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ABSTRAKT
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Nézev diplomové prace: Vliv inhibice belinostatu na aktivitu vybranych reduktas z

nadrodiny AKR a SDR

Antracyklinové antibiotika (ANT) jsou vyznamnd protinddorova 1éciva. Jednim
z nich je daunorubicin (DAUN), ktery se pouziva v 1ébé akutnich leukémii a jinych
malignit u déti i dospélych. Mezi faktory limitujici jeho klinické pouziti patii rezistence
a kardiotoxicita. Enzymy z nadrodiny aldo-ketoreduktaz (AKR) a dehydrogendz/reduktaz
s kratkym fetézcem (SDR) katalyzuji redukci DAUN na C-13 alkoholovy metabolit
daunorubicinol (DAUNOL). Ten ma vyssi kardiotoxicitu, mensi antineoplastickou
aktivitu a je zodpovédny mimo jiné za ANT rezistenci. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit inhibi¢ni ucinek belinostatu na aktivitu AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBRI.
Specificka enzymova aktivita a inhibi¢ni potencial byly posouzeny na urovni in vitro
pomoci rekombinantnich enzymli a enzymatickd tvorba DAUNOL byla hodnocena
pomoci kapalinové chromatografie (UHPLC). Mira inhibice klesala v pofadi AKR1C3 >
AKRIB10 > AKR1A1 > AKRI1B1 > CBRI1. Nejvice inhibovany enzym AKRI1C3
vykazoval 50,7% inhibici 10uM belinostatem a 89,2% inhibici 50uM belinostatem. V
porovnani s podobnymi publikacemi muizeme fict, ze belinostat ma pomérné silny
inhibi¢ni potencidl viici AKR1C3 (ICs0=9,5 £ 0,6 uM, K; = 8,9 £ 0,4 s kinetikou blizkou
nekompetitivnim inhibitorim). Na ziklad¢ naSich vysledkii Ize ptedpokladat, ze
kombinace DAUN a belinostatu mtze inhibici AKRI1C3 zlepsit terapeuticky tcinek a
bezpecnost ANT. Mozné je také vyuZiti inhibitoru jako chemoterapeutika u riznych

onemocnéni souvisejicich s upregulaci AKRIC3.
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Title of diploma thesis: The influence of belinostat inhibition on the activity of selected

reductases from AKR and SDR superfamilies

Anthracycline antibiotics (ANTs) are important antineoplastic agents. One of
them, daunorubicin (DAUN), is used for the treatment of acute leukaemia and other
malignancies in children and adults. Factors limiting its clinical use include mainly
resistance and cardiotoxicity. Enzymes from aldo-keto reductase (AKR) and short-chain
dehydrogenase/reductase (SDR) superfamilies mediated the reduction of DAUN to its C-
13 alcohol metabolite daunorubicinol (DAUNOL). The metabolite is more cardiotoxic,
less antineoplastic, and is causing anthracycline resistance. This diploma thesis aimed to
examine the inhibitory effect of belinostat on the activity of AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3,
and CBR1. The specific enzyme activity and inhibitory potential were estimated in vitro
using recombinant enzymes, and the enzymatic production of DAUNOL was evaluated
by the liquid chromatography (UHPLC) system. The inhibition was decreased in order
AKR1C3 > AKRIB10 > AKR1A1 > AKR1B1 > CBR1. The most inhibited enzyme,
AKRIC3, expressed 50,7% inhibition by 10uM belinostat and 89,2% inhibition by 50uM
belinostat. In comparison with other similar publications, we can conclude that belinostat
is relatively strong inhibitor against AKR1C3 (ICso = 9,5 £ 0,6 uM, K; = 8,9 £ 0,4 and
acts as a non-competitive one). Based on these findings, we can presume that the
combination of DAUN and belinostat may potentially enhance the therapeutic
effectiveness and safety of ANT via inhibition of AKR1C3. It can also be designed like

a chemotherapeutic agent for many diseases associated with upregulation of AKR1C3.
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou stale jednou z nejcastéjSich pfi¢in imrti na svéte,
nebot’ se jednd o heterogenni skupinu onemocnéni s ¢asto slozitymi mechanismy
patogeneze a rychlou progresi. Probiha fada studii hledajici nova protinadorova léciva,
zkoumajici moznosti novych cili 1é¢by, apod. Stejné¢ intenzivné védci pracuji na
pochopeni mechanismt u€inku stavajicich chemoterapeutik, pfipadné moznostech jejich

kombinovaného vyuziti.

Antracyklinova antibiotika (ANT) patfi mezi velmi vyznamna cytostatika a jsou
standardni volbou v 1é€bé mnoha nadorovych onemocnéni, jako jsou akutni leukémie,
lymfomy, mnohocetny myelom, karcinomy plic, vajecnikt, prsu, §titné zlazy a mnoho
dalsich. (Kizek et al. 2012) Limity jejich klinického uziti predstavuji predevsim
nezadouci U€inky a rozvoj lékové rezistence nadorovych bunék k 1é¢iviim. Velky vliv na
tyto limitujici faktory ma metabolismus ANT, pfedevsim redukce karbonylové skupiny
katalyzovana redukujicimi enzymy z nadrodin AKR a SDR. V této diplomové praci byly
zkoumany aktivity vybranych enzymtit AKR1A1, 1B1, 1B10 a 1C3 a z nadrodiny SDR
CBRI1.

Diky casto nezastupitelné roli ANT v terapii je velkd snaha zkoumat latky
s inhibi¢nim potencidlem vici enzymim. Nasledné podani inhibitoru spolu s ANT by
ucinné metabolity a také pfedchazet rozvoji rezistence. Hlavni néplni této diplomové
prace bylo zkoumani in vitro inhibi¢niho vlivu belinostatu na enzymy katalyzujici redukci
ANT. Jako substrat byl v praci pouzit daunorubicin a zmény aktivit enzyma byly
hodnoceny na zékladé¢ méteného mnozstvi redukovaného metabolitu vzniklého pfeménou

puvodniho 1éc¢iva.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antracyklinova antibiotika/cytostatika

ANT patii mezi nejucinnéjsi protinddorova 1é¢iva a maji Casto nezastupitelné
postaveni v 1écbé Sirokého spektra malignit u déti i dospélych. (Plebuch et al. 2007,
Mladosievicova et al. 2014) Predevs§im jsou zamétend proti hematologickym malignitdm
a fad¢ solidnich nadort, konkrétné pak naptiklad proti rakoviné prsu, gynekologickym,
urogenitalnim nebo endokrinnim nadortim, rakoviné zaludku nebo Kaposiho sarkomu.

(Hortobagyi 1997, Wallace et al. 2020)

Mechanismus antineoplastického u¢inku ANT nebyl znamy jesté¢ dlouhou dobu
po jejich zavedeni. Dnes je za hlavni cil jejich protinadorového plisobeni povazovana
topoisomeraza 2a. a jeji inhibice diky interkalaci (reverzibilni vlozeni) antracyklinu mezi
sousedni par bazi DNA. Oddélend vlakna DNA jsou kovalentné napojena na tyrosinova
rezidua topoisomerdzy 2, to brani opétovnému vytvoieni DNA a dochézi k blokaci
replikace a transkripce DNA, ¢imz inhibuji progresi nadoru. Antracykliny mohou
ucinkovat proti nadoru také tvorbou volnych hydroxylovych radikald, indukei apoptézy,
poskozenim urcité signalni drahy nebo mitochondrialni dysfunkci. (Stérba et al. 2013,

Plebuch et al. 2007, Mladosievic¢ova et al. 2014)

Do této skupiny 1é¢iv patii doxorubicin (DOX), daunorubicin (DAUN), idarubicin
(IDA), epirubicin (EPI), aj. (Plebuch et al. 2007, Wallace et al. 2020) VSechny tyto
antracykliny maji strukturu, ktera je tvofena z tzv. aglykonu a cukerné ¢asti. Aglykon se
sklada z tetracyklické struktury s pfilehlymi chinonovymi a hydrochinonovymi kruhy.
Cukerna ¢ast je pfipojena glykosidickou vazbou na uhliku 7 tetracyklického kruhu A
(Obr. 1). Cukernou ¢&ast tvoii 3-amino-2,3,6-trideoxy-L-fukosyl, nazyvany jako
daunosamin. DAUN je charakteristicky postrannim fetézcem s karbonylem (C-13)
ukon¢enym methylem. DOX tento fetézec konéi primarnim alkoholem. DOX se od
DAUN tak 1i$i jen hydroxylovou skupinou na C-14. EPI je epimer DOX liSici se pouze v
orientaci hydroxylové skupiny na daunosaminu. IDA je analog DAUN, ktery postrada 4-
methoxy skupinu v kruhu D (Obr. 1). Tyto malé rozdily maji vyznamné diisledky na
spektrum aktivity a i€innosti jednotlivych ANT. (Kizek et al. 2012, Stérba et al. 2013)
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Obr. 1: Struktury vybranych ANT (Pfevzato z: Kizek et al. 2012)

2.1.1 Daunorubicin

DAUN (daunomycin, rubidomycin, rubomicin C, aj.) byl prvnim identifikovanym
1é¢ivem ze skupiny ANT. (Meriwether & Bachur 1972, Wallace et al. 2020) Byl uspésné
izolovan z kultur Streptomyces peucetius v Italii roku 1963 (Grein 1987). Nasledné studie
v 60. letech vedly k izolaci DOX ze Streptomyces peucetius var. caesius. (Arcamone et
al. 1969) Ostatni derivaty byly vyvinuty pozdéji v priibéhu nékolika dalSich let a to v¢.
EPI k 1é¢bé karcinomu prsu, zaludku a mocovych cest nebo IDA s vylepSenou ucinnosti
proti akutni myeloidni leukémii (AML). Vyvinut byl také mitoxantron, ktery ma s ANT
mnoho spolecnych rysi véetn¢ kardiotoxicity a vyuziva se piredevSim v chemoterapii
rakoviny prsu, prostaty, non-Hodgkinova lymfomu nebo AML. (Stérba et al. 2013)
DAUN prokazal v preklinickych a klinickych studiich vyraznou t€innost ptfedevsim proti
akutnim leukémiim, Kaposiho sarkomu souvisejiciho s AIDS a proti n¢kterym dalSim
solidnim nadortim. (Anonym 2021c¢) Byl prvnim antineoplastikem s ptsobivou klinickou

aktivitou v 1écbé akutnich détskych leukémii. (Kizek et al. 2012)

2.1.2 Lécba akutni myeloidni leukémie

AML je agresivni hematopoetickd malignita charakteristicka predevSim
nekontrolovatelnou proliferaci, abnormalnim pfeZivanim a pferuSenym vyzravanim
leukemickych buné€k v kostni dfeni. Kvili tomu dochézi k vyraznému sniZeni hemopoézy

a ztraté¢ normalné funk¢nich neutrofilii, krevnich desticek a erytrocytil. Jde o onemocnéni
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znaén€ molekularné heterogenni. Je spojené s relativné Spatnou prognoézou. Pétileté
preziti se s vékem pacientli (> 60 let) jesté snizuje, nicméné 1 u mladsich je diky ¢astému
relapsu velmi nizké, kolem asi 25 %. Ke Spatné prognéze onemocnéni kromé relapsu
prispiva 1 sniZzeni ucinnosti 1écby v dasledku rezistence na pouzitd chemoterapeutika.
(Varatharajan et al. 2016, Khanim et al. 2009) Zvlast¢ u starSich pacientii je rozvoj
mnohocetné 1¢ékové rezistence (MDR) velkym problémem terapie. Exprese P-
glykoproteinu (Pgp), souvisejici s MDR, byva u téchto pacientii spojovana s niz$i mirou

uplné remise. (Craig & Schiller 2008)

Obecnym cilem chemoterapie AML je snaha o obnoveni normalni funkce kostni
dfen¢. (Craig & Schiller 2008) V soucasné dob¢ je standardem 1é¢by AML volba ANT,
predevsim DAUN, kombinovaného s cytarabinem (Ara-C). Ara-C je povazovan za
nezbytnou soucdst 1écebnych rezimi AML diky schopnosti plsobit na vice Urovni.
Napomaha apoptoze, diky zménam ve struktufe membran zlepSuje piistup ptirozenym
imunitnim mechanismiim a pisobi i na DNA. (Bashir et al. 2015) ANT neselektivné
inhibuje syntézu DNA a RNA, kvili ¢emuz maze byt jeho antileukemicka aktivita
spojend se systémovou toxicitou. I z toho divodu je vedle této konvencni chemoterapie
snaha o vyvijeni novych terapeutickych latek a pfistupli. Takovymi novymi piistupy
muze byt pouziti pohlavniho steroidu medroxyprogesteron acetatu (MPA). Dalsi
moznosti je kombinovana lécba s vyuzitim vice 1€kl a jejich Gcinky se tak synerguji.

(Varatharajan et al. 2016, Khanim et al. 2009)

2.2 Toxicita

Vyuziti antracyklinovych cytostatik je diky vysoké ucinnosti velmi piinosné,
nezadouci u¢inek ANT lécby limitujici jeji klinické vyuziti. Mezi dal$i nezadouci Gi¢inky,
obecné zpravidla reverzibilni a jiz spolecné pro vétSinu cytostatik, patfi stomatitida,

nevolnost, zvraceni, alopecie nebo horecka. (Hortobagyi 1997, Wallace et al. 2020)

Uz po prvni davee ANT muiize dochazet k poskozeni srdce na subcelularni irovni
- poSkozeni bunécnych membran a struktur. Kardiomyocyty mohou po podani nékterych
ANT vykazovat zvySenou autofagickou aktivitu. V dusledku autofagie bézné dochazi

k odstranéni nebo recyklaci poSkozenych proteini bunky. Problém nastava, kdyz se
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schopnost autofagie stane nekontrolovatelnou a zpisobuje nezddouci bunécnou smrt.

(Mladosievicova et al. 2014)

Nekteré hypotézy pii popisu mechanismil toxicity mluvi také o mitochondridlni
dysfunkci nebo tvorbé ,komplext zeleza®“ vlivem plsobeni ANT na srdecni tkan.
(Plebuch et al. 2007) ANT interaguji s ionty zeleza, kdy se redoxni stav iontli pfeménuje
mezi Fe(IT) a Fe(III). Vznikaji tim toxické reaktivni formy kysliku (ROS), které¢ zptisobuji
apoptozu a poskozuji DNA. Tkan myokardu je k poskozeni volnymi radikéaly zvlast
nachylna kvili nizké aktivité antioxidacnich enzymu v kardiomyocytech. (Hortobagyi

1997, Kizek et al. 2012)

Postupnym tuc¢inkem dochazi cCasto az k ireverzibilnimu zaniku myocytii a
poskozeni i jinych srdecnich bunék. I pfes ireverzibilni zanik je mnozstvi myocytd diky
znaénym rezervam srdce schopno do urcité miry kompenzovat poSkozeni bez klinickych
projevu srdecni dysfunkce. (Mladosievicova et al. 2014) Pokud kompenzace nejsou
schopné nebo je zasah pfili§ velky, dochéazi k riiznym klinickym projeviim od akutni
srde¢ni ptihody az po chronické méstnavé srdecni selhani. (Plebuch et al. 2007) Obecné
mluvime o akutni kardiotoxicité¢ nebo nasledné€ o progresi v pozdni neboli chronickou
kardiotoxicitu. Akutni kardiotoxicita se projevuje arytmii, myokarditidou nebo
perikarditidou. Mezi projevy subakutni a pozdni kardiotoxicity fadime kardialni

dysfunkci, srde¢ni selhani a kardiomyopatii. (Mladosievi¢ova et al. 2014)

Antracyklinem navozena kardiotoxicita je kumulativni, zavisld na davce. (Zhang
et al. 2016) Projevy akutni kardiotoxicity na davce podaného antracyklinu tolik zavislé
nejsou, ale v rozvoji chronické kardiotoxicity ma davka zasadni vliv. S ohledem na to je
snaha snizit nebo zabranit kardiotoxicité takovym davkovacim schématem, ktery ,,vytvari
nizké maximalni plazmatické koncentrace 1éku.* (Hortobagyi 1997) Jsou 1 dalsi faktory,
které ptispivaji k progresi antracyklinové kardiotoxicity. Dochézi k ni naptiklad diky
postupnému ptisobeni zatéZovych stresori jako operace, virové infekce, toxické ucinky,

aj. (Mladosievicova et al. 2014)

Byl prokazan také vyznamny vliv alkoholovych metaboliti ANT v patogenezi
antracyklinové kardiotoxicity. Z vétSi miry jsou zodpovédné za chronickou a pozdni
toxicitu. Potvrzuje to 1 fakt, Ze rozvoj chronické kardiomyopatie obvykle doprovazi
vyrazné hromadéni téchto sekundéarnich alkoholovych metabolitii ANT. (Plebuch et al.

2007) V kardiomyocytech se kumuluji vice neZ primarni léc¢ivo kvuli vyssi polarité.
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Jejich mechanismy poskozeni srde¢nich bunék jsou obdobné s plisobenim samotnych
ANT. Mohou navic vést k inaktivaci proteint ti€astnicich se na metabolismu kalcia a tim
narugovat jeho homeostazu. Casto také inaktivuji regulatory energetického metabolismu
a iontové kanaly. Jednotlivé ANT se liSi v Grovni tvorby téchto metabolit. ,,Naptiklad
EPI ma az 50x mensi schopnost tvorby sekundarnich metaboliti nez DOX.

(Mladosievic¢ova et al. 2014)

2.3 Rezistence

Dalsi vyraznou piekazkou v uspésné chemoterapii nddort ANT i chemoterapeutik
obecné je lékova rezistence, casto MDR proti celé fad€ antineoplastickych 1é¢iv. Bylo
zkoumano nékolik mechanismi, které jsou zodpovédné za rozvoj rezistence nadorovych
bunck k poddvanym 1ékim, vé. ANT. (Wolfram et al. 2000) Rezistence nadorovych
bunck byva obecné spojovéana s poklesem koncentraci 1é¢iva v intracelularnich cilech a

tim logickym sniZzenim uc¢innosti celé 1écby. (Meschini et al. 2002)

K poklesu koncentraci dochéazi prostfednictvim ATP-dependentniho efluxu
(od¢erpani) mnozstvi nemodifikovaného 1é¢iva z buniky. V rozvoji MDR se uplatiiuji
pfedevsim efluxni transportéry z ABC rodiny transportér (z angl. ATP Binding
Cassette), predevSim pak ABCBI, neboli Pgp. Tento glykoprotein s povrchovou
membranovou permeabilitou se vyznacuje Sirokou substratovou specifitou. (Plebuch et
al. 2007) VSechny ANT jsou pro transportér Pgp kompatibilnimi substraty. (Kizek et al.
2012) Jeho nadmérna exprese je tak povazovana za jeden z mechanismi rozvoje
rezistence. Tuto souvislost dokazuji 1 zdznamy Boosera & Hortobagyia (1994) o
nadmérné expresi Pgp u pacientek s ovaridlnim karcinomem zroku 1985, které

prokazatelné trpély klinickou multilékovou rezistenci.

V multirezistentnich bunkach byva také casto exprimovan LRP (the lung
resistance-related protein), ktery je schopny v dobé¢ diagndzy castecné predikovat

odpovéd’ na chemoterapii u riznych typt nadorti. (Wolfram et al. 2000)

K ziskané rezistenci silnych antracyklinovych chemoterapeutik, jako i DAUN,
pfispivd kromé& ATP-fizenych efluxi také metabolickd inaktivace ANT redukci
karbonylu. Souvisi tedy pfimo s indukovanou expresi a zvySenymi hladinami enzymu

metabolizujicich/detoxikujicich 1é¢ivo, jako je aldehyd dehydrogendza, konjugujici
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enzymy glukuronyltransferdza a glutathiontransferdza nebo karbonyl redukujici enzymy

ze skupiny AKR a SDR. (Plebuch et al. 2007, Wolfram et al. 2000)

Moznym feSenim rizika vzniku rezistence mohou byt 1é¢iva blokujici pumpu Pgp.
(Booser & Hortobagyi 1994) Dalsi moznosti je poddvani ANT v lipozomalni formé, kdy
rezistentni nadory mohou byt vyrazné citlivéjsi k ANT podanym v této formé.
Enkapsulace 1é¢iva do lipozomu méni celkovou tkanovou distribuci a farmakokinetické
vlastnosti tak, ze distribuce v nadorech je zvysSena, ob¢h léCiva prodlouzeny a volna
koncentrace v plazmé niz§i. Diky tomu se mlize zvysit jejich protinddorova aktivita. Dnes

vvvvvv

(Kizek et al. 2012, Hortobagyi 1997)

Také modulace enzyml redukujicich antracykliny mutze znamenat zlepSeni
citlivosti bun¢k k danému lécivu. Dochdzi tim k ovlivnéni farmakokinetickych a
farmakodynamickych vlastnosti I¢ku. Piikladem takové regulace je spole¢né podani ANT
a specifického AKR1C3 inhibitoru 2’-hydroxyflavanonu, diky kterému byla reverzibilni
rezistence bunck viici DAUN a IDA zvracena, jak ukazuje obr. 2. (Hofman et al. 2014).
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Obr. 2: Reverzibilni rezistence nadorovych bunék k DAUN a IDA (Pfevzato z: Hofman et al. 2014)
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2.4 Metabolismus

Metabolismus 1é¢iva zahrnuje, vedle vlastnich biotransformacnich reakci 1. a II.
faze biotransformace, také procesy transportni. VétSina ANT je podavana intravenozni
infuzi. Do bunék vstupuji pasivni difuzi. Typické jsou pro né velké distribu¢ni objemy
diky Siroké distribuci do tkani a vazbé& v nitrobunécném prostoru. Tato intracelularni
akumulace miize vést k 10 — 500x vy$§im koncentracim 1é¢iva. Uginnost tkafiového
vychytavani ovliviiuje i jejich lipofilita. Metabolizuji se pfevazné v jatrech a vylu¢ovany

jsou zluéi. (Kizek et al. 2012, Stérba et al. 2013)
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Hlavni metabolickou cestou ANT je redukce karbonylu v jejich struktute. U
DAUN probihéa na postrannim fetézci na uhliku C-13 (Obr. 3). Obecné se redukce tfadi
mezi reakce I. faze biotransformace. (Plebuch et al. 2007) Jejim principem je u
karbonylovych sloucenin pfeména reaktivni aldehydové nebo ketonové ¢asti na hydroxy
skupinu. Vysledny metabolit je snadnéji konjugovan v nasledné fazi biotransformace a
tim 1 Iépe eliminovan. Mluvime proto o tzv. detoxika¢nim nebo inaktivacnim kroku
metabolismu. (Wolfram et al. 2000, Hoffmann & Maser 2007) Z toxikologického
pohledu je vsak redukce karbonylu u 1é¢iv, jako je DAUN nebo DOX, nezédouci, protoze
ma vyznamny vliv na zvyseni jejich toxicity. (Hoffmann & Maser 2007) Odpovidajici
hydroxy metabolit, v pfipadé metabolismu DAUN 13-hydroxy metabolit daunorubicinol
(DAUNOL), je vyznamné méné ucinny v inhibici ristu nadorovych bunck. Je ale
ohrozujici kardiotoxicity, ktera limituje klinické pouziti DAUN. (Wolfram et al. 2000,
Plebuch et al. 2007)

DAUNORUBICIN DAUNORUBICINOL

0 oH 0 NADP"
e Kl
-0H
H3CO ' )
i
0 NADPH + H

NH; NH,

Obr. 3: Schéma redukce karbonylu DAUN (Pievzato z: Wolfram et al. 2000)

2.4.1 Enzymy

Existuje velka Skéala enzymi, které katalyzuji metabolické reakce karbonyld.
Karbonyl redukujici enzymy byly po dlouhou dobu velmi malo prozkoumané oproti
oxida¢nimu systému cytochromu P450 (CYP). Postupny pokrok od pocatku 70. let 20.
stoleti umoznil nékolik karbonyl redukujicich enzymi purifikovat, identifikovat a blize
charakterizovat jejich substratovou specificitu a kinetické parametry. A to v€etné popsani
tzv. pluripotentnich hydroxysteroidnich dehydrogendz (HSD), které se také podili na

metabolismu mnoha xenobiotickych karbonylovych slou¢enin. (Hoffmann & Maser
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2007) Mimo to se HSD ucastni regulace ti¢inku steroidniho hormonu a maji zasadni roli

v produkci steroidli lokalné v cilové tkani. (Penning et al. 2018)

Obecné je vétsina karbonyl redukujicich enzymua cClenéna do tii velkych
proteinovych nadrodin, a to do aldo-ketoreduktdz (AKR), dehydrogenaz/reduktiz
s kratkym tetézcem (SDR) a dehydrogenaz/reduktéz se sttedné dlouhym fetézcem. (Wsol
2017) Vétsina HSD je dnes zatfazena do podskupiny AKR1C. (Hoffmann & Maser, 2007)
Dle mezinarodni nomenklatury ma kazdy enzym ptidéleno odpovidajici EC ¢islo (z angl.
Enzyme Commision number). AKR a SDR nadrodiny maji piekryvajici se Sirokou
substratovou specifitu a pasobi kromé ANT na mnoho dalSich endogennich a
xenobiotickych aldehydt a ketonti. Hned u nékolika enzymi AKR a SDR byl popsan
potencial ptisobeni vici karbonylové skupiné DAUN a DOX. (Wsd6l 2017, Plebuch et al.
2007)

2.4.1.1 Aldo-ketoreduktazy

Jedna se o nadrodinu rozpustnych cytosolickych oxidoreduktaz, které
metabolizuji slouCeniny obsahujici karbonyl na primarni a sekundarni alkoholy a
vyuzivaji pti tom NADP(H) jako kofaktor. (Jin & Penning 2007, Wsol 2017) Jsou
tkanove specifické s pomérn€ nizkou substratovou selektivitou. Tyto enzymy redukuji
jak endogenni latky (pfedevsim steroidni hormony, ale 1 prostaglandiny, monosacharidy,
retinal nebo AGE prekurzory), tak xenobiotika (léciva — v€. DAUN, polycyklické
aromatické uhlovodiky, aflatoxiny aj. toxické latky). (Hofman et al. 2014)

VétSina enzyml z této nadrodiny jsou monomerni proteiny. V prostorovém
uspotfadani (Obr. 4) obsahuji soudkovy motiv, v némz se stfidaji a-helixy a (-vlakna.
(Penning & Drury 2007) Aktivni misto AKR se nachazi na dné soudku, na C-konci
proteinu. Zde probiha vlastni katalyza a v misté dochdzi 1 k interakci s nukleotidovymi
kofaktory pyridinu. (Barski et al. 2008, Penning et al. 2018) V aktivnim misté se nachazi
seskupeni 4 aminokyselin, a to Tyr, His, Asp a Lys. (Hoffmann & Maser 2007)
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Obr. 4: Krystalicka struktura aldo-ketoreduktazy: AKR1C3 s navazanym inhibitorem (Pfevzato z:
Anonym 2021a)

Vyskytuji se u vétSiny zivych organismil. U ¢lovéka je prozatim identifikovano
15 isoforem AKR, a to AKRI1A1l (aldehydreduktiza), AKR1B1, 1B10 a 1BI15
(aldosareduktazy), AKR1C1, 1C2, 1C3 a 1C4, AKRID1, AKR1E2, AKR6A3, 6AS5 a
6A9, AKR7A2 a 7A3. (Wso6l 2017) Tuéné zvyraznéné byly pouzity v naSem
experimentu. Je znamo, Ze lidské AKR maji velkou miru genového polymorfismu - single

nukleotide polymorphisms (SNP).

Obecny katalyticky mechanismus AKR enzymi naznacuje obr. 5, kde se nejprve
na enzym vaze kofaktor NADPH a nasledné substrat (v tomto ptipadé¢ steroid). Ve
vytvofeném centralnim komplexu dochézi k redukei a vzniku produktu, ktery opousti
komplex jako prvni a je nasledovany NADP'. (Penning & Drury 2007, Penning et al.
2018)

Cofactor Steroid Steroid Cofactor
NADPH substrate product NADP+*

E Il EsNADPH [l EeNADPHeS  ___~—  E*NADP*+P Tl EsNADP* Il E

EsNADPHsInhibitor EsNADP*<Inhibitor

Obr. 5: Mechanismus katalyzy AKR (Pfevzato z: Penning et al. 2018)
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AKRIA1

Isoforma AKRI1A1, oznaCend jako aldehydreduktdza, je jednim zprvné
objevenych AKR. Jde se o cytosolicky enzym, ktery je nejvice exprimovany

v proximalnich tubulech ledvin. (Wsél 2017)

Na zacatku byl identifikovan jako klicovy enzym v biosyntéze kyseliny
askorbové. Na mysich liniich bylo prokdzano, ze pfi absenci genu pro tento enzym,
mohou nizké sérové hladiny kyseliny askorbové vést k nefyziologickému vyvoji kosti a
osteoporodze. U lidi zahrnuje Sirokou Skdlu jinych substratii s preferenci negativné
nabitych sloucenin obsahujicich karboxylovou skupinu. Je ale G¢inny i pfi redukcich
aromatickych a steroidnich aldehydi. (Barski et al. 2008) V biochemickych procesech
podilejicich se na redukci D-glyceraldehydu na glycerol a mevaldatu na kyselinu
mevalonovou. (Kim et al. 2012). Ve studiich byla prokdzana také ucast na redukci

DAUN. (Plebuch et al. 2007)

Je spojovan s radiorezistenci nadorovych bunék, tj. vyssi odolnosti pfed zatenim.
Mechanismem regulace radiacni citlivost je potlaeni aktivity proteinu p53 dané
vyraznou expresi AKRIA1l. Takto podpofend radiorezistence byla popsana
v radiorezistentnich buitkach karcinomu hrtanu. Jde o ochranny mechanismus bunék pred
smrti po ozafeni. Absence tohoto enzymu po depleci v nddorovych buitkdch znamenala

inhibici rastu bun¢k. (Kim et al. 2012)

AKRI1BI1

Tento cytosolicky enzym nese oznadeni aldosareduktiza. Radi se do BI
podrodiny AKR enzym( a je povazovan za nejvice prostudovanou isoformu AKR.
Chromozomové lokalizace genu pro tento enzym je 7q33. (Khayami et al. 2020) Je
exprimovan ve vSech tkanich téla, v¢éetné ledvin a varlat. Jeho hlavni roli v téle je redukce
cytotoxickych aromatickych i alifatickych aldehydii nebo toxickych produktii peroxidace
lipidt apod. (Lee et al. 2001)

Vedle redukce karbonylu DAUN je AKRIB1 diky vyznamné roli v
hyperglykemickém poSkozeni tkani dileZitym cilem v prevenci druhotnych projevil
diabetu jako jsou neuropatie, nefropatie nebo retinopatie. (Plebuch et al. 2007, Wsdl

2017) U diabetickych pacientii katalyzuje v tzv. polyolové cesté redukci glukdzy na
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sorbitol pii souasné spotiecbé NADPH a pifeméné na NADP'. Vznikajici sorbitol
v nadmérné mife méni osmolalitu bun¢k v ledvinach. Nasledné¢ muze dojit k pteméné az
na fruktéozu. Tuto cestu jako jeden z mechanismii poskozeni tkan¢ indukované
hyperglykémii popsal poprvé Hers 1956. Zvysi se tvorba kone¢nych produkt pokrocilé
glykace (AGEs) spolu s nimi ROS, coz ma za nasledek rozvoj riznych vyse zminénych

diabetickych komplikaci. (Lee et al. 2001, Khayami et al. 2020)

Bylo prokazano, ze se AKR1B1 podili na procesu kancerogeneze diky aktivaci
nukledrniho faktoru kappa B (NFkB). Aldehydy konjugované s glutathionem, pfedevs§im
pak GS-4-hydroxynonenal, jsou ucinné¢ redukovany enzymem. Ma také podil
na metabolismu prostaglandini a tvorbé prostaglandinu F2a, ktery podporuje zanét a
muze zvysit karcinogenezi mnoha nadord. Enzym je spojovan s mechanismy
karcinogenity u rakoviny prsu, pankreatu nebo u kolorektalniho karcinomu. (Khayami et

al. 2020, Shen et al. 2011)

AKRI1BI10

Enzym AKRIBI10 byl identifikovany az roku 1998. Je podobny AKRIBI
(shodnost 71 % v aminokyselinové sekvenci) pfedev§im selektivitou k substratim a
senzitivitou k inhibitorim, 1i§i se vSak misty vyskytu. Je nazyvéan ,,aldosareduktazou
tenkého stfeva“ diky vyrazné expresi pravé v tenkém a také tlustém stfevé. Dale je
exprimovan v jatrech, nadledvindch nebo brzliku. (Barski et al. 2008, Wsol 2017, Seliger
et al. 2018) Ve velké mife byl prokazan u nadort jater, plic (nemalobunécny karcinom
plic), prsu i u leukemickych bunék. Existuje n¢kolik mechanismi, kterymi napoméaha
tvorb& a rozvoji nadoru v¢. regulace syntézy mastnych kyselin a metabolismu lipida.
(Huang et al. 2016) AKR1B10 v rakovinnych bunkach také redukuje toxické karbonylové
slouceniny produkované nadorem. Tim napomaha snadné&jsi proliferaci a rastu nadoru.
(Shen et al. 2011) Podili se i na in vitro pteméng¢ all-trans-retinalu na retinol. Tim blokuje
cestu pfemény retinalu na kyselinu retinovou a dochazi ke sniZeni schopnosti bunék
regulovat diferenciaci a proliferaci a k zesileni karcinogeneze. (Seliger et al. 2018,

Penning 2015)

Enzym vykazuje v porovnani s AKRIB1 az 100x vys§i uCinnost katalyzy
v redukei retinalu a mnozstvi ketonti na odpovidajici alkoholy, v¢. DAUN. (Barski et al.

2008) Oproti AKR1B1, ktery katalyzuje redukci spiSe konjugovanych karbonyli, je
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AKRIBI10 aktivngjsi v pfeméné volnych karbonylovych sloucenin. Tato rozdilna

substratova specifita vychdzi z odlisné struktury aktivni kapsy enzymti. (Shen et al. 2011)

AKRI1C3

Tato isoforma se fadi mezi enzymy skupiny AKRIC. Se tiemi piibuznymi
isoformami (1C1, 1C2 a 1C4) sdili vice nez 84% ,,sekvencni homologii“. Vyskytuje se
témet vyhradné v jaterni tkani a prostaté, exprimovana je také v prsni tkani. (Zeng et al.

2017)

Je znama také jako prostaglandin F syntdza (PGF syntaza) nebo 17f3-
hydroxysteroid dehydrogenéza typ 5 (17B-HSD Type 5). Zahrnuje nékolik aktivit, diky
¢emuz je pluripotentni a schopna tak regulace velké mnozstvi androgentl, estrogenti i
progesteroni na ptisluSném receptoru. (Barski et al. 2008, Penning 2015, Penning 2018)
Ptirozen¢ katalyzuje endogenni steroidy a prostaglandiny. (Barski et al. 2008) M4 ale také
schopnost vlastni produkce androgent v nadorové tkani, kde je nadmérné exprimovana.
Jedna se o adaptaci na nizké hladiny sérovych androgent, kdy si je nddorova tkan tudiz
zacne vytvaret sama. (Penning et al. 2018) K tomu dochazi u hormonéln¢ zavislého
karcinomu prostaty, kdy je nadmérnou aktivaci androgenii podpofen rist nadoru.
Aktivace je zpiisobena redukci androstendion na testosteron. Obdobné u karcinomu prsu
a endometria dochazi v diisledku nadmérmné produkovaného testosteronu k tvorbé 17f-

estradiolu, ktery podnécuje proliferaci naddorovych bunék. (Hofman et al. 2014)

Dal8imi nadory, u kterych je nadmérné exprimovana AKR1C3, jsou nadory krve,
plic, mozku nebo ledvin. Tato ,,upregulace mize souviset i s agresivitou a invazivitou
daného nadoru. (Hofman et al. 2014) Riznorodost jejich u¢inku umoziiuje objeveni
inhibitort malych molekul, které mohou pfedstavovat potencidlni terapeutikum 1écby
hormonalné zavislych i nezavislych nadort prostaty, prsu, endometria, AML aj. (Penning

et al. 2018)

Mié velky vliv na metabolické cesty uvniti buiky. V ledvinach méni 11-
deoxykortikosteron na 20-a-hydroxy metabolit a tim snizi jeho aktivitu jako
mineralokortikoidu. Hlavni katalyzované metabolické drahy prostaglandinti a steroidl

jsou zobrazeny na obr. 6. AKR1C3 redukuje estron a progesteron, vznikaji 173-estradiol
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a 20a-hydroxyprogesteron. Jako prostaglandin-F-syntdza vytvaii prostaglandin Faa

pfeménou z prostaglandinu H> a 9a.,11B-prostaglandin F» z prostaglandinu D,.

Diky ucasti na metabolismu prostaglandini a této pfeméné dochazi v
leukemickych buiikach k omezeni diferenciaci. I zde tak mize inhibitor potencidlné

zlepsit ucinnost 1€cby. (Byrns et al. 2011)
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Obr. 6: Prehled metabolickych drah katalyzovanych steroidi a prostaglandini katalyzovanych
AKRI1C3 (Ptevzato z: Byrns et al. 2011)

2.4.1.2 Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem

Nadrodina SDR jsou ziejmé nejrozsahlejsi skupinou enzymil zahrnujici Sirokou
Skalu prokaryotickych a eukaryotickych enzymu. Jsou to NAD(P)(H)-dependentni
oxidoreduktazy. Volba NAD(P) ¢i NAD(P)H zavisi na zrovna pievazujici funkci
dehydrogenéazy nebo reduktdzy. Ve struktufe SDR se pro vazbu téchto nukleotidovych
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kofaktorti nachdzi tzv. Rossmanniiv zéhyb. (Penning et al. 2018) Vyskytuji se ve vétsing
zivych organismech jako rozpustné nebo nckteré jako membranové vazané proteiny.
Jejich funkce je predevSim fyziologickd, kdy se podili na metabolismu steroidi,
prostaglandinti, cukrti, aromatickych uhlovodikt, ale metabolizuji i né€kolik xenobiotik.
Preména signaliza¢nich molekul do aktivniho nebo neaktivniho stavu je zasadni funkci
téchto enzymi. Jsou zapojené také do fixace dusiku nebo syntézy antibiotik. Plsobi
nezavisle na kovech fungujicich jako kofaktor. Témi nejvyznamnéj$imi z této skupiny
enzymt jsou lidské karbonylreduktazy 1 a 3 (CBR1, 3). V nasem experimentu byl pouzity
CBRI1. (Hoffmann & Maser 2007, Ws61 2017)

CBRI1

CBRI je predevsim cytosolicky enzym, podle konkrétni produkce odpovidajiciho
genu vSak muize byt také v hladkém endoplazmatickém retikulu nebo dalSich
subcelularnich strukturdch. (Penning et al. 2018) V pfirodé je témet vSudypfitomny.
V lidském téle se exprimuje ve vétSiné tkani, predev§im v jatrech, placenté, zaludku,
hladkosvalovych vladknech, ledvinach a CNS. CNS je diky nému chranéna ptred vlivy
toxickych karbonyli. Ma terapeuticky velky potencidl, nicméné je pomérné¢ malo

propustny, coz jeho uziti limituje. (Kim et al. 2015, Wsol 2017)

Podili se na redukci fady biologicky a farmakologicky aktivnich karbonylovych
sloucenin jako jsou steroidy, prostaglandiny, reaktivni produkty peroxidace lipidi,
toxické latky, karcinogeny nebo nékteré léky. (Hoffmann & Maser 2007) Krom¢ ANT
katalyzuje redukci 1 napf. warfarinu nebo haloperidolu. (Ws6l 2017) Reaktivni lipidové
aldehydy (4-oxonon-2-enal, 4-hydroxynon-2-enal, akrolein) maji schopnost ménit
proteiny, coz muze vést k posSkozeni DNA v buitkach. CBR1 je schopen tyto slouc¢eniny
ucinné detoxikovat a tim zabrafiovat poSkozeni. Obecné bylo prokazano, Ze chrani buniky
ptfed oxida¢nim stresem a hraje tak zasadni roli v pteziti bunck. (Yun et al. 2018) Byl také
uznan jako zakladni enzym pii detoxikaci chinonil u ¢lovéka. (Plebuch et al. 2007) Z o-
chinoni vznikajicich z polycyklickych aromatickych uhlovodikii metabolizuje

benzo(a)anthracen, benzo(a)pyren nebo menadion. (Hoffmann & Maser 2007)

V souvislosti s prokazanou ochranou pfed ROS produkovanymi pii oxidacnim
stresu ma inhibice CBR1 vliv na zvySeni radiosenzitivity nddorovych bunék, napt. u

karcinomu krku a hlavy. Cilend inhibice enzymu byla navrzena jako terapeuticky pfistup

21



také u leukémii, kde podany inhibitor porazi rezistenci bunék AML vii¢i oxidu arsenitému
(As203) a tim zlepSuje t¢innost 1éCby. (Varatharajan et al. 2016) Ve studii Kassnera et al.
(2008) byl jako specificky inhibitor CBRI1 popsan 4-amino-I-tert-butyl-3-(2-
hydroxyphenyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidin (hydroxy-PP).

U (pediatrickych) leukemickych pacienti s Downovym syndromem je vyrazné
zvysena exprese enzymu CBR1 a vyssi riziko kardiotoxicity spojené s podavanymi ANT.
Je to zfejmé dano blizkosti genu pro CBR1 na 21. chromozomu v trisomii u Downova

syndromu. (Quinones-Lombrana et al. 2014)

2.4.2 Inhibice

Jak jiz bylo zminéno, redukce DAUN katalyzovana karbonyl redukujicimi
enzymy vede k nezddouci tvorbé toxického metabolitu. Tyto enzymy jsou proto
vyraznym faktorem rozvoje kardiotoxicity a rezistence bunék vii¢i tomuto 1é¢ivu. Je proto
velkym klinickym zajmem vyvinout latky, které by meéli potencidl modulovat tyto
enzymy. Inhibitory by mély byt silné, ale zaroven dostatecné specifické k danému
enzymu. Specificita inhibitorti vychazi z ptitomnosti kapes, které jsou identifikovany
krystalickou strukturou enzymu. Jsou zapojené do vazby ligandu a u jednotlivych
isoforem se znacné liSi. Pfedpoklada se, ze farmakologicka inhibice enzyml miize
znamenat feSeni vySe zminénych limiti chemoterapie ANT. (Plebuch et al. 2007, Penning

et al. 2006, Byrns et al. 2011)

2.4.2.1 Inhibice AKR1C3

Kvili vyznamné expresi a indukci AKR1C3 v mnoha nadorovych tkanich se
inhibitory AKR ukazuji jako potencidlni terapeutikum fady hormonalné dependentnich i
hormonalné independentnich nadort. Byla prokdzana hlavni role AKRIC3 pii tvorbé
testosteronu v nadorové tkani a jeji inhibice se tak ukazuje jako potencidlné€ uzite€na pii
1é¢be rakoviny prostaty u muzl a rakoviny prsu a endometria u Zen. (Penning et al. 2018)
Vyuziti inhibice AKR1C3 se pfedpoklada také v 1é€bé AML. Buiky AML prokazatelné
exprimuji enzym AKRIC3, ktery zde mimo jiné zprostiedkovdva metabolismus
prostaglandinu a tim brani diferenciaci leukemickych bunék. (Khanim et al. 2009, Byrns
etal. 2011)
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(NSAID), kyselina skoficova, steroidni hormonalni analogy, flavonoidy, cyklopentany,
progestiny, benzoové kyseliny, benzodiazepiny, rutheniové komplexy, antidiabetikum
sulfonylurea aj. Jedna se o n¢kolik strukturalné¢ odlisnych tfid sloucenin, pro které je
vétSinou spolecny jeden a vice kruhli a nejméné jedna karbonylova skupina. Problémem
této skupiny latek je, ze se zpravidla jednd o karboxylové kyseliny, které maji omezeny
transport do bunék pouze s vyuzitim nosice. Je tedy snaha o vyvoj nekarboxylovych

inhibitort. (Zeng et al., 2017, Byrns et al. 2011)

2.5 Belinostat

Belinostat (PXD101, Beleodaq) je inhibitor histonové deacetylazy (HDAC) s
sulfonamid-hydroxamidovou strukturou (Obr. 7). Byl primarné vyvinuty jako 1é€ivo pro

pacienty s relabujici nebo refrakterni formou periferniho T-bunééného lymfomu

(PTCL). (Anonym 2014)

HN—35

Obr. 7: Struktura belinostatu (Pfevzato z: Anonym 2021b)

PTCL je vzacné a heterogenni onemocnéni pattici do skupiny non-Hodgkinovych
lymfomt. Je pomérné agresivni formou lymfomu, kdy dochazi k abnormélnimu ristu
lymfocytl v lymfatickych uzlindch. (Anonym 2014) Vychazi ze zralych T-bun¢k a NK-
bunék. Je diagnostikovan ve vétsi mife u pacientd nad 60 let s vEtsi prevalenci u muza.
Median celkového pteziti PTCL (< 2 roky) je stejné jako pétileté preziti (33 %) pomérne
nizky. Jako 1é€ba v prvni linii byla neddavno schvalend kombinovana terapie belinostatu
s cyklofosfamidem, DOX, vinkristinem a prednisonem (Bel-CHOP). Diky kombinaci

vétStho mnoZstvi 1é¢iv se mohl uplatnit jejich vzajemny synergicky ucinek a tento
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terapeuticky pfistup se ukdzal jako velice ucinny. I nadale jsou zkoumany rtzné
modifikace a dalsi moznd 1éCiva, ktera by potencidlné mohla byt zarazena do této

kombinace. (Johnston et al. 2021)

Mezi mechanismy pusobeni belinostatu v nadorovych burnikach patii predevsim
inhibice proliferace a indukce programované bunééné smrti v téchto bunikach. /n vitro i
in vivo byla sledovana inhibice deacetylace histont a nékterych nehistonovych sloucenin.

(Kaminskas 2014)

Béhem klinickych studii byl objeven také ucinek belinostatu proti fadé
pokrocilych solidnich nadorti a hematologickych malignit. Studie Plumba et al. (2003)
prokazala vyznamnou inhibici rastu lidskych nadorovych xenografti u mysi po podéni
1é¢iva. Belinostat byl také schvalen pro 1écbu nadorii thymu. V nasi studii byl zkouman

jako potencialni inhibitor karbonyl redukujicich enzymd.
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium in vitro inhibi¢niho vlivu

belinostatu na vybrané karbonyl redukujici enzymy s vyuzitim substratu DAUN.

Experimentalni ¢ast zahrnuje n€kolik dil¢ich krokt:

*  Stanoveni a zhodnoceni/porovnani aktivity enzymi AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a
CBR1 vici DAUN

*  Sledovani potencidlniho inhibi¢niho vliv belinostatu na enzymy sniZenim tvorby
DAUNOL

*  Stanoveni kinetickych parametrii belinostatu (ICso, K;i) u nejvice inhibovaného
enzymu

* UrCeni typu inhibice u nejvice inhibovaného enzymu
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie a reagencie

NADP" (Sigma-Aldrich, USA)

Glukosa-6-fostat (Roche Diagnostics, Némecko)

Glukosa-6-fostatdehydrogendza (Roche Diagnostics, Némecko)

MgCl (0,1M; Katedra biochemickych véd Farmaceutické fakulty, Hradec Kralové)

Na-fosfatovy pufr (0,1M; pH 7,4; Katedra biochemickych véd Farmaceutické fakulty,
Hradec Kralové)

DMSO (Honeywell, USA)

Daunorubicin hydrochlorid (Mw = 563,98; Toronto research chemicals INC, Kanada)
NH3 (25-29%, VWR Chemicals, USA)

Ethylacetat (Fluca, USA)

Kyselina mravenc¢i (0,1%; Lachema, CR)

Acetonitril (VWR Chemicals, USA)

Metanol (VWR Chemicals, USA)

Destilovand voda (Katedra biochemickych véd Farmaceutické fakulty, Hradec Kralové)

4.1.2 Enzymy

Rekombinantné ptipravené enzymy znadrodin AKR a SDR byly ziskané
v expresnim systému E. coli a nafedéné na pozadovanou zasobni koncentraci v 0,1M K-
fosfatovém pufru a 20% glycerolu. Pfipravené na Katedife biochemickych véd
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové o zasobnich koncentracich, které jsou uvedeny

v zavorkach pro jednotlivé enzymy.

AKRI1AT1 (1,7 mg/ml)
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AKRI1BI1 (1,5 mg/ml)
AKRIBI10 (1,555 mg/ml)
AKRI1C3 (1,3 mg/ml; 1,5 mg/ml)

CBR1 (2,11 mg/ml)

4.1.3 Inhibitor

Inhibitor o zasobni koncentraci 10 mM byl pfipraveny na Katedie biochemickych
véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Takto je ulozen pro dlouhodobé skladovani
v mrazicim boxu pfi teplot¢ —80 °C. Pro experimenty na diplomové praci byl vyuzit
alikvot inhibitoru o mens§im objemu, ktery byl ndsledn¢ skladovén v laboratofi v mrazdku

pii —20 °C.

Belinostat (MedChem Express, USA)

4.1.4 Pomucky

Automatické pipety

Pipetovaci Spicky

Stojan na zkumavky

Zkumavky Eppendorf (1,5; 2 ml)
Popisovaci fix

NavaZovaci 1zicky

Rukavice

Stopky

Nédoba na led

Plastova injekcni stiikacka

Injekéni jehla
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Stiikackovy filtr s membranou (0,2 um PTFE, Whatman, UK)
Kédinky

Sklenéné vialky (1 ml)

Inserty (400 ul)

Tésnici septa k vialkdm

Sroubovaci vicka k vialkam

4.1.5 Pristroje
Analytické vahy

Vortex - tftepacka

Centrifuga

ThermoMixer

Ultrazvukova lazen

Vyrobnik ledu

Digestof

Koncentrator

UHPLC pfistroj (Agilent 1290 Infinity, Agilent 1260 Infinity II)

Kolona (2,1 x 50 mm; 1,8 um, ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, Agilent)

4.2 Metodika in vitro experimentu

V experimentu byly pouzity vybrané reduktizy znadrodin AKR a SDR,
konkrétné pak enzymy AKR1C3, 1B1, 1B10, 1A1 a CBR1. Specificka aktivita enzym
a inhibi¢ni efekt inhibitoru na tuto aktivitu byly stanoveny na zdklad¢ in vitro
enzymatické reakce, pii které dochdzi k redukci substratu a tvorbé odpovidajiciho
metabolitu. Mnozstvi nezménéného substratu a mnozstvi metabolitu ve vzorku po reakci

jsou méfeny pomoci ultra-t¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC).
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4.2.1 Ptiprava roztokil

Pro vlastni enzymatickou reakci/inkubaci karbonyl redukujicich enzymt je nutné
piipravit regeneracni systém (RS) a roztok substratu dle poc¢tu inkubovanych vzorkt.
K enzymatické reakci je také zapotiebi spravné koncentrovaného enzymu a pro

experimenty sledujici miru inhibice i inhibitoru o odpovidajicich koncentracich.
4.2.1.1 Regeneracni systém

RS je slozeny z né€kolika chemikalii a jeho tcelem je piedevSim regenerace
NADPH. Enzym glukosa-6-fosfatdehydrogendza ptitomny v regeneraénim systému
katalyzuje redukci NADP" na NADPH. Vstupujici latkou do této reakce je glukosa-6-

fostat. Hotfecnaté ionty pak zvysi katalytickou aktivitu enzym?.

Slozeni RS ukazuje zdkladni pomérova tabulka (Tab. 1), ze které lze prepoctem
na pocet inkubovanych reakci prepocitat dand mnozstvi jednotlivych slozek. Vzdy je
nutné pocitat s navySenim mnozstvi o rezervu minimaln¢ jedné reakce. Na analytickych
vahdach se do 1,5ml eppendorfky navazi odpovidajici navazky NADP™ a glukosy-6-fosfat.
Ptida se Na-fosfatovy pufr, ve kterém se obé latky rozpusti. Déle k tomu pipetujeme
MgCl, a glukosu-6-fosfatdehydrogenazu. Nakonec fadné vortexujeme do uplného

rozpusténi vSech slozek. Do reakéni smési se pipetuje 20 pl RS.

Tab. 1: Slozeni regenera¢niho systému pro 1 reakci

NADP"* 0,2 mg
rozpustit v 10 ul pufru
Glukosa-6-fosfat 0,6 mg
MgClz (0,1M) 10 ul
Glukosa-6-fostatdehydrogenaza 0,5 ul

4.2.1.2 Enzymy

Zasobni roztoky rekombinantni pfipravenych enzymi jsou uchované v mrazaku
pfi teploté —20 °C. Ze své zasobni koncentrace jsou nafedéné Na-fosfatovym pufrem dle

jednoduchého vzorce sméSovaci rovnice (4.1).
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(o8] X Vl = Cy X V2 (41)

ci = zasobni koncentrace enzymu v mg/ml, Vi = mnozstvi enzymu ze zasobniho roztoku v pl — neznama
hodnota, ¢ = koncentrace enzymu v reakéni smési v mg/ml (koncentrace 10x mens$i nez vysledna
koncentrace enzymu v reakci, jelikoz do reakéni smési pipetovano pouze 10 pl enzymu), Vo = celkové
mnozstvi zfedéného enzymu do reakci v pl (mnozstvi enzymu pipetované do reakéni smési vynasobené

poctem inkubovanych reakci)

Pred fedénim se enzym vynda z mrazéku a nechd volné rozpustit, kratce promicha
a odebira odpovidajici mnozstvi k zfedéni. MnozZstvi ptidavaného pufru odpovida rozdilu
hodnot V; a Vi ze vzorce (4.1). MnoZstvi enzymu na reakci se pro jednotlivé enzymy
lisilo takto: AKRIC3 (1,5 pug v reakei), 1B1 (5 pg v reakci), 1B10 (5 pg v reakei), 1A1
(1 pgvreakci)a CBRI (1 pgv reakci). Do reakéni smési bylo pipetovano 10 pl zfedéného

enzymu.

4.2.1.3 Substrat — daunorubicin

V reakcich na porovnani enzymové aktivity jednotlivych enzymti a stanoveni ICso
byl pouzity pracovni roztok DAUN o koncentraci 5 mM pfipraveny rozpusténim
odpovidajici navazky v destilované vod¢. Do reakéni smési bylo pipetovano 10 pl takto
koncentrovaného roztoku, findlni koncentrace substratu v 100 ul reakéni smési tak byla

500 uM.

V reakcich na stanoveni inhibi¢ni konstanty K; byl DAUN nafedény na pracovni
roztoky o koncentracich 20, 10, 8, 6, 4 a 2 mM. Finalni koncentrace v 100 pl reakce byla
nasledné 2 000, 1 000, 800, 600, 400 a 200 uM v daném poradi.

4.2.1.4 Inhibitor — belinostat

Pro inkubace na porovnani aktivity enzymu byl inhibitor ze zdsobni koncentrace
10 mM natedény dimethylsulfoxidem (DMSO) na dv¢ pracovni koncentrace inhibitoru,
ato 500 a 2 500 uM. Do reak¢éni smési se pipetovaly 2 ul inhibitoru, findlni koncentrace

v reakci 100 pl tak byla 10 a 50 uM.
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V reakcich na stanoveni ICso byly pouzity roztoky inhibitoru o koncentracich 5,
10, 25, 50, 250, 500, 2 500 a 10 000 uM, jejichz finalni koncentrace v reakcich byla 0,1;
0,2;0,5; 1; 5; 10; 50 a 200 uM.

Pro inkubace na zjisténi inhibi¢ni konstanty K; byly pracovni koncentrace
inhibitoru 250, 500 a 1 250 uM, finalni koncentrace 100 pl reakcich tak byla 5, 10 a 25
uM.

4.2.2 Ptiprava reakéni smési a preinkubace

Kontrola s DMSO (DMSO) a reakce s inhibitorem dané koncentrace (Belx) byly
provadény vzdy s poctem opakovani kazdé 4x, neinhibovana reakce (NI) byla provadéna
pouze v triplikdtech. U inkubaci na stanoveni ICso i inkubaci na zjisténi inhibiéni

konstanty K; jsou pak vSechny reakce provadény jiz pouze v triplikatech.

Do ptipravenych eppendorfek o objemu 1,5 ml a fadn€ oznacenych typem reakce
a Cislem opakovani byly postupné pridavany jednotlivé slozky reakéni smési dle rozpisu
v poradi Na-fosfatovy pufr, RS, nasledné do vSech s vyjimkou neinhibované reakce
inhibitor, pfip. DMSO pro kontrolni reakce a nakonec enzym. Vzorky byly néasledné

fadné promichéany a kratce stoceny na centrifuze.

Rozpis sloZeni reakéni smési (100 pl):

Na-fosfatovy puftr: 60 pl (NI), 58 ul (kontroly s DMSO a inhibované reakce)
Regeneracni systém: 20 pl

Enzym: 10 pl

Inhibitor (belinostat)/DMSO: 2 pl

Substrat (daunorubicin): 10 pl

Substrat byl do reakéni smési pfidavan az po tzv. preinkubaci pfipravené smesi
v termostatu pfi 37 °C 10 minut. V Case preinkubace je vhodné diat DAUN do

ultrazvukové 1azné a teprve pak pipetovat.
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4.2.3 Vlastni enzymova reakce

Po uplynuti doby preinkubace smési byl ke vzorklim postupné pipetovan substrat
s odstupem presn¢ 30 sekund mezi jednotlivymi vzorky. Smés byla kratce promichdna a
thned vracena do termostatu. Pfidani substratu znaci start enzymatické reakce a reakei je
tteba méfit na stopkach. Inkubace trvala 30 minut a po uplynuti této doby byla reakce
ukoncena piidavanim ¢inidla k vzorkliim opét postupné s odstupem 30 sekund. Vzorek
byl s &inidlem promichéan a vlozen do ledu. Cinidly pouZitymi k zastaveni enzymatické
reakce byli v naSem experimentu NH3 (26%) nebo metanol. S odliSnym vybérem cinidla

se lisi 1 nasledny postup pfipravy vzorku k analyze UHPLC.

4.2.4 Ptiprava vzorku a analyza UHPLC

Pti porovnavani aktivity enzymu byly reakce ukonéeny pfidanim 40 pl 26% NHj3
a umistény na 10 minut do ledu. Po uplynuti této doby byl v digestoii do kazdé
mikrozkumavky ptidan 1 ml ethylacetatu. Vzorky byly umistény na tiepacku a 15 minut
extrahovany. Po extrahovani na tfepacce se stoCily po dobu 2 minut na centrifuze pii
13400 rpm. Opét vdigestofi se do celé fady nové ptipravenych prazdnych
mikrozkumavek opatrné¢ odebrala z kazdého vzorku horni organickd vrstva a dala
odparovat do kondenzatoru pti 30 °C. Pti odebirani horni organické vrstvy je tieba dbat
na to, aby nedoslo k naruseni spodni vrstvy, kterd obsahuje necistoty. Ke zbylému obsahu
mikrozkumavek bylo znovu pfidano po 1 ml etylacetdtu a cely proces extrakce se
zopakoval. Horni organicka vrstva ztéto druhé extrakce byla nasledné pfidana
k odpovidajicim vyparkim. Oteviené mikrozkumavky byly opét vlozeny do
kondenzatoru do uplného odpateni. Odpaiené vzorky lze uchovavat pii —20 °C, Ize je ale
stejn€ tak hned po odpateni ptipravit k prométeni na UHPLC pfistroje. K vyslednému
vyparku se pfidava 400 pl mobilni faze. V ultrazvuku a pomoci vortexu jsou vzorky
rozpoustény, sleduje se vizudlné pfitomnost nerozpusténych latek a pokracuje do doby,
nez je vzorek zcela rozpustén. Pfed pipetovanim do tadné popsanych vialek, jejichz
objem je zmenSen priddnim insertd, se vzorky jesté znovu promichaji a kratce (6 sekund)

sto¢i na centrifuze.

Druhy zptsob ukonceni reakce byl pouzit v pfipadé experimentl pro stanoveni
ICso a Kj, kdy bylo k zastaveni reakce pouzito 300 ul metanolu. Vzorky byly z ledu

pfesunuty na 1 hodinu do lednice, ptfip. na 30 minut do mrazaku (—20 °C). Poté¢ se stocily
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na centrifuze (10 minut, 13 400 rpm). Pfi pipetovani do pfipravenych a fadné popsanych
vialek byly vzorky prefiltrovany pies stiikackovy filtr za pomoci injekéni jehly a
sttikacky. Ze vzorkl tak byly odstranény necistoty a tim se vyrazné¢ zvysila ochrana
separacni kolony v syst¢ému UHPLC. Mezi jednotlivymi opakovanimi stejné reakce byl
filtr, stfikacka a jehla pouze vyklepavany od zbytkl vzorku. Mezi pfechodem na vzorek
s jinou reakci byly promyvany destilovanou vodou. Filtrovat je tfeba vzdy plynule a

pomalu, zvlast kdyz promyvame vodou, aby nedoslo k uvolnéni filtru ze stiikacky.

Z mikrozkumavek se do sklenénych vialek s inserty odebirda pouze urcité
mnozstvi vzorku. Je tfeba odebirat vzdy opatrné bez nasati usazenin na dné. Vialky jsou
nasledné uzavieny vickem se septem a takto jsou pfipraveny k proméfeni v systému

UHPLC.

Vzorky byly méfeny za pouziti kapalinové chromatografie (UHPLC)
s fluorescencnim detektorem (FLD) na pfistrojich Agilent 1290 Infinity a Agilent 1260
Infinity II. Systém obou pfistrojii byl nastaven na priitok 0,700 ml/min, néstfik na kolonu
5 pl, mobilni faze byla smési 0,1% HCOOH s acetonitrilem v objemovém poméru 74:26.
Pro separaci byla vyuzita kolona firmy Agilent (2,1 x 50 mm; 1,8 um, ZORBAX RRHD
Eclipse Plus C18), eluce izokratickd. Parametry FLD - excita¢ni vlnova délka 480 nm a

emisni vlnova délka 560 nm.

Diky pouziti smésného standardu DAUN + DAUNOL mohl byt stanoven produkt
enzymové reakce DAUNOL. Jeho kvalitativni vyhodnoceni vychazi ze specifické
hodnoty reten¢niho ¢asu, kvantitativné je pak vyhodnoceny na zéklad¢ srovnéani plochy
jeho chromatografického piku s kalibracni kiivkou a vyjadieny jako mnoZstvi v ng na

nasttik, resp. koncentrace v ng/ul.

4.2.5 Vypocet specifické aktivity, ICso, K a uréeni typu inhibice

Vysledky jednotlivych méteni byly ukladany vzdy pod ndzvem tvofenym danymi
informacemi: rok, mésic a den méfeni/inicialy osoby/ndzev enzymu/mnozstvi enzymu na
reakci/latka ukoncujici reakci. Z primért naméfenych hodnot (mnozstvi v ng na nastiik)
bylo mozné vypocitat specifickou aktivitu pfislusného enzymu v reakci, vyjadiené jako
nmol DAUNOL/ 1 ng enzymu/ 1 minutu reakce. Enzymova aktivita obecné udava, jaké
latkové mnozstvi latky enzym pfemeéni za jednotku Casu. Specifickd aktivita je pak

vypocitand pomoci programu Microsoft Excel dosazenim do obecného vztahu (4.2).
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mx*K*1000
a=——- (4.2)
txcxMr

a = specificka aktivita (nmol/mg/min), m = hmotnost DAUNOL (ng), K = koeficient zfedéni (objem celé
reakéni smési 400 pl, na kolonu nastfik pouze 5 pl — namétena jen 1/80 celkové hmotnosti DAUNOL ve
vzorku, koeficient 80), t = ¢as inkubace (30 minut), ¢ = koncentrace enzymu v reakci (ng), Mr = molarni

hmotnost DAUN (529,54 g/mol), hodnota 1000 = pfevod na pg

K sestrojeni grafii a vypoctu parametr ICso, K; a vSech dalSich parametra pro

stanoveni typu inhibice byl pouzity pocitacovy program GraphPad Prism 9.

4.2.5.1 Stanoveni ICso pro belinostat

Hodnota ICso odpovida koncentraci inhibujici latky (belinostatu), kterd snizi
aktivitu daného enzymu na polovicni hodnotu. Abychom mohli najit odpovidajici
koncentraci latky, kterd ma tento ucinek, bylo tfeba v méteni zvolit koncentracni rozpéti

(0,1 az 200 uM) tak, aby byl pokryty cely inhibi¢ni rozsah belinostatu.

4.2.5.2 Stanoveni inhibi¢ni konstanty Ki a typu inhibice

Inhibi¢ni konstanta K; vyjadiuje vztah mezi enzymem a inhibitorem a
kvantitativné charakterizuje u¢inek inhibitoru. Uddva koncentraci inhibitoru, pfi které je
dosaZeno 50% inhibice enzymu, tzn. 50 % enzymu je navdzaného v komplexu enzym-
inhibitor. NiZ§i hodnota K; zna¢i ucinnéjsi inhibitor, jelikoZ je jeho afinita k enzymu
VySSi.

Pti inkubacich na stanoveni K; byly pouzité rozdilné koncentrace substratu,
konkrétné v rozsahu od 200 do 2 000 uM. To umoznilo ziskat data pro vyneseni zavislosti
rychlosti reakce, resp. aktivity enzymu na koncentraci substratu. Tato zavislost ma tvar
hyperboly. Jednotlivé koncentrace substratu byli navic proméfeny s nékolika

koncentracemi inhibitoru.

Matematickym vyjadienim vySe zminéné hyperbolické zavislosti je zakladni
kineticka rovnice dle Michaelise a Mentenové. Vyjadiuje vztah mezi okamzitou rychlosti

enzymové reakce a koncentraci substratu vzorcem (4.3).
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_ VmaxXIS]
V= —KM+[S] (4.3)

v = reakeni rychlost, Ky = Michaelisova konstanta (mol/l), Vmax = maximalni (mezni) rychlost (mol/s), [S]

= koncentrace substratu

Maximalni rychlost (Vmax) a Michaelisova konstanta (Km) jsou dvé zékladni
kinetické konstanty pro dvojici enzym a substrat. Ky znaci takovou koncentraci substratu,
pii které enzymova reakce probihd rychlosti srovnatelnou s polovicni hodnotou
maximalni rychlosti. Kyu je reciprokou hodnotou afinity enzymu k substratu a plati, ze
¢im je jeji nizsi, tim je afinita enzymu k substratu vétsi. Maximalni rychlost je nejvyssi

dosazena rychlost enzymové reakce pii dané koncentraci enzymu.

Ke stanoveni Km a Vwmax je idedlni pouzit linearizovany vynos grafického
vyjadfeni rovnice Michaelise a Mentenové, tzv. linearizaci podle Lineweavera a Burka
pomoci pievracenych hodnot. Z té lze také zjistit velikost inhibi¢ni konstanty K;
pouzitého inhibitoru.

Z hlediska mechanismu ptisobeni inhibitoru na enzym se rozlisuji ¢tyii zakladni
typy inhibice. Jednotlivé typy jsou navzajem dobie rozpoznatelné srovnanim velikosti
Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti namétenych bez inhibitoru (Km, Vmax) a

v jeho pritomnosti (Km', Vmax'). RozliSeni pak vypada nasledovné:

e Kompetitivni inhibice, kde maximalni rychlost neni inhibitorem ovlivnéna (Vmax =
Vmax'), ale je zvySena Michealisova konstanta (Kv' > Kw).

e Nekompetitivni inhibice, kde inhibitorem snizend maximalni rychlost (Vmax' <
VMax), ale nevyvold zménu Michaelisovy konstanty (Ku' = Kwm).

e Akompetitivni inhibice, kde je sniZena jak maximalni rychlost, tak Michaelisova
konstanta, jejich pomér tak nicméné zistava zachovan (Km'/Km = Vmax'/Vmax).

e SmiSend inhibice, kde inhibitor méni oba parametry i jejich pomér, ale tuto zménu

nelze popsat jednoduchym kinetickym modelem.

Vsechny typy inhibice lze také rozeznat podle kiivek zavislosti koncentrace

substratu na rychlosti, resp. specifické aktivité enzymu katalyzujici reakci. Pravé dvojité

35



reciproké vyneseni podle Lineweavera a Burka je pro tento ucel idedlni. RozliSeni

nekompetitivniho a kompetitivniho typu inhibice zndzorniuje Obr. 8.

/v nekomp. I
vzestup R komp. I
rychlosti J/ id bez |

1/[S]
-1/Km ﬁ zvySovani koncentrace substratu

Obr. 8: Vliv inhibitoru (I) na enzymatickou reakci (dvojité reciproky vynos dle Lineweavera a

Burka) (Ptevzato z: Ledvina et al. 2006)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni a porovnani specifické aktivity AKR a SDR vici

daunorubicinu

V prvni ¢asti experimentu této prace byla porovnana aktivita péti vybranych
karbonyl redukujicich enzymi z nadrodin AKR (AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3) a SDR
(CBR1) viici DAUN, pouzitému v pracovnim roztoku o koncentraci 5 mM. V in vitro
inkubacich (NI reakce) prokédzaly enzymy riznou miru katalyzy dané reakce. Specificka
aktivita enzymu byla vypocitana vzdy z mnozstvi/hmotnosti vzniklého DAUNOL podle
vzorce (4.2). Mnozstvi bylo méteno na UHPLC pfistroji proméfenim jednotlivych vzorkt
a vychazi z kalibracni kiivky sestavené proméfenim odpovidajici standardii. Primérné
specifické aktivity jednotlivych enzymi vyjadiené v jednotkdch nmol/mg/min porovnava

Tab. 2. Grafické srovnani aktivit enzymt zndzoriiuje Obr. 9.

Tab. 2: Specifické aktivity testovanych karbonyl redukujicich enzymu viici DAUN

Primérna specificka aktivita

Enzym (nmol/mg/min) Smérodatna odchylka
AKRI1ALI 132,3 3,1
AKRI1BI 19,0 0,6
AKR1B10 92,6 0,0
AKRI1C3 129,8 13,3

CBRI1 411,3 13,0

37



B (3]
(=] o
[=] o
1 |

300

200

100

o
|

Specificka aktivita (nmol/mg/min)

Obr. 9: Graf primérnych specifickych aktivit testovanych enzymi vici DAUN

Nejvyssi aktivitu v in vitro podminkach prokézal enzym CBR1 z nadrodiny SDR
(411,3 £ 13,0 nmol/mg/min). Ostatni enzymy jiz projevovaly nizsi hodnoty specifickych
aktivit. Pomérné vysokou aktivitu v reakcich mély AKR1A1 (132,3 + 3,1 nmol/mg/min)
a 1C3 (129,8 £ 13,3 nmol/mg/min). Pfibuzné enzymy AKR1B10 a 1B1 byly v porovnani
s pfedchozimi vyrazn€ méné aktivni, AKR1B10 dosahoval hodnoty specifické aktivity
92,6 nmol/mg/min. U enzymu AKRIB1 byla naméfena nejniz§i aktivita z
pétice vybranych, a to 19,0 = 0,6 nmol/mg/min. Specifické aktivita enzyma tak klesala

v poradi CBR1, AKR1A1, 1C3, 1B10 a 1BI.

S naSimi vysledky koresponduji poznatky vychazejici ze studie Varatharajana et
al. (2016), ktera prokéazala nejvétsi schopnost katalyzy DAUN ze vSech jaternich enzymt
pravé u CBR1. Také AKR1A1 je povazovana za jeden z hlavnich enzymii v metabolismu
ANT (Mordente et al. 2009) 1 samotného DAUN (Wolfram et al. 2000). Nejvice
studovanym aktivnim enzymem kvili prokdzané spojitosti s riziky klinického pouziti
ANT je AKR1C3. Aktivita enzymti u Hudacové (2019) klesala v poradi CBR1, AKR1C3,
I1BI1, 1A1, 7A2 a 1B10. Podobnych vysledki dosahl také Milan (2019), ktery mimo jiné
potvrdil ndmi namétenou velice malou aktivitu AKR1B1. Vedle toho AKR1C1, 1C2, 1C4
a také CBR3 byli popsany jako enzymy s zddnou nebo velmi malou aktivitou v in vitro

pfeméné DAUN a DAUNOL. (Takahashi et al. 2008, Hudacova 2019).
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DAUN a dalsi ANT jsou pouze jednou skupinou ze Sirokého spektra substratt
karbonyl redukujicich enzymt. Mezi dalsi 1éCiva, v jejichz metabolismu se uplatiuji tyto
enzymy, patii napf. oracin (pfedevsim pro enzym CBR3), warfarin, ketoprofen (Pilka et
al. 2009), mitomycin (substrat AKR1B10), aj. (Matkowskyj et al. 2014) Publikovano bylo

mnoho ¢lankl zabyvajicich se Gcasti jednotlivych enzymt v metabolismu téchto 1é¢iv.

Hojn¢€ studovanym ze skupiny ANT je vedle DAUN také DOX. Studie Hofmana
etal. (2014) porovnavala DOX a DAUN jako substraty enzymu AKR1C3. Prokazala vSak
vyrazné lepsi substratovou specifitu k DAUN. Moznym divodem zhorSené schopnosti
katalyzovat redukci karbonylu u DOX je zfejmé hydroxyl v postrannim fetézci na uhliku
C14 v jeho struktuie, ktery u DAUN nahrazuje vodik (Obr. 1 v kapitole 2.1.). Zhong et
al. (2011) potvrdili podobnou myslenku také u enzymu AKR1B10, kdy u DOX
neprokazali znatelnou katalytickou aktivitu AKR1B10 v porovnéni s DAUN a IDA.

5.2 Sledovani inhibi¢niho ucinku belinostatu na testované enzymy

Pokles aktivity enzymil redukujicich karbonyl ANT se ukazuje jako zddouci
z ditvodu sniZeni rizika rozvoje rezistence a kardiotoxicity pii 1écbé ANT. Je mnoho
studii zkoumajicich velké mnozstvi latek s potencialnim inhibi¢nim efektem. V této

diplomové praci byl zkouméan inhibi¢ni G€¢inek belinostatu.

Vsechny testované enzymy byly podrobeny inkubacim v pfitomnosti belinostatu
o koncentracich v reakci 10 a 50 uM (Bel 10 a Bel 50) a inkubaci s DMSO misto
inhibitoru (DMSO). Reakce s DMSO byla zvolena jako kontrola misto neinhibované
reakce z ditvodu mozného vlivu DMSO (pouzity pii fedéni inhibitoru) na aktivitu
enzymu. Reakce byly méfeny pro kazdy enzym a koncentraci inhibitoru v triplikatu a
primérné vysledky jsou zobrazeny v tab. 3. spolu se smérodatnou odchylkou vysledku a
také procentudlnim vyjadfenim aktivity 1 miry inhibice vztazené k 100% aktivité
v kontrolni DMSO reakci. Specificka aktivita je pocitana stejné jako pii stanoveni aktivit
enzymi v neinhibované reakci, tj. z mnozstvi DAUNOL ve vzorku dle vzorce (4.2).

Grafické znadzornéni zmén v aktivitdch enzymi plisobenim belinostatu ukazuje obr. 10.

Tab. 3: Specifické aktivity enzymt vii€i DAUN v kontrolni reakci s DMSO (DMSO) a v
reakcich s belinostatem o koncentracich v reakci 10 uM (Bel 10) a 50 uM (Bel 50)
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Enzvi/Reakce Specificka aktivita Smérodatna Specificka Mira inhibice
Y (nmol/mg/min) odchylka aktivita (%) (%)
AKRI1A1
DMSO 123,0 0,6 100,0
Bel 10 122,3 0,2 99,4 0,6
Bel 50 101,7 6,8 82,7 17,3
AKR1B1
DMSO 14,3 0,3 100,0
Bel 10 13,8 0,3 96,0 4,0
Bel 50 12,8 0,2 89,3 10,7
AKRI1B10
DMSO 57,5 2,2 100,0
Bel 10 53,9 0,7 93,7 6,3
Bel 50 50,5 1,9 87,9 12,1
AKRI1C3
DMSO 100,4 8,9 100,0
Bel 10 49,5 10,2 49,3 50,7
Bel 50 10,8 24 10,8 89,2
CBR1
DMSO 390,1 3,5 100,0
Bel 10 372,8 3,1 95,6 4.4
Bel 50 3534 8,3 90,6 9,4
sl In - — mm DMSO
=2
> 754 = Bel 10
3 =3 Bel 50
¥
= 50=
2
g 25=
(73]
0= T T T T
AKR1A1 AKR1B1 AKR1B10 AKR1C3 CBR1

Obr. 10: Grafické znazornéni inhibi¢niho i¢inku belinostatu na testované enzymy
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Z grafu a tabulky vyplyva, ze belinostat m¢l inhibi¢ni G¢inek na vSechny testované
enzymy a vzdy doslo v jeho pfitomnosti ke snizeni aktivity. AvSak u vSech s vyjimkou
AKRI1C3 nebyla mira inhibice (ani u jedné z koncentraci inhibitoru) vétsi nez 20 %.
AKRI1C3 byl tak nejvice inhibovanym karbonyl redukujicim enzymem z testované pétice
enzymd, a to s mirou inhibice 50,7 % (belinostat 10 uM) a 89,2 % (belinostat 50 uM).
Vzijemné podobnou mérou byly pak inhibovany i dal$i enzymy z nadrodiny AKR. U
AKR1B10 doslo k inhibici 6,3 % (belinostat 10 uM) a 12,1 % (belinostat 50 uM), aktivita
AKRI1A1 byla snizend minimalni inhibici 0,6 % v pfipadé 10 uM belinostatu v reakci a
trochu vys$i inhibici 17,3 % v ptipad¢ siln¢jSiho 50 uM belinostatu. AKR1B1 vykazovala

Cv v

inhibice belinostatem byla zaznamenana u enzymu CBR1, a to 4,4 % (belinostat 10 uM)
a 9,4 % (belinostat 50 uM). Siln¢ji koncentrovany inhibitor vykazoval logicky vyssi
inhibice. Pofadi enzymil (od nejvice inhibovaného) je AKRIC3, 1B10, 1Al, 1B1 a
CBRI1.

Prozatim nejsou Zadné studie zkoumajici belinostat jako inhibitor karbonyl
redukujicich enzymi, nicméné je mozné porovnat jeho inhibi¢ni aktivitu s jinymi
inhibitory s inhibi¢nim potencidlem k AKR1C3. Podobné vysokou inhibici prokazal
napiiklad 50uM olaparib (91 %) nebo 50uM inhibitor protein-kinazy C midostaurin (85
%). (Tavares et al. 2020, Milan 2019) Ibrutinib vykazoval > 90% inhibici jiz

vwr

potencial k AKR1C3 s inhibici < 60 % 1 pti vyssi koncentraci 50 uM, naptiklad inhibitory

tyrosinové kinazy bosutinib a neratinib. (Hudacova 2019)

Belinostat jako inhibitor HDAC je ve vétsing studii zkouman spise podle ptivodni
indikace, tj. jako 1é€ivo T-bunééného lymfomu, ale i fady dalSich malignit. Jeho vzajemny
ucinek s DOX —analogem DAUN je vyuZzivany v 1é€ebném pfistupu Bel-CHOP, nicméné
o0 jeho vlivu na karbonyl redukujici enzymy se dosud neuvazovalo. V in vitro podminkach
dle vysledkti prokazal pomérné vyznamnou % miru inhibice u enzymu AKRIC3 a
v porovnani s jinymi vySe zminénymi inhibitory ho Ize pokladat za jeden ze silnéjSich

inhibitort AKR1C3.

Pro potvrzeni jeho vlivu na tento enzym je vSak vhodné doplnit vysledky

experimentem provedenym na bunéénych liniich. Dal§i mozné pokusy by nasledné mohly
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byt na leukemickych ¢i jinych nddorovych buiikéach, které by dokézaly vice zohlednit vliv
exprese AKRI1C3 a dalsi charakteristiky vychazejici z odlisné (patologické) povahy

bunék.

5.3 Stanoveni ICsy pro belinostat

Pro stanoveni ICso belinostatu, tj. koncentrace, kterd snizi aktivitu enzymu na
polovinu, byl zvolen enzym AKR1C3, ktery na zakladé predbéznych méteni prokazal
nejvyssi miru inhibice. Sledovéani ucinku rtznych koncentraci belinostatu na enzym
AKRI1C3 nam umoznilo sledovat kinetiku inhibice a vice porozumét parametriim a
prabéhu inhibi¢ni reakce. Byly zvolené koncentrace inhibitoru v reakci 0,1; 0,2; 0,5; 1;
5; 10; 50 a 200 uM. Obr. 11 znazoriuje zavislost logaritmické hodnoty koncentrace
inhibitoru na procentudlnim vyjadteni aktivity enzymu. Hodnota ICs je inflexnim bodem
dané kiivky. V tabulce 4 jsou vSechny praimérné aktivity (%) pfi danych koncentracich
inhibitoru ze tfech méteni, kde kazda reakce byla provadéna v triplikatu. Jako 100%
aktivita byla zvolena aktivita enzymu v reakci s DMSO misto inhibitoru (DMSO). Tyto
hodnoty slouzi pro vypocet ICso pomoci programu GraphPad Prism 9. Jednotlivé hodnoty

ICso, primérnou ICsp a smérodatnou odchylku hodnoty ukazuje tab. 5.

Tab. 4: Specifické aktivity enzymi v reakcich s rtizn€ koncentrovanym belinostatem

koncentrace  Specifickd  Specifickd ~ Specificka Primérna y .
. .. . . .~ 1. Smérodatna

belinostatu v aktivita 1. aktivita 2. aktivita 3. specificka odchvika

reakci (UM) méfeni (%) méfeni (%) méfeni (%) aktivita (%) Y

200,0 4,6 3,9 4,5 4,3 0,3
50,0 11,0 10,9 11,0 11,0 0,1
10,0 48,7 51,0 45,9 48,5 2,1
5,0 71,7 67,6 63,6 67,6 3,3

1,0 103,7 102,9 98,9 101,8 2,1

0,5 96,9 104,2 98,9 100,0 3,1

0,2 - 89,3 104,3 96,8 7,5

0,1 109,5 106,6 101,9 106,0 3,1

0,00001" 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0
*DMSO
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Tab. 5: Hodnoty ICso belinostatu

vy s vy oy s oy Smérodatna
1. méfeni 2. méfeni 3. méreni Prumeér
odchylka

1C50 (uM) 9,9 8,6 9,9 9,5 0,6

150-
=
&3 1004 e
o
'
<
i 50+
>
2
(0]
0 1 1 1 T 1
-6 -4 P 0 2 4

log (koncentrace belinostatu) (uM)

Obr. 11: Zavislost specifické aktivity AKR1C3 na log koncentrace belinostatu (pro stanoveni ICso)

Vysledna hodnota ICso belinostatu stanovena in vitro je 9,5 + 0,6 uM. Hodnota
ICso inhibitortt koresponduje s mirou ucinnosti inhibice. V pfipadé nekompetitivni
inhibice by se hodnota ICsp méla rovnat parametru Kj, u kompetitivni inhibice by se
zvySovala se zvySujici koncentraci substratu. Hodnota ICso belinostatu s porovnanim
s jinymi inhibitory se ukazuje jako vyssi. Inhibitor midostaurin schvaleny k 1écbé AML
v kombinaci s DAUN/Ara-C dosahoval ICso < 1 pM. (Milan 2019) Nicmén¢ napiiklad
klinicky uZivany purvalanol A dosahl ICso 6,4 uM. (Novotna et al. 2018) Vyssi 1Cso
dosahuje klinicky pouzivany MPA (ICso = 5,6 uM) a baccharin (ICso = 7,0 uM). (Verma
et al. 2016) Pro posouzeni vyznamnosti této hodnoty je vhodné provést experiment na

bunéénych liniich.
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5.4 Stanoveni K; belinostatu a typu inhibice

Pti reakcich na stanoveni inhibi¢ni konstanty K; a ureni typu inhibice byl pouzity
DAUN o koncentracich v reakci 2 000, 1 000, 800, 600, 400 a 200 uM. Zaroven byly
proméieny jednotlivé koncentrace substratu se tiemi koncentracemi belinostatu (5, 10 a
25 uM v reakei). Ziskané hodnoty umoznily sestrojeni grafu (Obr. 12), ktery predstavuje
hyperbolickou zavislost dle Michaelise a Mentenové (viz kap. 4.2.5.2). Obr. 13 ukazuje
vyneseni prevracenych hodnot aktivit enzymu a koncentraci DAUN. Toto grafické
vyjadfeni, linearizace rovnice Michaelise a Mentenové dle Lineweavera a Burka, slouzi

k urceni typu inhibice (viz. obr. 8 v kapitole 4.2.5.2) a 1ze z n¢j vycist i hodnotu K.
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Obr. 12: Saturacni kiivka - zavislost specifické aktivity enzymu AKR1C3 na rtiznych koncentracich
DAUN v reakcich s/bez pfitomnosti belinostatu
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Obr. 13: Dvojité reciproky vynos zavislosti specifické aktivity AKR1C3 na koncentraci DAUN (k

uréeni typu inhibice dle Lineweavera a Burka)
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tim lep$i mé inhibitor afinitu k enzymu a je v inhibici u¢inngjsi. Dvojité reciproky vynos
dle Lineweavera a Burka je vhodny pro zjisténi typu inhibice, rozdily jsou zde zpravidla
dobie viditelné. Plati, ze nekompetitivni inhibice oproti kompetitivni snizuje Vmax,
nicmén¢ nemeéni Km, coz je na tvaru kiivek jasné patrné. Kiivky by se méli protnout
vjediném bod¢ (—1/K;) na ose x. Z grafu (Obr. 13) zavislosti naméfenych hodnot
nevyplyva zcela jednozna¢né nekompetitivni typ inhibice, nicméné se k nému nejvice
blizi. Muze se také jednat o typ inhibice smiSené, ale ptevazuje typ nekompetitivni. Pro
nekompetitivni typ inhibitoru je charakteristicka vazba na enzym nebo piechodny
komplex enzym-substrat nezavisle na substratu. Vaze se do jiného mista nez substrat a
po navazani negativné ovlivni tvorbu produktu. JelikoZ je nezavisly na vazbé substratu,
ani nadbytek substratu neumozni potlac¢eni nekompetitivni inhibice. U kompetitivni

inhibice je tomu naopak a nadbytek substratu ma schopnost potlacit inhibici.

Vétsina zkoumanych inhibitori AKR1C3 jsou nekompetitivni inhibitory,
naptiklad jiZ zminény olaparib nebo ibrutinib. (Tavares et al. 2020, Hudacova 2019) Jako
ucinné inhibitory s nekompetitivnim ucinkem potvrzenym na bunécnych liniich se
ukézaly také derivaty purinu, purvalanol A a roscovitin (Ki=5,5a 1,4 uM; ICso = 6,4 a
3,7 uM). (Novotnd et al. 2018) Naptiklad baccharin se ukazal jako specificky
kompetitivni inhibitor AKR1C3, nicméné¢ tento typ neni tak bézny. (Verma et al. 2016)

Inhibice AKR1C3 je velmi sledovanym krokem, podobné 1 jeji vliv na nadorova
onemocnéni, piedné ty, ve kterych je prokazana vysokd exprese AKR1C3 (rakovina
prostaty nebo prsu, rakoviny krve, aj.). VyuZziti specifického inhibitoru AKR1C3 navrhuje
skupina Vermy et al. (2018) v kombinované terapii kastra¢né rezistentniho karcinomu
prostaty (CRPC). Inhibitor (E)-3-(4-(3-methylbut-2-en-1-yl)-3-(3-
fenylpropanamido)fenyl)akrylova kyselina (KV-37), prokdzal in vitro a in vivo
antineoplasticky ucinek na buiky néadoru prostaty a senzibilizuje je k lécivu
enzalutamidu. Zasadnim poznatkem je, Ze neni toxicky ke zdravym buiikdm prostaty.

Synergické piisobeni inhibitoru AKRIC3 s DAUN/etoposidem znaci strategii
1é¢by leukémii. Pfidanim inhibitoru se zvysi cytotoxicita DAUN az 10x a je pak
ucinnéj$im cytostatikem v terapii AML. Takto vyuzitymi inhibitory mohou byt napf.

MPA (ICso = 5,6 uM) nebo jiz zminény baccharin (ICso = 7,0 uM). (Verma et al. 2016).

45



Za silné inhibitory karbonyl redukujicich enzymi jsou pokladany flavonoidy
(napf. 2'-hydroxyflavanon), které snizuji redukci na neptiznivy DAUNOL a zaroven
zvysuji kumulaci nezménéného 1é¢iva inhibici Pgp. Snizuji také volné radikaly. (Wolfram
et al. 2000, Hofman et al. 2014) Velkou specifitu vici enzymim AKRI1C prokézaly
inhibitory zalozené na N-fenylanthranilovych kyselinach, zastoupené NSAID. (Hofman

et al. 2014, Penning et al. 2006)

Usili vyvinout u¢inny a znaéné specificky inhibitor AKR1C3 vychazi i
z predpokladu tlumeni karcinogeneze v nadorovych bunikdch snizenim signalizace
k proliferaci indukované¢ enzymem. (Penning et al. 2006) Pfedpoklddanou vlastnosti
inhibitori by méla byt kardioprotektivita. (Plebuch et al. 2007) Neni vSak snadné ani po
prokazani inhibi¢niho potencidlu latek vici AKR1C3 zavést inhibitor do klinického
pouziti a ma to sva omezeni. Vyplyva to predevsim z rtiznorodosti funkei enzymu in vivo.
Utinek inhibitoru tak mize byt &aste¢n& odlisny od in vitro studii a zpiisobovat toxicitu.
Je tedy nutné kombinované pouziti inhibitord a protinddorovych 1é¢iv v praxi dikladné
posoudit. (Hofman et al. 2014) Také rizné vzorce inhibice enzymil jejich vyuZiti jako

terapeutik komplikuji. (Penning et al. 2018)
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6 ZAVER

V této diplomové praci byl sledovany inhibi¢ni u€inek belinostatu na enzymy
z nadrodiny AKR a SDR redukujici DAUN. DAUN je 1é¢ivo ze skupiny ANT indikovany
v 1écbe¢ akutnich leukémii. Je vSak mnoho mechanismii, které snizuji jeho ucinnost a
v disledku vyvoje mozné rezistence a kardiotoxicity limituji klinické pouziti. Pfispiva
k tomu také samotnd redukce DAUN na DAUNOL, katalyzovand mnoha enzymy
z nadrodin AKR a SDR. DAUNOL pak vykazuje nizsi protinadorovy ucinek, ptispiva
k rozvoji rezistence nadorovych bunék k Iéc¢ivu a je vice toxicky. Redukéni pieména
DAUN neni tedy piili§ Zadouci, proto je snahou hledat latky s inhibi¢nim u¢inkem viici

témto enzymiim k potlaceni této premeény.

Na zaklad¢ in vitro inkubaci s DAUN jsme prokazali aktivitu enzymi AKR1AL,
1B1, 1B10, 1C3 a CBR1 v redukéni pteméné DAUN na DAUNOL. Specificka aktivita u
nich klesala v pofadi CBR1, AKR1A1, 1C3, 1B10 a 1B1. Tyto poznatky koresponduji

z velké miry s dostupnymi publikacemi.

Pfidanim belinostatu do reakci doslo u vSech enzymi ke snizeni aktivity, nicméné
s riznou intenzitou/mirou inhibice. Belinostat byl identifikovan jako inhibitor HDAC a
primarn¢ indikovan pro terapii relabujici nebo refrakterni formy PTCL. V této praci se
zkoumal jeho potencidl v inhibici karbonyl redukujicich enzymi. Nejvétsi inhibi¢ni efekt
belinostatu byl prokdzan zndmi testovanych enzymi u AKRI1C3, kdy pfi nizsi
koncentraci inhibitoru v reakci (10 uM) doSlo k vice nez 50% snizeni aktivity, u
koncentrace 50 uM dosahovala inhibice t¢éméi 90 %. U zbylych enzymu klesala mira
inhibice v pofadi 1B10, 1A1, 1B1 a CBRI. V porovnani s tdaji z publikaci studujici dalsi

inhibitory miiZeme fict, Ze se jedna o jeden ze silnéjSich inhibitord AKR1C3.

AKRIC3 jako nejvice inhibovany enzym byl pouzit pro stanoveni dalSich
kinetickych parametrti. Jejich ucelem bylo lepsi pochopeni ptisobeni belinostatu a také
popis kinetiky belinostatu jako inhibitoru. Stanovena ICso odpovida vyssi hodnot¢ 9,5 +
0,6 uM. K popisu kinetiky bude tfeba dale doplnit pokus sledujici zavislost ICso na
koncentraci enzymu pro stanoveni, zda-li se jedna o pevn¢ se vazajici inhibitor ¢i nikoliv,

tedy roste-li s rostouci koncentraci enzymu také hodnota ICsy.

Z vypoctu K; belinostatu (K; = 8,9 £ 0,4) a z dvojité reciprokého vynosu dle

Lineweavera a Burka vyplyva, ze pusobeni belinostatu na AKRI1C3 se nejvice blizi
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kinetice nekompetitivnich inhibitord. Vyhodou toho typu je v klinické praxi moznost
ménit ddvku DAUN bez obavy ze sniZeni inhibi¢niho u¢inku. Aktivita nekompetitivniho

inhibitoru totiZ neni nadbytkem substratu nijak potlacena.

Je vhodné v budoucich studiich doplnit tyto vysledky inhibice belinostatem v in
vitro podminkéach dal$im experimentem provedenym na bunécnych liniich. To umozni
prokazat inhibi¢ni efekt 1 na enzym AKRI1C3 exprimovany v buiikdch a mize potvrdit
hypotézu lepsiho cytostatického ¢inku DAUN pfi pouziti spolu s inhibitorem. Poznatky
experimentll na bunéénych liniich umozni tvahy o redlné moznosti vyuziti belinostatu
jako dopliikového chemoterapeutika ke klasické chemoterapii u riznych AKR1C3
dependentnich onemocnéni. Pied samotnymi klinickymi studiemi bude nutné pokrac¢ovat

v experimentech na irovni in vitro vybranych leukemickych bunék.
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7 SEZNAM ZKRATEK

178-HSD 17B-hydroxysteroid dehydrogenéaza
ABC ATP Binding Cassette

AGEs Konecné produkty glykace

AML Akutni myeloidni leukémie

ANT Antracyklinova antibiotika

Ara-C Cytarabin

DAUN Daunorubicin

DAUNOL Daunorubicinol

DOX Doxorubicin

EPI Epirubicin

HDAC Histonova deacetylaza

HSD Hydroxysteroidni dehydrogenazy
Hydroxy-PP 4-amino-1-tert-butyl-3-(2-hydroxyphenyl) pyrazolo [3,4-d] pyrimidin
IDA Idarubicin

LRP The lung rezistence-related protein
MDR Mnohocetna Iékova rezistence
MPA Medroxyprogesteron acetat

NF«B Nuklearni faktor kappa B

NSAID Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva
PGF syntaza Prostaglandin F syntaza

PgP P-glykoprotein

PTCL Periferni T-bunéény lymfom

ROS Reaktivni formy kysliku

SDR Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym fetézcem
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