bola stanovena v pripade
4 hod. inkubécie. Aktivita enzymu AKRI1C3 bola vypocitand prevedenim mnoZstva
DAUNOLu (ng) ziskaného z reakcie na percenta (%) a hodnota ICso bola vypocitana
v programe GraphPad Prism 9.3.1.
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Obr. 8 Vplyv TIR na metabolicki redukciu DAUN v rdzne transfekovanych bunkach HCT116
(pCI_AKRI1C3/ pCI_EV). Vzorky boli odoberané po 2 a 4 hod. 100 % aktivita enzymu AKR1C3 predstavovala
mnozstvo ziskaného DAUNOLu po 4 hod. inkubécii v pripade neinhibovanej reakcie (0 uM TIR) buniek
transfekovanych pCI_AKRI1C3. K tejto hodnote sme vztiahli ostatné namerané data. Pre postudenie Statistickej
vyznamnosti sme pouzili vybrany Statisticky test (jednosmerna ANOVA s naslednym post hoc Dunnettovym

testom). ** p < (0,01 a **** p <(,0001 v porovnani s pCI_EV (negativna kontrola).
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Obr. 9 Zavislost miery AKRIC3 inhibicie na log koncentracii TIR, z ktorého bola uréena ICso a jej CI

(konfidencny interval).

Z obr. 8 je zrejmé, ze v pripade inhibovanych reakcii, a teda po pridavku TIR, bolo
mnozstvo vzniknut¢ého DAUNOLu vyznamne nizSie. So zvySujucou sa koncentraciou TIR

klesalo mnoZstvo vzniknut¢ého DAUNOLu nepriamo Umerne. Vo vsetkych pouZitych
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koncentraciach vykazoval TIR Statisticky vyznamny inhibi¢ny U¢inok voci enzymaticke;j
aktivite AKR1C3. V pripade 1 uM TIR bola Statisticka vyznamnost niz§ia v porovnani
s ostatnymi reakciami, ktoré vykazovali najvysSiu moznu S$tatistickii vyznamnost’. Presnejsie
1 uM TIR inhiboval aktivitu AKR1C3 po 4 hod. 0 11,29 %, 5 uM TIR 0 29,43 %, 10 uM TIR

0 41,17 % a aktivitu najviac inhibovala najvysSia pouzita koncentracia 50 pM a to o 76,56 %.

V obr. 9 moézeme pozorovat’, Zze so stipajicou koncentraciou TIR dochéadza k priamo
umernej inhibicii aktivity AKR1C3. Inhibi¢na aktivita je teda zavisla nielen na Case reakcie,
ale zavisi tiez od pouzitej koncentracie inhibitora. ICso je definovana ako koncentracia
inhibitora, ktora znizi povodnu aktivitu enzymu na polovicu. Hodnota ICsp bola v nasom
pripade stanovena pre TIR a predstavovala hodnotu 12,01 uM s CI 95 % medzi hodnotami
10,09 az 14,35 uM. Klinicky vyhodné je dosiahnutie ¢o najniZSej hodnoty 1Cso, ktora koreluje
s vysokou inhibi¢nou U¢innost'ou danej latky. V takom pripade je mozné inhibitor podavat’
v nizej davke, ¢o prispieva k minimalizacii vyskytu NU. Ziadany uéinok je viak zachovany

a zaroven je tak zvySena bezpecnost’ aplikovanej terapie.

Skiimanim latok s inhibi¢nou aktivitou vo¢i vyznamnym antracyklinreduktazam
z nadrodin AKR a SDR sa v poslednych rokoch zaoberali viaceré stidie ako napr. buparlisib
(Bukum et al., 2019), roscovitin a purvalanol A (Novotna et al., 2018a), ACA a IBR (Morell
et al., 2020), olaparib (OLA) (Tavares et al., 2020).

Bukum et al. (2019), sa zaoberala Studiom inhibiéného Uc¢inku buparlisibu (inhibitor
PI3K) na aktivitu viacerych reduktdz z nadrodin AKR a SDR, vriatane AKRIC3,
prebiehajucich in vitro, ale aj na trovni rakovinovej bunkovej linie HCT116. Studia
prebiehajica in vitro preukéazala, Ze buparlisib vykazuje najvacSiu inhibi¢nu aktivitu voci
izoforme AKR1C3. V pouzitej koncentracii 10 uM buparlisib vykazoval 48,7 %; v pripade
50 uM 80,6 % inhibicny ucinok na aktivitu AKR1C3, so stanovenou ICso 9,51 uM. V pripade
experimentov uskutocnenych na prechodne transfekovanej bunkovej linii HCT116
pCI_AKRI1C3, viedli vysledky k podobnému zaveru a k vyznamnej inhibicii dochédzalo aj na
bunkovej trovni. V d’alSej §tadii sa Novotna et al. (2018a), zamerali na $tidium inhibi¢nej
aktivity roscovitinu a purvalanolu A (CDKi), ktor¢ boli oznacené za u¢inné inhibitory izoformy
AKR1C3. Purvalanol A vykazoval pri 10 uM 67,63 % a pri 50 uM 89,36 % inhibi¢nt aktivitu
s ICso 6,58 uM. Roscovitin vykazoval pri 10 uM 78,27 % a pri 50 uM 93,67 % inhibi¢ni
aktivitu s ICso 2,15 uM, a bol teda Gc¢innejsi nez druhd, sucasne skimana latka. K podobnym

vysledkom sa v tejto §tudii dopracovali aj na bunkovej urovni.
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Morell et al. (2020), Studoval inhibicné ucinky ACA a IBR (inhibitory BTK) voci
roznym CRE zapojenych v metabolizme ANTRA. Oba inhibitory vykézali signifikantnu
a rovnocennu inhibiciu len v pripade AKR1C3. V pouzitej koncentracii 10 uM ACA vykazoval
89,55 %; v pripade 50 uM 96,28 %, zatial co IBR pri 10 uM 92,17 %; v pripade 50 uM
96,41 %. Pre porovnanie s hodnotami ziskanymi v in vitro §tidiach, vykazovali inhibitory
na bunkovej trovni rozdielnu mieru inhibicie, a to pri pouzitej koncentracii 10 uM inhiboval
aktivitu AKR1C3 po 5 hod. ACA z 65,56 %; IBR z 60,72 %. Z publikovanych vysledkov
je zrejmé, ze obidva inhibitory vykazovali vyznamny inhibi¢ny Gi¢inok voci aktivite AKR1C3,
ktory bol v zavislosti od pouzitej koncentracie inhibitora a ¢asu reakcie. Taktiez si mozeme
vS§imnut’, Ze miera inhibicie sa liSila v porovnani s in vitro hodnotami. Na bunkovej linii bola
dosiahnutd vyznamna inhibicia aktivity enzymu, avSak v porovnani s in vitro, boli hodnoty
znatelne niz§ie. Dalej, predmetom $§tiidie od Tavares et al. (2020), bolo skimanie inhibi¢ného
ucinku OLA na AKRI1C3 tak na Grovni in vitro, ako aj na bunkovej Grovni. V in vitro §tadii
vykazoval OLA pri pouzitej koncentracii 10 uM inhibi¢nu aktivitu 76 %, zatial’ ¢o pri 50 uM
91,4 % s 1Cs0 2,48 uM. Avsak, namerand hodnota v pripade experimentov uskuto¢nenych
na bunkovej linii HCT116 bola vyssia, a to ICso 5,91 uM. Z nameranych vysledkov je teda

cwwvr

oproti hodnotdm ziskanym v in vitro $tadiach.

Latky tohto charakteru st predmetom skiimania aj na katedre biochemickych vied FaF
UK ako sucast’ prace vedeckej skupiny pod vedenim prof. Ing. Vladimira Wsola, Ph.D.
V nasledujticich diplomovych pracach sa zaoberali skiimanim vybranych inhibitorov
na AKR1C3, menovite: OLA (inhibi¢nd aktivita pri 10 uM 74,6 %; pri 50 uM 91,2 %),
midostaurin (pri 10 uM 87,06 %; pri 50 uM 93,19 %), enasidenib (pri 10 uM 86,3 %;
pri 50 uM 97 %), belistat (pri 10 uM 50,7 %; pri 50 pM 89,2 %), ale aj d’alSimi inhibitormi,
ktoré vSak vykazovali omnoho niZSiu inhibi¢nll aktivitu, ako napr. talazoparib, glasdegib
¢1 quizartinib, a to nielen v porovnani s vysSie spomenutymi inhibitormi, ale aj v porovnani
s TIR (Lekesova, 2021; Milan, 2019; Péckova, 2021; Sldmova, 2021). KaSparova (2022), sa
vramci svojej diplomove] prace zaoberala Stidiom aktivity a vplyvu TIR v in vitro
podmienkach na viaceré antracyklinreduktdzy. Svojimi vysledkami prezentuje, ze TIR
vykazoval vyznamnt inhibi¢nu aktivitu iba voci AKR1C3, priCom vo¢i ostatnym skimanym
CRE (AKR1AI1, AKR1B1, AKRIB10 a CBR1) vykazoval minimalny alebo Ziadny u¢inok.
Skumany TIR pri pouzitej koncentracii 10 uM inhiboval aktivitu enzymu AKRI1C3 z 73,2 %;
pri 50 uM z 90,25 %. Stanovend priemernd ICso predstavovala hodnotu 3,59 uM.
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Z nameranych hodnét je zrejmé, Zze inhibi¢ny ucinok bol vyznamne niz$i v pripade

experimentov na bunkovej trovni. Tento trend je popisany aj vo vysSie spominanych stadiach.

V porovnani s vyssie uvedenymi Studiami vykazuje nami skimany inhibitor TIR nizsiu
inhibi¢nu aktivitu ako OLA, ACA, IBR, purvalanol A a roscovitin. AvSak, podobnu inhibi¢nu
aktivitu ako buparlisib. Nami ziskand hodnota ICso pre TIR predstavovala 12,01 pM
a v porovnani s vysSie uvedenymi je vyrazne vysSia ako nasledujuce hodnoty namerané
pre OLA (ICso 3,77 uM), midostaurin (ICso < 1 uM), enasidenib (ICso 1,035 uM), ¢i belistat
(ICs0 9,5 uM) (Lekesova, 2021; Milan, 2019; Péckova, 2021; Slamova, 2021). Tieto data d’alej
potvrdzuju fakt, ze TIR vykazuje v porovnani s uvedenymi inhibitormi na bunkovej urovni

nizsiu inhibi¢nu aktivitu, a je teda slabsim inhibitorom AKRI1C3.
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5.3 Kombina¢né Studie

Tento experiment mal za ciel’ porovnanie vplyvu pouzitych kombindcii DAUN s TIR
s vplyvom samotného DAUN v bunkovej linii HCT116 transfekovanou prazdnym plazmidom
pCI_EV alebo plazmidom kédujucim enzym pCI_ AKR1C3. V predoslom experimente sme
zistili, ze TIR vykazuje inhibi¢ny U¢inok na metabolickii premenu DAUN na DAUNOL.
Mozno teda predpokladat’, ze pouzitie TIR v kombinacii s DAUN bude inhibovat’ enzymaticku
aktivitu AKRI1C3 a zaroven prispievat k zvySovaniu cytotoxickej uc€innosti DAUN
(t.j., resenzitizacii rezistentnych buniek voéi DAUN) a mdbze tak predstavovat’ jednu

z moznych ciest pre prekonanie rezistencie vo¢i ANTRA.

Na transfekovanej bunkovej linii sme porovnavali vplyv samotného DAUN (0,01-1 uM)
a jeho kombinécie s TIR (1; 5; 10 uM) na viabilitu bunkovej linie HCT116, ktora sme
vyhodnocovali na zdklade MTT testu. Zvolené koncentracie TIR vychadzali z vysledkov
predoslého experimentu. Pre overenie bunkovej viability sme pouZili kontrolné roztoky 10 %
DMSO (negativna kontrola- 0 % viabilita) a DMEM s DMSO (pozitivna kontrola- 100 %
viabilita). Pred uskutocnenim MTT testu boli bunky HCT116 so Studovanymi latkami
inkubované po dobu 72 hod. Obr. 10 A/ B zobrazuje prehl'ad pouzitych koncentracii DAUN
a TIR, ich kombindcie, pozorovany inhibi¢ny u¢inok a vplyv na zivotnost’ rdzne transfekovane;j

bunkovej linie HCT116 (pCI_ AKR1C3/ pCI_EV).
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Obr. 10A a 10B Vplyv kombinacie zvolenych koncentracii DAUN s TIR na Zzivotnost HCT116 buniek

transfekovanych plazmidom koédujucim pCI_ AKRI1C3 (10A) a buniek transfekovanych prazdnym plazmidom
pCIL EV (10B). Pre vyhodnotenie dat bol pouzity MTT test. Uvedené vysledky su priemerom +SD z troch
nezavisle uskutocnenych experimentov. Program GraphPad Prism 9.3.1 bol pouzity pre Statistické vyhodnotenie
ziskanych dat (n- $tatisticky nesignifikantna zmena; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).
Pre posudenie Statistickej vyznamnosti sme pouzili vybrany Statisticky test (jednosmerna ANOVA s naslednym

post hoc Dunnettovym testom).

Grafy zobrazuji kombinaéné Stadie uskutocnené na jednej bunkovej linit HCT116, ktora
sice prirodzene exprimuje enzym AKR1C3 ale iba minimélne (t. j. v zanedbateI'nom mnozstve)
(Hofman et al., 2014), a preto bola v prvom pripade bunkova linia transfekovanéa plazmidom
kodujiicim enzym pCI. AKRI1C3 (Obr. 10A) so suspekciou pre sprostredkovanie rezistencie.
V druhom pripade boli bunky transfekované prazdnym plazmidom pCI_EV (obr. 10B).

Z obr. 10A je zrejmé, ze redukénd aktivita enzymu AKRI1C3 méa svoju rolu
v sprostredkovani rezistencie vo¢i DAUN. Viabilita buniek je vyrazne vysSia v pripade
samotného DAUN (neinhibovanej reakcie) nez pri porovnani rovnakej reakcie v pripade
bunieck HCT116 pCIl EV (negativna kontrola) na obr. 10B. V pripade porovnavanych
bunkovych linii je jedinym rozdielom prave schopnost’, resp. neschopnost’ nadmernej expresie
AKRI1C3 enzgmu. HCT116 bunky pCI_AKR1C3 (Obr. 10A) s nadmernou expresiou enzymu

si teda odolnejSie (t. j. rezistentné), voc¢i podsobeniu samotného DAUN. Redukciou
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produkovany DAUNOL je vyznamne menej cytotoxicky ucinny, ¢o sa prejavi ako zvySena
zivotnost’ rakovinovej bunkovej linie. Po pridani TIR v troch uvedenych koncentraciach
moézeme sledovat’ signifikantné zmeny viability kombindcie DAUN s TIR v smere
resenzitizacie buniek voc¢i pdsobeniu DAUN. So zvysujiucou sa koncentraciou TIR bol vplyv

ich kombinécie na obnovenie citlivosti buniek o to viac vyznamnejsi.

V druhom pripade, u buniek transfekovanych prazdnym plazmidom pCI EV, je
na obr. 10B viditeI'né, Ze viabilita buniek so zvySujucou sa koncentraciou DAUN klesa. Bunky
su vo¢i DAUN citlivé, pretoze v tomto pripade chyba faktor sprostredkujici rezistenciu
(t j. nadmernd expresia AKR1C3). Bunky HCT116 pCI_EV tak nie su rezistentné a DAUN
vykazuje o¢akéavany cytotoxicky uc¢inok. Kombinacia TIR s DAUN v tomto pripade neviedla
k zvySeniu cytotoxického t¢inku DAUN. TIR nevykazoval inhibi¢ny u€inok, resp. neinhiboval
metabolicku inaktivaciu DAUN cestou inhibicie AKR1C3 enzymu, pretoZe tato bunkova linia

AKR1C3 sice exprimuje, ale iba minimalne (t.j. zanedbatel'ne).

V §tudii sa Hofman et al. (2014), zaoberali lohou izoformy AKR1C3 v sprostredkovani
vzniku rezistencie na DAUN a IDA mechanizmom redukcie spominanych ANTRA na menej
protinadorovo u¢inné, ale zaroven aj viac toxické hydroxymetabolity. Spomedzi skimanych
ANTRA sa ako najvhodnejsi substrat pre AKR1C3 javil DAUN. Preukazali rolu AKR1C3
v smere zvySenia rezistencie nddorovych buniek schopnost’ou tohto enzymu svojou redukénou
aktivitou zniZzovat’ protinadorovy u¢inok DAUN. Zarovei preukdzali, Ze podanie Specifického
inhibitora AKR1C3 2'-hydroxyflavanonu vyznamne ovplyvnilo rezistenciu nadorovych buniek
smerom k jej zvrateniu a teda podanie Specifického inhibitora spelo k obnoveniu citlivosti
buniek na podavané protinadorové lieciva. Tato skutocnost’ naznacuje, Ze pouZitiec ANTRA
v kombinécii so Specifickymi inhibitormi AKR1C3, by mohla byt jednou z efektivnejSich

stratégii pri lie€be nadorov s nadmernou expresiou AKR1C3 enzymu.

Vyuzitim tejto farmakologickej stratégie na ceste k prekonaniu rezistencie sa zaoberali
viaceré S$tudie, ktorych predmetom bolo skimanie kombinacie ANTRA s vybranym
inhibitorom na Grovni bunkovej linie s nadmernou expresiou AKR1C3. V §tudii od Novotna
etal. (2018a; 2018b), pokraCovali dalej aj v Studovani vyuzitia kombindcie DAUN
s purvalanolom A/ roscovitinom a dinaciclibom. Ich vysledky preukézali synergizmus tejto
kombinacie a teda, Ze tieto inhibitory nielen vykazovali inhibi¢ny Gi¢inok na aktivitu AKR1C3,
ale zaroven prispievali k zvySenej cytotoxicite DAUN, co viedlo k obnoveniu citlivosti buniek

a prekonaniu rezistencie. Morell et al. (2020; 2021), v pripade Studovanych kombinacii DAUN
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s IBR, ACA alebo midostaurinom preukézali, ze Studované inhibitory potencovali cytotoxicky
uc¢inok DAUN vyznamnou inhibi¢nou aktivitou vo¢i AKRI1C3 nielen in vitro, ale aj
na bunkovej urovni. K podobnym vysledkom synergického pdsobenia, v pripade bunkovych
linii s nadmernou expresiou AKR1C3, sa dopracovali aj v pripade $tudii Tavares et al. (2020),
kde skimali kombinaciu DAUN s OLA alebo aj v pripade $tadie Cermakova et al. (2022),
s kombinaciou zanubrutinib (ZAN) / DAUN.

Ked’ze vo vyssie spominanych stidiach uz preukazali synergicky efekt u inych typov
BTK inhibitorov (napr. IBR, ACA, ZAN), je teda predpoklad podobného tc¢inku aj v pripade
nasho skimaného BTK inhibitora TIR. Vysledkom naSich kombina¢nych $tudii sme potvrdili,
ze TIR vyznamne inhibuje aktivitu AKRI1C3, zvySuje cytotoxicky ucinok DAUN,
¢im dochadza k obnoveniu citlivosti buniek, a teda k prekonaniu rezistencie v pripade HCT116
pCI_AKRIC3 bunkovej linie s nadmernou expresiou AKRIC3. Aj naSe vysledky sa tak
priklanaja k ostatnym Studidm, ktoré naznacujl, ze vyuzitie spolocného podavania BTK
inhibitorov moze sluzit’ ako cesta pre zlepSenie terapeutickej ti¢innosti ANTRA, za sucasne;j
moznosti znizenia podavanej davky ANTRA ateda v kone¢nom dosledku aj k znizeniu vyskytu
ostatnych NU ANTRA. Avsak, pre potvrdenie ¢ vyvratenie tohto synergického uéinku

pre kombinaciu DAUN/ TIR je nutné vykonanie d’alSich potrebnych experimentov.
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6 ZAVER

V ramci predkladanej diplomovej prace sme sa zaoberali Stidiom inhibi¢nej aktivity
tyrozinkindzového inhibitora TIR vo¢i vybranému enzymu z nadrodiny AKR, menovite
AKRI1C3, na rakovinovej bunkovej linii HCT116. Dalej sme sa zaoberali aj skimanim
kombinacie DAUN so spominanym inhibitorom. Vzhl'adom k ziskanym vysledkom mdzeme

skonStatovat’, ze stanovené ciele tejto diplomovej prace sme splnili.

e Pomocou cytotoxického testu MTT sme zistili, Ze TIR v pouzitych koncentraciach
nevykazoval vyznamny cytotoxicky efekt na Studovanej bunkovej linii a nemal teda
vyznamny vplyv na Zivotnost’ buniek HCT116. AvSak pri nami pouZite] najvyssej
koncentracii (50 pM) sme uz mohli pozorovat’ pokles bunkovej viability.

o Uspesnost prechodnej transfekcie buniek HCT116 prazdnym (pCI_EV) a plazmidom
kédujucim  izoformu AKRIC3 (pCI_AKRI1C3) bola potvrdend vzhl'adom
k nameranym datam v néslednych experimentoch, ktoré poukazali na pritomnost,
resp. nepritomnost’ skiimaného enzymu.

¢ Studovany inhibiény éinok TIR na aktivitu enzgymu AKR1C3, s vyuzitim DAUN ako
substratu, bol potvrdeny na rézne transfekovanej bunkovej linii HCT116. Hodnota
ICs0 TIR, pri ktorej klesla aktivita enzymu AKR1C3 na polovicu, bola 12,01 uM.

e Pomocou experimentov v ramci naSich kombinacnych Studii sme preukazali,
prostrednictvom cytotoxického testu MTT, Ze v pripade HCT116 pCl_AKR1C3
bunkovej linie s nadmernou expresiou AKR1C3, TIR vyznamne inhibuje redukénu
aktivitu AKR1C3, ¢im dochadza k zvySeniu (obnoveniu) citlivosti buniek vo¢i DAUN,

zvySeniu cytotoxického ticinku DAUN, a teda k prekonaniu rezistencie vo¢i ANTRA.

Vysledky namerané v ramci tejto diplomovej prace d’alej nadvédzuji na predchadzajice
poznatky a tiez sa priklanaju k moznosti, ze spolo¢né podavanie skimaného inhibitora TIR
s ANTRA modze predstavovat potenciondlnu cestu pre prekonanie rezistenie, zvySenie
efektivity a bezpecnosti terapie ANTRA, ato najmid v pripadoch patologickych stavov
s nadmernou expresiou AKR1C3. V budtcnosti by bolo vhodné d’alej pokracovat’ v skimani
kombinacie DAUN/ TIR pre potvrdenie alebo vyvratenie mozného synergického pdsobenia

in vivo.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

3a- hydroxysteroiddehydrogenazy
(ang.) ATP- binding cassette
acalabrutinib

aldo-ketoreduktazy

aminokyselina

antracyklinové antibiotika

ultracistd voda (voda pre injekcie)
adenozintrifosfat

B- bunkovy receptor

(ang.) breast cancer resistance protein
Brutonové kindza

(ang.) carbonyl reductase
cyklin-dependentna kinaza

inhibitor cyklin-dependentnej kinazy
konfiden¢ny interval

centralny nervovy systém

(ang.) carbonyl reducing enzymes
daunorubicin

daunorubicinol

dexrazoxan

(ang.) Dullbecco’s modified Eagle’s medium

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
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DOX
DOXOL
EA

EPI

FBS

FK
FLT3
GABA
IBR

ICso
IDA
KVS
MDR
MDRI1
MRP
MTT
NAD(H)
NADP(H)
NRTK
ns

NU
OATPIA2
OCT1

OLA

doxorubicin

doxorubicinol

etylacetat

epirubicin

fetdlne bovinné sérum

farmakokinetika

(ang.) FMS- like tyrosine kinase 3 receptor inhibitor
kyselina gama-aminomaslova

ibrutinib

polovi¢na inhibi¢na koncentracia

idarubicin

kardiovaskularny systém

dehydrogendzy/ reduktazy so stredne dlhym retazcom
(ang.) multidrug resistance gene 1

(ang.) multidrug resistance associated proteins
kolorimetricky test k ureniu bunkovej viability
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinikleotidfosfat
nereceptorova tyrozinkinaza

Statisticky nevyznamna zmena

neziaduce ucinky

(ang.) organic anion transporting polypeptide-A
(ang.) organic cation transporter 1

olaparib
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PG
P-gp

PBS
pCI_AKRI1C3
pCI EV
PI3K

PK

PPARy

ROS
RTK
RYR2
SD
SDR
SLC
SR
TIM
TIR
TK
TKI
TOP
TOP2
TOP2

TOP2a

prostaglandin

P- glykoprotein

fosfatovy pufer

plazmid koédujtci enzym AKR1C3
prazdny plazmid
fosfatidylinozitol-3-kinaza
proteinkinaza

(ang.) peroxisome proliferator-activated receptor gamma
rizikové faktory

(ang.) reactive oxygen species
receptorova tyrozinkindza
ryanodinovy receptor 2
smerodatna odchylka

(ang.) short- chain dehydrogenases/ reductases
(ang.) solute carrier transporters
sarkoplazmatické retikulum
triozafosfatizomeraza

tirabrutinib

tyrozinkinaza

tyrozinkinazovy inhibitor
topoizomeraza

topoizomeraza II

B-izomér topoizomerazy 11

a-izomér topoizomerazy I1
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UHPLC ultravysokot¢inna kvapalinovéa chromatografia

ZAN zanubrutinib
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