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Nazev bakalaiské prace: Vliv epalrestatu, ponalrestatu, ranirestatu a zopolrestatu na
metabolismus daunorubicinu katalyzovany aldo-ketoreduktasou 1C3: studie na trovni

nadorové bunééné linie

Teoreticka cast této bakaldiské prace se zabyva mechanismem Uc€inkQ
antracyklinti, kardiotoxicitou antracyklinii a mechanismem rezistence nadorovych bun¢k
vici antracyklinlim prostfednictvim biotransformacnich enzymt a ABC transportéri.
Déle teoreticka cast pojednava o enzymech z nadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR)
a znadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym ftetézcem (SDR), které metabolizuji
antracykliny na jejich C13-hydroxy metabolity.

Experimentalni ¢ast se zabyva studiem potencidlnich inhibitort
aldo-ketoreduktasy 1C3 (AKRI1C3). V ramci bakalatské prace byly testovany epalrestat,
ponalrestat, ranirestat a zopolrestat o nichZ je zndmo, Ze patii mezi inhibitory
aldosareduktasy (AKRIBI1). [In vitro, v experimentech s rekombinantnimi
antracyklinreduktasami vSak bylo zjiSténo, ze tyto latky inhibuji 1 nékteré dalsi
antracyklinreduktasy, zejména AKRI1C3. Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda
epalrestat, ponalrestat, ranirestat a zopolrestat inhibuji AKR1C3 1 na buné¢né trovni.
Jako model byla k tomuto ucelu vybrana bunécna linie HCT116. Jedna se o bunky
kolorektalniho karcinomu, které pfirozené exprimuji velmi malé mnozstvi AKR1C3.
Bunééna linie byla pro naSe ucely prechodné transfekovdna plazmidem kodujicim
AKRI1C3 a nasledné¢ byl studovan vliv uvedenych sloufenin na metabolismus
daunorubicinu v této bunécné linii. Bylo zjisténo, ze z vybranych inhibitorii inhibuje
nejvice ranirestat pfi koncentraci 10 uM a nejméné inbihuji epalrestat se zopolrestatem.

U ponalrestatu byla zaznamenéna inhibice pfi koncentraci 5 uM a 10 uM.

Klicova slova: inhibitory aldosareduktasy, aldo-ketoreduktasa 1C3, nadorové buiiky,

daunorubicin, metabolismus
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Title of bachelor thesis: Effect of epalrestat, ponalrestat, ranirestat and zopolrestat on
aldo-keto reductase 1C3-mediated metabolism of daunorubicin: a study at the level of

a cancer cell line

The theoretical part of this bachelor thesis deals with the mechanism of action
of anthracyclines, the cardiotoxicity of anthracyclines, and the mechanism of resistance
of cancer cells to anthracyclines via biotransformation enzymes and ABC transporters.
Furthermore, the theoretical part discusses enzymes from the aldo-ketoreductase (AKR)
superfamily and the short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamily, that
metabolize anthracyclines into their C13-hydroxy metabolites.

The experimental part focuses on studying potential inhibitors
of aldo-ketoreductase 1C3 (AKR1C3). Epalrestat, ponalrestat, ranirestat, and zopolrestat
were tested as they are known inhibitors of aldose reductase (AKR1B1). However,
in vitro experiments with recombinant anthracycline reductases revealed that these
compounds also inhibit some other anthracycline reductases, in particular AKR1C3.
The aim of this thesis was to determine whether epalrestat, ponalrestat, ranirestat,
and zopolrestat also inhibit AKR1C3 at the cellular level. The HCT116 cell line was
selected as the model for this purpose. It is a colorectal carcinoma cell line that naturally
expresses very low levels of AKR1C3. This cell line was transiently transfected with
a plasmid encoding AKR1C3, and it was studied the effect of these compounds on the
metabolism of daunorubicin in this cell line. It was found that among the selected
inhibitors, ranirestat exhibited the highest inhibition at a concentration of 10 uM,
while epalrestat with zopolrestat showed the lowest inhibition. For ponalrestat the

inhibition was observed at concentrations of 5 uM and 10 pM.
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1 Uvod

Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou nadorova onemocnéni
nejcastéj$i pri¢inou umrti. V roce 2020 byla nadorova onemocnéni pfi¢inou kazdého
Sestého piipadu umrti a celkové na nadorova onemocnéni zemielo 10 miliont lidi.
(Ferlay a kol. 2020, World Health Organization 2022)

Antracykliny patfi mezi nejpouzivanéjsi protinddorova 1éCiva, kterd kdy byla
vyvinuta (Hortobagyi 1997, Martins-Teixeira a kol. 2020). V¢tSina pacientt,
ktefi podstupuji systémovou chemoterapii nadorového onemocnéni, dostava v ur€itém
obdobi 1éCby pravé antracykliny (Hortobagyi 1997, Martins-Teixeira a kol. 2020).
S jejich klinickym pouzivanim jsou ale spjata jistd omezenim: pfirozena (primarni) nebo
ziskana rezistence a akutni a chronicka kardiotoxicita (Aubel-Sandron a kol. 1984,
Martins-Teixeira a kol. 2020). Antracykliny jsou metabolizovany enzymy z nadrodiny
aldo-ketoreduktas (AKR) a =z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym
fetézcem (SDR) (Penning a kol. 2015). Tyto enzymy redukuji daunorubicin a doxorubicin
na jejich C13-hydroxy metabolity (Martins-Teixeira a kol. 2020, Mordente a kol. 2009).
V soucasné dob¢ se ukazuje, Ze inhibice antracyklinreduktas miize pomoci zvysit citlivost
nadorovych bunék vici antracyklinim a tim pfispét k 1é€bé nadorovych onemocnéni.
Zabranéni vzniku antracyklinovych metabolith muze zvysit terapeutickou ucinnost
antracyklint a také muze snizit zévaznost a mnozstvi nezddoucich ucinkid
(Maléatkova a kol. 2013). V této praci jsou zkoumény potenciondlni inhibitory
antracyklinreduktas: epalrestat, ponalrestat, ranirestat a zopolrestat. Cilem prace je zjistit
inhibi¢ni G¢inek vybranych inhibitorti na aktivitu AKR1C3 na Grovni bunééné nadorové

linie bunék kolorektalniho karcinomu HCT116.



2 Teoreticka Cast

2.1 Antracykliny

Antracykliny patii do skupiny piirodnich antibiotik, ktera patii k nejuicinnéjsim
antineoplastickym (protinadorovym) latkdm pouzivanym v soucasné dob¢ v klinické
praxi (Martins-Teixeira a kol. 2020). I pfes jejich vysokou ucinnost, je s pouzivanim
antracyklinii jako protinddorovych 1é¢iv (chemoterapeutik) spojena tfada omezeni.
Tato omezeni souvisi zejména s:

- pfirozenou (primarni) nebo ziskanou rezistenci nadorovych bunc€k vici

antracykliniim,

- akutni a chronickou kardiotoxicitou souvisejici s antracykliny.

(Aubel-Sandron a kol. 1984, Martins-Teixeira a kol. 2020)

Antracykliny obsahuji chromofor, ktery je zodpovédny za jejich charakteristickou
cervenou az oranzovou barvu. Antracykliny se sklddaji z aglykonu, ktery je spojen
s aminocukrem — daunosaminem (glykonova ¢ast 3-amino-2,3,6-trideoxy-a-1-lyxo-
hexopyranosy). Daunosamin je klicovy pro protinadorovou aktivitu, jelikoz hraje roli
v mechanismu u¢inku antracyklini (Obr. 1). (Hortobagyi 1997, Martins-Teixeira a kol.
2020)

Aglycone

Daunosamine;
sugar part

Daunorubicin: R=H

Doxorubicin: R=0H

Idarubicin: 4-demethoxy-daunorubicin
Epirubicin: 4"-epi isomer of doxorubicin

Obr. 1: Obecny vzorec antracyklinit (Hortobagyi 1997)



2.1.1 Mechanismus U¢inkt antracyklinil a jejich metabolismus

V soucCasné dob¢ se studie shoduji, ze antracykliny plisobi kombinaci vice
mechanismi. Mezi tyto mechanismy patii interakce s topoisomerasou II (top2), indukce
oxidac¢niho stresu a interkalace do DNA, coz je schopnost vloZit se mezi pary bazi nativni
DNA a zménit jeji konformaci (Martins-Teixeira a kol. 2020, Aubel-Sandron 1984).
Antracykliny pfeménuji top2 na nukleasu st€pici DNA, coz vede ke genomové nestabilité
a ke spusténi apoptozy (Martins-Teixeira a kol. 2020).

Mimo jiné, antracykliny jsou metabolizovany pomoci nékterych enzymu patticich
do nadrodiny (AKR) a nadrodiny (SDR). Enzymy AKRI1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2
a karbonylreduktasa 1 (CBR1) patii mezi nejaktivnéjsi antracyklinreduktasy.
Tyto enzymy redukuji karbonylovou skupinu na uhliku C13 daunorubicinu, doxorubicinu
a idarubicinu. Jedna se o dvouelektronovou redukci karbonylové skupiny na sekunddrni
alkohol (naptiklad daunorubicin — daunorubicinol). (Martins-Teixeira a kol. 2020,
Malatkova a kol. 2009)

Toxicky ucinek antracyklini se zvySuje pfi jednoelektronové nebo pfi
dvouelektronové redukci. U clovéka se vylouc¢i piiblizné 50 % léciva ztéla ven
v nezménéné podob¢ a zbytek je odbourdvan tfemi hlavnimi metabolickymi cestami:

- jednoelektronovou redukci na semichinonovy radikal, pfi které vznika ROS

- dvouelektronovou redukei na sekundarni C13-hydroxy metabolit

- deglykosidaci na aglykony. (Mordente a kol. 2009)

C13-hydroxy metabolity antracyklinh maji oproti antracyklinim niZsi
protinadorovou aktivitu a také jsou tyto metabolity (daunorubicinol, doxorubicinol) méné
ucinné v inhibici topoisomerasy oproti parentnimu lé¢ivu (daunorubicin, doxorubicin).
Tato enzymaticka pfeména antracyklinl na jejich sekundarni C13-hydroxy metabolit je
dalezitym faktorem ve vyvoji rezistence nadorovych bunék vi¢i antracyklinim

a ve vzniku antracykliny indukované kardiomyopatie. (Mordente a kol. 2009)
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2.1.2 Rezistence vici antracykliniim

Rezistence nadorovych bunck vici antracyklinim je jednim z divodt selhani
1é¢by nadorovych onemocnéni. Miize byt zptisobena vrozenymi nebo ziskanymi faktory,
kterymi jsou napftiklad:

- snizena exprese nebo aktivita top2,

- zvysena exprese superoxiddismutasy, coz zvysuje odolnost nadorovych bunck

vuéi oxida¢nimu stresu,

- mutace a dal§i zmény na urovni proteinu p53, coz ovliviluje proces

apoptozy. (Martins-Teixeira a kol. 2020)

Rezistence nadorovych bun¢k vici antracyklinim a chemoterapeutikiim obecné
se deéli na primarni a ziskanou. Primarni rezistence je stav, kdy lé¢ba nadorového
onemocnéni jiz od zacatku nezplisobuje Zadnou vyraznou zménu v chovani nadorovych
bunck a neprojevi se ani zaddnou odpovédi nebo poklesem ve velikosti nadoru.
O ziskanou rezistenci se jednd, pokud 1é¢ba nadorového onemocnéni zpocatku 1écby
uspesné reaguje a nador se zmensi. Po urcité dobé ale dochazi k navratu nadorového
onemocnéni. (Sharma a kol. 2017)

Chemoterapeutika  jsou latkami ciziho pavodu neboli xenobiotika.
Osud xenobiotik v organismu  zahrnuje  absorpci,  distribuci, metabolismus
(transport a biotransformace) a exkreci. Dochazi pii tom k interakci xenobiotika nebo
jeho metaboliti s cilovou strukturou. Uvedené procesy jsou ovlivnény strukturou bunék
(hlavné strukturou membrany) a chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi xenobiotika.
Pted negativnimi vlastnostmi xenobiotik se mize organismus branit pomoci urychleni
eliminace, omezeni vstupu xenobiotika do organismu a omezeni biologické aktivity
a toxicity xenobiotika. Velky vyznam v obrané proti xenobiotikiim maji:

- biotransformac¢ni enzymy,

- transportéry (transportni proteiny). (Hodgson 2004, Skéalova 2017)

Biotransformace je proces, pii kterém se méni fyzikdlné-chemické vlastnosti
xenobiotik (Iovdijova a kol. 2010). Biotransformac¢ni enzymy maji Sirokou substratovou
specifitu a pfeménuji xenobiotika obvykle na hydrofiln€jsi slouceniny, které obvykle
podléhaji snazS§i eliminaci z organismu nez parentni latka. Reakce katalyzované

biotransformacnimi enzymy se déli do dvou fazi: faze I a faze 11. Reakce faze I zahrnuji
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oxidaci, redukci a hydrolyzu. Reakce faze Il zahrnuji glukuronidaci, sulfonaci, metylaci,
acetylaci a konjugaci s glutathionem a aminokyselinami (Sudhakaran a kol. 2017).

Mezi dalsi mechanismy, které nadorové bunky vyuzivaji k tomu, aby se vyhnuly
toxickym ucinkiim 1€Civ, je snizeny piijem téchto 1éCiv dovnitt do bun¢k nebo jejich
zvySeny transport z bunék ven. V bunkach s mnohocetnou 1ékovou rezistenci dochazi
k aktivnimu vylu€ovani 1é¢iv prostiednictvim transportérti nadrodiny ABC (ATP-binding
cassette), které jsou zodpovédné za export toxickych latek z cytosolu malignich bun¢k,
¢imz podporuji rezistenci malignich bunék vii¢i chemoterapeutikiim. ABC transportéry
ke své funkci potiebuji ATP. (Martins-Teixeira a kol. 2020, Gregory a kol. 2003)

Mezi lidské ABC transportéry patii transportéry

- ABCBI (P-glykoprotein (P-gp)/multidrug resistant gene (MDR)),

- ABCCI1 (multidrug resistence associated protein 1 (MRP1)),

- ABCG2 (breast cancer resistance protein) (BCRP)). (Skalova 2017)

Transportér ABCB1 je exprimovan v fadé tkani, mezi které patifi naptiklad
gastrointestindlni trakt a mozek, kde zabraniuje hromadéni toxickych latek.
Nadmeérna exprese transportéru ABCB1 zodpovidd za ochranu citlivych tkani,
hematoencefalické bariéry, gastrointestinalniho traktu, ledvin, jater, vajecniki a placenty.
Transportéer ABCB1 mé schopnost transportovat velké mnoZstvi raznych 1éCiv
bez strukturdlni nebo funkéni podobnosti, jako jsou naptiklad protinadorova
léCiva (antracykliny, antraceny, alkaloidy vinca a taxol), inhibitory HIV-proteasy,
antidepresiva, antiepileptika, antibiotika a analgetika. (Martins-Teixeira a kol. 2020,
Gregory a kol. 2003)

Transportér ABCCI1, ktery byl izolovan zbunétné linie lidského plicniho
karcinomu vroce 1992, je strukturné podobny s ABCBI1, ale obsahuje navic
transmembranovou doménu nula, kterd je pficinou afinity ABCC1 k aniontim.
Neaniontové slouceniny mohou byt transportovany ve formé sulfatovych konjugatd,
glutathionu, anebo glukuronidu. (Gregory a kol. 2003)

Dal§im ABC transportérem je transportér ABCG2, ktery je zndm jako protein
pro rezistenci k mitoxantronu a jako transportér v placenté, kde se podili na transportu
sloucenin do nebo z krevniho zasobeni plodu. (Gregory a kol. 2003)

Transportéry ABCB1 a ABCC1 jsou dva hlavni ABC transportéry, které jsou
schopny transportovat antracykliny ven z buiky, jelikoZz jsou pro tyto dva transportéry

antracykliny substraty. Tento transport z buiiky vede k niz§im intracelularnim hladindm
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antracyklintl a tim mutze vést ke vzniku rezistence nadorovych bunck k antracyklinim.
Existuji inhibitory, které jsou schopné tuto rezistenci zvratit (napiiklad verapamil,

chinidin, chinin a cyklosporin A). (Martins-Teixeira a kol. 2020, Gregory a kol. 2003)

2.1.3 Kardiotoxicita antracyklind

Po rezistenci dalsi hlavni nevyhodou omezujici klinické pouziti antracykling,
Kardiotoxicita vyvolana antracykliny se miZze vyskytovat akutné nebo chronicky a jeji
mechanismy jsou komplexni a multifaktorialni. (Martins-Teixeira a kol. 2020)

Kardiotoxicita vyvolana antracykliny se klasifikuje podle doby néstupu na:

- akutni, k niZ dochazi béhem lécby,

- Casnou, do 1 roku po 1écbé,

- pozdni, k niz dochazi jeden nebo vice let po 1é¢bé. (Mordente a kol. 2009)

Akutni kardiotoxicita se projevuje poruchami nitrosrdecniho vedeni
a prechodnymi arytmiemi a je obvykle reverzibilni (Mordente a kol. 2009).
Muze vzniknout na zékladé mechanismi souvisejicich s apoptotickymi procesy v buiice
(Martins-Teixeira a kol. 2020). Casna a pozdni kardiotoxicita se projevuji progresivnim
na davce zavislym poklesem funkce levé komory (Mordente a kol. 2009).
Zatimco chronickd kardiomyopatie se miize vyvinout béhem poskozeni dalSich ¢asti
bunék, jako je naptiklad sniZzeni délky telomer a senescence (bunécéné starnuti)
(Martins-Teixeira a kol. 2020). U¢inky zptisobené antracykliny na kardiomyocyty
jsou piedevs§im mitochondridlni dysfunkce, kalciovd dysbalance, poskozeni DNA,
bunééné starnuti a indukce apoptdzy (Martins-Teixeira a kol. 2020).

Kardiotoxicita je zavisla na dadvce a na vzniku se podili 1 fada dalSich rizikovych
faktorti, jako jsou jiz existujici hypertenze nebo srde¢ni onemocnéni, soubézné 1écba
jinymi léky a demografické tidaje pacientd, jako je vék a pohlavi. K dal§im komplikacim
muze dojit v pribéhu mésict nebo let po 1écbe, kdy se vyvine symptomatické méstnavé
srdecni selhéni, které je zavazné, progresivni, nevratné, obvykle refrakterni na konven¢ni
1é¢bu a spojené s vysokou Umrtnosti. UZivani antracyklin tedy vyzZaduje praktické
pokyny pro sledovani, aby se ptedeSlo kardiovaskuldarnim komplikacim béhem
dlouhodobé¢ 1éEby. (Martins-Teixeira a kol. 2020)

V fadé¢ studii je kardiotoxicita antracyklind spojovéna s jejich afinitou k zaporné

nabitym fosfolipidim, jako je naptiklad kardiolipin, ktery je slozkou mitochondridlni
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membrany v srdeCnim svalu. Z histologického hlediska 1ze projevy kardiotoxicity
pozorovat jako poskozené, degenerované a atrofické svalové bunky, ve kterych lze na
urovni mitochondrii myokardu pozorovat degenerativni zmény tkané¢ myokardu.
Starsi studie dale uvadéji, ze antracykliny také vyvolavaji zmény v elektrolytovém
metabolismu myokardu. Vlivem nizké koncentrace antracyklini na konci 1écby dochazi
u pacientii ke zvySeni obsahu Ca®" a Na' v myokardu. Nizka koncentrace antracyklini
inhibuje Na*/Ca?" vyménu v sarkolemalnich vezikulach srdce. (Aubel-Sandron 1984)

Dalsi studie davaji kardiotoxicitu do spojitosti se vznikem reaktivnich forem
kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (NOS), které jsou pficinou peroxidace lipidi
a poskozeni DNA v kardiomyocytech (Martins-Teixeira a kol. 2020). Mnoho tkéani
obsahuje enzymy zachycujici volné radikaly, které¢ detoxikuji volné radikaly a zabratiuji
poskozeni tkdni. Tkan myokardu ma téchto enzyml maélo, a je proto vice nachylna
k poskozeni volnymi radikaly. (Hortobagyi 1997)

Pro vznik kardiotoxicity je také vyznamna tvorba a akumulace alkoholovych
metabolitt, které vznikaji pii redukci karbonylové skupiny antracyklinii
(doxorubicinol, daunorubicinol).  Studie na mySich ukdzaly, Ze zvySena
preména doxorubicinu na doxorubicinol je doprovazena zrychlenym pribéhem rozvoje
kardiomyopatie. (Sacco a kol. 2003, Mordente a kol. 2015)

Dle soucasnych poznatki je vyznamnym mechanismem kardiotoxicity interakce
antracyklinli s enzymem topoisomerasou. V lidském téle se vyskytuje topoisomerasa I
(topl) a top2. (Mordente a kol. 2017)

Top 1 je u savcl nezbytnd pro normalni vyvoj. Hlavni funkci tohoto enzymu je
uvoliiovat nadSroubovicovitou strukturu DNA a podporuje tak replikaci a transkripci
DNA a tim 1 rist builky. Omezena funkce topl vede k bun&né smrti, mutagenezi
a nadorovému bujeni. Topl miiZze byt vyuzita v terapii nddorovych onemocnéni, jelikoz
ma schopnost naruSovat stabilitu DNA, a to miiZze vést k bunééné smrti u nadorovych
bunék. (Li a kol. 2016)

Top2 je jaderny enzym, kterd vytvaii prechodné zlomy v obou vldknech DNA,
aby se tak zabranilo torzi DNA pii nadSroubovicovém vinuti (supercoilingu) béhem
replikace a transkripce. Top2 §tépi jednu fosfodiesterovou vazbu na kazdém vldkné¢ DNA
a kovalentné se vaZze na 5' fosfat kostry DNA prostfednictvim tyrosylové skupiny
v aktivnim misté, ¢imz stabilizuje pieruSend vlakna DNA. (Martins-Teixeira a kol. 2020)

Bylo prokazano, Ze jadernd izoforma topoisomerasy Il beta (top2p) je jako jedina

top2 ptfitomnd v kardiomyocytech a  zprostfedkovavda  poSkozeni  srdce.
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Topoisomerasa II alfa (top2a) je nadmérné€ exprimovand v nadorovych buiikéach a je cilem
terapeutické aktivity antracyklind. Bylo zjisténo, Ze interakce mezi top2f a antracykliny
patii mezi priiny ¢asné kardiotoxicity. (Martins-Teixeira a kol. 2020)

Top2B hraje roli také v pozdni kardiotoxicit¢ a jeji inhibice vede
k mitochondrialni dysfunkci, ke vzniku oxidac¢niho stresu vlivem ROS, k poskozeni
DNA, starnuti bunék a k aktivaci drah apoptozy, které kon¢i bunécnou smrti, coz ma
negativni dopad na rtzné typy bunc¢k v srdci, jako jsou kardiomyocyty, srdecni
progenitorové bunky, srdecni fibroblasty a endotelové buiiky. Inhibice top2p tak muze
vést k ireverzibilnim formam kardiotoxicity. (Cardinale a kol. 2020)

Na zédkladé¢ molekularnich mechanismi kardiotoxicity bylo navrzeno nékolik
strategii, jak zabrdnit Skodlivym UCinkim antracyklini a zaroven zachovat
jejich aktivitu vi¢i nadorovym builkdm. Za timto ucelem byla stanovena primarni
prevence kardiotoxicity vyvolané antracykliny. Jednim z moznych zpisobd prevence
kardiotoxicity je podani pomalé infuze antracyklini namisto bolusového podani.
Dalsi strategie prevence kardiotoxicity zahrnuji pouZziti méné kardiotoxickych analogl
antracyklinti a pouziti kardioprotektivnich latek, jako jsou antioxidacni pfirodni produkty,
chelatory Zeleza a pleiotropni 1é&iva. Jednim z iroce pouZivanych a Americkym Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (U.S. Food and Drug Administration (FDA)) schvalenym
lé¢ivem je dexrazoxan. Dexrazoxan je jedinym FDA schvéilenym lékem proti
kardiotoxicité antracyklinii. Jeho kardioprotektivni u€inky tzce souviseji se schopnosti
inhibovat enzymatickou aktivitu Top2P a potlaovat signalni dréhy poskozeni DNA
vyvolané antracykliny v srdci. Dexrazoxan se vaze do vazebného mista top2f3 pro ATP,
kde interakce top2f3 s dexrazoxanem zpusobuje, Ze top2f nabyva konformace uzaviené
svorky, coz znemoZiuje dals$i tvorbu komplexii antracyklin-DNA-top2f.
Kromeé interakce s top2f je dexrazoxan také spojovan s chelatatnimi vlastnostmi. Studie
na kralicich uvadi, Ze podavani dexrazoxanu témét zcela zabranilo mortalité souvisejici
se srde€nim selhdanim, dysfunkci levé komory a zvySenim srdecniho troponinu T
v plazmé. (Martins-Teixeira a kol. 2020, Kollarova a kol. 2022, Jirkovsky a kol. 2021)

I ptes tuto ochranu srdce je pouziti dexrazoxanu omezeno kvili riziku vzniku
sekundarnich malignich novotvarii. Dexrazoxan se dnes pouziva za specifickych
a omezenych podminek a za stalého monitorovani pacientova stavu. Pouziva se naptiklad
u pacientek, které dostaly vysoké davky antracyklinti (> 300 mg/m? doxorubicinu) pro
metastaticky karcinom prsu a které mohou mit prospéch z pokracovani 1écby

antracykliny. (Menna a kol. 2017)
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Kromé dexrazoxanu byla popsana fada dalSich sloucenin, které mohou ptisobit
kardioprotektivné: pfirodni antioxidanty: flavonoidy (dihydromyricetin, isorhamnetin
a kvercetin) a vitaminy E a C; déale aminokyseliny (N-acetylcystein a L-karnitin),
glutathion, melatonin, kanabidiol, koenzym Q10 a kyselina a-linolenova), beta-blokatory
(karvedilol, nebivolol, metoprolol), inhibitory angiotenzin konvertujicitho enzymu
a antagonisté  angiotenzinu  (enalapril a  valsartan), statiny (atorvastatin),
hypoglykemizujici latky (metformin), prostacyklin 12 a jeho synteticky derivat iloprost,

antagonisté vapniku (prenylamin) a nesteroidni protizanétlivé

1éky (meloxikam). (Martins-Teixeira a kol. 2020)

2.1.4 Daunorubicin a doxorubicin

Mezi nejvice pouzivané antracykliny se fadi daunorubicin neboli daunomycin,
doxorubicin neboli adriamycin, idarubicin a epirubicin (Aubel-Sadron a kol. 1984,
Penning a kol. 2021). Daunorubicin a doxorubicin jsou tzv. antracykliny prvni generace
a byly izolovany z mutantniho kmene aktinobakterie Streptomyces peucetius.
Daunorubicin a doxorubicin patii k neju¢innéjs$im a nejrozsifenéj$Sim protinadorovym
1ékim a jsou trvale zafazeny na seznamu WHO jako zékladni 1é¢iva pro 1é¢bu tady
nadorovych onemocnéni. Zatimco daunorubicin je indikovdn v piipadé akutni
lymfoblastick¢ leukémie (ALL) a akutni myeloblastick¢é leukémie (AML),
doxorubicin se kromé¢ ALL pouZziva také v 1écb¢ lymfomit, sarkomt a Sirokého spektra
solidnich nadort, v€etné nadoru prsu, plic, moCového méchyie, kosti a délozniho Cipku.
(Hortobagyi 1997, Martins-Teixeira a kol. 2020)

Bylo 7zjisténo, Ze farmakokinetika a neZddouci uCinky daunorubicinu
a doxorubicinu jsou variabilni mezi jednotlivymi pacienty, coZ mize byt zpisobeno
zménou metabolismu v disledku nesynonymnich jednonukleotidovych
polymorfismt (ns-SNP) v genech kodujicich AKR a SDR. Ns-SNP v lidskych enzymech
AKRIC3, 1C4, 7A2 a CBR1 wvyrazné snizuji metabolismus doxorubicinu
a daunorubicinu. (Bains a kol. 2010, Bains a kol. 2009)

V onkologické praxi se cytostatika (napf. doxorubicin) casto podavaji
v kombinovanych rezimech, coz umoziuje snizit davku 1é¢iv a eliminovat tak jejich

toxické vedlejsi ucinky. (Hofman a kol. 2015)
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2.2 Antracyklinreduktasy

Reakce redukujici aldehydy na primarni alkoholy a ketony na sekundarni alkoholy
se podileji na prvni fazi metabolismu endogennich sloucenin a xenobiotik nesouci
karbonylové skupiny. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy patficimi do dvou nadrodin:

- nadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR),
- nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR). (Penning 2015)

AKR jsou nadrodina NADPH-dependentnich cytosolickych oxidoreduktas, které

katalyzuji redukci karbonylové skupiny na alkoholovou skupinu (

Tab. 1). Prikladem této redukce je pfeména daunorubicinu na daunorubicinol

(Obr. 2) a pfeména doxorubicinu na doxorubicinol. (Penning a kol. 2021)

o] OH (o] OH
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Obr. 2: Priklad redukce AKR: daunorubicin — daunorubicinol (Skalova 2017)

Tab. 1: Aldo-keto reduktasy — zdkladni prehled, prevzato a upraveno dle (Skalova 2017)

Aldo-ketoreduktasy
Enzymova klasifikace ECI1.1.1aEC1.3.1

Zkratka AKR

Kofaktor -

Koenzym NADPH

Lidské izoformy AKRI1A1, 1B1, 1B10, 1B15, 1C1, 1C2, 1C3, 1C4, 1DI,

1E2, 6A3, 6AS5, 6A9, TA2, TA3

Subcelularni lokalizace Cytosol

Organova lokalizace Dle typu isoformy

Eobiotické substraty Kone¢né produkty pokrocilé glykace, isokortikosteroidy,

produkty peroxidace lipidl, oxidované fosfolipidy

Xenobiotické substraty Akrolein, daunorubicin, doxorubicin, oracin, dolasetron,

1-butanon, naltrexon
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Nadrodina AKR se déli do 16 rodin, které¢ jsou dale rozdéleny do jednotlivych
podrodin (Penning 2015). Lidské AKR miizeme zatradit do tii rodin: AKR1, AKR6
a AKR7. V téchto rodinach bylo identifikovano 13 rtiznych AKR proteinti (Tab. 2).
(Barski a spol. 2008)

Tab. 2: Prehled lidskych AKR, prevzato a upraveno dle (Barski a kol. 2008, Mindnich a kol. 2009)

Nadrodina | Rodina | Podrodina | Isoformy
AKRIA AKRI1A1 | Aldehydreduktasa
AKRI1B1 | Aldosareduktasa

AKRI1B

AKRI1B10 | Aldosareduktasa tenkého stieva

AKRI1D AKRI1D1 | 44-3-ketosteroid-5-f-reduktasa

AKRI1
AKRIC1 200-hydroxysteroiddehydrogenasa
AKRI1C2 | Tip 3 3a-hydroxysteroiddehydroganasa
AKRI1C
AKRI1C3 | Tip 5 17p-hydroxysteroiddehydrogenasa
AKR AKR1C4 | Tip I 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa

-podjednotka I napétove rizeného
AKR6A3 | PPV P

draselného kandlu

S-podjednotka 2 napétové rizeného
AKR6 AKR6A AKR6AS

draselného kandlu

-podjednotka 3 napétoveé rizeného
AKR6A9 | 77V P

draselného kandlu

AKR7A2 | Dp 2 alfatoxin-Bl-aldehydreduktasa

AKR7 AKR7A

AKR7A3 | Dp 3 alfatoxin-Bl-aldehydreduktasa

Jak bylo zminéno, AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3, 7A2 hraji roli v rezistenci
nadorovych bunék vici antracyklintim. Lze tak piedpokladat, Ze jejich inhibitory mohou
obnovit citlivost na tyto protinadorové 1€ky. (Penning a kol. 2021)

AKR jsou indukovany cestou NRF2-KEAP1 (nuclear factor-erythroid 2
p45-related factor 2 kelch-like ECH-associated protein 1) a jsou regulovany receptory
steroidnich hormonti. Reaguji na podnéty osmotického, elektrofilniho a oxida¢niho stresu
generovanymi chemoterapeutiky. (Penning a kol. 2021)

AKR se také podileji na rezistenci nadorovych bunék k hormondlni ablativni
terapii, jelikoz hraji roli pfi preméné steroidnich hormontli. Rezistence vuci
chemoterapeutikiim je hlavnim mechanismem, pro¢ jsou nadorova onemocnéni tak tézko

l1é¢itelna. Enzymy z nadrodiny AKR pfispivaji k rezistenci nadorovych bunék vici
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riznym protinadorovym lé¢iviim, coz bylo zjiSténo napt. u nddorového onemocnéni plic,
prostaty, prsu a tlustého stfeva. AKR se kromé antracyklini podili také na Iékové
rezistenci vici hlavnim tfiddm protinddorovych 1éC¢iv, jako jsou napiiklad mytomycin,

cis-platina a metotrexat. (Obr. 3) (Penning a kol. 2021)

Chemotheraputic Agent

¥
Electrophilc Species —— = Inactivation
ROS (4HNE) (3) AKR

S

T NRF2-KEAP1 ——— = (1)AKR l

i hosd
ROS
e Inactivation
(2} AKR
OH

=

Zn

OH

Obr. 3: Mechanismy lékové rezistence zprostiedkované AKR. (1): AKR katalyzuji redukci
karbonyloveé skupiny na alkoholovou (2) AKR redukuji p-chinony a produkuji ROS, které aktivuji
NRF?2 a zvysuji expresi genit AKR; (3) AKR inaktivuji cytotoxické produkty rozkladu lipidovych
peroxidii, jako je napriklad 4-hydroxynonenal; Prevzato z (Penning a kol. 2021)

Enzymy SDR jsou nadrodina NAD(P)(H)-dependentnich oxidoreduktas, které se
rozdéluji na dva zakladni typy: klasické a rozsifené (Persson a kol. 2009). Klasick¢ SDR
preferuji jako kofaktor NADPH a rozsifené preferuji NADH. SDR vykazuji Sirokou
substratovou specifitu a jejich substraty zahrnuji steroidy, alkoholy, cukry a aromaticka
xenobiotika (Tab. 3) (Barski a kol. 2008).

Lidské SDR maji roli v metabolismu steroidnich hormoni, prostaglandint
a retinoidil, v oblasti signalizace a v metabolismu lipidii a xenobiotik. V genech SDR
se postupné dafi identifikovat stdle nové SNP, a je zndmo, Ze fada dé&dicnych
metabolickych onemocnéni mé jako zakladni pfi¢inu genetické defekty v genech SDR.
(Persson a kol. 2009)

Enzymy znadrodiny SDR jsou vétSinou mikrosomalnimi enzymy kromé
karbonylreduktas (CBR), které jsou cytosolickymi enzymy. Ptikladem mikrosomalni
SDR je 11B-HSD. Vyznamné cytosolické enzymy u ¢lovéka jsou CBR1, CBR3 a CBR4.
CBR1 a CBR3 maji vysokou identitu v jejich aminokyselinovych sekvencich, ale lisi

se svymi enzymatickymi vlastnostmi. (Barski a kol. 2008)
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Tab. 3: Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retezcem (SDR) — zakladni prehled, prevzato
a upraveno dle (Skalova 2017)

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)
Enzymova klasifikace EC 1.1.1.

Zkratka SDR

Kofaktor -

Koenzym NAD(P)(H)

Lidské izoformy SDR1-SDR48

Subcelularni lokalizace Cytosol, hladké endoplazmatické retikulum
Organova lokalizace Dle isoformy

Eobiotické substraty Dle isoformy

Xenobiotické substraty o-chinony, menadion, daunorubicin, doxorubicin, oracin,
metyrapon, 1-butanon, haloperidol, acetohexamid,

warfarin

2.2.1 AKRIAl

AKRI1A1 neboli aldehydreduktasa je prvnim objevenym enzymem patiicim
do nadrodiny AKR. AKRIA1 byla identifikovana jako kli¢ovy enzym zapojeny
do biosyntézy kyseliny askorbové u hlodavci a je exprimovana ve vétSing tkani, nejvice
vSak v proximdlnich tubulech ledvin. V ledvinidch byla nalezena ve spojitosti
s myo-inositol oxygenasou, ktera pfeméiluje myo-inositol na D-glukoronat. AKR1A1
redukuje primérné zaporné nabité substraty obsahujici karboxylovou skupinu, ale také
redukuje 1 steroidni aldehydy, aromatické aldehydy a malé tfiuhlikaté aldehydy.
Bylo prokazano, Zze AKRI1A1 katalyzuje oxidaci proximalnich #rans-dihydrodiolt
na o-chinony. (Barski a kol. 2008)

AKRIA1 se podili na bioaktivaci benzo[a]pyrenu, ktery méa karcinogenni
vlastnosti. Na urovni nddorové bunécéné linie A549 (bunky plicniho adenokarcinomu)
bylo zjisténo, Ze béhem oxidace benzo[a]pyrenu na benzo[a]pyren-7,8-dion katalyzované
pomoci AKR1A1 vznikaji ROS, které poskozuji DNA. AKRI1Al také katalyzuje
odstranéni nitrosylové skupiny z S-nitrosylovaného glutathionu a koenzymu A.

(Fujii a kol. 2021)
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2.2.2 AKRIBI

Isoforma AKRI1BI neboli aldosareduktasa je exprimovana ve vétsing tkani a ma
vyznamnou roli pfi zprostiedkovani hyperglykemického poskozeni a pfi sekundarnich
diabetickych komplikacich. Za normalnich podminek katalyzuje redukci pouze malého
mnozstvi glukézy. Zvyseni redukce glukozy pomoci AKRIB1 béhem hyperglykémie
je spojeno s rozvojem tkanového poskozeni. AKRIB1 je exprimovana v celém
organismu, véetn¢ organd, které jsou postizeny diabetem mellitem, jako je ¢ocka, sitnice,
ledviny a periferni nervy. Nadmérna aktivace AKRIB1 se podili na sekundarnich
komplikacich diabetu, jako je napiiklad retinopatie, katarakta, nefropatie a neuropatie
abylo prokazano, ze inhibice AKR1B1 je schopna oddalit ¢i zabranit tkanovému
poskozeni spojenému s diabetem. Z tohoto diivodu byly inhibitory AKRIB1 intenzivné
hledany a vyvijeny jako antidiabetika. (Barski a kol. 2008, Bailly 2022)

Polyolova dréha zahrnuje aktivaci dvou enzymdu:
AKRI1BI a sorbitoldehydrogenasy (SDH). AKRI1B1 redukuje glukézu na sorbitol
s vyuzitim NADPH za hyperglykemickych podminek. Nahromadény sorbitol je déle
oxidovan na fruktdzu za Gcasti SDH za vyuziti NAD" jako kofaktoru (polyolova dréaha,
Obr. 4). Zaeuglykemickych podminek vstupuje pouze malé procento glukozy
do polyolové drahy avétSina glukézy je fosforylovand pomoci hexokinasy
na gluk6za-6-fostat (glykolyza). Aktivace polyolové drahy béhem hyperglykémie ma
za nasledek hromadéni sorbitolu v riznych tkanich a ptedpoklada se, Ze je faktorem
rozvoje komplikaci spojenych s diabetem. Béhem hyperglykémie miZe polyolova drdha
odpovidat za redukci vice nez 30 % glukozy. Polyolova drdha vede k osmotickému
a oxida¢nimu stresu v dasledku akumulace sorbitolu a zmény pom&ru NADPH/NADP".
Nadmérna akumulace osmoticky aktivniho sorbitolu pochézejiciho z polyolové drahy
je toxicka pro organismus. Aktivace polyolové drahy za diabetickych podminek hraje
dilezitou roli v patogenezi neuropatie. Piesna fyziologicka uloha této drahy vSak zlstava

nejasnd. (Bailly 2022, Tammali a kol. 2011)
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Obr. 4:Polyolova drdaha: Redukce glukozy na sorbitol pomoci AKRIBI (AR), ktery se ddle oxiduje
na fruktozu pomoci SDH (Niimi a kol. 2021)
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s glutathionem na 1,4-dihydroxynonen a glutathionyl-1,4-dihydroxynonen, ktery mutze
byt hlavnim medidtorem cytotoxicity buné€k vyvolané oxida¢nim stresem.
(Tammali a kol. 2011)

Vyzkumy na bunéénych a zvifecich modelech ukazuji, ze AKR1BI1 je protein
citlivy na oxidaci a diky této schopnosti reagovat na oxidativni stres je mediatorem
zanétlivych signalt vyvolanych ristovymi faktory, cytokiny (naptfiklad tumor necrosis
factor a (TNF-a)), chemokiny, karcinogeny, ale také bakteridlni, virovou a parazitarni
infekci. ZvySené mnozstvi zanétlivych cytokini a rastovych faktor podporuje bunécnou
proliferaci, coZ je hlavnim rysem nddorového bujeni. Bylo prokazano, Ze inhibice
AKRI1BI zabraniuje riistu nadorovych bun€k v modelech in vitro a in vivo, a ze chronicky
zanét je spojen s progresi nadorovych onemocnéni. (Barski a kol. 2008,

Tammali a kol. 2011)

2.2.3 AKRIBI10

AKRIB10 neboli aldosareduktasa tenkého stfeva je exprimovana piedevSim
vtenkém a tlustém stfevé, jatrech, brzliku a nadledvinkach. Protein AKR1B10
je nadmérné exprimovan u dlazdicobunéénych karcinomil a adenokarcinomil plic a jater,
u kolorektalniho karcinomu a u karcinomu délohy. (Barski a kol. 2008)

Aminokyselinova sekvence AKR1B10 je ze 71 % shodna se sekvenci AKRIBI.
Také substratova specifita a citlivost na inhibitory je velmi podobnd s AKRIBI.
AKRIB10 ma ale vyssi katalytickou ucinnost vici ketonim a vaci lécivim

jako je naptiklad daunorubicin a dolasteron. (Barski a kol. 2008)
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Bylo prokazano, ze umlceni genu AKR1B10 pomoci siRNA vede k inhibici rstu
a snizeni miry tvorby lozisek a velikosti kolonii bun¢k kolorektalniho karcinomu.
Tento fakt naznaCuje, ze AKRIBI0 hraje roli v proliferaci nadorovych bun¢k.
Gen AKR1B10 je indukovan latkami obsazenymi v cigaretovém koufi, naptiklad 4-HNE
a l-butanonem. AKR1B10, stejn¢ jako 1BI1, vykazuje vysokou afinitu k aldehydim
obsazenych v cigaretovém koufi. Kromé toho AKR1B10 reguluje biosyntézu mastnych
kyselin prostfednictvim interakce s acetyl-CoA-karboxylasou a. (Barski a kol. 2008)

Studie poukazuji na piitomnost AKRIB10 u né¢kolika typt nadorovych
onemocnéni. Je znamo, ze AKR1B10 pfeménuje retinal na retinol. ZvySend exprese
retinaldehydreduktas zjisténa u nadorovych onemocnénich mize souviset s vycerpanim
hladiny kyseliny retinové a naslednou ztratou diferenciace bun¢k a rozvojem naddorového
onemocnéni. Kyselina retinova se podili na velkém mnozstvi biologickych procest,
od vyvoje plodu az po proliferaci a diferenciaci bunck, a fidi genovou expresi.
Kromé& AKR1B10 se na pfeméné retinalu na retinol podili i dalsi AKR: AKR1B1, ICI1,
1C3 a 1C4 (Obr. 5). (Gallego a kol. 2007)

NAEY NADP" AKR1B10
ADHs AKR1C3
AKR1C1
NADH NADPH
MNAD"
ALDH
NADH

[ retinoic acid ]

Obr. 5: Oxidace retinolu na retinal pomoci alkoholdehydrogenasy (ADH) a nasledna oxidace
retinalu na retinovou kyselinu pomoci aldehyddehydrogenasy (ALDH). Opacnou reakci
premeny retinalu na retinol katalyzuji AKRIBI10, 1CI, 1C3 a 1C4, prevzato z Rizner 2012

2.2.4 Isoformy AKR1C1-1C4

Isoformy AKR1C1-1C4 jsou homologni a v§echny se nachazeji v jatrech, ale maji
riznou extrahepatalni distribuci (Barski a kol. 2008). AKR1C1 je hlavné exprimovéana
v nadledvinéach, varlatech, vaje¢nicich a déloze (Endo a kol. 2022), AKRI1C2 a 1C3
jsou pfevazné exprimovany v prostaté a mlécné zlaze a AKR1C4 pievazné v jatrech

(Barski a kol. 2008).



Isoformy AKR1C1-1C4 katalyzuji reduk¢ni i oxidacni reakce a jejich pfirozenymi
substraty jsou steroidy a prostaglandiny. Enzymy AKRIC jsou také znamé
jako dihydrodioldehydrogenasy. Pro regulaci katalyzy AKRIC je dulezity pomér
NADH/NADPH, jelikoz se tyto enzymy fidi relativni afinitou k témto nukleotidovym
kofaktorim a existujicimi kofaktorovymi gradienty. (Barski a kol. 2008)

Isoforma AKRIC3 neboli typ 5 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa se podili
na metabolismu a biosyntéze estrogenu, androgenu, progesteronu a prostaglandinti a je
1 timto metabolismem regulovana. AKR1C3 katalyzuje preménu estronu na estradiol
a pfeménu androstanedionu na testosteron a je jeden z klicovych enzymu ovliviiujici
koncentraci estrogenti. (Barski a kol. 2008, Xiao a kol. 2021)

AKRIC3 je také zndma jako PGF-syntasa, jelikoz katalyzuje pifeménu
prostaglandini H2 a D2 (PGD2) na PGF2a a 9a (11B-PGF2a) (Barski a kol. 2008).
Experimenty s nadorovou bunécnou linii karcinomu prostaty (PCa) prokazaly,
ze nadmérna exprese AKRI1C3 podporuje zvyseni PGF2a, coz vede k proliferaci

nadorovych bunék (Obr. 6) (Xiao a kol. 2021).
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Obr. 6: Vliv inhibice aktivity AKRIC3 na metabolismus PGD2; prevzato z Brown a kol. 2012

Bylo zjisténo, ze AKRI1C3 se podili na rezistenci nadorovych bunék viici
antracyklinim u bunék A549 (plicni adenokarcinom), HeLa (karcinom délozniho hrdla)
a MCF-7 (bunky karcinomu prsu) (Penning a kol. 2021). Pacientky s karcinomem prsu,
které vykazuji nadmérnou expresi AKR1C3, maji hor$i prognézu nez pacientky s nizsi
expresi. AKR1C3 muze zvySovat pomér 17 B-estradiolu a progesteronu v prsni tkani.
Dale bylo prokazdno, ze tvorba epimert PGF2a aktivuje receptory PGF.
Kromé antracyklinti, AKR1C3 snizuje citlivost bun¢k karcinomu prsu také na néktera

dalsi chemoterapeutika, jako jsou napfiklad etoposid a cytarabin. (Xiao a kol. 2021)
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2.2.5 Isoformy AKR7A2 a7A3

Rodina AKR7 mé schopnost metabolizovat aflatoxin B1 dialdehyd na netoxicky
alkohol. Proteiny AKR7 jsou, na rozdil od AKRI1, funkéni dimery. Diagnostickym
substratem pro rodinu AKR7 je 2-karboxybenzaldehyd, ktery neni redukovan jinymi
AKR a vyuziva se k maskovani nabitych aminoskupin nebo karboxyskupin pro zlepseni
absorpce 1éCiv. (Barski a kol. 2008)

Rodina AKR7 ma dva ¢leny: AKR7A2 a 7A3. Zatimco AKR7A3 ma tkanovou
distribuci omezenou na zaludek, slinivku bfi$ni, ledviny a jatra, enzym AKR7A2 je Siroce
exprimovan jak v jatrech, tak i v mimojaternich tkanich. AKR7A2 je lokalizovan
v cytosolu a u nadorové bunééné linie SH-SYSY (neuroblastom) byl tento enzym
detekovan také v mitochondriich. Byla také popsana isoforma AKR7A2, ktera oproti
AKR7A2 obsahuje navic sekvenci aminokyselin zajiSt'ujici lokalizaci v Golgiho aparatu.
AKR7A2 katalyzuje pfeménu  sukcinatsemialdehydu na  y-hydroxybutyrat.
Sukcinatsemialdehyd je metabolit neurotransmiteru GABA a je povazovan
za fyziologicky substrat AKR7A2. (Barski a kol. 2008)

AKR7A2 neboli aflatoxinreduktasa je katalyticky aktivni vi¢i aldehydim
vznikajicim pfi peroxidaci lipidi, coz poukazuje na funkci AKR7A2 v ochrané
pred nasledky oxidacniho stresu. AKR7A2 je také zapojena do bunéénych detoxikacnich
drah a bylo zjisténo, ze AKR7A2 poskytuje ochranu vuci toxickym aldehydim,
jako je naptiklad 4-HNE. (Li a kol. 2012)

2.2.6 CBRI1

CBR1 (SDR21C1) je monomerni karbonylreduktasa 1 (Persson a kol. 2009).
Je ¢lenem nadrodiny enzymi SDR a je lokalizovana v cytosolu (Barski a kol. 2008).
CBRI1 je také znama jako prostaglandin-9-ketoreduktasa a je jednim z fyziologickych
regulatori metabolismu prostaglandini. CBR1 se déle podili na progresi a regulaci
nadorovych onemocnéni a na metabolismu antracyklinii, kde metabolizuje
antracyklinové protinadorové 1éky, jako je daunorubicin a doxorubicin. Expresi CBR1
indukuje slozka cigaretového koufe benzo[a]pyren a hypoxii indukovany faktor 1a.
Indukce CBR1 je spojena s rezistenci vici apoptéoze u nadorovych bunék.

(Miura a kol. 2013)
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2.3 Inhibitory antracyklinreduktas

Na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy na Katedie biochemicky véd bylo
vramci testovani potencidlnich inhibitorG antracyklinreduktas zjisténo, ze nékteré
z inhibitort AKRIBI inhibuji krom¢ tohoto enzymu také dal$i antracyklinreduktasy,
zejména AKRI1C3 (nepublikovand data). Obecné lze inhibitory AKRIBI1 rozdélit
dle jejich chemické struktury na derivaty karboxylové kyseliny (epalrestat, zopolrestat,
zenarestat, ponalrestat, lidorestat a tolrestat) a derivaty spirohydantoinu (minalrestat,
ranirestat a fidarestat) (Bailly 2022). Z uvedenych latek byly studovany epalrestat,
fidarestat, ponalrestat, ranirestat, tolrestat a zopolrestat. Inhibice AKR1C3 na tGrovni
rekombinantniho enzymu byla prokdzdna u epalrestatu, ponalrestatu, ranirestatu
a zopolrestatu. Inhibice AKR1C3 mitiZe piispivat k protinadorovym uéinkiim uvedenych
sloucenin a zarovein miize byt vyuzita pfi snaze prekonat rezistenci nddorovych bun¢k
viéi antracyklinim v pfipadé, Ze se na této rezistenci podili zvySend exprese

antracyklinreduktas.

2.3.1 Epalrestat

Epalrestat (Obr. 7) je inhibitor enzymi AKR1B1 a 1B10. AKR1B10 je specificky
exprimovan v epitelidlnich bunkéach lidského tlustého stfeva a chrani bunky
pred poSkozenim DNA. Ve studiich bylo zjisténo, Ze epalrestat inhibuje enzymatickou
aktivitu AKR1B10, coz vede ke karbonyly indukované bunécné smrti nadorovych bunék.
Inhibice AKRIB10 pomoci epalrestatu mlZe vést k nedostatecné ochrané bunék
pied poskozenim DNA vyvolanym pro bunky toxickymi elektrofilnimi karbonylovymi
slouc¢eninami, které se za normalnich okolnosti pfeménuji na mén¢ Skodlivé alkoholové
derivaty. Epalrestat ale tuto pfeménu na alkoholové derivaty blokuje a bunky tak ztraci
cytoprotekci. (Bailly 2022)

V minulosti se epalrestat ¢asto vyuzival k 1é¢bé diabetické periferni neuropatie.
V soucasné dob¢ se epalrestat jiz nepouzivd v ramci primarni terapie pro diabetickou
neuropatii, ale vyziva se nadale jako 1écivo zlepSujici pribéh diabetu. (Bailly 2022)

a neuroprotektivni vlastnosti. Bylo prokazano, Ze snizuje hladinu prozanétlivych faktori,
jako jsou TNF-q, interleukin-2, interleukin-6 a TGF-B1 u pacientl s diabetickou
nefropatii. Epalrestat je peroralni Iék pronikajici do mozku. Snizuje oxidacni stres a tlumi

dezorganizaci a apoptéozu mozkovych bunck neuronti. Epalrestat vykazuje antioxida¢ni
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jako je Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba. Neuroprotektivni potencial
epalrestatu a piibuznych inhibitort AKR1B1 a 1B10 Ize dale vyuzit jako terapeutickou
strategii ke snizeni neurodegenerace vyvolané diabetem mellitem spojené
s Parkinsonovou chorobou. (Bailly 2022)

Dalsi vyznamnou funkci epalrestatu je 1éCba nadorovych onemocnéni.
Ma protinadorové ucCinky jak v kombinaci s chemoterapii, tak 1 samostatng.
Byly provedeny studie na bunécéné urovni in vitro, kdy se ukazalo, ze epalrestat miize
inhibovat proliferaci bun¢k a modulovat aktivitu proteinkinasy C v pfitomnosti vysokych
koncentraci glukoézy. Studie byly provedeny taktéz i na zvifecich modelech, zejména
na mySich a byly taktéz provedeny 1 klinické studie u pacientii s trojité negativnim
karcinomem prsu, coz poukazuje na potencidlni ucinek epalrestatu v terapii nddorovych
onemocnéni. Taktéz se slibn€ jevi vyuziti epalrestatu pro 1é¢bu rezistentnich solidnich
nadord. Mechanismy spojené s protinadorovymi vlastnostmi epalrestatu jsou ale teprve
studovany a je potieba dalSich studii pro jejich pochopeni. (Bailly 2022)
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Obr. 7: Epalrestat, upraveno dle (Tammali a kol. 2011)

2.3.2 Ponalrestat

Ponalrestat (Obr. 8) je selektivni nekompetitivni inhibitor AKRI1BI1,
ktery inhibuje pfeménu glukdzy na sorbitol a snizuje produkci PGF2a v endometrialnich
buiikach. (Ward a kol. 1990, Bresson a kol. 2011, Bai a kol. 2020)

Ponalrestat byl zkouman také jako inhibitor AKR1B10. Studie na urovni buné¢né
nadorové linie hodnotila inhibi¢ni aktivitu ponalrestatu viici AKR1B10 a testovala
antiproliferativni aktivitu u bun€k karcinomu prsu (BT-20) a bunék karcinomu plic
(NCI-H460). Zjistilo se, ze ponalrestat ma silnou antiproliferativni aktivitu a Ze cilena
inhibice AKR1B10 pomoci ponalrestatu by mohla byt vyuzita pii 1€cbé nadorovych

onemocnéni. (Cao a kol. 2014)
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Obr. 8: Ponalrestat, upraveno dle (Tammali a kol. 2011)

2.3.3 Ranirestat

Ranirestat (Obr. 9) je inhibitor AKR1B1 s pfiznivymi u¢inky na diabetickou
senzomotorickou polyneuropatii, kterd je zplsobend heterogennimi poruchami
vznikajicimi v d@sledku poruchy metabolismu gluk6zy, zejména abnormalitami
v polyolové draze. Aktivace polyolové drahy za diabetickych podminek hraje dilezitou
roli v patogenezi neuropatie. Inhibice AKRI1B1 ranirestatem je nekompetetivni
areverzibilni a zvysuje se se zvysujici se koncentraci glukozy. Studie na diabetickych
potkanech ukazuji, ze jednorazové perordlni podani ranirestatu snizilo obsah sorbitolu
v sedacim nervu, co€ce a erytrocytech. Vysledky studii naznacuji, Ze ranirestat pronika
do sedaciho nervu v zavislosti na davce. (Matsumoto a kol. 2008, Itou a kol. 2020)

Klinické studie ukazuji, ze ranirestat se rychle vstiebava a je cilen¢ urcen k pouziti
u pacientll s diabetem mellitem, ktefi maji neuropatii a u nichz se v budoucnu ocekava
1jaterni postiZzeni. Ranirestat je primarn€ metabolizovan hydroxylaci, glukosidaci,
glukoronidaci a neenzymatickou hydrolyzou pomoci enzymu
UDP-glukuronosyltransferasy 1A a 2A. Cytochrom P450 se na metabolismu ranirestatu

nepodili. (Itou a kol. 2020)

Br

Obr. 9: Ranirestat, upraveno dle (Tammali a kol. 2011)
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2.3.4 Zopolrestat

Zopolrestat (Obr. 10) je inhibitor AKR1B1 a 1B10 a vyuziva se ke klinické 1é¢bé
diabetické neuropatie. Inhibi¢ni aktivita zopolrestatu se pro AKR1B1 a 1B10 moc nelisi,
z divodu vysoké podobnosti v aminokyselinovych sekvencich téchto dvou enzymu

a podobnosti jejich trojrozmérné struktury. (Lin a Niu 2023)
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Obr. 10: Zopolrestat, upraveno dle (Tammali a kol. 2011)
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3 Cil prace

Na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy na Katedfe biochemickych véd byl
studovan vliv inhibitort AKR1B1: epalrestatu, ponalrestatu, ranirestatu a zopolrestatu na
aktivitu vyznamnych antracyklinreduktas (nepublikovana data). Bylo zjisténo, ze kromé
AKRIBI1 tyto slouceniny inhibuji také enzym AKR1C3. Hlavnim cilem této bakalaiské
préce bylo zjistit, zda k inhibici AKR1C3 dochazi také na Grovni bunéné nadorové linie
bun¢k kolorektalniho karcinomu HCT116. Dil¢imi tkoly této prace bylo:

1) Transfekce nddorové bunécéné linie HCT116 plazmidem pCI a pCI se
zaklonovanou sekvenci kodujici AKRI1C3.

2) Pomoci extrakce daunorubicinolu zbunééného lyzatu a média pouzitého
ke kultivaci bunék a nasledné analyzy pomoci kapalinové chromatografie zjistit,
zda u bunék se zvySenou expresi AKR1C3 vybrané inhibitory ovliviiuji pfeménu

daunorubicinu na daunorubicinol.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

4.1.1

Chemikalie a biologicky material

Bunky kolorektalniho karcinomu HCT116 (Sigma-Aldrich, ECACC)
Plazmidy

o pCIl _AKRIC3 (pfipraven na Katedie biochemickych véd)

o pCI (Generi Biotech)

o pmaxGFP (Addgene)
Médium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) s 10 %
fetalniho bovinniho séra (Sigma-Aldrich)
JetPrime transfection reagent (Polyplus Transfection, Illkirch, France)
Lyzaéni pufr (25 mM Tris, 150 mM NaCl, and 1% Triton X-100, pH 7.8)
Ethylacetat (Sigma-Aldrich)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)
0.1% kyselina mravenci ve vodé a acetonitril (74:26, v/v) (Sigma-Aldrich)

Daunorubicin hydrochlorid (SelleckChem)
Ptistroje a pomiicky

Ttepacka: Vortex genius 3 (IKA)

Centrifuga: Eppendorf minispin plus (Generi Biotech)

CO; inkubétor (Biotech)

Pipety a Spicky (Eppendorf)

24 jamkova desticky (TTP)

Koncentrator: Eppendorf concentrator plus (Eppendorf)

2 ml Eppendorf zkumavky (Eppendorf)

1,5 Eppendorf zkumavky (Eppendorf)

Vialky sklenéné na méfeni (Agilent Technologies)

Plastova vicka, inzerty a gumova septa na vialky (Agilent Technologies)
UHPLC systém Agilent 1290 Infinity II, kolona: Zorbax RRHD Eclipse Plus C18
(2.1 x 50 mm, 1.8 pm), 1290 Infinity inline filter (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Laminarni box (Bioair)
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4.2 Metodika

4.2.1 Prvni den — nasazeni bunék

Buriky kolorektalniho karcinomu HCT116 byly nasazeny do dvou 24 jamkovych
desticek (300000 bun¢k/ml média DMEM). Buiky byly inkubovany po dobu 24 hodin
v COz inkubatoru (37 °C, 5 % CO»).

4.2.2 Druhy den — vyména média a transfekce bunck

Transfekce je proces, kdy se vnasi geneticky material (nukleova kyselina) do
eukaryotnich bunck, ¢imz se modifikuje geneticka vybava hostitelské bunky (Chong
akol. 2021). V tomto ptipadé¢ do bunék HCT116 byl vnesen plazmid pCI kodujici
AKRI1C3, pCI a jako kontrola byl pouzit pmaxGFP.

Postup transfekce byl nasledujici. Po 24 hodindch bylo médium vyménéno
zanové: Staré médium (1 ml) bylo odsato z jednotlivych jamek 24 jamkové desticky
a vymeénéno za 500 pl nového média. Poté byla provedena transfekce: Byla pfipravena
transfekéni smés smichdnim transfekéniho pufru s plazmidem pCI, pCl AKRIC3
nebo pmaxGFP (0,25 pg). Smés byla poté zvortexovana a kratce zcentrifugovana.
Nasledné bylo do smési pridano transfekcni Cinidlo JetPrime (0,75 pl) a roztok byl opét
zvortexovan a kratce sto¢en. Vzorek byl dale inkubovan po dobu 10 minut a poté bylo
napipetovano 37,5 ul této transfekéni smési do kazdé jamky v obou 24 jamkovych
destickach a desticky s buitkami byly inkubovany po dobu 24 hodin v CO» inkubétoru
(37 °C, 5 % CO»).

4.2.3 Treti den — Vyména média a nasazeni inhibitort

Po 24 hodinach bylo 500 pl média z kazdé jamky odsato a do jamek bylo ptidano
médium obsahujici vybrané inhibitory (400 pl) a buitky HCT116 byly inkubovany
s témito inhibitory po dobu 30 minut. Po 30 minutach byl k buiikdm pfidan daunorubicin
(100 pl, finalni koncentrace 1 uM). Jelikoz pro rozpusténi jednotlivych inhibitora byl
pouzit DMSO, byl DMSO piidan do neinhibované reakce. Jednotlivé reakce byly
provedeny v duplikatech nebo v triplikatech. Poté byly obé desticky piesunuty do CO>
inkubétoru na 37 °C a zde byly inkubovany po dobu 2 a 4 hodin.

U jedné desticky byla po 2 hodinach reakce ukoncena. Z kazdé jamky bylo
odebrano 500 ul média, které bylo preneseno do 2 ml Eppendorf zkumavky. K buiikdm
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na dné jamek 24 jamkové desticky bylo pfidano 200 pl lyza¢niho pufru a desti¢ka byla
vlozena zpét do CO» inkubatoru na 37 °C po dobu 15 minut. Poté bylo 200 pl lyzatu
z jamek pfidano do 2 ml Eppendorfek s médiem. Nasledné byla provedena extrakce
daunorubicinu a daunorubicinolu do ethylacetatu: Do zkumavek obsahujicich odebrané
médium a bunécny lyzat byl pfidan 1 ml ethylacetaitu a zkumavky byly vlozeny
na 15 minut do tfepacky a poté na 2 minuty do centrifugy, kde byly stoceny pti 13 000
rpm. Poté bylo odebrano 700 pul z horni vrstvy obsahujici ethylacetat do 1,5 ml Eppendorf
zkumavek a zkumavky byly pfemistény do koncentratoru, kde byl ethylacetat odpaten.
Ke spodni vrstvé roztoku ve 2 ml zkumavkach byl ptidan opét 1 ml ethylacetatu a byla
opét provedena extrakce do ethylacetatu: Zkumavky byly vlozeny na 15 minut
do tfepacky a poté na 2 minuty do centrifugy na 13 000 rpm. Do 1,5 ml Eppendorf
zkumavek z koncentratoru s vysusenou ¢asti vzorku byla ptfidana horni vrstva po druhé
extrakci do ethylacetatu a zkumavky byly opét premistény do koncentratoru a ethylacetat
byl opét odpaten. Po odpateni byly vzorky v 1,5 ml Eppendorf zkumavkach piesunuty
na -20 °C do mrazaku.

Stejny postup byl proveden i s druhou destickou po 4 hodinové inkubaci.

4.2.4 Stanoveni mnozstvi daunorubicinolu pomoci UHPLC

Vzorky ziskané odpafenim byly nasledné rozpustény v mobilni fazi obsahujici
0.1% kyselinu mraven¢i ve vodé a acetonitril (74:26, v/v) a zméfeny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (Ultrahigh-performance liquid

chromatography, UHPLC) (prttok 0,7 ml/min).

4.2.5 Vyhodnoceni vysledki

Pomoci UHPLC bylo stanoveno mnozstvi daunorubicinolu ve vzorku v ng.
Toto mnoZstvi bylo vynasobeno fedicim faktorem. Pokud byl vzorek ziskany odpafenim
ethylacetdtu nasledné rozpuStén v 50 pl mobilni fize a nastiik v ptfipadé UHPLC
byl 10 ul, tak mnoZzstvi daunorubicinolu v ng uvedené v reportu UHPLC
bylo vynésobeno 5. Toto mnozstvi bylo poté ptepocitano na procenta, kdy za 100 % bylo
povazovano mnozstvi daunorubicinolu v ng v neinhibované reakci vzniklé pfeménou
1 uM daunorubicinu po 4 hodinové inkubaci. Pro vyhodnoceni dat a tvorbu grafi byl

pouzit GraphPad Prism (verze 10.1.2). (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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5 Vysledky

V experimentalni casti byl testovan vliv ¢ty potenciondlnich inhibitora
AKRI1C3: epalrestatu, ponalrestatu, ranirestatu a zopolrestatu v koncentracich 1 uM, 5
uM a 10 uM na pieménu daunorubicinu na jeho metabolit daunorubicinol. Tato inhibice
byla studovéna na Grovni bunééné nadorové linie HCT116. Jedna se o bunécnou linii
s ptirozen¢ nizkou expresi AKR1C3, coz je diivod, pro¢ byla bunééna linie HCT116
vybréana pro nase experimenty (Wu a kol. 2017). Buiky HCT116 byly nejprve prechodné
transfekovany plazmidem pCI AKR1C3, coz je plazmid se zaklonovanou sekvenci
studované antracyklinreduktasy. K pfechodné transfekci byl pouzit také plazmid pCI bez
sekvence kodujici AKR1C3 a plazmid pmaxGFP. Transfekované bunky byly nejprve
preinkubovany s vybranymi inhibitory (30 minut) a poté byl do kultury ptfidan
daunorubicin (finalni koncentrace 1 pM). Po dvou a po ¢tyfech hodindch inkubace bylo
odebrdno médium, buiiky byly zlyzovany a byla provedena dvojitd extrakce
daunorubicinu a daunorubicnolu do ethylacetaitu. Dvojita extrakce v naSich
experimentech zvySuje ucinnost extrakce, tim i1 mnozstvi nami stanovovaného
daunorubicinolu.

Vysledek byl zaznamenan jako zavislost mnozstvi daunorubicinolu (v %) na dobé
inkubace transfekované bunécné linie HCT116 (po 2 a po 4 hodinach) s daunorubicinem.

V naSich experimentech bylo zjisténo, Ze ze zkoumanych inhibitorli nejvice
inhiboval ranirestat (Obr. 13) a nejméné inhibovaly epalrestat (Obr. 11) a zopolrestat
(Obr. 14). Nejveétsi inhibice byla zaznamenana u ranirestatu pii koncentraci 10 uM.
U ponalrestatu byla zaznamenana inhibice pii koncentraci 5 uM a 10 uM (inhibice
15a26 % v ptipadé 4 hodinové inkubace), pii koncentraci 1 uM nebyla inhibice

zaznamenana (inhibice < 5 %) (Obr. 12).
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Obr. 11: Vliv epalrestatu na preménu daunorubicinu na daunorubicinol v bunécné linii HCT116.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCI_AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro epalrestat) nebo epalrestatu dle postupu uvedeného
v metodice. Vysledky zobrazené v tomto grafu pochazi ze ti'i nezavislych experimentii, kdy v ramci
kazdého experimentu byly méreny triplikaty
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Obr. 12: Vliv ponalrestatu na preménu daunorubicinu na daunorubicinol v bunécné linii HCT116.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCI_AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro ponalrestat) nebo ponalrestatu dle postupu uvedeného
v metodice. Vysledky v tomto grafu pochazi ze tii nezavislych experimentii, kdy v ramci dvou
experimentii bylo méreni provedeno v triplikatech a v ramci jednoho z experimentii v duplikdtech.
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Obr. 13: Vliv ranirestatu na preménu daunorubicinu na daunorubicinol v bunécné linii HCT116.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCI_AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (I uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro ranirvestat) nebo ranirvestatu dle postupu uvedeného
v metodice. Vysledky v tomto grafu pochazi pouze z jednoho nezavislého mereni, kdy v ramci
tohoto experimentu byly méreny triplikaty.
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Obr. 14: Vliv zopolrestatu na preménu daunorubicinu na daunorubicinol v bunécné linii HCT116.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCI_AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro zopolrestat) nebo zopolrestatu dle postupu uvedeného
v metodice. Vysledky v tomto grafu pochazi ze tri nezavislych experimentii, kdy v ramci kazdého
experimentu byly méreny triplikaty.
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Jelikoz se ranirestat ukazal jako perspektivni inhibitor AKR1C3 i na bunécné
urovni (Obr. 14), byly kromé koncentraci 1 uM, 5 uM a 10 uM otestovany i koncentrace
0,1 uM, 0,25 uM a 0,5 uM (Obr. 16A, 17A a 18A). Vysledky ziskané po 4 hodinach byly
pouzity pro vypocet inhibi¢ni koncentrace (ICso) (Obr. 16B, 17B, 18B). ICso udava
koncentraci inhibitoru, kterd je potifeba ke snizeni enzymatické aktivity na polovinu

(Aykul a kol. 2016).
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Obr. 15: Vysledky prvniho experimentu, kdy byl testovan viiv 0,1-10 uM ranirestatu na premenu
daunorubicinu na daunorubicinol katalyzovanou enzymem AKRIC3 v bunécné linii HCTI16.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCI _AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro ranirestat) nebo ranirestatu dle postupu uvedeného
v metodice (4). Hodnoty ziskané po 4hodinové inkubaci byly pouzity pro vypocet ICsy a zjisteni
konfidencniho intervalu (CI) (B). Vysledky v grafech pochazi z jednoho nezavislého méreni,
kdy jednotlivé koncentrace byly méreny v triplikatech.
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Obr. 16: Vysledky druhého experimentu, kdy byl testovan viiv 0,1-10 uM ranirestatu na preménu
daunorubicinu na daunorubicinol katalyzovanou enzymem AKRIC3 v bunécné linii HCTI16.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCl_ AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro ranirvestat) nebo ranirvestatu dle postupu uvedeného
v metodice (4). Hodnoty ziskané po 4hodinove inkubaci byly pouzity pro vypocet ICsy a zjisteni
konfidencniho intervalu (CI) (B). Vysledky v grafech pochdzi z jednoho nezavislého mérent,
kdy jednotlivé koncentrace byly méreny v triplikatech.

38



>

ranirestat
150+

- - 0uM —
S = 0,1uM
@ )
O 100- -+ 0,25 M |5
¢ ~ 05uM |Z
B T
£ 50- S
.E - 5uM o
® = 10 uM —

0 T T T T 1 4 pCl

0 1 2 3 4 5
doba inkubace (h.)
B
150

S
™
‘(._3 100
& ICs50 = 0,35 uM
< 95% Cl = 0,29-0,40 uM
1]
= 50
2
£
(1}

0 I 1 1 1

-6 -4 -2 0 2

log (koncentrace ranirestatu, pM)

Obr. 17: Vysledky tretiho experimentu, kdy byl testovan viiv 0,1-10 uM ranirestatu na preménu
daunorubicinu na daunorubicinol katalyzovanou enzymem AKRIC3 v bunécné linii HCTI16.
Bunky HCTI116 byly prechodné transfekovany plazmidem se sekvenci kodujici AKRIC3
(pCl_ AKRIC3) nebo pCI a poté inkubovany po dobu 2 a 4 hodin s daunorubicinem (1 uM)
v pritomnosti DMSO (rozpoustédlo pro ranirvestat) nebo ranirvestatu dle postupu uvedeného
v metodice (4). Hodnoty ziskané po 4hodinove inkubaci byly pouzity pro vypocet ICsy a zjisteni
konfidencniho intervalu (CI) (B). Vysledky v grafech pochdzi z jednoho nezavislého mérent,
kdy jednotlivé koncentrace byly méreny v triplikatech.
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6 Diskuse

Antracykliny, jako je daunorubicin a doxorubicin, jsou stale bézné pouzivanymi
chemoterapeutiky. S jejich klinickym pouzivanim je ale spjata fada omezeni, predevsim
kardiotoxicita a primarni nebo ziskana rezistence nadorovych bun¢k viici témto
1éC¢ivim (Aubel-Sadron a kol. 1984). Mechanismem rezistence nadorovych bunéck
k antracykliniim je zvySena enzymaticka detoxikace, snizena dostupnost intracelularnich
cili 1é¢iva, defekty v drahach aktivujici apoptozu a exprese biotransformacnich enzymi,
kter¢ meéni fyzikalné-chemické vlastnosti antracyklini (Iovdijova a kol. 2010,
Hofman a kol. 2015). Dalsim mechanismem rezistence nadorovych bunék
k antracyklinim je mnohocCetnd 1ékova rezistence prostiednictvim zménéného
membranového transportu a zvyseného efluxu 1é¢iva prostiednictvim ABC transportéra,
které néadorové builkky vyuzivaji ktomu, aby se vyhnuly toxickym uc¢inkim
antracyklinli (Martins-Teixeira a kol. 2020, Gregory a kol. 2003, Hofman a kol. 2015).

Antracykliny jsou metabolizovany pomoci enzymu nadrodiny AKR a nadrodiny
SDR, které redukuji antracykliny na sekundarni alkoholy (Martins-Teixeira a kol. 2020).
Tyto vzniklé metabolity (daunorubicinol, doxorubicinol) se hromadi v kardiomyocytech
a pusobi zde toxicky (Martins-Teixeira a kol. 2020, Penning a kol. 2021).
Enzymy AKR1A1, 1B1, B10 a 1C3 zprostiedkovavaji rezistenci nddorovych bunék vici
antracyklinim a jejich inhibitory mohou obnovit citlivost na protinadorové léky
(Penning a kol. 2021). Inhibice téchto enzymi a CBR1 miiZze pfispét k piekonani
rezistence nadorovych bunék na antracykliny a v 1écb€ nadorovych onemocnéni.
Inhibice karbonylové redukce a vzniku antracyklinovych metaboliti mlze zvysSit
terapeutickou ucinnost antracyklini jakozto chemoterapeutik a také muze snizit
zavaznost a mnozstvi nezddoucich uc¢inka. (Malatkové a kol. 2013)

Lze ptedpokladat, Ze inhibitory antracyklinreduktas zvysuji citlivost nadorovych
bun¢k k antracyklinim (Bailly 2022). V této bakalafské praci byly zkoumény ctyfi
inhibitory AKRI1C3: epalrestat, ponalrestat, ranirestat a zopolrestat. Z téchto
zkoumanych latek inhiboval na tirovni studované bunécné linie nejvice ranirestat. Naopak
velmi mala inhibice byla zjiSténa u epalrestatu a zopolrestatu. Divod pro¢ tyto latky
vykazovaly niz$i u¢innost vii¢i enzymu AKRIC3 na trovni nadorovych bunék,
nez v piipadé rekombinantniho enzymu nejsou znamy a pro jejich objasnéni je tieba

proveést dalSi vyzkum. Jednou z mozZnosti mlZe byt interakce studovanych latek
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s ABC transportéry, ptipadné vazba na buné¢né proteiny. Napiiklad u zopolrestatu bylo
zjisténo, ze se vaze na proteiny krevni plazmy (Inskeep a kol. 1994).

Schopnost ranirestatu inhibovat enzymy AKR1B1 a 1C3 miize mit vyznam
prilécbe nadorovych onemocnéni. AKR1B1 a 1C3 maji v organismu rizné role. AKR1B1
katalyzuje polyolovou dréhu, kterd vede k osmotickému a oxida¢nimu stresu v dasledku
akumulace sorbitolu a zmény poméru NADPH/NADP". Nadmérna akumulace osmoticky
aktivniho sorbitolu je toxickd pro organismus. Aktivace polyolové drahy béhem
hyperglykémie ma za nasledek hromadéni sorbitolu v tkanich a ptepoklada se, ze
je faktorem rozvoje komplikaci spojenych s diabetem. (Bailly 2022, Tammali a kol. 2011)

Kromé¢ funkce v polyolové draze, ma AKRIB1 roli i v epitelidlnim
mezenchymalnim piechodu (EMT). EMT je fenotypova pfeména, ktera usnadiiuje
embryonalni vyvoj, hojeni ran a metastazovani nddorti. Behem EMT ztraceji epitelidlni
buiky své vlastnosti a ziskavaji pohyblivy mezenchymalni fenotyp. EMT zptisobuje
ziskani vlastnosti podobnych nédorovym kmenovym bunkam. Exprese AKRIBI
poskytuje nadorovou a metastatickou vyhodu u bazalnitho karcinomu prsu
prostfednictvim pozitivni regulacni zpétné vazby, kterd aktivuje EMT. Inhibici AKR1B1
tedy dochdzi i kinhibici EMT, a tedy i kinhibici metastdzovani nadorovych
onemocnéni. (Wu a kol. 2017)

Jak bylo popsano v teoretické casti, AKR1IC3 ma funkci v metabolismu
prostaglandind, pfi pfeméné kyseliny retinové a pii redukci antracyklinli na jejich
metabolity. AKRI1C3 katalyzuje pfeménu prostaglandini H2 a D2 (PGD2) na
PGF2a a 9a (11B-PGF2a) (Barski a kol. 2008). Nadmérna exprese AKR1C3 podporuje
zvySeni PGF2a, coz vede k proliferaci naddorovych bunc¢k (Xiao a kol. 2021).
AKRIC3 spolu s AKR1B1, 1B10, 1C1 a 1C4 pifeménuje retinal na retinol a zabraniuje
tak reakci, kdy se pfeménuje retinol pfes retinal na kyselinu retinovou, ¢imZ se sniZuje
mnozstvi kyseliny retinové v organismu (Gallego a kol. 2007). Pokles hladiny kyseliny
retinové ma spojitost se ztratou diferenciace bunék a rozvojem nddorového onemocnéni
(Gallego a kol. 2007). V ptipadé inhibice AKRIC3 lze tedy ocekavat snizeni hladiny
prostaglandind, které se podili na proliferaci nddorovych bunék (Barski a kol. 2008)
a také 1ze oCekavat, ze nedojde k poklesu hladiny kyseliny retinové (Gallego a kol. 2007).
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Tyto mechanismy tak mohou plisobit proti rozvoji nddorového onemocnéni.
V nasi studii jsme se zaméfili na inhibici pfemény daunorubicinu na jeho v nddorovych
buiikdich méné¢ ucinny metabolit daunorubicinol. Lze ptedpokladat, ze v ptipade,
ze k rezistenci nddorovych buné¢k vici daunorubicinu bude pfispivat zvySena exprese
AKRI1C3, tak 1é¢ba nddorového onemocnéni zahrnujici inhibitor tohoto enzymu mize
byt u¢innéjsi. Piipadné¢ bude mozné snizit davku poddvaného antracyklinu a omezit tak

jeho nezadouci ucinky. (Ax a kol. 2000, Bains a kol. 2013)
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7 Zavér

V této bakalaiské praci jsem se v teoretické zabyvala mechanismy ucinku
antracyklinti, kardiotoxicitou antracyklinii a mechanismy rezistence nadorovych bunék
k antracyklinim prostfednictvim biotransformacnich enzymii a ABC transportért.

Nasledn¢ jsem se podrobnéji zaméiila na vyznamné antracyklinreduktasy
znadrodin AKR a SDR, které metabolizuji antracykliny na jejich C13-hydroxy
metabolity.

Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda epalrestat, ponalrestat,
ranirestat a zopolrestat inhibuji pfeménu daunorubicinu na daunorubicinol katalyzovanou
enzymem AKRI1C3 na trovni bunééné nadorové linie bun¢k kolorektalniho karcinomu
HCT116. Jelikoz se tato bunécnd linie vyznaluje pfirozené nizkou expresi enzymu
AKRIC3, bylo mym dil¢im cilem provést transientni transfekci bun¢k HCT116
plazmidem kédujicim tento enzym. Nésledné na urovni takto transfekovanych bunék
zjistit, zda u bunék se zvysenou expresi AKRC3 vybrané inhibitory ovliviiuji pfeménu
daunorubicinu na daunorubicinol. Dil¢i cile i1 hlavni cil bakalaiské prace byly splnény.
Bylo zjiSténo, Ze z vybranych inhibitori inhibuje na urovni studované bunécné linie
nejvice ranirestat. Naopak velmi malé inhibice byla zjiSténa u epalrestatu a zopolrestatu.
Dtivod pro¢ tyto latky vykazovaly nizsi ucinnost vici enzymu AKRIC3 na trovni
nadorovych bunék, nez v pfipadé rekombinantniho enzymu nejsou zndmy a pro jejich

objasnéni je tieba provést dalsi vyzkum.
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8 Seznam zkratek

4-HNE
ABC
ADH
AKR
ALDH
ALL
AML
AR

CI

Cmax
DMSO
EMT
FDA

GRC
H.

ICso
KEAPI1
NOS
NRF2 (NFE2L2)
ns-SNP
ROS
SDH
SDR
TNF-a
Topl
Top2
Top2a
Top2p
UHPLC

WHO

4-hydroxynonenal

ATP-binding cassette

Alkoholdehydrogenasa

Aldo-ketoreduktasy

Aldehyddehydrogenasa

Akutni lymfoblastickd leukémie

Akutni myeloblasticka leukémie

AKRIBI1

Konfidenéni interval

Maximalni koncentrace

Dimethylsulfoxid

Epitelialni mezenchymalni pfechod

Utad pro kontrolu potravin a 1&iv

(U.S. Food and Drug Administration)
Ganglionové bunky sitnice

Hodiny

Polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

Kelch-like ECH-associated protein 1
Reaktivni formy dusiku

Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2
Nesynonymni jednonukleotidové polymorfismy
Reaktivni formy kysliku
Sorbitoldehydrogenasy
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
Ttumor necrosis factor a

Topoisomerasa |

Topoisomerasa II

Topoisomerasa II alfa

Topoisomerasa Il beta

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(Ultrahigh-performance liquid chromatography)

Svétova zdravotnicka organizace
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