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ABSTRAKT
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Skolitel: prof. Ing. Vladimir Wsol, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Lenka Lastovickova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Inhibi¢ni u¢inek zopolrestatu, VE-821 a berzosertibu na aktivitu

vybranych reduktas z nadrodiny AKR a SDR na trovni in vitro.

ZvySena cinnost karbonyl redukujicich enzymi (CRE) znadrodiny aldo-
ketoreduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) byva spojena
s rozvojem nekterych naddorovych onemocnéni. U nich jsou tyto enzymy €asto nadmérné
exprimovany, podporuji rist nddorové tkané a ve velké mife se podili na deaktivaci
riznych cytostatik, véetné antracyklini. Jednim z nejpouzivangSich zéstupcl této
skupiny je daunorubicin (DAUN), jehoZ metabolickou pfeménou vznikd vice toxicky

alkoholovy metabolit daunorubicinol (DAUNoI) se snizenou protinddorovou aktivitou.

V ramci in vitro experimentd vykonanych v této praci byl zkouman inhibi¢ni
vliv tfi latek (zopolrestatu (ZOP), VE-821 a berzosertibu) na aktivitu vybranych CRE
(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1). Inhibici téchto enzymii dochézi k poklesu jejich
aktivity, tedy 1 ke sniZzeni produkce zminéné¢ho metabolitu DAUNolu. Z piedstavenych
latek byl nejvyssi inhibi¢ni efekt pozorovan u ZOP kombinovaného s enzymy AKR1B1
a 1C3. Zbyl¢ dva inhibitory nevykazovaly dostate¢né velky inhibi¢ni potencial, proto do
dalSich experimentl jiZ zahrnuty nebyly. ZOP snizil aktivitu AKR1BI1 o 79,9 % pfi
10uM koncentraci a o 80,7 % pti SOuM koncentraci. Aktivita AKR1C3 byla 10uM
ZOP inhibovana z 82,7 % a 50uM ZOP z 94,6 %. Dalsi kinetické parametry ZOP byly
méfeny pro oba tyto enzymy, konkrétné I1Cso ZOP v kombinaci s AKR1B1 byla
0,63 + 0,04 uM, K; dosahovala 0,46 = 0,16 uM. V piipadé¢ AKR1C3 byla ICso ZOP
2,32 £0,26 uM a K odpovidala 2,32 + 0,26 uM. ZOP vykazoval k obéma enzymiim



smiSeny typ inhibice s tendenci k nekompetitivnimu psobeni a na oba enzymy se vazal
ireverzibilng. V literatute je ZOP popsan, a v soucasnosti také zkouman, jako silny
inhibitor enzymu AKR1BI1 pro 1écbu komplikaci spojenych s diabetem. Zjisténa data

v této praci ovSem naznacuji, ze ZOP inhibuje stejn¢ efektivné 1 enzym AKR1C3.
Vzhledem k nadmérnému vyskytu AKR1C3 v hormon-dependentnich nadorovych
tkanich by tedy spolecné podani cytostatika DAUN se ZOP mohlo vést ke zlepSeni

bezpecnosti a uspésnosti terapie nékterych nadorovych onemocnéni.
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activity of selected reductases from the AKR and SDR superfamilies in vitro.

Increased activity of carbonyl-reducing enzymes (CRE) of the aldo-keto-
reductase (AKR) and short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamilies is often
associated with the development of some cancers. These enzymes are often overexpressed
in these cancer tissues, promote their growth, and are largely involved in the deactivation
of various cytostatics, including anthracyclines. One of the most widely used
representatives of this group is daunorubicin (DAUN), whose metabolic conversion
produces a more toxic alcohol metabolite, daunorubicinol (DAUNol), with reduced

antitumor activity.

In the in vitro experiments performed in this thesis, the inhibitory effect of three
substances (zopolrestat (ZOP), VE-821 and berzosertib) on the activity of selected CREs
(AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 and CBR1) was investigated. Inhibition of these enzymes
leads to a decrease in their activity, and thus to a decrease in the production of the
aforementioned metabolite DAUNol. Of the presented compounds, the highest inhibitory
effect was observed for ZOP combined with the enzymes AKRI1B1 and 1C3.
The other two inhibitors did not show a sufficiently large inhibitory potential and
therefore they were not included in further experiments. ZOP reduced AKR1B1 activity
by 79.9 % at 10uM concentration and by 80.7 % at 5S0uM concentration. The activity of
AKRI1C3 was inhibited by 10uM ZOP from 82.7 % and 50uM ZOP from 94.6 %. Other

kinetic parameters of ZOP were measured for both enzymes, namely, the IC50 of ZOP in



combination with AKRIB1 was 063 =+ 004 pM and Ki was
0.46 £ 0.16 uM, and in the case of AKRI1C3, the IC50 of ZOP was 2.32 + 0.26 uM and
Ki corresponded to 2.32 £ 0.26 uM. ZOP exhibited a mixed type of inhibition to both
enzymes with a tendency to be non-competitive, and bound to both enzymes irreversibly.
ZOP has been described in the literature, and is currently being investigated, as a potent
inhibitor of the AKR1B1 enzyme for the treatment of diabetes-related complications.
However, the data found in the present study suggest that ZOP inhibits the enzyme
AKRI1C3 equally effectively. Thus, given the overexpression of AKR1C3 in hormone-
dependent tumor tissues, co-administration of the cytostatic DAUN with ZOP could lead

to improved safety and success in the treatment of some cancers.
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1 Uvod

Karbonyl redukujici enzymy (CRE) tvoii Sirokou skupinu biotransformacnich
enzymu vyskytujicich se v riiznych tkanich téla. Jejich strukturni rozmanitost ptedurcuje
i rozdilnost funk¢ni. CRE ovliviiuji nejen fyziologické pochody v organismu, ale
pomahaji mu zbavit se i cizorodych latek. Jejich plisobeni nemusi byt vzdy pro télo
pozitivni a nékdy mohou byt pfiCinou rozvoje nékterych naddorovych onemocnéni,

predevsim diky deaktivaci urcitych 1é¢iv snizujici uspéSnost zavedené terapie.

Mezi vyznamné substraty téchto enzyml patii i jedny z nejucinngjSich
protinadorovych 1é¢iv, antracyklinova antibiotika. Ta jsou znama jiz od druhé poloviny
minulého stoleti a pouzivaji se v 1é€bé nadorh jak pevnych tkani (tzv. solidnich nadort),
tak 1 nadort krve. Daunorubicin (DAUN) je jednim z nejvice pouZivanych antracyklinti
(ANT) s hlavni indikaci v terapii akutni myeloidni leukemie (AML). Antineoplasticky
ucinek téchto latek vsak mize byt po jejich podéani snizen napt. vySe zminénymi CRE,
které pfevadéji piivodni 1é¢ivo na alkoholovy metabolit. Ten vykazuje niZsi cytotoxickou
ucinnost na nadorové buiiky, a také zvySeni vyskytu nezadoucich U¢inkdt ANT, zejména
toxické ptisobeni na srdecni tkan. Nadorové bunky jsou typicky vybaveny ochrannymi
mechanismy vici cytostatikiim, jako je nadmérnd exprese metabolizujicich proteint,
nebo tzv. efluxnich transportérii situovanych na povrchu bunék pro vypuzovani l1éCiv
z vnitiniho prostiedi bunky ven. Tyto procesy tedy vyrazné komplikuji dosazeni
terapeutickych cil jak pfitomnosti vyssi toxicity na organismus, tak rozvojem lékoveé

rezistence.

Z logiky véci se tak nabizi jedno z moZnych feSeni uvedenych problémul
prostfednictvim inhibice obrannych mechanismi nadorovych buné¢k. V této praci jsme se
konkrétn€ vénovali vlivu tii vybranych inhibitortt (INH) zopolrestatu (ZOP), VE-821 a
berzosertibu (BER) na aktivitu enzyml znadrodiny aldo-ketoreduktas (AKR) a
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) na Grovni in vitro. Substratem danych
reakci byl DAUN a ucinnost vybranych INH byla méfena podle vyprodukovaného
mnozstvi alkoholového metabolitu. Snazili jsme se tedy zjistit, zda néktera z téchto latek
muze snizovat tvorbu nezadoucich produktii enzymové konverze ANT, a byt tak

potencidlné variantou pro kombinacni terapii nékterych nddorovych onemocnéni s ANT.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Akutni myeloidni leukemie

AML oznacuje riznorodou skupinu nddorovych onemocnéni krvetvorby. Za jejich
vznikem stoji zhoubné pfemény hematopoetickych kmenovych bunék myeloidni fady
v kostni dfeni. Zde se tyto nezralé, nadorové zménéné kmenové bunky, tzv. blasty,
nekontrolované¢ mnozi, a jsou nasledné vyplavovany do krevniho feciSté. Masivni
proliferaci utlacuji ostatni zdravé buiky a zabranuji i tvorbé novych, plné¢ vyvinutych
bun¢k. Dochdzi tim ke snizeni poctu krevnich element a soucasné i jejich funkci.
(Bloomfield et al. 2008, Bulikova et al. 2013). U pacientl se tyto stavy mohou projevit
vys$S8i nachylnosti k nejriznéjS$im infekcim a zvétSenim miznich uzlin, signalizujicich
poruchu funkce leukocytii. Nedostatek cervenych krvinek vede ke zvySené tnavé,
dusnosti, zavratim nebo bledosti kize. Castdjsi krvaceni napf. znosu, dasni nebo
charakteristickd kozni te¢kovitd ptipadné splyvava krvaceni, jsou ptiznaky souvisejici s
poruchou trombocytl. Ovlivnéno byva i termoregulacni centrum téla a pacienti pak trpi
horeckami prekracujicimi 38 °C, silnym no¢nim pocenim nebo ubyvanim na vaze. Miize
dojit také k poskozeni vnitinich organi téla jako jsou jatra, plice ¢i ledviny (Doubek a

Vorlicek 2006).

AML je nejcastéjsi formou akutnich leukemii u dospé€lych, s pomérné Spatnou
progndzou. Ta se lisi od stadia nemoci 1 véku pacienta. N&které zdroje uvadi celkové
pétileté preziti okolo 50 % u mladSich pacientii, v ptipad¢ pacientt starSich 60 let poté
celkové pétileté preziti klesa k méné nez 10 %. (Shimony et al. 2023). Nelécena AML

pak mizZe vést k umrti v ramci n€kolika tydni ¢i dnli (Tallman et al. 2005).

Terapie AML je néro¢ny proces, kterému predchézi dikladné zvéazeni vSech
osobnich 1 rizikovych faktorii ze stran pacienta (vek, pfidruZend onemocnéni, anamnézy),
ale i1 faktorii samotného onemocnéni. Lécebné piistupy AML zahrnuji v tzv. kurativnim
rezimu intenzivni chemoterapii, cilené 1éky i transplantaci kostni dené. V neintenzivnim,
paliativnim pfistupu se pak uplatiiuji nizkodavkova lécebnd schémata cytarabinu a
nejlepsi podplrna péce, kam spada podavani infuzi, feSeni infekénich komplikaci nebo
cytoredukce kyselinou mocovou. Pti zafazeni pacientli do klinickych studii jim mohou
byt podavana nové vyvinuta 1éciva predstavujici dalsi nadéji po selhani ¢i intoleranci

konvenénich piistupt (Bulikova et al. 2013).
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Standardem tzv. indukéni 1écby AML je kombinace antracyklinového antibiotika,
nejcastéji DAUN, s antineoplastickym antimetabolitem cytarabinem. Cilem této 1é¢ebné
strategie je dosazeni normalnich hladin krevnich elementl a obnoveni jejich funkci.
Vyuziva se zde systém 3 + 7, kdy je DAUN podavan v ddvce 60-90 mg/m? jednou denné
v podobé¢ kratké infuze béhem prvnich ¢i poslednich 3 dnti cyklu. Cytarabin je ve formé
24hodinové infuze v ddvce 100-200 mg/m? aplikovan po dobu 7 dnfi. Pacienti jsou
v tomto stadiu vzdy hospitalizovani, a po dosazeni remise onemocnéni nasleduji cykly

udrzovaci terapie ¢i transplantace kostni dfen¢ (Tallman et al. 2005).

Cytarabin je protinadorové 1é¢ivo ptisobici skrze inkorporaci do DNA, ¢imz mtze
ovliviiovat bunéény cyklus. Dale inhibuje také syntézu glykoproteind a glykolipidl, coz
se projevi zménou struktury a permeability membran, indukuje programovanou bunécnou
smrt (Bashir et al. 2015). DAUN rovnéz nespecificky poSkozuje genetickou informaci
bunék jak nadorovych, tak zdravych tkani. Tyto u€inky limituji jejich pouziti z pohledu
systémové toxicity. Lécba AML je navic obecné ztizena pomérné velkou genetickou
variabilitou nadorovych bun¢k vedouci k rozvoji rezistence onemocnéni viici podanym
léciviim. Proto se neustale vyviji nové latky a postupy umoziujici efektivnéjsi a
bezpecnéjsi terapii (Khanim et al. 2009). Jednim z moznych pfistupii by mohlo byt napf.
pouziti inhibitorti antiapoptotického proteinu BCL-2. U pacientdl s AML byva tento
protein nadmérné exprimovan, coz souvisi také se zvySenou odolnosti nadorovych bunék
vuci cytostatikim. Pfikladem inhibitoru BCL-2 miZe byt latka venetoclax vykazujici
v ramci klinickych studii velmi slibné ucinky u pacientl s refrakterni ¢i relabujici AML
(Konopleva et al. 2016). V klinickych studiich jsou dale sledovany také nékteré
humanizované monoklonalni protilatky nebo hypometyla¢ni latky, jako azacitidin. Ten
pusobi na abnormalni hematopoetické buiiky v kostni dieni, zasahuje do celistvosti DNA

a prubehu bunééného cyklu (Dombret et al. 2015).

2.2 Antracyklinova antibiotika

ANT se fadi mezi jedny z nejucinnéjSich protinadorovych 1é¢iv (Minotti et al.
2004). Byly objeveny v polovingé 20. stoleti po izolaci produktd sekundédrniho
metabolismu puadnich bakterii kmene Streptomyces (McGowan 2017). Prvnim
rozpoznanym antracyklinovym antibiotikem byl rhodomycin A, izolovany v roce 1951
z bakterie Streptomyces griseus. V 60. letech poté nasledoval objev DAUN, ziskané¢ho
z druhu Streptomyces peucetius, a doxorubicinu (DOX), jako produktu mutantniho

kmene té samé bakterie. V dneSni dobé existuje jiz okolo 2 000 zastupct této skupiny
12



1é¢iv, kdy se jednotlivé derivaty ptipravuji chemickymi obménami piivodnich struktur,
anebo piimo pomoci tzv. kombinatorni biosyntézy. V praxi se pak nejcastéji vedle DAUN
a DOX vyuzivaji epirubicin (EPI) a idarubicin (IDA) (Bayles et al. 2022, McGowan
2017).

ANT maji americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvaleny
indikace v terapii solidnich nadort i hematologickych malignit déti a dospélych (Mo et
al. 2023). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) nékteré z nich rovnéz vede ve

Vzorovém seznamu nezbytnych (nepostradatelnych) 1é¢iv (WHO 2024).

Spoleénym zakladem chemické struktury ANT je aglykonovy linearni tetracyklicky
7,8,9,10-tetrahydro-5,12-naftacenochinonovy skelet. K polyhydroxyantrachinovému
celku, sestavajiciho z kruhti B, C a D, je pfipojen nasyceny kruh A. V poloze 7 se nachazi
nejcastéji cukerny zbytek, daunosamin. Diky obsazenym chirdlnim centriim jsou ANT
opticky aktivni latky. Konjugovany systém dvojnych vazeb ve struktufe jim zase
propujcuje charakteristické Zlutocervené nebo Cervené zbarveni (McGowan et al 2017,

Mattioli et al. 2023).

Rl

Obr. 1: Obecna struktura antracyklinovych antibiotik
2.2.1 Daunorubicin

DAUN je ptirodni latkou ziskdvanou fermentacnimi procesy z bakterie
Streptomyces peucetius. Jde o latku se sumarnim vzorcem C27H29NOjo, dostupnou ve

form¢ oranzovocerveného prasSku k ptipravé roztoku, nebo jiz ptipraveného roztoku.

V kombinaci s dal§im cytotoxickym c¢inidlem (napf. cytarabinem) piedstavuje
jedno z hlavnich 1é¢iv v terapii akutnich forem leukemii. FDA schvalil pouziti DAUN
k navozeni remise u akutni nelymfocytarni (konkrétné myeloidni, monocytarni a

erytrocytarni) leukemie u dospélych, dale u akutni lymfocytarni leukemie u dospélych 1
13



déti (National Library of Medicine 2024). Off-label se také pouzivaji liposomalni formy
DAUN v kombinaci s antiretrovirovou terapii, jako 1€k prvni volby v terapii Kaposiho
sarkomu spojen¢ho s t€zsimi stadii syndromu ziskané imunodeficience (AIDS) (Petre a
Dittmer 2007). Podavan smi byt pouze injekéni cestou, a sice intravendzné rychle
proudici infuzi. Aplikace do svalu nebo podkozi by totiz mohla zplsobit nekrotické

poskozeni dané tkan¢ (Saleem a Kasi 2020, Mayer et al. 2019, DrugBank 2024).

O OH O

Ol
T
(%]

Obr. 2: Chemicka struktura DAUN
2.2.2 Mechanismus ucinku antracyklinovych antibiotik

Ptesny mechanismus u¢inku ANT dosud neni plné objasnén, predpoklada se
ovsem jejich multifaktorialni pisobeni. Jednim z nich je schopnost produkce tzv. volnych
radikal. Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS), napt. superoxid
anion radikal (O;™) nebo peroxid vodiku (H202), mohou za normadlnich okolnosti
vystupovat jako pfirozené signalni molekuly. Pokud se vSak v organismu vyskytuji ve
vétsim mnoZstvi, mohou patologicky reagovat s bunéénymi makromolekulami (napft. s
nukleovymi kyselinami, proteiny) ¢i s biologickymi membranami a zpiisobit jejich
poskozeni nebo vyvolat bunéénou smrt (Berthiaume a Wallace 2006, McGowan et al.

2017).

Vlékna deoxyribonukleové kyseliny (DNA) mohou ANT ovliviiovat i na jinych
urovnich. Dokazou se s velkou afinitou vmezefit mezi nukleové baze DNA a zpusobit
zmeény Vv jeji struktute, zlomy vlédken a znemoznit prabéh replikace, transkripce DNA a
ostatnich fazi bunétného cyklu. Tim mohou zabranit syntéze DNA i ribonukleové

kyseliny (RNA), proteosyntéze i rustu a déleni takové bunky. Poskozenim DNA se
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rovnéz aktivuji ochranné apoptotické mechanismy (McGowan et al. 2017, van der

Zanden et al. 2020).

Jednim z nejvyznamnéjSich mechanismii ptisobeni ANT je inhibice enzymu
topoizomerasy II (Topll). Ten v bufice za normalniho stavu zajistuje opravu DNA,
rozpojenim obou vlaken dvousroubovice DNA umozni replikaci, piepis genetické
informace a poté rozstépena vlakna opét spoji. Cinnosti ANT je aktivita enzymu, a tedy
vSech zminénych procesii, znemoznéna. Topll mé 2 izoformy, o a . Protinadorovy ucinek
ANT je uplatnén inhibici izoformy Toplla, kterd je nejCastéj$i, vyskytuje se
v proliferativnich malignich i nemalignich buiikdch a jeji mnozstvi kolisa v prub¢hu
bunééného cyklu. V ptipadé¢ ToplIf jde o relativné konstantni hladiny enzymu
vyskytujiciho se u lidi zejména ve zdravych bunkach (napt. v myokardu). Inhibice tohoto
typu Topll mtze v disledku souviset s manifestaci nezddoucich Uc¢inkt (Marinello et al.

2018, Mattioli et al. 2023).

Zadnym z uvedenych mechanismt oviem ANT nepisobi specificky pouze na

rakovinné buiiky, dochazi soucasné k poSkozovéni i zdravych bunék organismu.

2.2.3 Metabolismus antracyklinovych antibiotik v organismu

Vsechny latky, které v téle nemaji fyziologické funkce, jsou oznacovany jako
xenobiotika. Mohou to byt syntetickd 1€¢iva 1 ptirodni latky, vSechny se nakonec ale
organismus snazi ztéla odstranit. VyuZivd k tomu transportni proteiny, prenasejici
xenobiotika skrze membrany jednotlivych kompartmenti, nebo tzv. biotransformacni
enzymy. Ty maji za tkol, zmé&nou chemické struktury, omezit dalsi distribuci xenobiotik,
jejich interakce, a vytvofit z nich vice polarni latky, tedy 1épe rozpustné ve vodném
prostfedi. Urychli tak eliminaci cizich latek ztéla. V prvni fazi biotransformacnich
procest rozliSujeme oxidacni (nejcastéjsi), redukéni nebo hydrolytické chemické reakce.
Dochazi pii nich k odkryti anebo zavedeni polarni funkéni skupiny na strukturu léciva.
Ve druhé fazi jsou pak tyto ptipravené skupiny konjugovany s molekulami télu vlastnimi,

napft. s kyselina glukuronovou, sulfatem nebo glutathionem (Skélova et al. 2017).

Metabolismus ANT v organismu piimo souvisi s pochopenim jejich
kardiotoxického ucinku. Jednd se o dvouelektronovou redukci, jednoelektronovou

redukci a deglykosylaci.
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Dvouelektronova redukce spoc¢iva v preméné karbonylové skupiny na uhliku ¢islo
13 prostfednictvim Siroce distribuovanych cytoplazmatickych enzymtit AKR. Ty ke své
¢innosti vyzaduji pritomnost nikotiamid adenindinukleotidi, NADH a NADPH, jako
koenzymu prenasejicich elektrony. Produktem této pfemény je sekundarni alkohol, napf.
od DAUN je to daunorubicinol (DAUNol). Tyto metabolity disponuji nizsi
antineoplastickou aktivitou a jsou zarovei vice polarni oproti ptivodnim strukturdm. Diky
tomu se mohou déle kumulovat v srdci a podporovat kardiotoxicitu (Salvatorelli et al.

2006, Mattioli et al. 2023).

Jednoelektronova redukce je opét NAD(P)H-dependentni. Chinonova ¢ast ANT v
kruhu C elektron pfijima za tvorby nestabilniho semichinonového radikalu. Ve snaze o
opétovnou stabilizaci ptivodni struktury ANT redukuje sviyj kyslik, ¢imz vzniké vysoce

reaktivni Oz a H2O; (Salvatorelli et al. 2006).

Redukéni deglykosylace pfedstavuje minoritni metabolickou pfeménu ANT.
Vysledkem reakce katalyzované NADPH-dependentnimi glykosidasami ale vznikaji vice
lipofilni deoxyaglykony, které se mohou oproti nemetabolizované varianté vice hromadit

v membranach mitochondrii (Salvatorelli et al. 2006, Mele et al. 2016).

2.2.4 Omezeni v pouZiti antracyklinovych antibiotik

S podavanim protinddorovych 1éCiv se Casto poji vyskyt rizn€ zavaznych
nezadoucich u¢inki. K tém nejcastéjsim tfadime nevolnost, zvraceni, prijem ¢i zacpu,
negativni ovlivnéni ristu a struktury vlast, kiize a nehtti. Muze také dojit k postizeni
krvetvorby, projevujici se napt. anemii, zvySenym rizikem krvaceni ¢i snizenim funkce
imunitniho systému (Groopman a Itri 1999). V piipadé ANT je pak velkd pozornost
vénovana zejména toxickému puasobeni na srdecni tkan, které muze vést ke

kardiomyopatiim a méstnavému selhani srdce (Puma et al. 2008).
DalSim problémem lé€by pomoci ANT je, vedle pfimého poskozeni pacienta,
odolnost nadorovych bunck a selhani terapie (Martins-Teixeira a Carvalho 2020).
2.2.4.1 Kardiotoxicita

Kardiotoxicita se miiZze u pacientl projevovat neobvyklymi zménami na EKG, hypotenzi,
myokarditidou, infarktem myokardu nebo az srde¢nim selhdnim (Giantris et al. 1998).

Na jeji rozvoj ma vliv napt. vék (zejména malé déti nebo seniofi), pohlavi, jiné jiz
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pfitomné srdecni onemocnéni, Downiv syndrom nebo expozice dalSimu

kardiotoxickému IéCivu (Puma et al. 2008).

Jedna se také o toxicitu zavislou na délce 1écby a celkové (kumulativni) davce
podaného 1éciva. Ta se liSi u jednotlivych pacientd 1 u jednotlivych zdstupci ANT,
pficemz riziko poskozeni srdce vzrista se zvySujici se davkou. Napt. kumulativni
celozivotni davka (KCD) DOX 350 mg/m? souvisi s 18% rizikem rozvoje srde¢ni
nedostate¢nosti, kdezto KCD DOX 550 mg/m? byla spojena jiz s 65% rizikem. V piipadé
EPI, analogu DOX s nizsi kardiotoxicitou v ekvivalentnich davkach, se KCD pohybuje
az v hodnotach okolo 800 mg/m?. Diky této skute¢nosti lze pomoci EPI vykonat i vice
cyklt 16by nez DOX (Ryberg et al. 2008). U DAUN je KCD stanovena na 550 mg/m?
(Edwardson et al. 2015).

Poskozeni srde¢ni tkdné mohou ANT zplsobit nékolika riznymi mechanismy.
Jedna se o slozity, komplexni sled d&ji, ktery dosud neni stale zcela pochopen (Gianni et

al. 2011, Chen et al. 2007).

Z historického pohledu byla vzdy nejvice piijimand teorie tvorby volnych
radikal (Mele et al. 2016). ANT mohou tvofit volné radikdly jednak skrze enzymatické
pochody redukénich premén, popsano v kapitole 2.2.3 Metabolismus ANT v organismu,
tak 1 neenzymatickou cestou, a sice diky velké afinité struktury alkoholovych metabolit
k Zelezitym iontim. Tyto komplexy ANT alkohold s Zelezitymi ionty poté mohou
produkovat silné Zzeleznaté radikaly, které po kontaktu s molekularnim kyslikem
v kaskadé zase vytvoii superoxidovy radikal. Oxidac¢ni stres, jako disledek nadmérné
syntézy ROS k nedostate€nému mnozZstvi antioxidacnich obrannych systémi, souvisi
s tzv. peroxidaci lipidli a poSkozenim bunécnych membran, dochézi k poskozeni DNA,
signalnich drah a aktivaci programované bunééné smrti (Horenstein et al. 2000, Sawyer
et al. 1999). Napt. DOX je navic schopen inaktivovat enzymy glutathion peroxidasu,
konvertujici H2O> na molekuly vody, a superoxiddismutasu, pfeméenujici superoxidovy

radikal na H,O, (Minotti et al. 2004).

Alkoholové metabolity ANT ovliviiuji i metabolismus Ca?* iontll v bufikach.
Mohou inhibovat iontové vyménné kanaly a intraceluldrné kumulovat Ca®', déle
zpusobuji zmény gent kodujicich proteiny zodpovédné za ukladani vapniku. PferuSenim

fyziologické vymény iontli nepfiznivé ovliviiuji kontraktilitu srdce, vysoké hladiny
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vapniku v buiice mohou op¢t vést k aktivaci bunééné smrti (Olson et al. 1988, Boucek, jr.

1987).

V mitochondridlni membréané je obsazen fosfolipid kardiolipin, ke kterému se
ANT vazi sneobycejné¢ velkou afinitou. Takto mohou pasivni difuzi prostupovat
membranou mitochondrii a kumulovat se uvniti organely. Nasledné narusuji dychaci
fetézec, tedy i produkci energie ATP. Zasahuji také do mitochondridlni genetické

informace (Tewey et al. 1984).

Dalsi mechanismus kardiotoxicity souvisi s inhibici enzymu ToplIp,
a poskozenim vlaken dvousroubovice DNA v klidovych bunkach myokardu. To ma za
nasledek dvoutetézcové zlomy DNA, poskozeni mitochondridlni biogeneze a tvorbu ROS

(Zhang et al. 2012, Puchnerova 2016).

Ptistupy v ochrané pacientl pred toxickym plsobenim ANT na srdce zahrnuji
napf. omezeni kumulativni davky, nebo kontinudlni podavani ANT pomalu proudici
infuzi namisto bolusovych davek. Bylo takto popsano snizeni akutni toxicity u dospélych
(Wouters et al. 2015), u déti se ovSem tento efekt neprojevil (Lipshultz et al. 2012).
Vyuzivaji se rovnéz tzv. lipozomalni 1ékové formy, kdy je ANT zapouzdien v molekulach
lipozomii. Takové systémy umoziuji cilenou distribuci 1é¢iva do pozadovanych tkani
(targeting), charakteristické jsou také napf. niz$Sim distribu¢nim objemem, delSim
biologickym poloCasem a delSim setrvanim v cilové oblasti. ANT v této podobé také
méné podléhaji metabolickym pfeménam na své toxictéjsi produkty, mohou castené
obchéazet nadorovou rezistenci zprostiedkovanou P-glykoproteiny ¢i se vyrazné méné
kumulovat ve zdravych buiikach (Minotti et al. 2004, Zhang et al. 2016). Je mozné pouZit
také analogy ANT s niZ§i kardiotoxicitou, naptiklad EPI (McGowan 2017 Wouters et al.
2015). Potencidlni feseni téchto problému piedstavuje i stale probihajici vyzkum latek

vvvvvv

metabolity ANT (Piska et al. 2017).

Pti terapii ANT byl pozorovan pozitivni vliv podavani antioxidanti, jako napf.
vitaminu A, E, C, selenu nebo karnitinu (Quiles et al. 2002, McGowan 2017). V dnes$ni
dobé existuje pouze jedna latka schvalend FDA pro prevenci kardiotoxicity pfi podavani
ANT, a tou je derivat ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), dexrazoxan. Ochranny
ucinek tkani pred pisobenim ANT se pfipisuje jeho antioxida¢nim vlastnostem, kdy je

schopen vychytavat zelezo, a tim minimalizovat vznik a reakce volnych radikala
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(Doroshow 2012). Byla popsana také schopnost dexrazoxanu inhibovat enzym ToplI3
v kardiomyocytech, a soutézit tak s ANT o vazebné misto (Lyu et al. 2007). I ptes
kardioprotektivni vlastnosti se dnes jiz dexrazoxan nedoporucuje podavat v pediatrii

kvli riziku vzniku sekundéarnich malignich naddorti (Zhang et al. 2016).

2.2.4.2 Rezistence

Rezistence nadorovych bunék viii cytostatiklim je jednou z nejcastéjsich piicin
selhani chemoterapie. Nékteré typy rakoviny jsou zpocatku k terapii citlivé, Casem si
buiiky ov§em vyvinou odolnost skrze rizné mechanismy (Housman et al. 2014,

Holohan et al. 2013).

Bunky jsou schopné ovlivnit aktivitu ¢i expresi nejriznéjSich signalnich,
biotransformacnich nebo efluxnich protein, ¢imz mohou zabranit programované
bunééné smrti, podpofit degradaci a inaktivaci 1éCiv, anebo korigovat mnozstvi
antineoplastik uvnitt buiiky. Dale mohou také urychlit procesy opravy DNA (Nielsen et
al. 1996), ¢i zvysit ochranu proti oxidacnimu stresu vyvolaného pisobenim ANT (Nitiss

a Beck 1996).

Eliminaci programované bunécné smrti mohou buiiky zajistit sniZzenim exprese
napt. jadern¢ho proapoptotického signalniho proteinu p53, anebo enzymu Topll. Diky
niz§im koncentracim Topll buiika vytvaii méné komplexi Top-DNA, dochazi k redukci
signal o poSkozeni genetické informace, tim padem je redukovana i apoptoticka

odpovéd’ (Nitiss a Beck 1996).

Rezistentni nadorové bunky se typicky vyznacuji 1 nadmérné exprimovanymi
biotransformacéni enzymy, které zasahuji do metabolismu cytostatik. V ptipadé ANT jde
zejména o CRE z nadrodin AKR a SDR, které ANT degraduji na méné Uc¢inné a vice
toxické metabolity (Piska et al 2017, Heibein et al. 2012). Kombinace ANT s jinymi
latkami, které nezadoucim preménam zabranuji, nebo je snizuji, je jednim z ptistupti
piekonavani ANT rezistence. Mezi tyto kombinacni latky patii napf. inhibitory

metabolizujicich enzymi ze skupiny CRE (Byrns et al. 2008).

Pojmem mnohocetna Iékova rezistence se oznacuje schopnost rakovinnych
bunék odolavat plisobeni protinddorovych 1€¢iv riznych tiid (Holohan et al. 2013). Na
povrchu téchto bunék jsou oproti zdravym buitkam ve velkém mnozstvi pfitomny tzv.

efluxni transportéry z nadrodiny ABC (ATP-binding cassette). NejvyznamnéjSimi
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zastupci z této nadrodiny jsou ABCBI neboli P-glykoprotein (P-gp), déle transportér
ABCCI1, zndmy jako protein multilékové rezistence (MRP1), a také ABCG2 neboli
protein rezistence rakoviny prsu (BCRP). Jsou vyrazné exprimované ve stievech,
jatrech a ledvinach, a maji zdsadni vyznam v ochran¢ bun¢k pied toxickymi latkami,
kdy aktivné ptenaseji xenobiotika z cytosolu bunék ven. Tim snizuji intracelularni
koncentrace 1é¢iv, a tedy 1 u¢innost terapie (Sarkadi et al. 2006, Linton 2007). Pro feseni
tohoto mechanismu rezistence nadorovych bunék byly navrzeny a zkoumany

monoklonalni protilatky inhibujici efluxni transportér P-gp (Li et al. 2016).

V praxi se uplatiiuji i dalsi strategie k prekonani ANT rezistence. Jednou z nich
jsou lipozomalni formulace 1é¢ivych pfipravki a nanocésticové systémy. Jak jiz bylo
zminéno v predchozi kapitole, pozitivné ovliviiuji celkovy farmakoterapeuticky profil
1€¢iv s uplatnénim i v této problematice (Li et al. 2016). Vyzkum se nadale zabyva napt.
1 moznosti vyuziti nekodujici miRNA (mikroRNA) a siRNA (short interfering RNA)
v inhibici exprese proteinti v rdmci posttranskripénich Uprav. Tim by bylo naptiklad

mozné snizit syntézu efluxnich proteinii na povrchu nadorovych bun¢k (Li et al. 2016).

2.3 Karbonyl redukujici enzymy

Z vyse uvedeného vyplyva, ze CRE sehravaji zdsadni roli v metabolismu ANT.
Prevadéji obecné aldehydové a ketonové skupiny jak endogennich latek, tak
nejriznéjSich xenobiotik, na vice polarni hydroxy skupiny za vzniku alkoholovych
metabolitd pivodnich struktur. Ketony mohou byt redukovany pouze CRE, a to na
sekundarni alkoholy, u aldehydi mohou nastat dvé situace. Oxida¢nimi procesy,
zprostiedkovanymi napf. enzymem aldehyddehydrogenasou, se znich stanou
odpovidajici  karboxylové  kyseliny. Cinnosti  redukéniho  enzymu, napf.
aldehydreduktasy, poté vznikaji primarni alkoholy. CRE metabolizuji také chinonové
seskupeni bud’ jednoelektronovou redukci na reaktivni semichinon radikél, nebo
dvouelektronovou redukci az na hydrochinon. Uginek proteint téchto transformaénich a
detoxikacnich drah je zavisly na ptitomnosti regeneracnich kofaktord NAD(P)(H) (Maser
1995).

Reduktasy nalezneme ve tfech velkych nadrodinach, a to v nadrodinach AKR,
SDR nebo nadrodiné¢ dehydrogenas/reduktas se stfedné¢ dlouhym fetézcem (medium-
chain dehydrogenases/reductases, MDR) (Maser 1995). Enzymy z nadrodiny MDR

vykazuji pfedev§sim dehydrogenacni aktivitu, a protoZze zadna reduktasa, ktera by se
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ucastnila metabolismu ANT, nebyla dosud popséana, nebudeme se dale touto nadrodinou

enzymu zabyvat.

2.3.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

SDR se fadi se mezi jedny z nejpocetnéjsich enzymovych nadrodin, kterd zahrnuje
vice nez 500 000 ¢lenti (Demange et al. 2022). Jednotlivé proteiny se vyznacuji velkou
strukturdlni rtznorodosti. Kromé& spolecného sekvencniho zakladu, ktery definuje
vazebné misto kofaktoru a katalytickou tetrddu, sdili casto méné nez 15-30 %
aminokyselinové sekvence (Bray et al. 2009). Jsou to enzymy pfitomné ve vSech zivych
organismech, u lidi bylo objeveno pies 82 SDR gent kddujicich tyto proteiny (Kallberg
et al. 2002). Exprimovény jsou ve vétsing tkanich lidského téla, v ramci bunky se pak
nejvice vyskytuji v cytosolu, nékteré také v mitochondridlni matrix, peroxisomech nebo

endoplazmatickém retikulu (Rosemond a Walsh 2004, Bhatia et al. 2015).

Fyziologickou tulohou SDR je metabolismus jak endogennich struktur (napft.
prostaglandini (PG), retinoidl, steroidnich hormond a lipidd), tak také raznych
xenobiotik v€etné 1éCiv a kancerogent (Persson et al. 2009). Op¢ét se jedna o NAD(P)(H)-

dependentni enzymy.

V nazvech enzymu této nadrodiny se vzdy objevuje zéklad ,,SDR* oznacujici
dehydrogenasy/reduktazy s kratkym fetézcem. Nasleduje arabskéd Cislice 1-48, ktera
zatazuje protein do jedné ze 48 znamych lidskych SDR. Velké pismeno popisuje jeden ze
7 typt SDR enzymd, a sice ,,Classic* (C), ,,Extended (E), ,,Atypical“ (A), ,,Intermediate*
(D), ,,Divergent* (D), ,,Complex* (X) a ,,Unknown* (U). U c¢lovéka se takika vyhradné
nachdzi typy ,,Classic* a ,,Extended* (Persson et al. 2009).

Mezi nejlépe charakterizované SDR patii 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1
(11B-HSD1) a karbonylreduktasa 1 (CBR1) (Bray et al. 2009). Pravé posledni zminéna
SDR byla soucasti naSich experimentll, protoZe se prokazatelné ucastni metabolismu

DAUN.

2.3.2.1 CBR1

CBRI1, dle piesné nomenklatury SDR21C, je monomerni, NAD(P)(H)-
dependentni cytosolicky enzym. Vyskytuje se vyznamné v orgénech a tkanich, které jsou

v blizkém kontaktu s exogennimi latkami. Nejvyssi hladiny byly zjistény v jatrech,
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zaludku, tenkém stfevé, ledvinach, vlaknech hladkého svalstva, cévach a srde¢nim svalu,
nebo také v centralni nervové soustavé (Skarydova a Wsol 2011, Forrest and Gonzales

2000).

CBR1 katalyzuje dvouelektronovou redukci biologicky 1 farmakologicky
aktivnich karbonylovych slou¢enin (Forrest and Gonzales 2000). NejcastéjSimi
endogennimi substraty enzymu CBR1 mohou byt p- ¢i o-chinony, napf. vitamin K,
tokoferolchinon (vitamin E)c¢i ubichinon (koenzym Q). Typicky jsou takto
metabolizovany také PG, ketosteroidy nebo isatin (Matsunaga et al. 2006).

Ubichinon je zékladnim prvkem mitochondridlniho dychaciho fetézce a
v redukované form¢ disponuje antioxidaéni aktivitou. Vitamin E je rovnéz antioxidant
chrénici fosfolipidové membrany pted peroxidaci lipidii. CBR1 dale pomdha korigovat
oxidacni stres a zabranuje poSkozeni bunéénych struktur a DNA sniZzenim aktivity
reaktivnich lipidovych aldehydt, napt. 4-oxonon-2-enalu nebo akroleinu (Jang et al.

2012).

Redukci PGE2 na méné aktivni formu, PGE2q, reguluje stavy spojené se zvysenou

teplotou nebo horeckou a zanétem (Ivanov et al. 2003).

Z pohledu xenobiotik jsou pak timto enzymem casto redukovany napft.
antracykliny DAUN nebo DOX, antipsychotikum haloperidol nebo antikoagulancium
warfarin (Matsunaga et al. 2006). Dal$im substratem mutze byt 4-methylnitrosaminol-(3-
pyridyl)-1-butanon. Tato latka je potencidlnim kancerogenem a je pfitomna v tabdku a
tabdkovém koufi. Prostfednictvim CBR1 vznika jesté¢ vice kancerogenni butanolovy

produkt (Matsunaga et al. 2006).

2.3.1 Aldo-ketoreduktasy

AKR jsou oxidoredukéni, pievazné cytosolické enzymy piitomné u vSech rostlin
a zivocicht, byly nalezeny také u velkého mnoZstvi mikroorganismu. V lidském téle byla
nejvysSi  aktivita AKR pozorovana v cytosolu bunék dvou nejvyznamnéjSich
eliminacnich organl, a sice v jatrech a ledvindch. Jedna se o enzymy s nizkou
substratovou specifitou, v jedné buiice se navic typicky vyskytuje vice AKR zéaroven
(Ellis 2002). AKR jsou nejcastéji monomerni proteiny, vyjimku tvorby multimerti zname

pouze u zastupcl rodin AKR2, AKR6 a AKR7 (Mindnich a Penning 2009).
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Substraty AKR mohou byt napi. cukerné aldehydy, keto-steroidni latky, keto-PG,
finadlni produkty glykosylace, produkty peroxidace lipidd, chemické kancerogeny,
aflatoxinové dialdehydy a dalsi latky znecist'ujici zivotni prosttedi (Ellis 2002, Penning

2014).

Nézvoslovi téchto enzymt se odviji od vzajemné podobnosti struktury a poradi
aminokyselin jednotlivych zéstupct. Zaklad nazvu ,,AKR* pro aldo-ketoreduktasu je
nasledovany arabskou (islici, ktera zatfazuje zastupce do konkrétnich rodin (1-16).
V jedné rodin€ jsou enzymy, které maji podobnost sekvence aminokyselin s ostatnimi
rodinami mensi nez 40 %. Dalsi velké pismeno v ndzvu popisuje podrodinu enzymtl, mezi
kterymi je shoda sekvence > 60 %. Posledni arabska ¢islice pak predstavuje unikatni
proteinovou sekvenci pro konkrétni enzym (Hyndman et al. 2003). Celkové bylo vice nez
190 AKR zatrazeno do 16 rodin, které se diky riznému rozlozeni aminokyselin lisi také
riznou substratovou specifitou a kinetikou. U lidi se vyskytuje 15 AKR, a to z rodin

AKR1, AKR6 a AKR7 (Penning 2015).

V nasi praci jsme se konkrétné vénovali enzymiim AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C1,
1C2 a 1C3, které maji prokazatelnou aktivitu v metabolismu DAUN.

Cinnost AKR mitize kromé fyziologickych procesti navozovat & podporovat také
rizné neptiznivé stavy v organismu. Proto se velka pozornost soustfedi k vyzkumu a
vyvoji selektivnich inhibitort téchto enzym, jakoZto potencialnich 1é¢iv. Roli v této
problematice sehravaji také ptirozené mutace lidskych AKR, opét souvisejici s rozvojem

riznych onemocnéni nebo rezistenci bunék vici 1écbé (Penning 2015).

2.3.1.1 AKR1A1 (aldehydreduktasa)

V souvislosti s objevem biosyntézy kyseliny askorbové byla identifikovana jedna
zprvnich AKR, AKRI1A1l. Je to monomerni, cytosolickd, NADPH-dependentni
oxidoreduktasa s Sirokou substratovou aktivitou. Vyskytuje se ve vSech tkanich lidského
téla, nejvice je vSak exprimovana v jatrech a v proximalnim tubulu ledvin, vyssi hladiny

muzeme najit také v mozku (Barski et al. 2008, Alzee a Ellis 2014).

Metabolizuje karboxylové skupiny sloucenin s negativnim nabojem, alifatické,
aromatické nebo steroidni aldehydy na piislugné alkoholy (Barski et al. 2008). Ugastni se
rovnéz endogenni syntézy triacylglyceroli a cholesterolu pomoci redukce

D-glyceraldehydu na glycerol a mevaldatu na kyselinu mevalonovou (Kim et al. 2012,
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Palackal et al. 2001). AKR1A1 se spolus CBR1 povazuji za hlavni enzymy metabolismu
ANT v srdci (Pirolli et al. 2012).

2.3.1.2 AKR1BI (aldosareduktasa)

AKRI1BI1, zndma také jako aldosareduktasa, je op€t monomerni cytosolicky
enzym. Jeji zasadni funkce spociva v redukci aldehydl na pfislusné alkoholy, pfi¢emz

spotfebovava koenzym NADPH a pfeménuje jej na NADP+.

V prvnim kroku tzv. polyolové drahy uplatituje zminény mechanismus u premény
glukosy (Glc) na sorbitol. Ve zdravém prostiedi jde o detoxikaci reaktivnich aldehydu, u
hyperglykemického stavu diabetickych pacienti vSak dochazi ¢innosti AKRI1BI ke
zvySené konverzi Gle za vzniku velkého mnoZzstvi sorbitolu. Sorbitol poté prostupuje do
tkani, osmotickou aktivitou zpiisobuje edémy a néslednou pfeménou se z néj stava az
fruktosa. Obé¢ tyto latky mohou zvySovat vznik ROS a vzhledem k nadmérné spotiebé
NADPH dochazi zaroven k nedostate¢né regeneraci antioxidac¢niho faktoru glutathionu.
Organismus se pak obtizné brani vici oxidacnimu stresu, coZ ma za piimy nasledek
vyskyt diabetickych komplikaci, jako napt. retinopatie, nefropatie, neuropatie atp.
(Khayami et al. 2010, Tang et al 2012). V tomto ohledu se jiz i v ramci klinickych studii
prokézaly pfiznivé ucinky nékterych latek inhibujicich ¢innost AKR1B1. Mezi nimi jsou

napf. sorbinil, fidarestat nebo zopolrestat (Gabbay 2004).

Dalsi oblasti u¢inku AKR1B1 je zasah do syntézy PG. ZvysSenou tvorbou PGF2,
jsou posileny zanétlivé pochody v téle, ze kterych miize potencidlné plynout 1 zvySené
riziko kancerogeneze. AKRIBI1 je navic schopna aktivovat nuklearni faktor kappa B
(NF-kB), ¢imZ miZe tumorogenicitu nékterych nadorovych onemocnéni také podpofit

(Khayami et al. 2010, Patel et al. 2018).

Nadméma exprese enzymu AKRIBI1 byla objevena u riznych druhti rakovin
vcetné nadoru prsu, vajecnikil, délozniho ¢ipku nebo konecniku (Saraswat et al. 2006).
V preklinické studii na Grovni in vitro byl poddn epalrestat, jako inhibitor AKRIBI,
v kombinaci s protinddorovym 1é¢ivem DOX. Vysledky ukazaly na ovlivnéni
nadorovych bunc¢k ve smyslu zastaveni bunétného cyklu ve fazi G2/M a zvySeni

apoptozy (Banala et al. 2019).
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2.3.1.3 AKR1B10 (aldosareduktasa tenkého stieva)

Cytosolicka AKRIB10 nese oznaCeni aldosareduktasa tenkého stieva.
S enzymem AKR1B1 totiz sdili podobnou aminokyselinovou sekvenci (az ze 71 %), ktera
se propisuje i do podobné substratové selektivity a citlivosti vii€i inhibitorim. Oproti
ostatnim, takika vSudypfitomnym c¢lenim nadrodiny AKR, se AKR1B10 vyskytuje
zejména v tenkém stfeve. V nizSich hladinach byla pak také pozorovana v tlustém stieve,
jatrech nebo nadledvindch (Cao et al. 1998, Hyndman a Flynn 1998). Z pohledu
patofyziologickych stavli organismu je jeji exprese pozménénd v zanétlivé tkani, vysoké
koncentrace AKR1B10 pak doprovazi néadorovd onemocnéni plic, prsu, jater,
kolorektalniho karcinomu nebo karcinomu délozniho ¢ipku (Liu et al. 2019, Ma et al.
2012). MiizZe tedy potencialné slouzit jako biomarker nékterych nadorovych onemocnéni

(Guo et al. 2024).

Substraty enzymu AKR1B10 mohou byt endogenni i exogenni aldehydy c¢i
ketony, které jsou nasledné pfevadéné na odpovidajici alkoholy. AKR1B10 se ucastni
napt. metabolismu kyseliny retinové, kterd je vyznamnou signalni molekulou
v proliferaci a diferenciaci bun¢k. Enzym fyziologicky redukuje all-frans retinaly na
retinoly, ovSem pfi zvysSené expresi enzymu koncentrace kyseliny vyrazné klesa. S tim
souvisi 1 pokles regula¢nich mechanismil v buiice, coz mlize mit za nésledek i rozvoj
nadorového onemocnéni (Gallego et al. 2007). Prokancerogenni vliv AKRIB10 je dale
spojen s ovlivnénim metabolismu mastnych kyselin a lipidii, nebo, podobné jako u
IKR1BI1, s aktivaci drah NF-kB (Huang et al. 2016). Z exogennich latek AKR1B10
redukuje napt. DAUN, nebo dolasetron, pouZivany k mirnéni nevolnosti nebo zvraceni

po podani chemoterapeutik (Barski et al. 2008).

V jedné in vitro studii byla v soubor bunék kolorektalniho karcinomu pouzita
siRNA pro potlaceni genu kodujictho AKR1B10. Ukézalo se, ze tento pfistup vedl

k zabranéni riistu a zpomaleni rychlosti tvorby nddorovych lozisek (Yan et al. 2007).

2.3.1.4 AKRICI, 1C2, 1C3

Do podrodiny AKR1C spadaji 4 zastupci, AKR1C1 — 1C4. VSechny tyto enzymy
se v rizné mife vyskytuji v jatrech, jednotlivi zéstupci se vSak lisi vyskytem v dalSich
tkanich téla. Vyznacuji se velkou strukturalni podobnosti, kdy navzajem sdili az 86 %
shodné sekvence aminokyselin, s ¢imZz souvisi také jejich podobné katalytické vlastnosti

vcetné substratove specifity. Pfirozenymi substraty zastupct podrodiny AKR1C jsou PG
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a steroidni latky, a na rozdil od enzymii podrodin AKR1A a AKRIB jsou schopny
aldehydické funkéni skupiny latek metabolizovat stejné efektivné, jako ty ketonické
(Barski et al. 2008). VSechny tyto enzymy se ucastni také biotransformace xenobiotik,

napt. 1 DAUN ¢i DOX, a mohou se tedy podilet na snizeni G¢innosti terapie souvisejici

vvvvvv

V této diplomové praci jsme z piedstavené podrodiny latek pracovali s enzymy

AKRICI1, 1C2 a 1C3, které jsou dale charakterizovany.

Enzymy AKRIC1 a 1C2 se mezi sebou strukturné liS§i jen v 7 rtznych
aminokyselinach, a jejich strukturalni podobnost tak dosahuje 98 % (Li et al. 2016).
Nejvetsi mnozstvi téchto enzymi je krom jaterni tkané patrné v mlécné zlaze, ptitomny
jsou rovnéz u kolorektalniho karcinomu nebo ve tkdnich hormon-dependentnich nadort,

jako je rakovina prsu, endometria nebo prostaty (Zeng et al. 2017).

Vyznamnou tulohou enzymu AKRIC1 je inaktivaéni redukce hormonu
progesteronu na 20a-hydroxyprogesteron. V ptipad¢ progesteronu byly prokazany jeho
nepostradatelné uc¢inky pro udrzeni casného téhotenstvi a snizeni signalizace estrogent u
rakoviny délozni sliznice (Zeng et al. 2017). Niz8i hladiny AKR1C1 u té¢hotnych Zen také
vedly koddaleni porodu a prodlouzeni tchotenstvi (Barski et al. 2008).
AKRIC2 katalyzuje deaktivacni pfeménu Sa-dihydrotestosteronu na méné u¢inny Sa-
androstan-3,17-dion a hraje tedy dulezitou roli ve vzniku a rozvoji benigni hyperplazie
prostaty i rakoviny prostaty (Stanbrough et al. 2006). Je zndm mimo jiné i pod oznacenim
,protein vazajici zluCové kyseliny*, kdy muze slouzit jako transportér téchto kyselin

v ramci jaternich bun¢k (Barski et al. 2008).

Enzym AKR1C3 se nejcastéji vyskytuje v jatrech, v prostaté nebo prsni tkani (Jez
et al. 1997, Penning et al. 2004). Ve vysokych koncentracich byva také piitomen u
rakoviny prostaty, prsu, délohy, krve nebo plic. Vyznamnou ulohou AKR1C3 je katalyza
syntézy a metabolismu steroidnich hormonti a PG, redukuje také dalsi latky

s karbonylovymi skupinami, v€etné xenobiotik (Hofman et al. 2014, Penning et al. 2019).

AKRIC3 je znama i pod né€kolika dal§imi nazvy, které reflektuji jeji ucinky
v organismu. MiiZze vystupovat napft. jako 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa (173-HSD)
typu 5, kterd zajisStuje pfeménu jak muzskych, tak zenskych pohlavnich hormont.
Konvertuje A*-androsten-3,17-dion na testosteron, So-androstan-3,17-dion na Sa-

dihydrotestosteron, ddle méni progesteron na 20a-hydroxyprogesteron a také estron na
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17B-estradiol. Posledni zminény hormon vznikd bud’ pfimo touto konverzi, anebo
plisobenim enzymu aromatasy z testosteronu. Takto mohou byt utvofeny nekteré vice
ucinné formy hormonti dostupné androgenovym a estrogenovym receptorim. Aktivaci
receptortt dochazi k podpote ristu hormon-dependentnich nadorovych tkéni (Hofman et

al. 2014, Penning et al. 2019).

Ve funkci tzv. PGF», syntasy preménuje AKR1C3 PGH» na PGF»,, a také PGD»
na 11B-PGFy, (Khanim et al. 2009). Tyto produkty vykazuji pro-proliferativni a

prozanétlivé ucinky, zvySenou pieménou PGD> je zaroven sniZzena koncentrace

rrrrr

2.3.3 Inhibice metabolické premény ANT

Z uvedenych mechanismt G¢inku ANT a jejich metabolickych pfemén mohou
plynout potencialni feSeni jejich terapeutického omezeni. Napt. spoleénym poddnim ANT
s latkami, které inhibuji ¢innost CRE, by bylo mozné 1ékovou rezistenci, a zaroven i

toxické ucinky ANT, zmirnit (Plebuch et al. 2007).

V této praci jsme se vénovali tfem inhibitorim, konktrétné zopolrestatu (ZOP),
VE-821 a berzosertibu (BER). ZOP je v literatufe popsanym inhibitorem enzymu
AKRI1BI1, dalsi dvé uvedené latky patii do skupiny INH ATR neboli Ataxia Telangiectasia
a Rad3-related proteinti (ATR1).

2.3.3.2 Zopolrestat

ZOP je silny INH enzymu aldosareduktasy vyvinuty spolecnosti Pfizer v 90.
letech 20. stoleti k mirnéni komplikaci spojenych s cukrovkou. Zavéry preklinickych
studii, ve kterych byl ZOP podavan napt. diabetickym krysam, ukazovaly na zabranéni
kumulace sorbitolu v kiife ledvin, sitnici a cocce oka nebo v nervové tkani (Mylari et al.
1991). V ramci klinického hodnoceni byl pak ZOP pouzivan k 1é€be diabetickych
neuropatii. (Lin a Niu 2023).
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Obr. 3: Chemicka struktura ZOP

Jiné preklinické studie in vitro ukézaly, Ze ZOP inhibuje také sav¢i cytosolickou
glyoxalasu I (GLOL1). Ta se za bézného stavu ucastni degradace reaktivniho vedlejsiho
produktu glykolyzy, methylglyoxalu, na méné toxicky d-laktat. GLO1 je ve vétsi mife
exprimovana napf. v nddorovych buiikdch prostaty, prsu nebo tlustého stfeva. Tato
skutecnost vedla k mySlence vyvoje INH GLOI, jako moZnych protinadorovych léciv
zvySujicich koncentrace methylglyoxalu v rakovinnych bunkach, kde plsobi zvysenou

indukeci apoptotickych procest (Zhai et al. 2013).

Bao et al. (2023) pozorovali ve své studii u€inky ZOP v souvislosti se zanétlivym
onemocnénim dychacich cest. Studie byla vykonana na mysich trpicich bronchidlnim
astmatem. U skupiny myS$i 1éCenych ZOP zaznamenali snizeni sekrece zanétlivych
faktord, napf. interleukinu 6 (IL-6), IL-8 nebo tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a),
oproti kontrolni skupin€é. Se snizenim zanétu doSlo také k redukci hyperreaktivity
dychacich cest. Témito zavéry tak piedstavili dalS$i potencidlni cestu v terapii

bronchialniho astmatu (Bao et al. 2023).

Ptes pozadavky FDA na ucinnost 1€Civ a jejich bezpecnostni profil vSak prozatim
z INH aldosareduktasy proSel jediny epalrestat, podavany v terapii komplikaci spojenych
s diabetem (Tammali et al. 2011).

2.3.3.1 VE-821 a berzosertib

Obé tyto latky jsou malé molekuly fadici se k ATRi. ATR jsou tzv. serin/threonin
proteinové kinazy, které prenaseji fosforylové skupiny na serinové a threoninové zbytky
jinych proteinti uvnitt bunky. Maji nezastupitelnou tlohu v ochrané genetické informace
bunék a jsou nejcastéji aktivovany jako odpoveéd’ na poruchu replikace DNA nebo jeji
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jednovldknové zlomy (Mordes et al. 2008). K témto zlomim mulze dochazet napf.
v prubehu transkripce ¢i replikace DNA, pisobenim ROS anebo také chemoterapeutik,
ultrafialového ¢i ionizujiciho zéaieni. ATR fosforylaci aktivuji dalsi substraty, které se
ucastni odpovédi na poskozeni DNA (OPD). Mohou tedy ovlivnit signalizaci o

poskozeni, zastaveni bunééného cyklu nebo opravu DNA (Saldivar et al. 2008).

V piipadé onkologickych onemocnéni by mohlo byt pouziti ATRi strategickym
pristupem k selektivni likvidaci nadorovych bun€k. V téchto buikach totiz replikacni
pochody s rozruSenim vldken dvousroubovice probihaji ve velké mife, a Cinnost ATR a
dalsich jednotek OPD je tak pro jejich preziti zasadni. Zdravé buiiky by pak mohly zistat
1é¢ivy relativn€ nedotéené (Weber a Ryan 2015, Gorecki et al. 2020).

VE-821 je ptedchiidcem dnes jiz vice pouzivaného BER, ovSem i nyni pfedstavuje
dilezitou ptedlohu pro vyvoj novych ATRIi. Je vyuzivan v rdmci preklinickych studii také
jako standard pro testovani biologické aktivity a terapeutického ovlivnéni riznych typt

nadorovych bunéénych kultur in vitro (Middleton et al. 2018).

Jedna se o vysoce selektivni a specificky inhibitor pfenosu signalu v draze ATR-
CHK1 (z angl. checkpoint kinasel). Inhibici zminéné drédhy zabraiiuje vstupu bunék do

S a G2/M faze bunééného cyklu, coz ve vysledku vede k umrti buiiky (Su et al. 2023).
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Obr. 4: Chemicka struktura VE-821

Né&ktera protinadorova lé¢iva v monoterapii selhdvaji kvili schopnosti bunék
opravit poskozenou DNA. V ftadé¢ preklinickych studii bylo prokdzdno zvySeni
terapeutického efektu takovychto latek pti sou¢asném podani s ATRi. V ptipadé VE-821
byl tento jev pozorovan napt. u rakoviny vajecniki, slinivky bfisni, plic, prsu nebo
spinocelularniho karcinomu jicnu (Su et al. 2023, Patil et al. 2013). Do kombinaci byly
zahrnuty latky jako napf. cisplatina, gemcitabin, inhibitory Topl (topotekan, irinotekan)
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a Topll (etoposid), nebo olaparib ¢i veliparib, jako INH poly(ADP-ribosa) polymerasy
(PARP). Kromé& chemoterapeutik bylo zkoumdno také spoleéné plisobeni VE-821
s radioterapii, jejiz ucinky byly takto v nadorovych buiikach opét posileny (Middleton et
al. 2018).

BER, oznacovan i jako VE-822, VX-970 ¢i M6620, byl prvnim ATRi pouzitym
v klinickém hodnoceni na lidskych subjektech. Vyvinula jej spolecnost Vertex

Pharmaceuticals z pavodniho prekurzoru VE-821 (Barneih et al. 2021).
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Obr. 5: Chemicka struktura BER

Konkrétnim ptfikladem preklinického hodnoceni BER mize byt studie provedena
skupinou Fokas et al. (2012). Zde byl studovan uc¢inek BER v kombinaci s dal§imi
chemoterapeutiky (gemcitabinem) a radioterapii na rakovinnych bunkach a tzv.
xenoimplantatech slinivky bfisni. Vysledky téchto studii ukdzaly zvySeni citlivosti
nadorovych bunék in vitro 1 in vivo vici 1é¢iviim 1 radioterapii kombinovanych s BER.
Pozoruhodné bylo navic zjiSté€ni, Ze UCinnost terapie se timto pifistupem zvysila, aniz by

byly zérovein zasazeny zdravé bunky okolni tkan¢ (Fokas et al. 2012).

V dal$ich preklinickych studiich byl prok4zan synergicky antineoplasticky efekt
ATRi kombinovanych s jinymi inhibitory ostatnich drah OPD. BER byl spole¢né podéan
napf. s olaparibem, dale s V158411 jakozto INH CHK1 nebo s AZD1775, ktery inhibuje
tyrosinkinasu WEE1. PARP jsou proteiny umoznujici detekci a opravy posSkozené DNA,
WEEI kinasa zase reguluje progresi bunééného cyklu (Li et al. 2023, Shafer a Grant
2016). Pii kombinaci AZD1775 s BER v buitkich AML byla pozorovéana synergicka

cytotoxicka aktivita, kdy dochazelo ve zvySené mife k tvorbé VE-821 indukovanych
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dvoutetézcovych zlomi DNA, dile k zastavé bunécného cyklu a apoptdze (Qi et al.

2019).

V roce 2012 vstoupil BER poprvé do klinického hodnoceni, a od t¢ doby byl
soucasti okolo 20 raznych klinickych studiich I. a II. faze. VétSina z nich je zamétfena na
kombinacni terapii intravendzn¢ podavaného BER s radioterapii nebo antineoplastiky
jako je irinotekan, topotekan, cis- a karboplatina, gemcitabin, paklitaxel ¢i DOX. Ve
zbylych studiich je BER poddvan v monoterapii u pokrocilych solidnich naddorti (Barneih
et al. 2021). Témér vsSechny studie stale probihaji, ovSem zvefejnéné informace
z nékterych hodnoceni I. faze naznacuji, ze monoterapie BER je u pacientli dobie snadSena
i ve vysokych davkach podaného lé¢iva (480mg/m?) a nevykazuje toxicitu omezujici
davku. U kombinaci BER a dalSich latek se vyskytovaly toxické uc¢inky na davce zavislé
1 nezavislé, nejvice vSak pozorované pii kombinaci BER s cisplatinou nebo
gemcitabinem. U téchto latek byly hlaseny hematologické toxicity omezujici davku, ¢imz
bylo znemoznéno podani maximalni tolerované davky. Z dalSich nezaddoucich ucinkt

byly popsany napt. inava, nauzea, nebo také ttlum kostni dfen€ (Barneih et al. 2021).
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo pomoci in vitro experimentl zjistit inhibi¢ni potencial
komer¢né dostupnych inhibitort berzosertibu, VE-821 a zopolrestatu na vybrané enzymy

z nadrodiny AKR a SDR, kter¢ se ti€astni metabolismu antracyklinu daunorubicinu.
Jednotlivé dil¢i cile zahrnovaly:

1) zakladni screening inhibi¢ni aktivity berzosertibu, VE-821 a zopolrestatu vici
karbonyl redukujicim enzymim z nadrodiny AKR (AKR1A1, 1B1, 1BI10,
1C1, 1C2, AKR1C3) a SDR (CBR1);

2) stanoveni ICso pro nejsilngjsi inhibitor;

3) urceni inhibi¢ni konstanty Ki pro nejsilnéjsi inhibitor;

4) zjisténi typu inhibice a v piipad¢ nekompetitivniho typu urcit, zda se jedna o

pevné se vazajici inhibitor.

32



4 Prakticka ¢ast

4.1 Chemikalie, pomiicky, pFristroje

4.1.1 Pouzité chemikdlie a reagencie

Acetonitril
Amoniak
Daunorubicin

Dimethylsulfoxid

(HPLC LC-MS grade, VWR, USA)
(Penta, Ceska republika)
(Selleckchem, USA)

(Research grade, Serva, Némecko)

Enzymy AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C3 a CBR1

(Katedra biochemickych véd (KBV), Hradec Kralové, Ceska republika)

Glukosa-6-fosfat
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
Kyselina mravenci 0,1%
Methanol

0,1M MgCl»

NADP

NaH;P4.2H>O

NaH2P4. 12H20

(Roche Diagnostics, Némecko)

(Roche Diagnostics, Némecko)

(LC-MS grade, VWR, USA)

(HPLC gradient grade, Honeywell, USA)
(Lachema, Ceska republika)

(Roche Diagnostics, Némecko)

(Penta, Ceska republika)

(Penta, Ceska republika)

0,1M Sodno-fosfatovy pufr o pH 7,4 (KBV, Hradec Kralové, Ceska republika)

Ultracista voda 0,055 pS

(KBV, Hradec Kralové, Ceska republika)

Inhibitory berzosertib, VE-821, zopolrestat (MedChemExpress, USA)

4.1.2 Pomicky
nitrilové rukavice
1zicky pro vazeni
stopky

polystyrenovy box s ledem
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kadinky

papirové ubrousky

stojany na zkumavky

zkumavky 0,5, 1,5 a2 ml

pipety a Spicky k pipetdm 0,5 az 1000 pl
injekeni stiikacky a jehly

stiikackovy filtr s 0,2 uM PTFE membréanou
sklenéné vialky, inserty, plastova vicka
gumova septa k vialkam

program GraphPad Prism 10

4.1.3 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy
Centrifuga MiniSpin plus
Ptistroj na vyrobu ledu AF80
Termoblok ThermoMixer C
Ultrazvukova vana Ultrasoniccleaner120T

Vortex Vortex Genie 2

(Eppendorf, Némecko)
(Biohit, Finsko)

(Terumo, Japonsko)
(Whatman, Velka Britanie)

(Agilent, USA)

(Sartorius CP225D, Némecko)
(Eppendorf, Némecko)
(Scotsman, Velka Britanie)
(Eppendorf, Némecko)
(Anonkia Ultrasonic, Cina)

(Scientific Industries, USA)

UHPLC Agilent Technologies 1260 Infinity II, USA

- flexibilni pumpa 1260, G7104C

- autosampler 1260, G7129C

- kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, 2,1x50mm;1,8um
- fluorescenc¢ni detektor 1260 FLD, G7121A

UHPLC Agilent Technologies 1290 Infinity, USA

- binarni pumpa 1290 VL, G4220B
- autosampler 1290, G4226A

- kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, 2,1x50mm;1,8um

- fluorescencni detektor 1260 FLD, G1321
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4.2 Metodika

4.2.1 Zakladni screening

V ramci pocatecnich experimentll zakladniho screeningu (ZS) byl testovan
inhibi¢ni vliv vybranych komeréné dostupnych inhibitort BER, VE-821 a ZOP na ¢innost
enzymi AKR1A1, 1B1, 1B10, 1C1, 1C2, 1C3 a CBRI.

Bylo vzdy provedeno také nékolik kontrolnich reakci pro potvrzeni ¢istého ti¢inku
pouzivanych inhibitor. Konkrétné se jednalo o reakce bez ptidavku inhibitoru (NI),
kontrolu dimethylsulfoxidem (DMSO), reakce bez substratu (bS) a reakce bez enzymu
(bE). Samotné rozpoustédlo dimethylsulfoxid urcitou miru inhibice dané enzymatické
pfemény vykazuje také, proto jsme jej jako kontrolu v experimentech zahrnovali vZzdy.
Piedstavoval pro nas standard (100 %), se kterym byl inhibi¢ni efekt zkoumanych latek

porovnavan.

Vzhledem k drobnym ztratdm materidlu v pribéhu prace, napf. ulpivani
kapalnych latek ve Spicce pipety, se zpravidla mnozstvi latek napocitavalo s rezervou

(n€kolik reakci navic).

4.2.1.1 Regeneracni systém

Regeneracni systém (RS) je zdrojem latek ovlivilyjicich spravny pribéh
enzymatickych pfemén a obnovu enzymdl, patii sem napiiklad kofaktor Mg** a koenzym

NADP+.

Jednotlivé komponenty RS byly pfipravovany ve vétSim mnoZstvi do zésoby,
jejich spojeni do konecné podoby RS poté probihalo az v den provedeni experimentu.
0,IM sodno-fosfatovy pufr (NaPB) byl ziskdn smichanim pfislusnych roztoki v
takovém poméru, v jakém méla vysledna smés hodnotu pH 7,4. Kombinoval se takto
roztok vznikly rozpusténim 3,58 g Na;HPO4x12H,O ve 100 ml ultracisté vody
s roztokem piipravenym po rozpusténi 0,39 g NaH2PO4x2H>0 ve 25 ml ultracisté vody.
0,IM roztok chloridu hote¢natého byl pfipraven rozpusténim 1,02 g MgCl> v 50 ml
ultracist¢ vody. Tabulka nize uvadi obecné schéma piipravy RS pro jednu reakci.
V zévislosti na rozsahu experimentu, resp. poctu reakci, se mnozstvi slozek uvedenych

v tabulce poctem reakci nédsobilo.
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Tab. 1: Priprava RS pro 1 reakci

Slozka RS Mnozstvi latky v jedné reakci
NADP 0,2 mg
Glc-6-P 0,6 mg
NaPB 10 pl
MgClz 10 |.Ll
Glc-6-P-dehydrogenasa 0,5 mg

Do zkumavky byly na analytickych vahach (4 desetinna mista) navazeny praskoveé
latky natrium adenosin difosfat (NADP) a glukosa-6-fosfat (Glc-6-P). Po kompletnim
rozpusténi téchto navazek v NaPB bylo do zkumavky pfeneseno i odpovidajici mnozstvi

roztoku MgCl,.

Enzym Glc-6-P-dehydrogenasa byl pro zachovani pozadované aktivity ke smési

pfidan az tésn¢ pred pouzitim, tedy tésné pted pipetovanim RS do reakénich zkumavek.

4.2.1.2 Roztoky inhibitorii

Zasobni roztoky inhibitorii o koncentraci 10 mM byly pfipraveny rozpusténim
navazky INH nejcastéji v DMSO a uchovavany pii teploté -80 °C (ptipadné -20 °C).
Pozadovanych findlnich koncentraci inhibitoru v reakei, 10 a 50 uM (INH 10 a INH 50),
bylo dosazeno pouzitim pracovnich roztoki inhibitoru s koncentracemi 500 a 2 500 uM.

Ty byly pfipraveny nafedénim zasobniho roztoku INH s DMSO podle vzorce:
a*Vi=*V, po Upraveé:  Vi=c* Vy/ ¢

c1 = koncentrace zasobniho roztoku INH  V, = objem pracovniho roztoku INH (s rezervou)
Vi =objem zasobniho roztoku INH ¢2 = koncentrace pracovniho roztoku INH.

Mnozstvi DMSO pak plynulo z odecteni hodnoty Vi od V..

4.2.1.3 Enzym

Vsechny enzymy byly pfipraveny rekombinantné z bakterii druhu E. Coli na
katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Skladovany byly
rozpusténé v NaPB a 20% glycerolu pii -80 °C (piipadné pti -20 °C).

Rizné druhy enzymi byly v reakci obsazené v rizném mnozZstvi na zaklad¢ jejich
schopnosti redukovat antracyklin DAUN. To bylo tfeba znat jak pro vypocet objemu
zasobniho roztoku enzymu k piipravé pracovniho roztoku pipetovaného do reakci, tak

nasledné 1 k vypoctu specifické aktivity enzymu a vyhodnoceni prubéhu reakce.
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Tab. 2: Koncentrace pouzivanych enzymii v reakci

Enzym Koncentrace [pg/reakei]
AKRI1A1 1
AKRIBI1
AKRIBI10
AKRICI1
AKRI1C2
AKRI1C3 1,5

CBR1 0,1

Pracovni roztok enzymu byl ptipraven opét dle platnosti sméSovaci rovnice:

c*Vi=c*V,
c¢1 = koncentrace zasobniho roztoku enzymu, V| =objem zasobniho roztoku enzymu,

¢, = koncentrace enzymu v reakci (napt. 5 pg/reakci =5 pg/10 ul > ¢=0,5 pg /ul resp. 0,5 mg /ml)
V, = celkovy objem pracovniho roztoku (10 pl = 1 reakce, Vo= 10*pocet reakci)

Vypocitany objem enzymu jsme poté nafedili odpovidajicim mnoZstvim NaPB,

ktery jsme zjistili ode¢tenim hodnoty V; od V..
4.2.1.4 Substrat

Zasobni roztok substratu DAUN byl pfipraven rozpuSténim navazky 1,41 mg
praskového DAUN v 500 pl ultracisté vody. Plivodné pevné chemoterapeutikum bylo

uchovavano v podob¢ 5SmM zasobniho roztoku pfi teploté + 4 °C v lednici.

4.2.1.5 Priprava reakci a vlastni inkubace

Kazda zkumavka odpovidala reakci s ptislusSnym sloZenim, proto bylo nezbytné
vSechny jasné oznacit. Stejnym zplisobem byly popsany i sklenéné vialky, jakozto nosice
analyzovaného vzorku pro UHPLC analyzu. Ke kontrole sprdvného postupu prace, a
zaroven k eliminaci zisku zavad¢jicich vysledki, se kazda reakce provadéla ve trech
provedenich (triplikatech). Vyjimku tvofily reakce bez pridavku enzymu a reakce bez

substratu, které byly pouze v duplikatech.

Tab. 3: Schéma pripravy reakct pro zdkladni screening inhibitori

NaPB [ul] INH[ul] RS[ul] Ef[u]  S[u]

NI 60 0 20 10 10
DMSO 58 2 DMSO 20 10 10
INH 10 58 2 20 10 10
INH 50 58 2 20 10 10

bE 70 0 20 0 10

bS 60 0 20 10 10 vody!
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Do oznacenych eppendorfek jsme podle tabulky 3 nejprve pienesli NaPB, ve
druhém kole pfichystané roztoky inhibitoru, resp. DMSO. Nésledovalo pipetovani
20 ul RS, ato po rozmrazeni enzymu Glc-6-P-dehydrogenasy a jeho peclivém promichani
s predptipravenym zékladem. Posledni slozkou zustal piidavek roztoku zkoumaného

enzymu pripravené¢ho opét v Case potieby.

Takto pfipravené zkumavky byly dikladné vortexovany pro co nejvetsi
homogenitu obsahu, na nékolik sekund pieneseny do stolni centrifugy (short spin), aby
tekutina neulpivala v uzavéru a na sténach zkumavky, a vlozeny do piedem vyhiatych
termoblokli na 37 °C v daném potadi. Ponechali jsme je zde 10 min pro tzv. preinkubaci.
Mezitim jsme si na nékolik min v ultrazvukové 1azni s destilovanou vodou zahtali DAUN

a vortexovali jej.

4.2.1.6 Inkubace

In vitro experimenty probihaji ve zkumavkach, tedy mimo zivy organismus.
K tomu, abychom mohli zjisténé vysledky interpretovat jako potencidlné uplatnitelné
v otdzce ucinku na lidské zdravi, je nezbytné reakce podrobit podminkdm simulujicim
prostiedi lidského téla. Inkubace se vykonavaly pti 37 °C po stanoveny ¢as, ktery se lisil

v zavislosti na pouzitém enzymu a urovni experimentu:

Tab. 4: Prehled doby inkubace dle typu experimentu a druhu enzymu

Typ experimentu Enzym Doba inkubace [min]
AKRI1A1
AKRI1BI1
30
AKRI1B10
zakladni screening AKRI1C3
AKRICI1
60
AKRI1C2
CBRI1 20
Ic AKRI1BI1 60
* AKRIC3 30
tvo inhibi AKRI1BI1 60
inhibi
yp IHbIce AKRIC3 36
pevnost vazby AKRI1BI1 €0
inhibitoru AKRI1C3
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Reakce byly zahdjeny ptidavkem 10 pl substratu v ¢asovych intervalech 30 s, dale
kratce vortexovany a vraceny zpét do termobloku. Po uplynuti ptedepsané doby inkubace

byly reakce zastaveny, opét ve stejnych ¢asovych intervalech, pifidavkem 300 ul MeOH.

4.2.1.7 Filtrace a piiprava vzorki pro UHPLC

Takto ukoncené reakce byly ditkkladné vortexovany a ponechany 10 min v boxu s
ledem. Pokracovalo se s precipitaci vzork bud’ 1 hodinu pti +4 °C (v lednici), anebo 30
min pii -20 °C (v mrazaku). Béhem této doby se ve form¢ srazeniny odd¢lily necistoty

od zbylé kapalné ¢asti, ve které ziistal zkoumany produkt.

Dalsim krokem byla desetiminutova centrifugace zkumavek nastavena na 13 400

otm (otacek za minutu).

K filtraci jsme pfistoupili po odbéru tekutiny z reakénich zkumavek pomoci
injekéni stiikacky s jehlou. Snazili jsme se pifi tom nasat pouze kapalny obsah, tedy
idedln¢ bez ¢astic srazeniny usazené na dné. Stiikacku jsme po odbéru zvedli hrotem jehly
vzhiiru a naséli vzduch. Na hrdlo stfikacky byl po sejmuti jehly nasazen mikrofiltr a
vhodnym tlakem byla kapalina obsahujici produkt reakce, DAUNOol, filtrovana skrze
PTFE membranu pfimo do insertu sklenéné vialky. Obsah ve vialce jsme nasledné
uzavieli plastovym Sroubovacim vickem s gumovym septem a uchovali pii 4 °C do

vlastniho méfeni.

Vzdy po zfiltrovani dvou, resp. tfi provedeni dané reakce jsme filtra¢ni soupravu
(jehlu, sttikacku 1 filtr) promyli destilovanou vodou, kterou jsme si pfipravili do kadinky.
Voda ulpivajici na filtracnich komponentach byla odstranéna vyklepanim o pracovni
desku pokrytou savym papirem. Do druhé, prazdné, kadinky byl sbirdn odpad z

promyvani a po skonceni experimentu fadn¢ zlikvidovan.

4.2.1.8 UHPLC analyza a zpracovani dat

Naplnéné a uzaviené vialky byly umistény do stojani ultra G¢inné kapalinové
chromatografie (UHPLC) k analyze. UHPLC je separa¢ni metoda fungujici na principu

rozdélovani slozek analytu mezi dvé navzajem nemisitelné faze.

Autosampler odebira postupné 5 pul roztoku z kazdé vialky na chromatografickou
kolonu. Kapalnd mobilni faze, v nasem piipad¢ tvorena 0,1% kyselinou mravenci a
acetonitrilem v zastoupeni 74:26 v/v, zajistuje undseni analytu kolonou s pritokovou

rychlosti nastavenou na 0,7 ml/min. Analyza jednoho vzorku trvd 5 min. Smésny
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standard, obsahujici jak vychozi latku DAUN, tak zkoumany produkt DAUNoI, je uloZen
ve vialce v UHPLC na prvni pozici. K nému porovnavame oblasti reten¢nich ¢ast pro
zkoumané latky. Jako prvni se na chromatogramu objevi pik DAUN, druhy poté

DAUNol.

Vystupem z analyzy jsou hodnoty retencnich casti a plochy pod kiivkou
chromatografickych pikd. Reten¢ni ¢as je kvalitativnim parametrem umoziujicim
identifikovat pfitomné latky, plocha pod pikem po porovnani s kalibracni kiivkou poté
vypovida o kvantité, respektive o mnozstvi dané latky ve vzorku. Koncentraci produktu

z tohoto vztahu ziskdme v podob¢ ng/nasttik, tedy ng/5 pl.

Koncentrace DAUNolu ptfepocitame na specifickou aktivitu dle vzorce:

mx*K 1000

a:
t*cx*Mr

a = specificka aktivita [nmol DAUN/mg enzymu/min], m = hmotnost DAUNolu ve vzorku [ng],
K = koeficient zfedéni = 80 (400 pl byl objem vzorku ve vialce, 5 pl néstiik na kolonu, z ¢ehoz jsme
ziskali pouze 1/80 celkové hmotnosti DAUNolu), hodnota 1000 pro pievod jednotek,

t = ¢as inkubace [min], ¢ = koncentrace enzymu v 1 vzorku [pg/reakci]

a Mr = molarni hmotnost DAUNolu = 529,54 [g/mol].

S hodnotami specifické aktivity jsme poté pracovali v programu GraphPad Prism
10, ve kterych byly vytvofeny veSkeré grafy, vypocitany statistické tdaje a potiebné
hodnoty. Pojem specificka aktivita vyjadiuje latkové mnozstvi substratu preménéného

urcitym mnozstvim enzymu za jednotku Casu.

V dalSich stupnich experimentt, tedy pti stanoveni ICso, K a typu inhibice, také
pevnosti vazby inhibitoru k enzymu jsme pracovali uzZ jen s latkami, u kterych jsme
zaznamenali nejsilnéj$i inhibi¢ni potencidl. Z palety inhibitorti se nejvice osvéd¢il
zopolrestat, a to pfedev§im v kombinaci s enzymy AKRIB1 a 1C3. Z kontrolnich vzorkt

zde byla pouzivana pouze DMSO kontrola.

4.2.2 Hodnota ICsy

ICso predstavuje takovou koncentraci inhibitoru, pii které pozorujeme pokles
aktivity enzymu na polovinu (50 %). Experimenty pro stanoveni ICso byly zalozené na
interakci inhibitoru ZOP s vybranymi enzymy, koncentrace INH pak zahrnovaly celé¢ho

jeho inhibi¢ni rozpéti.
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Konkrétné byly k enzymu 1KRI1B1 nastaveny koncentrace ZOP na
0 (DMSO0); 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 20 a 100 uM.

Pro kombinaci senzymem AKRIC3 jsme pak testovali koncentrace ZOP

0 (DMSO kontrola); 0,1; 0,25; 0,5; 2; 5; 10 a 50 uM.

Ze zasobniho roztoku INH jsme nejprve piipravili roztok s nejvyssi koncentraci v fadé.
100uM roztok ZOP pro AKR1C3 byl pfipraven smichanim 8,4 pl zésobniho roztoku ZOP
s 8,4 ul DMSO, pro experimenty s S0uM ZOP a enzymem AKRI1B1 jsme smichali
3,5 ul zasobniho ZOP s 10,5 ul DMSO. Postupnym fedénim roztokl s vyssi koncentraci

pomoci DMSO jsme ziskali zbylé niz$i koncentrace.

4.2.3 Stanoveni hodnoty K; a typu inhibice

U téchto experiment byla inhibi¢ni aktivita zkoumana pfi riiznych koncentracich
inhibitoru ZOP s koncentra¢nim spektrem substratu 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM.
Pro experimenty s AKR1B1 byly koncentrace INH stanoveny na 0 (DMSO), 0,25, 1
a 2 uM, v ptipadé¢ AKR1C3 jsme pracovali s koncentracemi 0 (DMSO), 1, 5 a 10 uM.
Pokus pak zahrnoval kombinaci kazdé koncentrace substratu s kazdou koncentraci
inhibitoru. Roztoky inhibitoru byly pfipraveny podobné jako u experimentii pro stanoveni
hodnoty ICso dle sméSovaci rovnice, nejkoncentrovanéjsi roztok vznikl smichanim

1,6 ul zasobniho roztoku ZOP s 62,4 nl DMSO.

Ptiprava substratu vyZadovala v prvnim kroku rozpusténi 21,54 mg pevného
DAUN v 1923 ul ultracisté vody, ¢cimz jsme ziskali roztok s nejvyssi koncentraci, 2000
uM. Roztoky s niZ§i koncentraci jsme nasledné pfipravili fedénim roztokd o vy$si

koncentraci.

Hodnota K;

Inhibi¢ni konstanta K; vyjadiuje rovnovazny stav mezi volnymi molekulami INH
aenzymu (E), a INH vazaného v komplexu s enzymem. Poukazuje na silu vazby (afinitu)
mezi témito molekulami. Relativni afinita komplexu INH-enzym je nepfimo umérna K.

_ [E] = [INH]
Ki= [EINH]
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Z tohoto vztahu vyplyva, Ze ¢im silngj$i vazbou se INH k danému enzymu véze,

cvwr

enzymt (Copeland 2000).

Typ inhibice

Typ inhibice popisuje mechanismus, kterym muize INH snizit aktivitu enzymu.
Jednotlivé typy se daji rozliSit porovndnim kinetickych parametri inhibované a
neinhibované enzymové rekce, konkrétné velikosti hodnot Vmax a Km. Tyto hodnoty
vychézeji z rovnice Michaelise a Mentenové, popisujici okamzitou rychlost enzymové
reakce a koncentraci substratu. Vimax je maximalni rychlost reakce, K je Michaelisova
konstanta odpovidajici koncentraci substratu, pfi niz se rychlost enzymové reakce rovna
poloviné maximalni rychlosti Vmax (Ledvina et al. 2009, Copeland 2000). Typy inhibice

mohou byt rozliSeny napft. takto:

1) ukompetitivni inhibice je patrné zvyseni K bez ovlivnéni hodnoty Viax. INH
soutézi o stejné vazebné misto enzymu se substratem, zpravidla byva jeho
analogem. Pfi zvySené koncentraci substratu vzrista také K; INH.

2) Nekompetitivni inhibici pozorujeme pii nezménéné hodnoté Ky, a soucasné
snizené rychlosti Vimax. Zde se INH miiZe vazat jak na volny enzym, tak na jiz
vznikly komplex enzym-substrat, aniZ by soutézil o vazebné misto enzymu.
Hodnoty K; ziistavaji prakticky stejné.

3) SmiSend inhibice mlZe byt situaci, kdy INH méni jak Vmax, tak hodnotu K.
Jednim ze vzacnych ptipadii smiSené inhibice je také tzv. akompetitivni
inhibice, kdy se INH vaZze pouze na komplex enzym-substrat, a Vimax a K se
snizuji soumérné.

Pro snadnéjsi urceni typu inhibice se €asto vyuziva dvojité reciprokého vyneseni

zavislosti  rychlosti  reakce, pfipadné specifické aktivity enzymu

zprostiedkovavajiciho reakci, na koncentraci substratu dle Lineweaver-Burka

(Ledvina et al. 2009, Koolman a R6hm 2012). Jednotlivé typy jsou znazornény v

Obr. 6. Pismeno A zobrazuje kompetitivni inhibici, B nekompetitivni inhibici, C

smiSenou a D akompetitivni inhibici.
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Obr. 6: Grafy dle Lineweaver-Burka, dvojité reciproky vynos zavislosti rychlosti reakce na
koncentraci substratu

INH inhibitor, NI neinhibovano, v rychlost reakce, [S] koncentrace substratu.

4.2.4 Stanoveni pevnosti vazby inhibitoru k enzymu

V zavéru experimentalni ¢asti této prace jsme se vénovali stanoveni pevnosti
vazby INH k enzymu. INH se k enzymim mohou vézat reverzibilné (nejCastéji),
s rychlou tvorbou a zanikem komplexu INH-enzym, anebo ireverzibilné pevnou a typicky
kovalentni vazbou. V takovém piipadé¢ INH plvodni aktivitu enzymu ovlivni trvale

(Koolman a R6hm, 2012).

Podminky inkubace a slozeni reakci byly obdobné piedeSlym stupiiim
experimentll. Koncentra¢ni fada INH byla shodna s fadou pro stanoveni hodnot ICso, jen
vtomto piipadé proméfovana vuci Ctyfem koncentracim daného enzymu.
Pro stanoveni pevnosti vazby ZOP k enzymu AKR1B1 byly tedy pouzity koncentrace
INH 0 (DMSO); 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 20 a 100 uM a koncentrace enzymu 2,5, 5, 10
al5uM.

Enzym AKRIC3 v koncentracich 0,75, 1,5, 3 a 4,5 uM byl proméfovan proti
koncentracim ZOP nastavenych na 0 (DMSO); 0,1; 0,25; 0,5; 2; 5; 10 a 50 uM.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Zakladni screening

V ivodu experimentalni casti této prace byl nejprve proveden screening
inhibi¢niho ptisobeni ZOP, VE-821 a BER na ¢innost péti CRE — AKR1A1, 1B1, 1B10,
1C3 a CBR1 v pfeméné substratu DAUN. Témito experimenty jsme zjistovali, zda je
nektery z INH schopen vyznamné snizit aktivitu pfedstavenych enzymu, jednalo se de
facto o prvotni rozliSeni INH na ty s potencidlné vyssi schopnosti ovlivnit metabolismus
ANT, a ty se zanedbatelnou inhibi¢ni aktivitou. Po vyhodnoceni vysledkii ZS a uréeni
INH s nejsilngj§im inhibi¢nim potencidlem jsme pro kompletni zhodnoceni jeho aktivity
vuci SirSimu spektru enzym provedli jesté doplitkové experimenty s enzymy AKRIC1 a
1C2. Z literatury je znamo, ze enzym AKR1C4 se metabolickych pfemén xenobiotik

ucastni jen velmi omezené, proto do nasich experimentt jiz zahrnut nebyl.

Vysledky experimentt ZS jsou rozdéleny do péti ¢asti podle pouzitého enzymu,
ktery byl kombinovan vzdy se vSemi tfemi INH. Déle nésleduji experimenty s enzymy
AKRICI a 1C2 v kombinaci s nejsilngj$im INH. Kazdy experiment s danym enzymem
byl opakovan dvakrat, a jednotlivé reakce byly u obou provedeni méteny v triplikatech.
Inhibitory byly pouzity v koncentracich 10 a 50 uM, koncentrace enzymu v reakci se
liSily u jednotlivych druhl enzymi. ZjiSténa data jsou interpretovana v tabulkach (Tab.
5-9) a grafech (Obr. 7-11). Grafy zndzornuji primérné hodnoty specifické aktivity
enzymu se smerodatnymi odchylkami (SD) dvou nezéavislych méteni dohromady, tabulky
obsahuji primérné hodnoty specifické aktivity enzymu se SD kazdého méfeni zvlast.
Jsou zde v procentech uvedeny také hodnoty miry inhibice jednotlivych INH vztaZzené ke

kontrole DMSO (100 %).

5.1.1 AKRIAI

Enzym AKR1A1 byl pouzit v koncentraci 1 pg/reakci, inkubace probihala po
dobu 30 min. Primérné vysledky jednotlivych experimentll jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 5), graf znazornuje spojeni obou nezavislych méteni s popisem primerné hodnoty

inhibice v % (Obr. 7).
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Tab. 5: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorit s enzymem I1KRIAI

Koncentrace INH  Specificka aktivita  Specificka aktivita o
AKRIAL - SHC M) [omolmgmin] (%] Inhibice [%]
171,5+3,7 100 £ 2,1 -
DMSO 0 260,7 £ 18,0 100+ 9.4 -
0 172,1 + 4,2 1004 + 2.5 -
70p 251,1 +24.0 96,3 £9,2 3,7+92
50 156,5+ 8,8 91,3+5,1 8,7+5,1
242,1 + 17,1 92,9+ 6,6 71466
0 157,0+ 7,2 91,6+4,2 8,4+42
VE-8)1 2239+ 17,3 85,9+ 6,7* 14,1 + 6,7*
50 1539+ 1,1* 89,810,6* 10,210,6*
152,3+5,8 58,4422 41,6422
10 138,0+ 9,8 80,5+5,7 19,5+5,7
BER 210,8 5,1 80,9 +2,0 19,1 +2,0
50 112,1+6,2 65,4+3,6 34,6 +3,6
159,9+ 5,5 61,4+2,1 38.6+2,1

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako primeér + smérodatné odchylka jednotlivych
méfeni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymi porovnavany, ZOP zopolrestat, BER
berzosertib, INH inhibitor, 10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru

150
100 I
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specificka aktivita AKR1A1 [%]

v reakci, * vypocteno z duplikatu.

DMSO

ZOP 10 (inhibice 2,1 %)
ZOP 50 (inhibice 7,7 %)
VE-821 10 (inhibice 11,8 %)
VE-821 50 (inhibice 29,1 %)
BER 10 (inhibice 19,3 %)
BER 50 (inhibice 37,0 %)

Obr. 7: Graficky znazornéné ucinky vybranych inhibitorii na aktivitu enzymu AKRI

Vysledky jsou v grafu uvedeny jako prameér specifické aktivity v % + smérodatna odchylka dvou
nezavislych méteni, u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Z téchto hodnot jsou pak zde také
vypocteny prumérné hodnoty inhibice v %. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymt porovnavany, ZOP zopolrestat, BER berzosertib,
10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakei, 50 50 pM koncentrace inhibitoru v reakci.
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Z vysledkii uvedenych v tabulce a grafu je patrné, Ze k vyznamnéjsi inhibici
aktivity enzymu AKR1AT1 doslo ve dvou piipadech. Konkrétné 50uM koncentrace VE-
821 zplisobila v priméru dvou spojenych méteni pokles aktivity AKR1A1 0 29,1 %, a pti
50uM koncentraci INH BER doslo ke sniZeni aktivity enzymu o 37,0 %. Zbyl¢ inhibitory

neovlivnili specifickou aktivitu enzymu o vice nez 20 %.

5.1.2AKRIBI

Mnozstvi enzymu AKR1B1 v jedné reakci bylo 5 pug, inkubace byla nastavena na
30 min. Primérné vysledky jednotlivych experimentii jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 6), graf znazorfiuje spojeni obou nezavislych méfeni s popisem pramérné hodnoty

inhibice v % (Obr. 8).

Tab. 6: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorii s enzymem 1KRIBI

Koncentrace INH Specificka aktivita Specificka aktivita

AKRIBL 0 okei[uM]  [nmol/mg/min] %] Inhibice [%]
98 +07 100+ 7.0 i
DMSO 0 72+0.1 100+ 1.8 i
" 22401 DIt 14 779+ 14
Jop 13201 187419 813+ 1.9
“ 1.0+ 0.3 194529 80.6+ 2.3
15403 20,5437 797 +3.7
" 83105 840449 151+ 409
VE.G1 6202 85,8+ 2.6 14226
< 78£02 79423 206423
55405 76,8 + 6,4 232464
" 74505 754154 24.6+54
- 54401 746 + 2.0 25.442.0
< 46402 471216 5294 1.6
38+0,1 528412 472418

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako prumér + smérodatna odchylka jednotlivych
méfeni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymi porovnavany, ZOP zopolrestat, BER
berzosertib, INH inhibitor, 10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 pM koncentrace inhibitoru
v reakci, * vypocteno z duplikatu.

46



1507 DMSO

ZOP 10 (inhibice 79,9 %)
ZOP 50 (inhibice 80,7 %)
VE-821 10 (inhibice 17,0 %)
VE-821 50 (inhibice 26,4 %)
BER 10 (inhibice 26,9 %)
BER 50 (inhibice 51,8%)
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Obr. 8: Graficky zndzornéné ucinky vybranych inhibitorit na aktivitu enzymu AKRI1B1

Vysledky jsou v grafu uvedeny jako primér specifické aktivity v % + smérodatna odchylka dvou
nezavislych méteni, u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Z téchto hodnot jsou pak zde také
vypocéteny primérné hodnoty inhibice v %. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP zopolrestat, BER berzosertib,
10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakci.

Z vysledkli uvedenych v tabulce a grafu je na prvni pohled patrné, ze aktivita
enzymu AKRIBI1 byla nejvice redukovana INH ZOP. Mira inhibice byla ov§em mezi
jednotlivymi koncentracemi ZOP (10 a 50 uM) zmeéfena s minimalnim rozdilem.
10uM koncentrace ZOP vedla v priméru dvou spojenych méfeni ke snizeni specifické
aktivity enzymu o 79,9 %, v ptipad€ 50uM koncentrace doslo k poklesu aktivity enzymu

0 80,7 %. U dalSich dvou INH byla vyznamné;jsi inhibice zaznamenéna jen u INH BER
v koncentraci 50 uM, a sice 51,8 %.

5.1.3AKRIBI10

Enzym AKRIB10 byl pouzit v koncentraci 5 pg/reakci, inkubace probihala po
dobu 30 min. Primérné vysledky jednotlivych experimenti jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 7), graf znazornuje spojeni obou nezavislych méteni s popisem primérné hodnoty

inhibice v % (Obr. 9).
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Tab. 7: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorit s enzymem IKRIBI10

Koncentrace INH  Specificka aktivita  Specificka aktivita _
AKRIBIO o okei [uM] I[)nmol/mg/min] ’ %] Inhibice [70]
58,4 +3,8 100 + 6,5 -
DMSO 0 58,0+ 1,4 100 +2.4 -
10 53,9+23 92,2+4,0 7,7+4,0
ZOP 53,6 £1,0 92,4+ 1,7 7,6 +1,7
50 445+ 1,2 76,3 +£2,0 23,7+2,0
43,1+ 1,1 74,4 £1,2 25,6 £1,9
10 55,2+2,3 94,5+39 5,5+3,9
VE-821 55,0+£2,6 94,8 +4,6 52+4,6
" 552+0,7 945%12 5.6+12
532+1,2 91,8 £2,0 8,2+2,0
10 55,3+1,1 94,7+1,9 53+1,9
BER 52,7+£0,9 909 +1,5 9,1+1,5
50 432 +0,8 74,0+ 1,3 26+1,3
42,7+ 1,0 73,7+1,7 263 +1,7

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako primér + smérodatné odchylka jednotlivych
méfeni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek s nulovou

koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymi porovnavany, ZOP zopolrestat, BER
berzosertib, INH inhibitor, 10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakci, S0 50 pM koncentrace inhibitoru
v reakci, * vypocteno z duplikatu.
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ZOP 10 (inhibice 7,7 %)
ZOP 50 (inhibice 24,7 %)
VE-821 10 (inhibice 5,4 %)
VE-821 50 (inhibice 6,9 %)
BER 10 (inhibice 7,2 %)
BER 50 (inhibice 26,1 %)
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Obr. 9: Graficky znazornéné ucinky vybranych inhibitorii na aktivitu enzymu AKRI1B10

Vysledky jsou v grafu uvedeny jako prameér specifické aktivity v % + smérodatna odchylka dvou
nezavislych méfeni, u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Z téchto hodnot jsou pak zde také
vypocteny prumérné hodnoty inhibice v %. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP zopolrestat, BER berzosertib,
10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakei, 50 50 pM koncentrace inhibitoru v reakci.
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Vysledky uvedené v tabulce a grafu naznacuji, Ze ¢innost enzymu AKR1B10
nebyla ptisobenim zadného z vybranych INH pfilis ovlivnéna. Snizeni aktivity enzymu o
vice nez 8 % bylo pozorovano jen pii 50uM koncentraci ZOP a BER, kteti aktivitu
AKRI1B10 inhibovali z 24,7 %, respektive z 26,1 %.

5.1.4 AKRIC3

Mnozstvi enzymu AKRIC3 v jedné reakci bylo 1,5 pg, inkubace probihala po
dobu 30 min. Primérné vysledky jednotlivych experimenti jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 8), graf znazorfiuje spojeni obou nezavislych méfeni s popisem pramérné hodnoty

inhibice v % (Obr. 10).

Tab. 8: Vysledky zakladniho screeningu vybranych inhibitorii s enzymem 1KRI1C3

Koncentrace INH  Specificka aktivita  Specificka aktivita

AKRIC3 v reakci [uM] [nmol/mg/min] [%] Inhibice [70]
265,5+ 12,5 100+ 4,7 -
DMSO 0 265,8" 100™ -
10 472+5,6 17,8 £2,1 82,2+2,1
7OP 444+ 3,1 16,7+1,2 83,3+1,2
50 17,9+£2,2 6,8+0,8 93,2+0,8
10,8 £ 0,6 4,1+0,2 95,9+0,2
10 234,8 +£28,3 88,4+ 10,7 11,6 £ 10,7
VE-821 208,8 + 15,1 78,5+ 5,7 21,5+5,7
50 207,8 £ 12,0* 78,3 + 4,5* 21,7+ 4,5*
170,5 + 18,8 64,1 +7,1 359+7,1
10 251,9£20,8 94,9 + 7.8 51+78
BER 220,0+0,9 82,8+0,3 17,2 +0,3
50 2032+ 16,2 76,5+ 6,1 23,5+6,1
151,2+0,6" 56,9 +0,2° 43,1 £0,2"

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako prumér + smérodatna odchylka jednotlivych
méfeni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzyma porovnavany, ZOP zopolrestat, BER
berzosertib, INH inhibitor, 10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakei, 50 50 uM koncentrace inhibitoru

v reakci, ** jedina hodnota, * vypocteno z duplikatu.
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Obr. 10: Graficky zndzornéné ucinky vybranych inhibitorii na aktivitu enzymu AKRIC3

Vysledky jsou v grafu uvedeny jako pramér specifické aktivity v % + smérodatna odchylka dvou
nezavislych méteni, u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Z téchto hodnot jsou pak zde také
vypocéteny primérné hodnoty inhibice v %. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymt porovnavany, ZOP zopolrestat, BER berzosertib,
10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakei, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakeci.

v

Vysledky uvedené v tabulce a grafu ukazuji na nejsiln€j$i inhibici enzymu
AKR1C3 prostfednictvim ZOP. Jeho ¢innost v priméru dvou nezavislych méfeni vedla
ke sniZeni aktivity AKRIC3 o0 82,7 % pii koncentraci 10 uM, a az o0 94,6 % pii
koncentraci 50 uM. V ptipad¢ zbylych dvou INH byl inhibi¢ni efekt vyssi nez 17 %
pozorovan pouze u jejich 50uM koncentraci, kdy VE-821 zpusobil pokles aktivity
AKRI1C3 0 27,4 %, a BER 0 31,3 %.

5.1.5 CBRI

Enzym CBRI1 byl pouzit v koncentraci 0,1 pg/reakci, inkubace probihala po dobu
20 min. Primémé vysledky jednotlivych experimenti jsou uvedeny v tabulce
(Tab.9), graf znazoriuje spojeni obou nezavislych méteni s popisem priimérné hodnoty

inhibice v % (Obr. 11).
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Tab. 9: Vysledky zdakladniho screeningu vybranych inhibitorit s enzymem CBRI

koncentrace INH  specificka aktivita  specificka aktivita

CBR1 vreakci [uM]  [nmol/mg/min] [%] inhibice [70]
17512+ 1892 100 £ 10.8 i
DMS0 0 20243 +255.0 100+ 11.5 i
" 12995+ 217.8 742+ 12,4 258+ 124
Jop 1201,0 £ 120,7* 54,0 454 46,0+ 54
0 8014 = 54.4 458 £3.1 542+3.1
846.0 + 32.9 38,04 1.5 62,0+ 1.5
" 1289.2 £ 55.5 73632 264 £32
. 14010 < 111.8 63.0+5.0 37.0£5.0
“ 1097,6 £ 0,0 62.7 0.0 37300
10653 + 181.9 479 +82 52.0+82
" 1190.5 < 64.6 68.0 £ 3.7 32.0£3.7
BER 1496.1 + 14.8 673 +0.7 327407
“ 10872+ 79.3 62.1 4.5 37.9:45
1246.9 £ 58.5 56.1£2.5 439425

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako primér + smérodatné odchylka jednotlivych
méfeni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek s nulovou
koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymi porovnavany, ZOP zopolrestat, BER
berzosertib, INH inhibitor, 10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakci, S0 50 pM koncentrace inhibitoru
v reakci, * vypocteno z duplikatu.
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Obr. 11: Graficky znazornéné ucinky vybranych inhibitorii na aktivitu enzymu CBR1

Vysledky jsou v grafu uvedeny jako prameér specifické aktivity v % + smérodatna odchylka dvou
nezavislych méteni, u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Z téchto hodnot jsou pak zde také
vypocteny prumérné hodnoty inhibice v %. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymt porovnavany, ZOP zopolrestat, BER berzosertib,
10 10 pM koncentrace inhibitoru v reakei, 50 50 pM koncentrace inhibitoru v reakci.
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Z ptedlozenych vysledkil v tabulce a grafu je patrné, Ze castecnou redukci aktivity
enzymu CBRI1 vykazovaly vSechny INH. ZOP, VE-821 a BER konkrétné pti 10uM
koncentracich inhibovali ¢innost CBR1 ze 36,6 %, respektive ze 32,3 % a ze 32,4 %.
50uM koncentrace ZOP pak vedla ke snizeni aktivity enzymu o 58,6 %, v ptipad¢ VE-
821 045,6 % auBER 041,3 %.

Tab. 10: Celkovy prehled vysledkii ZS viivu vybranych INH na aktivitu vybranych enzymii

Inhibice aktivity enzyma [%]

INH [pM] AKRI1AI AKRI1B1 AKRIB10 AKRIC3 CBR1
ZOP 10 2,1 79,9 7,7 82,7 36,6
ZOP 50 7,7 80,7 24,7 94,6 58,6

VE-821 10 11,8 17,0 5,4 16,5 32,3

VE-821 50 29,1 26,4 6,9 27,4 45,6
BER 10 19,3 26,9 7,2 11,1 32,4
BER 50 37,0 51,8 26,1 31,3 41,3

Hodnoty jsou uvedeny jako primér miry inhibice v % ze dvou nezéavislych méteni, ve kterych byla kazda
reakce provedena v triplikatu. ZOP zopolrestat, BER berzosertib.
Tuéné jsou vyznaceny hodnoty nejvyssiho inhibi¢niho u€inku.

Na zaklad¢ vysledkti ZS byl pro dalsi faze experimentd, urceni hodnoty ICso, K; a
typu inhibice a pevnosti vazby INH k enzymu, vybran INH ZOP, ktery prokéazal nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu ze v§ech zkoumanych latek, a to hned vii¢i dvéma enzymtiim, AKR1B1

a 1C3. Prehled vysledkt ZS ilustruje tabulka Tab. 10.

ANT jsou chemoterapeutika, kterd organismus z nejvetsi Casti metabolizuje
prostiednictvim CRE. Karbonylové skupiny jsou pievedeny na hydroxy skupiny, a
vznikly alkoholovy produkt ztraci Gi¢innost vi¢i nddorovym bunikam, a soucasné muiize
vice poskozovat zdravé tkané téla (Piska et al. 2017). Spolecné podéni selektivnich INH
téchto enzyml s ANT by mohlo zlepsit celkovy farmakologicky profil danych 1éciv
(Plebuch et al. 2007). Mimo metabolismus xenobiotik piredstavené enzymy v organismu

zastavaji také dalsi vyznamné funkce.

AKRI1C3 fyziologicky katalyzuje syntézu a pfeménu endogennich PG nebo
pohlavnich hormoni, nicméné s vysokymi hladinami tohoto enzymu se poji i rozvoj a
progrese hormon-dependentnich nddorovych onemocnéni. Studie vykonana skupinou

Hofman et al. (2014) prokazala, Ze AKRI1C3 ma vyrazny vliv na rozvoj rezistence
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nadorovych bunék i viici DAUN a IDA. SniZeni ¢innosti piedstaveného enzymu tak
ukazuje na moznost zlepSeni hned nckolika aspektd terapie hormon-dependentnich
nadorovych onemocnéni zaroven (Hofman et al. 2014, Byrns et al. 2011, Penning 2015).
Mezi popsané INH enzymu AKRIC3 se fadi napf. nesteroidni antiflogistikum
indometacin s ICso 2,3 pM a vysokou selektivitou pro AKR1C3 oproti izomorfam
AKRICI a 1C2 (Byrns et al. 2011), dale také steroidni latky medroxyprogesteron acetat,
jez je zkouSen s bezafibratem pro terapii AML (Khanim et al. 2009), nebo nékteré
estrogenové laktony jejichz ICso se pohybuji az v nizkych hodnotach nM. (Bydal et al.
2009).

V porovnani s naSimi vysledky byla podobnéd mira inhibice enzymu AKRI1C3 v in
vitro studiich pozorovana napt. u tipifarnibu, jehoz koncentrace 10 uM snizila aktivitu
enzymu o 88,0 %, a v koncentraci 50 uM doslo ke snizeni aktivity 0 92,9 % (Hrbacova
2024), nebo také u ibrutinibu, INH Brutonovy tyrosinkinasy (BTKi), ktery jiz v
koncentraci 10 uM snizoval aktivitu AKR1C3 o 94 %, a jeho vyssi koncentrace (50 uM)
zpisobila pokles aktivity enzymu o 96,4 % (Hudacova 2019). Olaparib je latka se
schvalenymi indikacemi FDA k terapii né¢kterych nadorovych onemocnéni, napt. prsu
nebo vajecnikii (Mateo et al. 2019). Jeho aktivita viici AKR1C3 byla rovnéz podobna
ucinkiim ZOP. Pfi koncentraci 10 uM olaparib inhiboval aktivitu AKR1C3 ze 74,6 %, a
pfi koncentraci 50 uM az z 91,2 % (LekeSova 2021).

K téinkim AKRIBI patii naptf. katalyza pfemény Glc na sorbitol. Za
hyperglykemického stavu mohou vysoké hladiny tohoto cukerného alkoholu v organismu
zpisobit rozvoj a progresi komplikaci patrnych u diabetickych pacientd (Khayami et al.
2010). Ovlivnénim hladin PGF2, a aktivaci NF-kB miZze AKR1B1 zvysit riziko vzniku
infek¢nich 1 nadorovych onemocnéni (Patel et al. 2018). Nadmérné vysoké hladiny
AKRI1BI1 jsou patrné také u nekterych nddorovych onemocnéni (Saraswat et al. 2006).
Latky s potencialem inhibice tohoto enzymu jsou tak z pohledu terapie rovnéz velmi

atraktivni.

Pro teSeni komplikaci spojenych s diabetem bylo testovano velké mnozstvi latek.
VétSina inhibitort aldosareduktasy vSak selhala béhem klinickych studiich at’ uz kvili
nutnosti podani vysokych davek léciva, nespecifickému pilisobeni nebo nezddoucim
ucinkiim (Tammali et al. 2011). Dodnes je z této skupiny INH aldosareduktasy schvaleny

a obchodovany pouze epalrestat, a to jen v Japonsku (Hotta et al. 1996). V klinické studii
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Asano et al. (2004) byl ale ve snizeni hladin sorbitolu prokdzan velmi slibny ucinek

24

nezadoucich u¢inka (Asano et al. 2004).

Wu et al. (2017) ve své praci poukazuji na vyznam inhibice AKR1B1 z pohledu
terapie bazéalniho karcinomu prsu. Nadmérna exprese tohoto enzymu v prsni tkani totiz
podporuje riist nddoru a tvorbu metastaz, a je spojena se Spatnou progndzou. V in vitro
studiich pozorovali pozitivni vliv epalrestatu na snizeni migrace a invaze nadorovych
bunécnych linii (Wu et al. 2017). Epalrestat je fazen do stejné skupiny latek jako ZOP. Je
tedy pravdépodobné, ze by ZOP mohl byt, i vzhledem k silné inhibi¢ni aktivité vici

enzymu AKR1B1, v terapii tohoto nddorového onemocnéni G¢inny.

Pfi porovnédni dalSich praci zkoumajicich sniZeni aktivity AKRIBI in vitro,
nebyla patrna tak velkd mira inhibice, jako v naSich experimentech. Napt. z vysledkl
Hudacové (2019) vyplyva inhibice aktivity AKR1B1 neratinibem jen z 4,2 % pii 10 uM
koncentraci a z 8,3 % pii 50 uM koncentraci (Hudacova 2019). Nizké hodnoty inhibice
AKR1B1 vykazoval napf. i olaparib, u které¢ho byla pfi 10uM koncentraci mira inhibici
dokonce nulova, a 50uM koncentrace sniZila aktivitu enzymu jen na 97,1 % (LekeSova
2021). NaSimi experimenty byl tedy potvrzen literaturou popsany silny inhibi¢ni G¢inek
ZOP vici aldosareduktase, a dalsi parametry tohoto inhibi¢niho plisobeni byly testovany

1v této diplomové préaci.
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5.1.3AKRICI

Enzym AKRI1C1 byl pouzit v koncentraci 5 pg/reakci, inkubace probihala po
dobu 60 min. Primérné vysledky jednotlivych experimenti jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 11), graf znézoriiuje spojeni obou nezavislych métfeni s popisem primérné hodnoty

inhibice v % (Obr. 12).
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5 B3 ZOP 10 (inhibice 2,50 %)
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Obr. 12: Graficky zndzornené ucinky ZOP na aktivitu enzymu AKRICI

Vysledky jsou uvedeny jako primér specifické aktivity + smérodatna odchylka dvou nezavislych méfeni,
u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP zopolrestat, 10 10 pM
koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakci.

Tab. 11: Vysledky zakladniho screeningu ZOP s enzymem AKRICI

Koncentrace INH Specifickd aktivita Specificka aktivita

AKRIC1 v reakci [uM] [nmol/mg/min] [%] Inhibice [7]
1,35+ 0,03 100,00 + 1,87 -
DMSO 0 2,48 = 0,01 100,00 0,42 i
10 1,30 + 0,04 95,78 £2,74 4,22 +2.74
70P 2,44 £ 0,01 98,44 + 0,20 1,56 = 0,20
50 1,23 £0,03 91,07 £ 1,91 8,93+1,91
2,41 £0,01 97,09 = 0,47 2,91 +£ 0,47

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako primér + smérodatna odchylka dvou navzajem
nezavislych meéteni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek
s nulovou koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP
zopolrestat, 10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakci.

Z grafu 1 hodnot uvedenych v tabulce je patrné, Ze INH ZOP nema na aktivitu
enzymu AKR1C1 nijak vyrazny vliv. Nejvyssi primérnd hodnota inhibice ZOP ze dvou

meteni dosahuje 5,04 % pii 5S0uM koncentraci.
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5.1.3 AKRIC2

Enzym AKRI1C2 byl pouzit v koncentraci 5 pg/reakci, inkubace probihala po
dobu 60 min. Primérné vysledky jednotlivych experimenti jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 12), graf znézoriuje spojeni obou nezavislych métfeni s popisem primérné hodnoty
inhibice v % (Obr. 13).

1507 B DMSO

= ZOP 10 (inhibice 0,04 %)

B ZOP 50 (inhibice 1,54 %)
100 ——

50

specificka aktivita AKR1C2 [%)]

1
DMSO ZOP 10 ZOP 50

Obr. 13: Graficky zndazornené ucinky ZOP na aktivitu enzymu AKRIC2

Vysledky jsou uvedeny jako prumér specifické aktivity + smérodatna odchylka dvou nezavislych méfeni,
u kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP zopolrestat, 10 10 pM
koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakci.

Tab. 12: Vysledky zakladniho screeningu ZOP s enzymem AKRIC2

Koncentrace INH  Specificka aktivita Specificka aktivita

AKRIC2 v reakci [uM] [nmol/mg/min] [%] Inhibice [%]
2,46 £ 0,02 100 £ 0,74 -
DMSO 0 2,33 +£0,01 100 £ 0,43 -
10 2,45+0,01 99,39 £ 0,21 0,61 £0,21
70P 2,32 +0,02* 99,46 £ 0,76* 0,54 £ 0,76*
50 2,41 +0,02 97,96 £ 0,61 2,05+0,61
2,31+0,01 99,0 + 0,54 1,01 £0,54

Hodnoty specifické aktivity jsou v tabulce uvedené jako primeér + smérodatna odchylka dvou navzajem
nezavislych meéteni, u kterych byla kazda reakce provedena v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek
s nulovou koncentraci inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymu porovnavany, ZOP
zopolrestat, 10 10 uM koncentrace inhibitoru v reakci, 50 50 uM koncentrace inhibitoru v reakci.

Z grafu 1 hodnot uvedenych v tabulce je patrné, Ze INH ZOP nema na aktivitu
enzymu AKR1C2 prakticky zadny vliv. Nejvyssi primérna hodnota inhibice ZOP ze dvou
meteni dosahuje pouhych 1,54 % pii 50uM koncentraci.
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5.2 Stanoveni hodnoty ICsg

Hodnota ICso vyjadiuje takovou koncentraci INH, pii které¢ dany enzym vykazuje
pouze poloviéni aktivitu, tedy jeho redukovanou katalytickou €innosti vznikd o 50 %
mén¢ produkti danych reakci. Obecné plati, ze ¢im nizs§i hodnotu ICso dany INH ma, tim
mens$i mnozstvi je jej potiebné pro dosazeni pozadovanych Uc¢inkt. Stanoveni této
hodnoty jsme podle vysledkti ZS provedli se ZOP v kombinacich s enzymy AKRIBI a
1C3, u kterych byl namétfen nejvyssi inhibicni potencidl. Pti stanovovani ICso jsme

sledovali vliv zvySeni koncentrace INH na aktivitu enzymu v pfeméné substratu DAUN.

5.2.1 AKRIBI

V tomto piipad¢ bylo inhibi¢ni rozpéti ZOP nastaveno na koncentrace od 0,05 po
100 uM veéetn¢ DMSO kontroly (0 uM). Experiment byl proveden celkem ttikrat,

pficemz kazdou reakci jsme méfili opét v triplikatu. Inkubace probihaly 60 min.

Vysledky experimentu jsou ukazany v grafu (Obr. 14) a v tabulkach (Tab. 13 a
Tab. 14). Graf popisuje zavislost specifické aktivity enzymu AKR1B1 na logaritmické
koncentraci ZOP jako primeér se SD tii nezavislych métfeni. V prvni tabulce (Tab. 13)
jsou pii rtiznych koncentracich ZOP uvedeny primérné hodnoty specifické aktivity
enzymu tfi nezavislych méfeni se SD. Druha tabulka (Tab. 14) obsahuje primérné
hodnoty I1Cso ZOP jednotlivych méfeni zvlast, a také celkovy prumér téchto tfi hodnot

se SD.
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Obr. 14: Grafické zndazornéni vysledkii pro urceni hodnoty ICso ZOP s AKRIBI

Vysledky jsou uvedeny jako primér specifické aktivity + smérodatna odchylka tfi nezavislych méteni, u
kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. CI konfidené¢ni interval, ZOP zopolrestat.

Tab. 13: Hodnoty specifickeé aktivity AKRIBI v kombinacich s riiznymi koncentracemi ZOP

Specificka aktivita AKR1B1

Koncentrace ZOP v reakci [uM] [nmol/mg/min] [%]
0 (DMSO) 15,6 £2,4 100 £15,2
0,05 150+1,5 96,6 £9,7
0,1 14,8 £ 1,6 95,0 £ 10,9
0,25 12,8+1,9 82,0+ 12,1
0,5 89+1,5 57,5+99
1 4,4+0,8 28,0+ 5,0
2 3,1+£0,2 20,1 £1,4
20 2,6+£0,3 16,6 £1,8
100 2,6£0,1 16,6 £ 0,6

Vysledky jsou uvedeny jako prumér specifické aktivity + SD tfi navzajem nezavislych méteni, ve kterych
byly jednotlivé vzorky méfeny v triplikatu. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, SD smérodatna odchylka, ZOP zopolrestat.

Tab. 14: Hodnoty ICsy ZOP pri reakcich s AKRIBI

AKRI1B1 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni pramérna hodnota + SD
1Cs0 ZOP [uM] 0,57 0,67 0,64 0,63 +0,04

V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ICso ZOP z kazdého méfeni, a také primérna hodnota téchto
méieni se smérodatnou odchylkou SD.
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Z predlozeného grafu (Obr. 14) i udajii obsazenych v tabulce (Tab. 13) miizeme
vidét, ze specificka aktivita enzymu AKRI1B1 klesala se zvySujici se koncentraci INH.

Primérna hodnota ICso ZOP v kombinaci s AKR1B1 je 0,63 + 0,04 uM.

5.2.2 AKRIC3

Pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso ZOP s enzymem AKR1C3 byly zvoleny
koncentrace od 0,1 po 50 uM vcéetné DMSO kontroly (0 uM). Experiment byl proveden
celkem tfikrat, pficemz kazdou reakci jsme méfili opét v triplikatu. Inkubace probihaly

po dobu 30 min.

Vysledky experimentu jsou ukazany v grafu (Obr. 15) a v tabulkach (Tab. 15 a
Tab. 16). Graf popisuje zavislost specifické aktivity enzymu AKR1B1 na logaritmické
koncentraci ZOP jako primér se SD tii nezavislych méfeni. V prvni tabulce (Tab. 15)
jsou pii riiznych koncentracich ZOP uvedeny prumérné hodnoty specifické aktivity
enzymu vSech tii nezavislych méfeni se SD. Druhé tabulka (Tab. 16) poté obsahuje
primé&rné hodnoty ICso ZOP jednotlivych méteni zvlast, a také celkovy pramér téchto tii

hodnot se SD.

ICs0: 2,32 pM
95% Cl: 2,09 - 2,59 uM

50

specificka aktivita AKR1C3 [%)]

log ZOP [uM]

Obr. 15: Grafickeé zndzornéni vysledkii pro urceni hodnoty ICso ZOP s AKRI1C3

Vysledky jsou uvedeny jako primér specifické aktivity + smérodatna odchylka tii nezavislych méfeni, u
kterych byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. CI konfidenéni interval, ZOP zopolrestat.
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Tab. 15: Hodnoty specifické aktivity AKRIC3 v kombinacich s riiznymi koncentracemi ZOP
Specificka aktivita AKR1C3

Koncentrace ZOP v reakci [uM] [nmol/mg/min] [%0]
0 (DMSO) 171,8 £ 15,3 100 + 8,9
0,1 169,3 £ 18,7 98,5+10,9
0,25 153,8+ 17,6 89,5+10,2
0,5 140,5+ 10,9 81,8+ 6,3
2 92,0+ 6,6 53,6 +3,8
5 52,1+49 30,3+2,8
10 344+30 20,0 +1,7
50 15,9 +£2.8 9,3+1,6

Vysledky jsou uvedeny jako prumér specifické aktivity + SD tfi navzajem nezavislych méteni, ve kterych
byly jednotlivé vzorky méteny v triplikatech. DMSO kontrolni vzorek (100 %) s nulovou koncentraci
inhibitoru, k némuz byly specifické aktivity enzymt porovnavany. SD smérodatna odchylka, ZOP
zopolrestat.

Tab. 16: Hodnoty ICsy ZOP pri reakcich s AKRIC3

AKRI1C3 1. méfeni 2. meteni 3. méfeni pramérna hodnota + SD
ICso ZOP[uM] 2,59 2,30 2,08 2,32+0,26

V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ICsp ZOP z kazdého méfeni, a také primérna hodnota téchto
méfeni se smérodatnou odchylkou (SD).

Z predlozeného grafu i tdaji obsaZzenych v Tab. 15 mizeme vidét, Ze specificka
aktivita enzymu AKR1C3 klesala se zvySujici se koncentraci INH. Primérna hodnota

ICs0 ZOP v kombinaci s AKR1C3 je 2,32 £ 0,26 uM.

Nizké hodnoty ICso INH znaci jeho vy$si afinitu k enzymovému cili, coz v praxi
znamena, ze uz malé mnozstvi dané latky vyvola pottebny ucinek, a organismus tak mize

byt usetien systémovych toxickych ucinkt (Aykul a Martinez-Hackert 2016).

V naSich in vitro experimentech dosahovaly ICso ZOP u obou enzymi relativné
nizkych hodnot. Pfi kombinaci ZOP s AKRI1B1 byla ICso 0,63 £ 0,04 uM,
pii kombinaci ZOP s AKRIC3 poté 2,32 + 0,26 uM. V porovnani s jinymi in vitro
experimenty byl ZOP zkouman napf., rovnéz vii€i enzymu AKR1A1. Zde byla hodnota
ICso ZOP namétena velmi vysokd, a sice 190 uM (Karaskova 2019). Z jinych INH
snizujicich aktivitu AKR1C3 mél napt. olaparib hodnotu ICso v priméru tii meéteni
3,8+ 0,4 uM (LekesSova 2021), tedy o néco malo vyssi nez u naSich experimentt se ZOP.
Jeste nizsi hodnota ICso pti pouziti AKR1C3 byla naméteny u ibrutinibu, kde dosahovala

hodnoty 1,5 uM (Hud&&ova 2019).
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Skupina Ehrig et al. (1994) testovala n¢kolik latek na rekombinantnim enzymu
AKRIBI. V ptipadé¢ ZOP namé&fili hodnotu ICs0 0,06 uM, tedy desetkrat nizsi, nez jevily
vysledky naSich experimentii. U tolrestatu byla ICso 0,1 uM, a sorbinil m¢l ICso 2 uM
(Ehrig et al. 1994).

Pti porovnavani ICso klinicky vyznamnych INH s literaturou se setkame nejcastéji
s experimenty vykonanymi na bunécnych liniich. Takovym ptikladem muze byt studie
provedena skupinou Novotna et al. (2020). Vénovali se moznostem ovlivnéni ANT-
rezistence v terapii AML, ve které je DAUN dodnes nepostradatelnym 1écivem.
Standardné se pro prevenci rozvoje rezistence nddorovych bunék rizné cytostatika
navzajem kombinuji (Bayat Mokhtari et al. 2017). V piedstavené studii byl zkouman
synergicky ucinek dalSich cytostatik (napt. kyseliny all-trans-retinové, cytarabinu,
prednisolonu) s DAUN v pfitomnosti enzymu AKRI1C3, ktery je u AML zvySené¢
exprimovan (Birtwistle et al. 2009). Z vysledkt studie plynulo zvyseni protinadorového
pusobeni pouzitych cytostatik, doslo zaroven k poklesu tvorby méné uc¢inného metabolitu
DAUNolu. Nejsilngjsi inhibice enzymu AKRI1C3 byla na dospélych leukemickych
bunécnych liniich pozorovéan u kyseliny all-trans-retinové, jejiz hodnota ICso byla nizka,

1,17 uM (Novotna et al. 2020).
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5.3 Stanoveni hodnoty K; a typu inhibice
Inhibi¢ni konstanta K; je v podstaté disociacni konstantou komplexu INH-enzym
a popisuje silu vazby mezi INH a enzymem. Inhibitory s nizkou hodnotou K; jsou

charakteristické vyssi afinitou k danému enzymu.

Typh inhibice mize byt nékolik, a zpravidla se urcuji z linearizované rovnice

Michaelise a Mentenové dle Lineweaver-Burka.

5.3.1 AKRIBI

Inhibi¢ni konstantu K; ZOP jsme v tomto ptipadé stanovovali proméfovanim Sesti
ruznych koncentraci substratu DAUN (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM/reakci) se
¢tyfmi koncentracemi INH (0,25, 1 a2 uM) véetné kontroly DMSO (0 uM) v pfitomnosti
enzymu AKR1B1. Experiment byl proveden celkem tiikrat, kazd4 reakce byla métena
v triplikatu a inkubace probihaly po dobu 60 min. Z vyslednych hodnot tii nezavislych
meéfeni byla vypocétena hodnota K; a sestrojeny grafy. Obr. 16 prezentuje zavislost
specifické aktivity enzymu na koncentraci substratu dle Michaelise a Mentenové, ve
druhém grafu (Obr. 17) je poté tato zavislost linearizovana dvojitym pfevracenim hodnot

dle Lineweavera-Burka, odkud je mozné urcit typ inhibice.

o 40-
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£E 20
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Obr. 16: Graf dle Michaelise a Mentenové, zavislost specifické aktivity AKRIC3 na ménicich se
koncentracich substratu (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM) a INH (0, 0,25, I a 2 uM)

Uvedené hodnoty predstavuji primér = smerodatné odchylky tii navzajem nezavislych méteni, u kterych
byla kazda reakce provedena v triplikatu. ZOP zopolrestat, DAUN daunorubicin.
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Obr. 17: Graf dle Lineweaver-Burka, dvojite reciproky vynos zavislosti specifické aktivity
AKRIBI na menicich se koncentracich substratu (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM)
a INH (0, 0,25, 1 a 2 uM), k urceni typu inhibice

Uvedené hodnoty ptedstavuji primér + smérodatné odchylky tii navzajem nezavislych méfeni, u kterych
byla kazda reakce provedena v triplikatu. ZOP zopolrestat, DAUN daunorubicin. K; inhibi¢ni konstanta,
o, faktor alfa.

Ki ZOP byla vypoctena programem GraphPad Prism v priméru tfi nezavislych
méfeni a jeji hodnota ¢ini 0,46 + 0,16 uM. Co se typu inhibice tyce, z vysledkl
obsazenych v grafech jsou zde patrné znaky jak nekompetitivni inhibice, tak inhibice
smiSené. Pfi nekompetitivni inhibici dochéazi ke snizeni Vmax bez ovlivnéni hodnoty K,
coz muzeme jasn¢ pozorovat v prvnim grafu (Obr. 16) podle tvaru kiivek. Jednotlivé
pfimky by se u tohoto typu inhibice mély také protnout v jednom bod¢ na ose x. Z grafu
(Obr. 17) vsak vidime, ze se v jednom bod¢ protinaji jen tii ptimky, posledni z nich jevi

tendenci spiSe pro smisSeny typ inhibice.

Faktor o vyjadfuje vliv inhibitoru na afinitu enzymu k substratu, a stejné tak
ucinek substratu na afinitu enzymu k inhibitoru. Mize byt také znakem urcujicim typ
inhibice. Napf. v ptipad€ pln€ nekompetitivni inhibice by jeho hodnota méla byt rovna 0.
V literatute se ovSem n€kdy uvadi, Ze pokud ma dany INH afinitu k volnému enzymu a
komplexu enzym-substrat stejné velkou, je hodnota faktoru o rovna 1, a inhibice je
nekompetitivni. Pokud vSak INH jevi vys$si afinitu k jedné z téchto dvou enzymovych
forem, pak se faktor o nerovna 1, a mechanismus pusobeni daného INH je povazovan za

smiseny (Copeland, 2000).

Z vyse uvedeného lze konstatovat, Ze ZOP vystupuje proti enzymu AKR1B1 jako
INH se smiSenym typem inhibice, kterd se ovSem nejvice bliZi inhibici nekompetitivni.

63



Kompetitivni inhibitory U¢inkuji pouze v piipad¢ vazby do aktivniho mista enzymu,
pfiCemz o ni soutézi se substraty danych enzymi. Nekompetitivni INH se naproti tomu
vazou na jiné nez aktivni misto, a mohou tedy ovliviiovat ¢innost jak volného enzymu,
tak 1 enzymu vazaného v komplexu se substratem. SmiSené INH pak mohou ucinkovat

obéma zptisoby.

5.3.2AKRIC3

Inhibi¢ni konstantu K; ZOP jsme v tomto piipadé stanovovali proméfovanim Sesti
ruznych koncentraci substratu DAUN (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM/reakci) se
¢tyfmi koncentracemi INH (1, 5 a 10 uM) vcetné kontroly DMSO (0 uM) v ptitomnosti
enzymu AKR1C3. Experiment byl proveden celkem tiikrat, kazda reakce byla métena
v triplikatu a inkubace probihaly po dobu 36 min. Vysledky jsou uvedeny jako spojeni tii
nezéavislych méteni nize, Obr. 18 prezentuje zavislost specifické aktivity enzymu na
koncentraci substratu dle Michaelise a Mentenové, ve druhém grafu (Obr. 19) je poté tato
zavislost linearizovana dvojitym pifevracenim hodnot dle Lineweavera-Burka, odkud

muzeme urcit typ inhibice.
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Obr. 18: Graf dle Michaelise a Mentenové, zavislost specifické aktivity AKRI1C3 na ménicich se
koncentracich substratu (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM) a INH (0, 1, 5 a 10 uM)

Uvedené hodnoty predstavuji primér + smérodatné odchylky tii navzajem nezavislych méteni, u kterych
byla kazda reakce provedena v triplikatu. ZOP zopolrestat, DAUN daunorubicin.
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Obr. 19: Graf dle Lineweaver-Burka, dvojite reciproky vynos zavislosti specifické aktivity
enzymu AKR1C3 na ménicich se koncentracich substratu (200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 uM)
aINH (0, 1, 5 a 10 uM), k urceni typu inhibice

Uvedené hodnoty pfedstavuji primeér + smérodatné odchylky tfi navzajem nezavislych méfeni, u kterych
byla kazda reakce provedena v triplikatu. ZOP zopolrestat, DAUN daunorubicin. K; inhibi¢ni konstanta,
o faktor alfa.

Ki ZOP byla vypoctena programem GrapPad Prism v priméru tfi nezavislych
meéfeni a jeji hodnota je 1,84 + 0,62 uM. Podobné jako v predchozim piipade, 1 zde se

jedna o smiSeny typ inhibice s vyrazngjsi tendenci k nekompetitivnimu piisobeni.

V in vitro studii O'Brian et al. (1982) pozorovali vliv riiznych latek na aktivitu
lidské aldosareduktasy mozku. Sorbinil zde vii¢i enzymu AKRIBI1 vykazoval
nekompetitivni inhibici, a jeho Ki = 150 uM byla oproti nasim vysledklim velmi vysoka
(O'Brian et al. 1982). Mezi INH aldosareduktasy patii i nékteré ptirodni polyfenolické
kyseliny. Napt. kyselina chlorogenova se, podobné jako ZOP v této praci, k enzymu
AKRI1BI véze jako smiSeny INH, a jeji hodnota K; je 1,6 + 0,4 uM, tedy o néco vyssi
nez v ptipadé ZOP. Kyselina tfislova je poté nekompetitivnim INH AKR1B1 s hodnotou
Ki 0,6 = 1,1 uM podobnou nasim vysledkiim (Alim et al 2017).

Belinostat se v reakcich s enzymem AKRI1C3 projevil také jako smiSeny INH
s inklinaci k nekompetitivni inhibici. Jeho K; 8,9 = 0,4 uM byla v porovnani s nasimi
vysledky vyssi (Slamova 2021). Nekompetitivnim INH enzymu AKRI1C3 je déle napf.
olaparib nebo asciminib, jejichz hodnoty K; byly oproti vysledkiim této prace opét vyssi.

K olaparibu je 3,99 + 0,17 uM a K; asciminibu 15,30 + 0,57 uM (LekeSova 2021,
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Tuckova 2023). INH ibrutinib s nekompetitivni vazbou k AKR1C3 jevi podobnou
hodnotu K; 2,1 uM (Hudacova 2019), jako ZOP v této praci.

V jiné studii vykonané skupinou Morell et al. (2020) byla K; ibrutinibu
v kombinaci s AKR1C3 naméfena jesté nizsi, 0,3 uM, a u dalsiho BTKi, akalabrutinibu,
byla K; 0,5 uM. Ve této praci navazali na poznatky studie Rushworth et al. (2014) o
potenciaci antineoplastického uc¢inku zakladnich 1é¢iv AML, cytarabinu a DAUN, pfi
soucasném pouziti ibrutinibu. Ten byl v pfedstavené studii pozorovan z pohledu inhibice
BTK, nadmérn¢ exprimované u AML (Rusworth et al. 2014). Morell et al. (2020)
zaznamenali taktéz synergicky cytotoxicky vliv kombinace ibrutinibu s DAUN, ovSem
zaroven popsali dal$i vyznamnou inhibi¢ni aktivitu zminénych BTKi, pravé vici enzymu
AKRIC3. Pozorovali zde snizeni konverze DAUN na jeho méné uUc¢innou formu,
DAUNol, a bylo zji§téno, Ze se ibrutinib 1 akalabrutinib k AKR1C3 vaZou nekompetitivni
pevnou vazbou (Morell et al. 2020). Predstavili tak dalsi mechanismus BTKi v ovlivnéni

AML, skrze zasah do metabolismu ANT.

5.4 Stanoveni pevnosti vazby inhibitoru k enzymu

Posledni ¢asti nasi prace bylo zjistit, zda se INH ZOP k vybranym enzymtm vaze
pevnou vazbou. Takové INH k enzymim vykazuji vysokou afinitu a mohou jejich
aktivitu ovlivnit trvale. Byl zde pozorovéan vliv zmény koncentrace enzymu na aktivitu

INH, a byl hodnocen sklon vysledné piimky.

5.4.1 AKRIBI

V tomto piipad¢ jsme kombinovali stejné koncentrace ZOP jako pfi stanovovani
hodnoty ICs0 0 (DMSO); 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 20 a 100 uM s koncentracemi enzymu
AKRIBI1 2,5, 5, 10 a 15 uM. Inkubace probihala 60 min. Graf (Obr. 20) vyjadiuje
zavislost hodnoty ICso ZOP na rostouci koncentraci enzymu, vysledky jsou zde uvedeny
jako primér + SD tfi nezavislych méfeni. V tabulce (Tab. 17) jsou uvedeny primérné
hodnoty ICso ZOP kazdého méteni a také vysledny prumér + SD téchto tii hodnot pii
ruznych koncentracich AKR1BI.
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Obr. 20: Graficky zndzornénd zavislost hodnoty ICsg ZOP na ménici se koncentraci AKRIBI

Uvedené body ptedstavuji primér hodnot 1Cso = smérodatnou odchylku tfi nezavislych méfeni, u kterych
byl kazdy vzorek proveden v triplikatu. Smérnice vyjadiuje sklon ptimky, absolutni ¢len zase prisec¢ik
ptimky s osou y.

Tab. 17: Hodnoty ICsy) ZOP pri ménicich se koncentracich enzymu AKRIBI

Hodnota ICsy ZOP [uM]

Koncentrace AI.(RlBl 1. méteni 2. méfeni 3. méfeni pramér £ SD
[ng/reakei]
2,5 0,30 0,24 0,29 0,28 + 0,03
5 0,62 0,52 0,36 0,50+ 0,13
10 1,09 0,95 0,6 0,88 +0,25
15 1,92 1,8 0,92 1,55 +£0,55

V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso zopolrestatu ZOP z kazdého
méfeni, a také primérna hodnota téchto méfeni se smérodatnou odchylkou SD.

V tomto experimentu byl hodnocen sklon pifimky. Jestlize se vzrlstajici
koncentraci enzymu roste také hodnota ICso, jedna se pravdépodobné o pevné se vazajici
INH. Podle naSich vysledkii uvedenych v grafu 1 v tabulce vidime, Ze se 1Cso s rostouci
koncentraci enzymu také zvySovala, mohlo by se tedy potencialné jednat o INH, ktery se

k enzymu AKR1B1 vaZe ireverzibilné.
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5.4.2 AKRIC3

V tomto piipadé jsme kombinovali stejné koncentrace ZOP jako pii stanovovani
hodnoty ICso 0 (DMSO kontrola); 0,1; 0,25; 0,5; 2; 5; 10 a 50 uM s koncentracemi
enzymu AKR1C3 0,75 1,5 3 a 4,5 uM. Inkubace probihala 60 min. Graf (Obr. 21)
vyjadiuje zavislost hodnoty ICso ZOP na rostouci koncentraci enzymu, vysledky jsou zde
uvedeny jako pramér £ SD tfi nezdvislych méfeni. V tabulce (Tab. 18) jsou uvedeny
pramérné hodnoty ICso ZOP kazdého meéfeni a také vysledny primér + SD téchto tii

hodnot pii raznych koncentracich AKR1C3.

smérnice: 1,11
absolutni ¢len: 1,26

0 T 1

AKR1C3 [uM]

Obr. 21: Graficky zndzornéna zavislost hodnoty ICsy ZOP na menici se koncentraci AKR1C3

Uvedené body ptedstavuji primér hodnot 1Cso = smérodatnou odchylku tfi nezavislych méfeni, u kterych
byl kazdy vzorek proveden v triplikatu.

Tab. 18: Hodnoty ICsyp ZOP pri ménicich se koncentracich enzymu AKRIC3

Hodnota ICsy ZOP [uM]

Koncentrace AKRIC3 et 5 mefeni  3.méfeni  primér = SD
[ug/reakei]
0,75 137 1,47 1,61 1,48+ 0,12
1,5 2,1 1,76 1,42 1,76 = 0,34
3 2,03 2,15 2,02 2,07 £ 0,07
45 2,54 31 2,42 2,69+ 0,36

V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso zopolrestatu ZOP z kazdého
méfeni, a také primérnd hodnota téchto méfeni se smerodatnou odchylkou SD.
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Podobné jako v pfedeslém piipadé, i zde pozorujeme vzristajici tendenci piimky
1 jednotlivych hodnot ICso se zvySujici se koncentraci enzymu. Pravdépodobné by se tedy

rovnéz mohlo jednat o pevné se vazajici INH.

Ireverzibilni inhibitory enzymu ptedstavuji pro 1écbu riznych onemocnéni, veetné
téch nddorovych, velmi cenné latky. Diky kovalentni vazbé aktivitu enzymu inhibuji

vvvvvv

souvisi i mén¢ Casté podavani takovych 1éCiv. (Yun et al. 2008, Bauer 2015).

Jako akompetitivni, pevné se vazajici INH enzymu AKR1B1 byly popsany napf.
flavanony izolované =z kvétenstvi chmele, konkrétn¢ isoxanthohumol nebo 8-
prenylnaringenin s K; 0,17 = 0,02 uM a 0,30 + 0,03 uM v tomto potadi (Seliger et al.
2018).

Ptikladem nekompetitivniho INH s pevnou vazbou k enzymu AKRIC3 pak
mohou byt napt. tipifarnib (Groftkova 2024), nebo BTKi akalabrutinib ¢i ibrutinib (Morell
et al., 2020).
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Zavér

ANT maji dodnes v terapii nadorovych onemocnéni nezastupitelnou roli. Mira
jejich ucinku je ovSem znacné omezena pusobenim CRE z nadrodin AKR a SDR, kter¢
jsou ¢asto nadmérné exprimovany v nadorovych tkanich. Cinnosti téchto enzymi dochazi
ve velké mife k metabolické konverzi ANT na alkoholové metabolity s niz$im
cytotoxickym uc¢inkem vi¢i nadorovym buitkam a zaroven s vyS$im rizikem poskozeni

zdravych bunék organismu, zejména pak bun¢k srde¢niho svalu.

V néavaznosti na problémy spojené s ANT 1é¢bou neustale probiha vyzkum a vyvoj
nejen novych ANT analogii s lep$im farmakologickym profilem, ale i riznych 1ékovych
forem a latek modifikujicich aktivitu ochrannych mechanismii nddorovych bunc¢k, véetné

zminénych CRE.

In vitro experimenty vykonané v této praci byly zaméfeny pravé na inhibi¢ni
ovlivnéni aktivity CRE. Nejprve se v ramci zakladniho screenigu zkoumal vliv vybranych
INH (ZOP, VE-821 a BER) vii¢i rekombinantnim enzymim nadrodiny AKR (AKR1AI,
1B1, 1B10, a 1C3) a SDR (CBR1) s DAUN jako substratem. Uinnost jednotlivych INH

byla hodnocena podle mnozstvi utvofeného metabolitu DAUNolu.

Z vysledki zakladniho screeningu vyplynulo, Ze k vyznamné inhibici pfemény
ANT doslo ve dvou piipadech, a sice v kombinaci ZOP s enzymem AKRI1BI a 1C3,
s nimiZ se také pokracovalo do dalSich fazi experimentu. ZOP inhiboval aktivitu AKR1B1
ze 79,9 % pii koncentraci 10 uM a z 80,7 % piti koncentraci 50 uM. Inhibice enzymu
AKRIC3 byla jesté¢ o néco vyssi, u 10uM koncentrace ZOP doslo ke sniZeni aktivity
enzymu o 82,7 % a 0 94,6 % pti 5S0uM koncentraci ZOP.

U ZOP jsme nasledné vykonali jesté dopliikové experimenty s enzymy AKR1Cl1
a 1C2, abychom se ujistili, ze 1 diky velmi malé metabolické aktivit¢ k DAUN neni ani
jejich inhibice signifikantni. U AKR1C1 byla aktivita enzymu sniZena o 2,89 + 1,88 %
v ptipad€é 10uM koncentrace ZOP a o 5,92 + 4,25 % v ptipad¢ 50uM koncentrace. U
enzymu AKR1C2 doslo pti 10uM koncentraci ZOP k poklesu aktivity enzymu o 0,58 +
0,05 % a pfi koncentraci 50 uM o 1,53 + 0,74 %. Inhibice aktivity t€chto dvou enzymi
byla tedy jen nepatrna.

V navazujicich fazich experimentu jsme stanovovali dalsi kinetické parametry
ZOP u enzymi AKR1B1 i 1C3. Hodnota ICso je koncentraci INH, ktera vyvola 50%

snizeni aktivity enzymu. V kombinaci ZOP senzymem AKRIB1 byla
70



ICso stanovena na 0,63 = 0,04 uM a v kombinaci s AKR1C3 odpovidala 2,32 + 0,26 uM.
Hodnoty ICso byly v obou ptipadech relativné nizké, a je mozné teoreticky konstatovat,
ze by pfi spolecném podani ZOP s DAUN mohly byt i niz§i davky ZOP dostacujici pro

dosazeni pozadovanych G¢ink.

Typ inhibice ZOP k obéma enzymiim jsme vyhodnotili jako smiSeny s vyraznéjsi
tendenci k nekompetitivni inhibici. Vyhodnoceni probéhlo porovnanim kinetickych
parametrit (Vmax @ Kim) s grafickym vyjadienim dle Lineweaver-Burka a s faktorem a.
Kompetitivni INH soutézi se substraitem o vazbu do aktivniho mista enzymu,
nekompetitivni se vdzou na enzym mimo aktivni misto a koncentrace substratu tedy na
jejich aktivitu nema vliv. Latky se smiSenym typem inhibice pak mohou ucinkovat obéma
zpusoby. Hodnota K; vyjadfuje afinitu INH k enzymu. U ZOP v kombinaci s AKR1B1
byla K stanovena na 0,46 uM + 0,16 uM a v kombinaci s enzymem AKRIC3 m¢la
hodnotu 1,84 + 0,62 pM. Nizké hodnoty K; naznacuji vyssi afinitu ZOP k obéma

enzymum.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze se typ inhibice ZOP k AKR1B1 i 1C3 bliZi nejvice
prave nekompetitivni inhibici, provedli jsme také experimenty pro stanoveni pevnosti
vazby ZOP k témto enzymim. U AKR1B1 i 1C3 jsme pozorovali rist hodnoty ICso se
stoupajici koncentraci enzymu, ¢imz jsme dosli k zavérim, ze se ZOP k obéma enzymiim

vaze pevnou, ireverzibilni vazbou.

Vysledky predstavené v této praci jsou vystupem z in vitro experimentll
vykonanych na rekombinantnich enzymech. ZOP ve spojeni s enzymy AKRI1B1 1 1C3
vykazuje slibn¢ tc¢inky v ovlivnéni metabolismu ANT. Kombinace ZOP s DAUN tak
ptredstavuje dal§i moZnost pro zlepSeni terapie nadorovych onemocnéni. Tyto poznatky

bude tieba také ovéfit vyzkumem na konkrétnich nadorovych bunécnych liniich.
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Seznam zKkratek

11B-HSD1
17B-HSD
ABC

AIDS

AKR
AML
ATR
ATRIi
BER
BTKi
CBRI1
CRE
DAUN
DAUNol
DMSO
DNA
DOX
EDTA
EKG
EPI
FDA

Glc

Glc-6-P-dehydrogenasa

Glc-6-P
GLO1
CHK1
ICso

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1
17B-hydroxysteroiddehydrogenasa

ATP-vazajici efluxni transportér
(ATP-Binding Cassette)

syndrom ziskané imunodeficience
(Acquired Immune Deficiency Syndrome)

aldo-ketoreduktasa

akutni myeloidni leukemie

Ataxia Telangiectasia a Rad3-related protein
inhibitor Ataxia Telangiectasia a Rad3-related proteinu
berzosertib

inhibitor Brutonovy tyrosinkinasy
karbonylreduktasa 1

karbonyl redukujici enzym

daunorubicin

daunorbicinol

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

doxorubicin

ethylendiamin tetraoctova kyselina
elektrokardiograf

epirubicin

Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv
(Food and Drug Administration)

glukosa

enzym glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
enzym glukosa-6-fosfat

enzym glyoxalasa 1

z angl. checkpoint kinase 1

polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
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IDA

INH

IL-6 (IL-8)
KCD

Ki

MDR

MeOH
MgCl,
min
miRNA
NADP
NaPB
NF-xB
NI
OPD
otm
PARP
PG
PGHz, D3, PGF3q,, 11B-PGF2,
P-gp
RNA
ROS

SD
SDR

siRNA

TNF-a
Topll

idarubicin

inhibitor

interleukin 6 (8)

kumulativni celozivotni davka

inhibi¢ni konstanta

dehydrogenasy/reduktasy se stfedn¢ dlouhym fetézcem

(Medium-chain Dehydrogenases/Reductases)
methanol

chlorid hotecnaty

minuta

mikroRNA

natrium adenosin difosfat
sodno-fosfatovy pufr
nuklearni faktor kappa B
neinhibovana reakce
odpovéd’ na poskozeni DNA
otacek za minutu
poly(ADP-ribosa)polymerasa
prostaglandin

typy prostaglandinu
P-glykoprotein

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku
(Reactive Oxygen Species)

sekunda
smérodatnd odchylka

dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
(Short-chain dehydrogenases/reductases)

kratka interferujici RNA
(short interfering RNA)

tumor nekrotizujici faktor alfa
enzym topoizomerasa II
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UHPLC

WHO

Z0P
ZS

ultra G¢inna kapalinova chromatografie
(Ultra-High-Performance Liquid Chromatography)

Svétova zdravotnicka organizace
(Wordl Health Organisation)

zopolrestat

zakladni screening
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