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Abstrakt
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Nézev Dbakalaiské prace: Role aldo-ketoreduktas v rezistenci k antracyklinovym
antibiotikiim

Nadorova onemocnéni patii celosvétové na prvni pricku pfi¢in umrti. Pro 1éCbu
onkologickych pacientd se solidnimi ¢i hematologickymi malignitami se vyuzivaji
antracyklinova antibiotika. Jejich nevyhodou jsou vSak kardiotoxické ucinky a rozvoj
multifaktoridlni rezistence. Jednou z pficin rozvoje rezistence je zvysSend exprese enzymil
z nadrodiny AKR. Enzymy jsou zodpovédné za nezadouci redukci cytotoxického antibiotika
na alkoholovy derivat, ktery nejen ze je méné ucinny, ale také je vice toxicky pro srdce.
Efektivngj$i terapie by mohlo byt dosaZzeno kombinaci antracyklinli s bezpeénym

inhibitorem enzymi AKR.

V praci byl v ramci in vitro experimentu testovany inhibi¢ni U€inek inhibitoru tipifarnib.
Veskeré experimenty byly provedeny s daunorubicinem jako substraitem pro AKR1B10.

Pro méteni vzorkl byla vyuzita UHPLC analyza.

Pii zékladni screeningu s vyuZitim inhibitoru o koncentracich 10 uM a 50 pM byla u reakci
prokazéana 58,94 + 5,55% a 81,41 + 4,07% inhibice. Nésledn¢ bylo provedeno stanoveni
inhibi¢ni koncentrace ICso, (8,38 uM) a inhibi¢ni konstanty Ki (9,95 uM). Déle bylo
stanoveno, Ze TIP vykazuje vii¢i AKR1B10 pravdépodobné smiSeny typ inhibice a zaroven

upiednostiiuje vazbu na komplex enzym-substrat (hodnota o = 0,56).

Na zaklad¢ ziskanych vysledki mozno ptepokladat, ze TIP nevykazuje vici AKR1BI10
inhibi¢ni potencial v takové mife, aby se jednalo o podstatny mechanismus ptisobeni TIP

v nadorové tkani.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Eliska Votiskova
Supervisor: Mgr. Lenka Lastovickova, Ph.D.

Title of bachelor thesis: The role of aldo-keto reductases in an anthracycline resistance

A cancer is the most frequent cause of death worldwide. Anthracycline antibiotics are used
to treat cancer patients with solid or haematological malignancies. However, cardiotoxicity
and development of multifactorial resistance are the disadvantage of their usage.
The increased expression of enzymes from the AKR superfamily is one of the reasons
of the resistance development. These enzymes are responsible for the unwanted reduction
of the cytotoxic antibiotic to its alcohol derivative, which is not only less effective but also
more toxic for the heart. Combining anthracyclines with a safe AKR inhibitor could result

in a more effective therapy.

In this study, the inhibitory effect of the inhibitor tipifarnib was evaluated in vitro.
All experiments were performed with daunorubicin as a substrate for AKRI1BIO.

UHPLC analysis was used to measure samples.

The inhibitors of 10 and 50 uM in a basic screening showed inhibition of 58.94 + 5.55%
and 81.41 + 4.07%, respectively. Subsequently, the inhibitory concentration IC50
was determined to 8.38 uM and the inhibition constant Ki to 9.95 puM. Further, it was
determined that TIP probably exhibited mixed type of inhibition towards AKR1B10

while preferentially binding to the enzyme-substrate complex (a = 0.56).

Based on these results it can be assumed that TIP does not exhibit enough inhibitory potential
towards AKR1B10 so that this mechanism of action could be considered essential in tumour

tissue.
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1 UVOD

Dlouhodobym celosvétovym problémem je vyskyt naddorovych onemocnéni. Jedna se
o velmi komplexni onemocnéni, kterd jsou nebezpecnd nejen kvili jejich agresivité
a rychlosti riistu, ale 1 kvili tomu, Ze jsou dlouho bezptiznakova. Pravé rychld a spravna
diagnoza jiz v Casnych stadiich je jeden z faktort, ktery vyznamné ovliviluje progndzu
pacienta. Ackoliv incidence se v prub¢hu let neustale zvySuje, dobrou zpravou je, Ze mortalita
klesa, ptedevsim diky novym zptisobtim 1écby i provadénym screeningovym programim

pro v€asné odhaleni. I tak je vSak tfeba neustdle zkoumat jejich mechanismy a hledat

24

Jiz od minulého stoleti se k terapii solidnich i hematologickych malignit vyuzivaji
antracyklinova antibiotika daunorubicin, doxorubicin a jejich derivaty idarubicin
a epirubicin. Jejich pouziti je v§ak omezeno kardiotoxickym pisobenim a schopnosti bun¢k

odolavat cytotoxickému piisobeni rozvojem rezistence.

Jednim z mechanismt inaktivace parentniho 1é¢iva je redukce antracyklini na alkoholovy
derivat pomoci enzymi nadrodiny aldo-ketoreduktas, které¢ jsou v nddorovych buiikach
upregulovény. Za ucelem zlepSeni terapie dochédzi k vyvoji inhibitord téchto enzymi,

které maji pomoci k pfekonani zminéné rezistence.

Bakalarské prace je soucasti rozsahlého vyzkumu, jehoz cilem je nalezeni bezpecnych
a ucinnych inhibitort aldo-ketoreduktas, které by mohly zlepsit terapii onkologickych

onemocnéni pii jejich pouziti v kombinaci s antracyklinovymi antibiotiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nadorova onemocnéni

Maligni (zhoubnd) nddorova onemocnéni jsou celosvétové nejéastéjsi pii¢inou umrti, v CR
se pak fadi na 2. misto hned za kardiovaskularni onemocnéni. Jedna se o skupinu mnoha
nemoci, které postihuji rizné Casti téla. V podstaté dochazi k pfeméné normalni zdravé
buiikky na nadorovou a nasledné nekontrolované proliferaci téchto abnormalnich bunék.
Nejcastéjsim divodem Umrti na rakovinu vSak mnohdy neni vyskyt samotného néadoru,
ale postupné rozsifovani nadorové zménénych bunék po téle i do dalSich tkani a organii

a vznik metastazi (Foretova et al. 2022; SZU 2023; UZIS CR 2024c).

Za rozvojem maligniho nadorového onemocnéni nestoji jedna konkrétni pficina,
ale mechanismus vzniku nadort je velmi komplexni a podili se na ném mnoho faktord.
PtedevS§im jde o souhru genetické predispozice a vné&jSich vlivl, kam spadaji fyzikalni
karcinogeny (ultrafialové a ionizujici zafeni), chemické karcinogeny (tabak, alkohol,
aflatoxiny, azbest) a biologické karcinogeny (bakterie, viry i parazité). Dal§im rizikovym
faktorem je v&k, kdy s postupnym zvySovadnim véku se riziko rozvoje nadorového
onemocnéni také zvySuje. Naopak snizit riziko lze naptiklad omezenim koufeni, sniZenim
ptijmu alkoholu, redukci vahy u obéznich jedinctl, zafazenim dostatecné fyzické aktivity
i o¢kovanim (napft. proti lidskému papilomaviru zpusobujicimu rakovinu délozniho ¢ipku
&i viru hepatitidy B a C zptisobujicim hepatocelularni karcinom) (Foretova et al. 2022; SZU

2023; UZIS CR 2024b).

Pokud jiz ke vzniku nadorovych onemocnéni dojde, je velmi dilezitd vCasna diagnoza
a zahajeni cilené terapie, protoZe pii jejich v€asném odhaleni 1ze fadu z nich zcela vylécit.
Jelikoz rané stddium rakoviny je mnohdy naprosto bezpiiznakové, ale na rozdil od pozdnich
fazi snadngji 1éCitelné a s lepsi progndzou, existuje nékolik screeningovych programd, které
maji zajistit objeveni téchto ¢asnych stadii (i prekancerdz). V Ceské republice funguji 3
konkrétni programy, které lze vyuZivat, a to kazdoro¢ni screening na rakovinu délozniho
¢ipku u gynekologa od 15 let v€ku, mamograficky screening pro zachyceni rakoviny prsu
u Zen od 45 let kazdé dva roky a screening karcinomu tlustého stieva u pacientti nad 50 let,
kde se nejcastéji provadi test okultniho krvaceni ze stolice (moZzno kazdy rok). Ve chvili,

kdy se nador odhali, existuji rlizné moZnosti terapie. Mezi prvni patfi chirurgicky zakrok,
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kterym lze ziskat vzorek k histologickému vySetieni a uréeni spravné diagndzy nebo lze
nador ¢asten¢ Ci Uplné odstranit. Dal§i moznosti je radioterapie neboli ozafovani, které je
ucinné diky tomu, Ze nadorové buiiky jsou vuci zafeni citlivéjsi nez zdravé. Miize se pouzit
bud’ teleradioterapie, kdy dochazi k zevnimu ozaieni postizené tkan¢; nebo brachyterapie,
pti které je zdroj zareni zaveden do téla, nejlépe piimo do samotného nadoru (napt. rakovina
prostaty ¢i délozniho ¢ipku); nebo se intraven6zné podavaji radionuklidy, které putuji cévnim
feCiStém k nadoru a ni¢i ho, to se oznacCuje jako systémova radioterapie. Tretim zpisobem
1éCby je chemoterapie, u které se do téla intraven6zné vpravuje chemicka latka, ktera toxicky
pusobi na nadorové bunky, a tim mize zpomalit riist nadoru, zmensit ho nebo ho naprosto
zklikvidovat. A v poslednich letech se zafina také vyuzivat biologicka 1écba, v ramci které
se podévaji napiiklad specialni protilatky modulujici imunitni kaskadu (SZU 2023; UZIS CR
2024a; Veselsky et al. 2004).

Pro vySe zminénou chemoterapii se pouzivaji napfiklad antracyklinova antibiotika,
a to konkrétné predevsim doxorubicin (DOX), epirubicin (EPI), daunorubicin (DAUN)
a idarubicin (IDA) (Tab. 1) (Capelda et al. 2020).

Tab. 1 Vyuziti antracyklinovych antibiotik v terapii nadort

Antracykliny Nadorové onemocnéni Zdroje
Hodgkintiv lymfom, non-Hodgkinovy lymfomy, akutni (Takahashi a Naganuma
leukémie, rakovina prsu, plic, vajecnikd, prostaty, 2009; Rivankar 2014;
Doxorubicin
zaludku, délohy, mocového méchyte, sarkomy meékkych Cortés-Funes a Coronado
tkani, Wilmsav tumor 2007)
Rakovina prsu, plic, zaludku, mo¢ového méchyie, (UpToDate [b.r.]; Cortés-
Epirubicin vajecniku, prostaty, endometria sarkomy mékkych tkani,  Funes a Coronado 2007;
karcinoid Plosker a Faulds 1993)
(Cortés-Funes a Coronado
Akutni myeloidni leukémie (AML), akutni
Daunorubicin ) ) 2007; Saleem a Kasi 2023;
lymfoblasticka leukémie (ALL)
Murphy a Yee 2017)
(Cortés-Funes a Coronado
2007; Betcher a Burnham
Idarubicin AML, ALL, rakovina prsu

1990; Hollingshead a
Faulds 1991)
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2.2 Antracyklinova antibiotika

Antracyklinova antibiotika byla objevena diky svému antimikrobidlnimu ucinku jiz v roce
1939, avsak az v prubéhu 50.-60. let byly postupné charakterizovany jejich chemické
vlastnosti. Stalo se tak poté, co jeden italsky tym prokézal jejich protinddorovy ucinek
u mysi. Jako prvni ze skupiny antracyklint byl izolovany DAUN, a to z ¢erveného pigmentu
produkovaného bakterii Streptomyces peucetius varcaesitue. Jeho klinickd uc¢innost byla
prokazédna u pacientl s akutni leukémii, na druhé strané se ale ukazalo, ze ma také
kardiotoxickou aktivitu. To vedlo k vyrobé dalSich antracyklini pomoci genetickych
a chemickych modifikaci s nadgji, Ze by se u nich mohlo snizit riziko toxického pusobeni
na srdce. Téchto derivati bylo syntetizovano vice nez 2000, avSak pouze par z nich bylo

pro klinické pouziti schvaleno (Capeloa et al. 2020; Hortobagyi 1997; Rabbani et al. 2005).

V dnesni dob€ jsou antracykliny nejvice vyuzivanymi chemoterapeutikami pfii 1ébé
solidnich tumord (rakoviny prsu, plic, zaludku a lymfomy), a taky pfi 1écbé leukémii
(hematologickych nador(). Mezi 4 nejpouzivanéjsi latky z rodiny antracyklint patii derivaty
DOX, DAUN, EPI a IDA. Tyto derivaty maji stejnou chemickou strukturu, jejimz zakladem
je tetracyklicky kruh s chinon-hydrochinonovymi strukturami (aglykon) spojeny
glykosidickou vazbou s dausaminovanou cukernou ¢asti. Mezi sebou se zminéné derivaty
1i$i riznymi substituenty na popsaném zakladu (Obr. 1), pficemz EPI je stereoizomer DOX
s vétSim distribu¢nim objemem a del§im polo¢asem rozpadu a IDA, derivat DAUN, je oproti
DAUN lipofilngj$i a ma tedy vyS$$i bunéCnou absorpci. Lze tedy fici, Ze 1 kdyZ se tato
antibiotika 1i§i pouze drobné ve své chemické struktuie, ovliviiuje to vyznamné jejich

polocasy rozpadu, dale také schopnost vazat se na DNA, jejich toxicitu a vazbu na rizné

druhy nadort (Capelda et al. 2020; Hortobagyi 1997; McGowan et al. 2017).
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HyC DOX DAUN

HC EPI HyC IDA
NH,

Obr. 1 Struktury antracyklinovych derivatii DOX, DAUN, EPI a IDA (upraveno McGowan ef al. 2017)

Jak jiz bylo na zacatku této kapitoly zminéno, jako prvni byl syntetizovan DAUN. Ten se
v dnes$ni dob¢ pouziva pii 1é¢bé AML 1 ALL, avsak je vysoce kardiotoxicky, proto je dilezité
pted jeho nasazenim peclivé zvazit benefity a rizika pro pacienta a v pritbéhu 1écby nasadit
kardioprotekci. Pfi chemoterapii se podava intravendzné a je distribuovan nejvice do sleziny,
jater, srdce a plic. Vaze se na spoustu bunécnych komponent, nejvice vSak na nukleové
kyseliny, které svym mechanismem u€inku nic¢i. Je metabolizovan nejvice v jatrech
(méné 1 v ostatnich tkanich) nejcastéji pomoci enzymi aldo-ketoreduktas na daunorubicinol
(DAUN-ol) (Obr. 2) s antineoplastickou aktivitou, ktera je vSak nizsi nez aktivita DAUN
a soucasne¢ je kardiotoxicky. Zaroven je prokazano, Ze neprostupuje pies hematoencefalickou
bariéru, proto nehrozi poskozeni mozku, avsak je schopny prochazet placentou a zptisobovat
poskozeni plodu a kvili tomu je t€hotenstvi kontraindikaci pro podani DAUN. Zatim nejsou
provedené vyzkumy, zda se dostdva i do matetského mléka, i tak je vSak doporuc¢eno zenam
v pribéhu onkologické 1é€by nekojit (Murphy a Yee 2017; Penning et al. 2021; Saleem
a Kasi 2023).
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Obr. 2 Redukce DAUN na DAUN-ol aldo-ketoreduktasami (Ax et al. 2000)

2.2.1 Mechanismus ucinku

Priméarnim cilem antracyklinti v organismu je DNA. Léciva se do buniky i k samotné¢ DNA
dostavaji prostfednictvim pasivni difize pfes plazmatickou, a nasledné i1 jadernou,
membranu. Toto vSak neplati pro DOX, ktery se do jadra dostane diky vazb€ na proteazom,
se kterym vytvoii komplex. Proteazom ho pomoci translokacnich signalti, za spotteby ATP,
pfenese pres jadernou membranu. Disledkem toho, ze DOX ma v jadfe vysokou afinitu
k DNA, dojde krozpojeni komplexu DOX-proteazom a lé¢ivo milZze zalit interagovat
s DNA. Timto pfenosem se vSak sniZi aktivita proteazomu, coz vede ke sniZzeni degradace
regulacnich proteinti, které fidi bunéény rist a jiz v tento moment mize dojit k odstartovani

apoptozy dané buiky (Capelda et al. 2020; Rabbani et al. 2005).

Hlavnim, jiz popsanym, mechanismem uc¢inku antracyklinovych antibiotik je interkalace,
pti které dochazi k vkladani plandrnich chromofort mezi jednotlivé baze DNA.
Mimo vkladani chromoforti a hydrofobni interakce také dochézi ke stabilizaci této reakce
diky tvorbé vodikovych vazeb mezi bazemi, a cukerna ¢ast DNA tak muze interagovat
s chromoforem [é¢iva. Toto vede k deformaci DNA, zastaveni aktivity DNA a RNA
polymerdz (¢imz se pferuSi syntéza nové DNA a RNA), a tim se zahdji apoptdza.
Vlivem interkalace také mize dochazet k inhibici topoizomerasy II (TOPO 1I),
coz v dusledku taktéz vede k apoptdze (Capelda et al. 2020; Hortobagyi 1997; Rabbani et al.
2005).

V rdmci vyzkumil jsou vSak cile antibiotik a jejich mechanismy odvozovany z jejich afinity

k volné DNA v roztoku (in vitro). In vivo se ale DNA nevyskytuje ve volné formé
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ale v chromatinu, jehoz soucésti jsou i dalsi proteiny (napf. histony), ¢imz jsou cile antibiotik
1 mechanismy ovlivilovany. Mechanismy u¢inku zalozené Cisté na interakci antracyklint
s DNA tedy nejsou podle Rabbaniho et al. (2005) dostacujici. Prokazali, Ze sila vazby DAUN
je zavisla na tom, zda je DNA volnd ¢i navéazand. Jejich vyzkum sily vazby DAUN
s nukleozomem (oktamer histont s ovinutou DNA), bez histontit H1 a HS, ukdazal, Ze je oproti
vazbé s volnou DNA snizend. Lze tedy afinitu DAUN k DNA sefadit v tomto pofadi:
volna DNA > nukleozom bez histoni H1 a H5 > nukleozom. Zaroveii se jim podafilo ur¢it,
jak by mohla interakce DNA s nukleozomem vypadat. Podle vyzkumu DAUN interkaluje
na linkeru DNA mezi jednotlivymi nukleozomy, ¢imz dochazi ke zkrouceni linkeru,
roz§ifovani tohoto procesu blize a blize k nukleozomim a vzniku neslozeného chromatinu,
ktery nasledné zacne agregovat, coz muze usnadnit ¢i jeSt¢ podpofit fragmentaci DNA

specifickymi apoptickymi endonukleasami (Obr. 3) (Rabbani et al. 2005).

! I I -
| s

interkalace — h (o} Q-v%,‘ 3&"36 dQ

rozvijeni agregace fragmentace chromatinu

Obr. 3 llustrace interakce DAUN s chromatinem (upraveno Rabbani et al. 2005)

(I) normaln¢ slozeny chromatin s histonem H1 (zlutd) (II) interkalace DAUN (Cervend) na linker DNA
zplsobuje postupné rozvijeni chromatinu (III) agregace neslozeného rozvinutého chromatinu (IV) agregace
rozvolnéného chromatinu mnohdy piedchazi jeho fragmentaci, kterd je typicka pro bunky s probihajici
apoptozou.

Jak jiz bylo zminéno vyse, cytotoxicky efekt antracyklini mize byt taktéz zptisoben inhibici
a blokaci katalytické aktivity TOPO I, kterd je zodpovédna za rozvijeni dvousroubovice
DNA pfi replikaci. Vlivem zmény konformace DNA pfi interkalaci dochézi k inhibici tohoto
enzymu pomoci stabilizace komplexu TOPO II-DNA, ktery je za normalnich okolnosti
reverzibilni, a to zplisobi tvorbu dvoufetézcovych zlomi, zastaveni replikace a v kone¢ném

dasledku to vede ke smrti buiiky (Capelda et al. 2020; Hortobagyi 1997; Rabbani et al. 2005).

Vyznamnym mechanismem Uc¢inku je také produkce toxickych hydroxylovych volnych
radikalt a reaktivnich forem kysliku (ROS), které vznikaji 2 zplsoby. Prvni z nich je,

ze probihaji redoxni reakce mezi chinonovou skupinou antracyklinu s cytochromem P450
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aNADH dehydrogenasou, pii kterych se vytvaii semichinonovy volny radikal,
ktery za pritomnosti kysliku ¢i zeleza vede k produkci hydroxylovych volnych radikald.
Druhé cesta tvorby volnych radikalt je, Ze dochazi ke konjugaci hydrochinonu antibiotika
s intracelularnim zelezem, a timto zpuisobem probihd neenzymatickd produkce volnych
radikali. Pro buiky pak tyto produkty ptedstavuji velkou hrozbu, protoze jsou velmi
Skodlivé. Pfitomnost hydroxylovych volnych radikalti poSkozuje DNA, pro kterou jsou
toxické, a vlivem volnych radikali a ROS probihd peroxidace lipid, ¢imz dochazi
k poskozeni membrany a zaniku buniky (Capelda et al. 2020; Hortobagyi 1997; Rabbani et
al. 2005).

Posledni, a jednou z nejmladsSich drah, je antracyklinova cytotoxicita z divodu nadmérné
tvorby ceramidu. Jedna se o dulezity sfingolipid regulujici signalni drahy zahrnujici bunéény
cyklus, diferenciaci a apoptézu, ktery vznika tvorbou kovalentni vazby aminoskupiny
sfingosinu s mastnymi kyselinami pomoci ceramid syntasy a serin palmitoyltransferasy
(SPT). Bylo zjisténo, Ze DAUN 1 DOX v buiice aktivuji ceramid syntasu a SPT, coz ma
za ucinek de novo syntézu ceramidu. Diky tomu dojde k nahromadéni vétSiho mnozstvi
ceramidu v endoplazmatickém retikulu a spusténi S$tépeni transmembranového proteinu
vazajici element cAMP (CREB), konktrétné CREB3LI1, proteasami. Jeho fragment
s NHz-koncem je uvolnén do cytosolu a transportovan do jadra, kde slouzi jako transkrip¢ni
faktor pro inhibitory cyklin-dependentni kinasy (CDK), ¢imZ se inhibuje funkce CDK
regulace bunééného cyklu, coz v konecném dusledku zablokuje proliferaci bunék. Tato draha
probiha u vSech bunck 1é€enych DOX, k jejimu zablokovani doSlo az po podani inhibitora

ceramid syntasy nebo SPT (Capeloa et al. 2020; Carnero 2006; Denard ef al. 2012).

2.2.2 Rezistence

Antracyklinova rezistence je v dneSni dobé problém, ktery komplikuje priitbéh chemoterapie
a muze stat za selhdnim 1écby ¢i zkracenim doby Zivota pacienta. Ackoliv jiz desitky let jsou
znam¢é mechanismy, které zminénou rezistenci zpusobuji, stdle je zde mnoho nejasnosti
(napf. soucinnost téchto mechanismli a pfipadnd vz4djemnd kompenzace). Bylo zjiSténo,
ze zélezi na typu léCeného tumoru, pribéhu a nastaveni 1é€by a dal§i spousté faktort.
Mechanismus ucinku miize byt na urovni rezistence bunécéné kinetiky (rGst nadoru),

farmakokinetické rezistence (Spatnd absorpce 1é¢iva, nadmérny metabolismus, 1€kova difize
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atd.) a bunécné I€kové rezistence (sniZzend intracelularni akumulace diky efluxu,
snizené vychytavani 1éCiva, zména cile 1éCiva, aktivace detoxikacnich systémil, zvySena
oprava poSkozeni DNA ¢i zablokovana apoptoza). Vzhledem k tomu, Zze se na rezistenci
podili vicero mechanismi (Obr. 4), fika se ji také multifaktoridlni rezistence (Capelda et al.

2020; Filipits 2004; Nielsen et al. 1996).
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Obr. 4 Mechanismy ucinkit uplatnujici se pri rezistenci viici antracyklinovym antibiotikiim (upraveno Capeloa
et al. 2020)

Prvnim mechanismem je mnohocetnd lékova rezistence (=multirezistence). Je to druh
rezistence, ktery neni zavisly na chemické struktute latek a pii kterém dochazi ke snizovani
akumulace 1¢é¢iv v bunice diky tzv. ABC transportérim (ATP-binding cassette). Jedna se
o transmembranové proteiny, které za spotieby ATP premistuji substraty pfes bunécné
membrany. Prvni variantou je, ze u nadorovych bun¢k dochazi k expresi genu multilékové
rezistence (MDR1/Pgp), ktery slouzi jako efluxni pumpa pro protinadorova 1éciva
a hydrofobni slou€eniny. Jeho fyziologické funkce zatim neni zcela jasna, ale pravdépodobné
souvisi s detoxikaci bunky, transportem hormont a vyluCovanim xenobiotik. Bézné se
vyskytuje na epitelidlnich buinikach (gastrointestindlni trakt, jatra, ledviny) a v kapilarach

(mozek, varlata, vajecniky, nadledviny), jejichz nadory (pravdépodobné¢) diky tomu jsou
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ptirozené rezistentni. AvSak bylo zjisténo, ze u nadorit solidnich (prsy, malobunécny
karcinom plic) a hematologickych (AML, ALL, chronickd myeloidni leukémie (CML),
chronicka lymfocytarni leukémie), tedy v mistech, kde se béZn¢ nenachazi, se jeho exprese
po chemoterapii zvySuje a je spojend s kratSim piezitim pacienta a se selhdnim Iécby.
Také bylo in vitro experimentaln& prokizano, Ze sorcin (onkoprotein vazajici Ca’") ma
pfimou spojitost se zvySenou expresi MDR1/Pgp skrze aktivaci CREB drahy. OvSem ne
u vSech nadorovych bunécnych linii byl prokazan Pgp, ale jiné proteiny z ABC transportéra,
a to MRP 1-9 (multidrug resistence protein 1-9), které maji také schopnost vytlacovat
chemoterapeutika a metabolity, avSak jejich pfimy vliv na rezistenci zatim nebyl prokazan

(Capeloa et al. 2020; Filipits 2004; Nielsen ef al. 1996; Yamagishi et al. 2014).

Dal$im mechanismem rezistence je schopnost buiiky opravovat poskozenou DNA.
Jelikoz hlavnim cilem antracyklind je DNA, do které se vmezetuji a zpiisobuji dvoutetézcové
zlomy, mohou nékteré buiiky s vysoce i¢innym mechanismem opravy DNA piekonavat toto
cytotoxické plisobeni antracyklini a stat se tak vici nim rezistentni (Capeloa et al. 2020;

Nielsen et al. 1996).

Rezistence mize byt zpisobend také zménami TOPO 1I, a to jak kvantitativnimi (snizena
hladina, zvySena degradace), tak kvalitativnimi (mutace, posttransla¢ni modifikace). U toho
nedochazi ke zménam akumulace 1éC¢iva, ale k rozdilné interakci DNA-antibiotikum-
TOPO 1II. Casto je u nadorovych bun&k zachycena snizena aktivita TOPO II spojena s jejimi
mutacemi, ¢imz dochdazi k tomu, Ze se sniZi interakce antracyklinii s DNA, jelikoZ neni
schopna se na TOPO II navazat. Druhou ¢asto zachytadvanou situaci je, Ze je normalni hladina
TOPO 1I, avSak vlivem posttransla¢nich modifikaci, jako je fosforylace ¢i ubikvitinace,

se ovlivni €innost antibiotik (Capelda et al. 2020; Nielsen et al. 1996).

Prokazéan byl také zasadni vliv kmenovych bunék rakoviny (CSC), které tvoii menSinu
nadoru. Na solidnich tumorech jsou specifické exprese povrchovych molekul, tzv. CD znak,
konkrétné CD133 a CD44. CSC jsou schopny sebeobnovy, iniciace nadoru, diferenciace
audrzovéani nadoru a stoji za heterogenitou buriky. Jejich populace jsou rezistentni vuci
chemoterapeutiklim, a dokonce jeste pfi chemoterapii paradoxné dochazi ke zvySovani poctu

subpopulaci, které vykazuji podobné rysy jako CSC (Capelda et al. 2020).
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I metabolické zmény buniky mtizou hrat roli v rozvoji rezistence. V rezistentnich nadorovych
bunkach dochazi k nadmérné glykolyze, kterd je zdrojem ATP, ¢imz je buiika schopnéjsi
odolédvat stresu vyvolanému antibiotiky, zvysi se tim jeji proliferace a taky exprese ABC
transportérti, které diky tomu maji dostatek substratu, zvysi se eflux antibiotika.
Zaroven z glykolyzy vychazi také pentozofosfatovy cyklus, ktery produkuje ribdzu,
a dochazi tak k vétsi syntéze nukleotidtl, ¢imz se zvysi i opravy DNA. Antracykliny jsou téz
znamé produkci ROS, které jsou pro buiky toxické a zpusobuji oxidacni stres, ale ty jsou
zneSkodnovany pomoci redukce glutathionem. Ten se pfi této reakci sam oxiduje za vzniku
glutathion disulfidu. NADPH ziskané v prubéhu pentozofosfatového cyklu poté pomaha
k recyklaci oxidovaného glutathion disulfidu zpét na glutathion, ktery opét mize redukovat
ROS a detoxikovat buiiku. Mimo jiné produkce ROS také vede k indukci genli aldo-
ketoreduktas (AKR), které se podili na metabolismu antracyklinti (viz kapitola 2.3 Aldo-
ketoreduktasy) (Capeloda et al. 2020; Penning et al. 2021).

Poslednimi zménami, které napomdhaji rozvoji rezistence, jsou zvySena syntéza lipidi
a autofagie. Zminénd zvySena syntéza lipidit zplisobuje zmény ve sloZeni cytoplazmatické
membrany, které zptusobi vét§i membranovou fluiditu a tim dojde k zesilené retenci
antracyklinli v membrang, takze se Cast z nich do builky ani nedostane. A diky autofégii
dochdzi k degradaci poSkozenych organel a proteinii vlivem antibiotik a poskytnuti Zivin
bunice, diky cemuz se stdva opct odolngjsi viici stresu, a tim se zvysi jeji Sance na preziti

(Capeloa et al. 2020).

2.2.3 Kardiotoxicita

Limitaci 1écby pomoci antracyklini je jejich toxicky efekt na kardiomyocyty,
jehoZz mechanismus je$té€ neni presné zcela znam. Pravé kvili jejich toxickému pusobeni je
tieba jiz pfed terapii zvazit u pacienta rizikové faktory rozvoje kardiomyopatie v priib&éhu
1é¢by a zaméfit se ptipadné na protekci. Mezi rizikové faktory patii v€k (méné nez 4 roky
nebo vice nez 65 let), pohlavi (Zeny jsou nachylnéjsi), kumulativni davka, genetické
predispozice, komorbidity (obezita, diabetes mellitus, hypertenze, ischemickd choroba
srdecni) a typ poddvaného antibiotika. AvSak iu pacientli, které rizikové faktory miji,
muze dojit ke kardiotoxicité, proto je obecné dulezité zaméfit se 1 na obranu kardiomyocytd.

V dne$ni dobé¢ jsou jiz znamé zpiisoby kardioprotekce, kam spadd naptiklad podavani
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dexrazoxanu, branicimu tvorbé kyslikovych radikalii, kontinualni podavani infuze
nebo podavani antibiotik uzavienych v lipozomélnim obalu, ktery snizi jejich vstup
do kardiomyocytl ptes jejich té€sné spoje. Pokud se jiz u pacienta kardiotoxicita rozvine,
projevuje se nejcastéji dysfunkci levé srde¢ni komory zpusobujici arytmie, hypotenzi,
abnormality na EKG a pfinejhor$im vede k srde¢nimu selhani (Henriksen 2018; Neilan et al.

2023; Puchnerova et al. 2016; Volkova a Russell 2011).

Podle typu ucinku latky na kardiomyocyty miizeme rozd¢lit toxicitu na kardiotoxicitu I. a II.
typu. U L. typu latka zpisobuje bunécnou smrt, apoptézu ¢i nekrdzu, a tim se jeji plisobeni
stava ireverzibilnim. II. typ je charakteristicky vyvolanou dysfunkci srdec¢nich bunék,

kterd ovSem miize byt v nékterych piipadech reverzibilni. NaneS$tésti, antracyklinova

vvvvv

a Russell 2011).

Hlavnim mechanismem U¢ink antracyklini je inhibice TOPO II (viz kapitola 2.2.1
Mechanismus t¢inku). U rychle se mnozicich bunék, tedy nadorovych, je toxicita zpisobena
vazbou antibiotika na TOPO Ila, ¢imz dojde k zastaveni replikace DNA a spusténi bunécné
apoptdzy. Avsak u klidovych neproliferujicich bunék, jak tomu je i v pfipad¢ kardiomyocyta,
je pritomnd TOPO IIB, na kterou se cytostatikum také vaze, ale buiika je ni¢ena jinym
mechanismem. Podle starSich teorii dochdzi k nadmérmé tvorbé volnych radikald,
at’ uz redukci antracyklinu na semichinonovy volny radikél az superoxidovy volny radikal,
nebo vazbou na Fe a probihajici Fentonovou reakci, vznikaji ROS. Jelikoz kardiomyocyty
maji na rozdil od jinych bunék méné enzymi, které je chrani pied oxida¢nim stresem,
a zéaroven jsou zavislé na oxidanim metabolismu (maji mnoho mitochondrii), dochdzi u nich
vlivem vzniklych ROS k apoptdze. Novéjsi teorie se zaméfuji spiSe na samotnou inhibici
TOPO IIB, kdy dojde vlivem inhibice ke stabilizaci komplexu TOPO II-DNA, tvorbé
dvouretézcovych zlomid a spusténi apoptdzy, kterd ovSem zasdhne do biogeneze
mitochondrii, a tim zplGsobi mitochondridlni dysfunkci a akumulaci ROS. ZvySena
koncentrace ROS je pak pro buiku toxickd, ptfivodi ji poSkozeni DNA,
peroxidaci membranovych lipidid a vakuolizaci. To v koneéném disledku vede k zaniku
kardiomyocytu a jeho nahrazeni vazivovou tkani (Obr. 5) (Henriksen 2018; Neilan et al.

2023; Puchnerova et al. 2016; Volkova a Russell 2011).
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Dulezité je pro pacienta také vCasné zjisSténi, ze se kardiotoxicita rozviji, coz mize vést
ke zméné terapie nebo jejimu ukonceni. K tomu ndm slouzi biomarker c¢Tnl (srdecni
troponin), ktery se uvolnuje do krve pfi posSkozeni myokardu. Prokézat ho krevnimi testy

a kvantifikovat ho mizeme jiz par hodin poté (Henriksen 2018; Neilan et al. 2023).
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Obr. 5 Znazornéni piisobent antracyklinii v rakovinovych bunikdach a kardiomyocytech a jejich dopad na velikost
nadoru a poskozeni srdce (upraveno Henriksen 2018)
A — antracykliny; DRZ — dexrazoxan; cTnl — srdec¢ni troponin; LK — leva komora ROS — reaktivni kyslikové

radikaly.

2.3 Aldo-ketoreduktasy

AKR jsou NAD(P)(H)-dependentni oxireduktasy, které tvoti velkou nadrodinu ¢itajici vice
nez 190 proteinti rozdélenych do 16 rodin dle jejich sekvenci a funkci. Ve vétSing pripada se
jednd o cytosolické rozpustné monomery s molekulovou hmotnosti 34 —37 kDa se
schopnosti redukce karbonylu, vyjimkou jsou podrodiny tvotici multimery AKR2, AKR6
(tetramery) a AKR7 (funkéni dimery). Jejich primarni funkci je redukce aldehydii
na primdrni alkoholy a ketonii na sekundéarni alkoholy. Pravé diky této enzymatické
schopnosti se fadi do 1. faze metabolismu endogennich latek i xenobiotik s aldehydickymi
a ketonickymi funk¢énimi skupinami, které se nasledné mohou konjugovat s kyselinou
glukuronovou ¢i sulfatem a byt tak eliminovany pry¢ z téla. Jejich nomenklatura se odviji

od jejich sekvencni podobnosti (a funkci). VSechny enzymy z této nadrodiny maji ve svém
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nazvu kofen AKR. Za kotfenem nasleduje ¢islo, které oznacuje konkrétni rodinu (proteiny,
které maji vice jak 40 % sekvence stejné). Dale je pismeno piedstavujici podrodinu enzymu
(ptes 60 % sekvencné identické proteiny) a posledni je opét Cislo znacici jiz konkrétni
proteinovou sekvenci. Co se tyka struktury, vSechny AKR maji (a/B)s barelovou strukturu,
ve které se stfidaji a-Sroubovice a B-listy. V jejich zadni ¢asti se nachazi 3 velké smycky,
které zajistuji substratovou specifitu enzymi. Jedna se vlastné o vazebnou kapsu,
kterd v zavislosti na povaze substratu je schopnd véazat rizné aminokyseliny. A nakonec
v jejich centru na C-konci najdeme aktivni misto, které obsahuje katalytickou tetradu
skladajici se z tyrosinu, lysinu, histidinu a aspartatu (Obr. 6) (Fujii ef al. 2021; Penning 2015;
Penning et al. 2021; Skéalova 2018).

HI5117

Obr. 6 Umisténi NADP™ a katalytické tetrady v ramci molekuly AKR (Penning et al. 2021)
(A) o/Ps-barelova struktura, (B) smyckova struktura v zadni ¢asti barelu, (C) katalyticka tetrada. a-Sroubovice

(modra), B-listy (fialova).
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V dnesni dobé€ je zndmo 15 lidskych AKR, z nichz 10 je soucasti AKR1 rodiny, kam se fadi
aldehydreduktasa (AKR1Al), aldosareduktasy (AKR1BI1, 1B10, 1B15), hydroxysteroid
dehydrogenasy (AKR1C1-1C4), steroid-5B-reduktasa (AKR1D1)
a 1,5-anhydro-D-fruktozo-reduktasa (AKR1E2). Z dalSich rodin patii do lidskych AKR
B-podjednotky draslikovych napétové fizenych kanalti (AKR6A3, 6AS5, 6A9) a aflatoxin
aldehydreduktasa (AKR7A2, 7A3). Bylo zjisténo, ze lidské AKR jsou nadmérné
exprimovany u spousty lidskych nadort (prostata, prsy, gliom, neuroblastom, plice,
tenké stievo, AML), tudiz je mozné je vyuzivat jako nadorové markery. Diky své funkci se
podileji naptiklad na biosyntéze androgenti a estrogen ¢i metabolismu 1€kd, rtiznych
karcinogeni a reaktivnich aldehydi a poméhaji tak detoxikaci organismu. Pravé kvili jejich
metabolické aktivité hraji roli 1 v rezistenci na antracyklinova antibiotika, jelikoz dochézi
k pteméné parentniho 1éCiva na alkoholy (napf. DOX na doxorubicinol (DOX-ol)
nebo DAUN na DAUN-ol), které jsou vSak pro buitkky méné cytotoxické, jsou nachylné&;jsi
k efluxu a jsou vice kardiotoxické. Naptiklad u DOX-olu byla prok4zana vyssi afinita k ABC
transportériim podilejicich se na efluxu 1é¢iva, ¢imz se snizi jeho intraceluldrni koncentrace
(moznd souvislost s mensi aktivitou), zaroveil ma niz$i vazebnou aktivitu vici DNA a je
zadrzovan predevSim v cytoplasmé a lysozomech, na rozdil od DOX, ktery se hromadi
vjadie (Obr. 7). Navic jednim z mechanisml piisobeni antracyklinii je tvorba ROS
zpusobujicich bunéény stres a piisobicich cytotoxicky, avSak ROS 1 bun&ény stres vedou
k indukci genit AKR, ¢imZ nasledné miize dochézet k rychlejsSimu metabolismu na alkoholy,
opétovnému snizeni aktivity a rezistenci. Diky tomu, Ze zname tento faktor rezistence,
zefektivnit. V tomto piipadé vSak je tfeba myslet na to, ze antracyklinova rezistence je
multifaktoridlni, a tudiZ jeji 1écba cilend pouze na jeden mechanismus se pravdépodobné
setkd s netispéchem, jelikoZ se nddor miZe piizpusobit, obejit inhibitorovou 1écbu a nahradit
ji jinym mechanismem (Jin a Penning 2007; Penning 2015; Penning et al. 2021; Piska et al.
2017).
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Obr. 7 Snizena aktivita DOX-ol vlivem zvySeného efluxu ABC transportéry a rozdilné intracelularni distribuce

DOX a DOX-ol (Piska et al. 2017)

2.3.1 Funkce vybranych aldo-ketoreduktas

AKRI1A1l

Jednim z prvnich objevenych enzymi nadrodiny AKR byl protein AKRIAI1
neboli aldehydreduktasa, a to diky své kli¢ové roli pti biosyntéze glukozy u hlodavcu.
Vyskytuje se hojné v riznych tkanich, pfedevsim v jatrech a proximalnich tubulech ledvin.
Vykazuje aktivitu u Siroké Skaly substratl, avSak upfednostiiuje zdporn€ nabité substraty
s karboxylovou skupinou. Vysokou aktivitu ma ale 1 u aromatickych, steroidnich
a tfiuhlikatych aldehydu. Podili se na detoxikaci karbonylovych slou¢enin a byla prokazana
1 jeho role v metabolismu DOX a DAUN. Také je schopny redukovat slouceniny
3-deoxyglukosonu a methylglyoxalu, které predstavuji reaktivni meziprodukty ucastnici se
glykace latek, ¢imz brani tvorbé koncovych produkt pokrocilé glykace, a mize tak slouzit
jako prevence diabetickych komplikaci (Barski ef al. 2008; Fujii et al. 2021; Skalova 2018;
Takahashi et al. 2012).
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AKRI1B1

Izoforma AKR1B1, zvana téz aldosareduktasa, je v téle hojn¢€ exprimovana ve vsech tkanich.
Jedna se zatim o nejvice prozkoumanou AKR, a to hlavné diky jeji tloze pii hyperglykémii
a diabetickych komplikacich (katarakta, retinopatie, nefropatie a neuropatie). Pfi vysokych
koncentracich glukozy dochazi vlivem AKR k jeji konverzi na sorbitol, coz je vSak spojené
s hyperglykemickym poskozenim tkani. Tento fakt potvrzuji i studie, ve kterych bylo
prokazano, Ze inhibici AKR1BI Ize toto poSkozeni oddalit ¢i Gpln€ zastavit. Mimo jiné se
enzym podili na fyziologickych a metabolickych procesech, jako je redukce produktt
peroxidace lipidi a prekurzori koncovych produkti glykace, syntéza prostaglandint,
ucast pii regulaci zanétlivé dréhy ¢i redukce xenobiotik (napft. akroleinu). Z mnoha studii
také vyplyva, Ze se ucastni nadorovych onemocnéni, avSak jeho role pfti rakoviné stéle
zUstava nejasnd, a proto i nadale zastava predmétem vyzkumi. Prozatim byla prokazana jeho
nadmérnd exprese u nékterych druhti invazivnich kolorektalnich karcinomt, rakoviny prsu,
vajecnikll, délozniho &ipku, pankreatu a plic. Na druhou stranu, napiiklad u rakoviny
endometria (pfedevSim u pacientek po menopauze) a pacientli s adrenokortikalnim
karcinomem, byla exprese oproti zdravé tkani snizena. U hepatocelularniho karcinomu byla
také jiz v minulém stoleti zjiSténa zvySena exprese AKR1B10, av§ak vyzkum Yamady et al.
(2016) ukézal opak. Védci totiz zjistili, Ze oproti zdravé tkani zde dochazi k downregulaci
AKRIB10 kvili hypermethylaci promotoru DNA (Barski et al. 2008; Fujii et al. 2021;
Khayami et al. 2020; Penning 2015; Skélova 2018; Yamada et al. 2016).

AKRI1B10

Enzym AKRIBI10, znamy téZ jako aldosareduktasa tenkého stfeva ¢i ARL-1 (aldose
reductase-like-1), je exprimovan predevSim v gastrointestindlnim traktu, a to v tenkém
a tlustém stievé a zaludku, dale také v jatrech, brzliku ¢i nadledvinkach. Vykazuje vysokou
katalytickou aktivitu k antibiotikim DAUN a oracinu, antiemetiku dolasteronu,
cytotoxickym intracelularnim karbonylim (naptf. produkty oxidac¢niho stresu ¢i 1€€iv)
a k aldehydiim pochazejicim z tabdkového koute (akrolein, krotonaldehyd), které zaroven
enzym i indukuji. Hraje tedy dulezitou roli v redukci vysoce reaktivnich a toxickych
karbonyli na méné nebezpecné, ¢imz chrani buinky pied jejich Skodlivym plsobenim.

Tato vlastnost se uplatiiuje naptiklad pii ochrané sliznice gastrointestinalniho traktu
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pted karbonylovymi slouceninami produkovanymi stfevni mikroflorou ¢i pochazejicimi
z potravy a pfi rozvoji rezistence na chemoterapeutika, kdy redukuje parentni 1é¢ivo na jeho
netcinnou formu a chrani tak rakovinové bunky pied jejich cytotoxickymi ucinky.
Chemorezistence vSak neni jedinou spojitosti mezi AKR1B10 a nddorovymi onemocnénimi.
Enzym se mimo jiné ucastni aktivace prokarcinogenti a ¢etné studie dokézali, ze u tumort
podporuje proliferaci, inhibuje apoptoézu a reguluje expresi onkogent. Tato fakta potvrdily
1 vyzkumy vyuzivajici inhibitor proteinu, coz vedlo k Gtlumu ristu nadort s mensi mirou
lozisek a inhibici progrese rakoviny. V praxi se pak AKR1B10 vyuziva jako diagnosticky
1 prognosticky marker mnohych nddori a sttevnich onemocnéni. To je mozné hlavné diky
prikazu zvysené exprese u nékterych nddorovych onemocnéni, predev§im u tumorti mimo
travici trakt, jako karcinomy plic, jater, kolorekta, délohy, pankreatu a prsu. U nadori
v gastrointestindlnim traktu, kde se hojné¢ fyziologicky vyskytuje, byla naopak zjiSténa

downregulace (Barski et al. 2008; Huang et al. 2016; Skalova 2018).
AKR1C1-AKR1C4

Lidské proteiny podrodiny AKR1C sdili 84-98 % sekvencni identity, avSak jejich distribuce
v tkénich, biochemické vlastnosti i citlivost k inhibitorim jsou znacn¢ rozlisné. Vsechny
enzymy jsou pfitomné v jatrech, coZ naznaCuje jejich Ucast na detoxikaci organismu
1 metabolismu riiznych latek. Maji schopnost, na rozdil od podrodin AKRI1A a AKRIB,
redukovat jak aldehydy, tak i ketony, coz ptedurcuje jejich Sirokou substratovou aktivitu.
Mohou redukovat rGzné exogenni slouCeniny, endogenni steroidy a prostaglandiny.
Konkrétn¢ se podili naptiklad na metabolismu tabakového nitrosaminu, ktery preménuji
na mén¢ toxicky a snadnéji eliminovatelny metabolit (AKR1CI1, 1C2 a 1C4) ¢i pfeméné
a inaktivaci cytostatik DOX a oracinu. Také se ucastni metabolismu androgeni a estrogentl,
diky ¢emuz hraji roli pti vzniku nadort zavislych na hormonech (karcinomy prostaty a prsu
a benigni hyperplazie prostaty). Zaroven byl prokazédn i vliv AKRICI, 1C2 a 1C4
pfi metabolismu naltrexonu a dolasteronu (Liu ef al. 2020; Skalova 2018; Zeng et al. 2017).

AKRIC1 je mimo jatra vyznamné exprimovdna také u rakoviny prsu, endometria
a kolorekta. Jeji dulezitou funkci je inaktivace progesteronu pfeménou na neaktivni produkt
20a-hydroxyprogesteron. UdrZzovani hladiny progesteronu ve spravné mite je dulezité nejen

pro spravné nacasovani porodu (nizka hladina by vedla k pfedCasnému porodu), ale i kvtili
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jeho schopnosti tlumit G¢inky estrogent pii endometriéze a karcinomu endometria (Barski

et al. 2008; Penning 2015; Zeng et al. 2017).

AKRIC2 je mimo jatra distribuovéna fyziologicky také v prostat¢ a prsni tkani.
Stejné jako AKRIC1 je vyznamné exprimovana také u nadorti prsu, endometria
a kolorektalniho  karcinomu. Je zapojena do premény Sa-dihydrotestosteronu
na Sa-androstan-3a,17B-diol a 5B-dihydroprogesteronu za vzniku alopregnanolonu
(neuroaktivniho steroidu), jehoz nedostatek je spojovan s premenstrua¢nim syndromem.
Diky své tucasti na metabolickych pfeménach se podili i na rozvoji androgenni
nedostate¢nosti. Inhibice tohoto enzymu vede k proliferaci nadora prostaty (Liu et al. 2020;

Penning 2015; Skéalova 2018; Zeng et al. 2017).

AKRI1C3 se nachazi v prostaté, kde reguluje hladiny androgenii, prsou, nadledvinkach
a d&loze. Utastni se syntézy steroidi v nadledvinach a nadorech, testosteronu a estradiolu.
Je znama také jako PGF2 syntasa (prostaglandin-2 syntasa), ktera zajiStuje preménu
prostaglandind.  Diky tomu je schopna regulovat bunéfnou proliferaci nezévislou
na hormonech. Je vyznamné zvysena u rakoviny prostaty, prsu, kolorekta, endometria, krve,
mozku, plic, ledvin a jater. Zaroven zminéna upregulace vétSinou souvisi s vetsi agresivitou
nadoru, a tedy 1 Spatnou prognézou a krat$i dobou pieZiti pacientii, coz bylo prokéazano
napf. u rakoviny prsu ¢i hepatocelularniho karcinomu. Vyznamné se také podili na inaktivaci
antracyklinli jejich pfeménou na alkoholy (Obr. 8), a tim 1 na chemorezistenci,
pricemz nejlepSim substratem je DAUN (oproti DOX ¢1 IDA) a zéaroven je jejich pouzitim
indukovéana, coz vede k prohloubeni rezistence. Jeji inhibice vede ke zlepSeni prubéhu
terapie nadorovych onemocnéni (Liu et al. 2020; Hofman et al. 2014; Skalova 2018; Zeng et
al. 2017; Zhu et al. 2021).

daunorubicin/
idarubicin/
doxorubicin

+
inhibiter

daunarubicin/
idarubicin/
doxorubicin

neaktivni AKR1C3 .

.
.

® redukovana produkce

.)(.’ daunorubicinolu/idarubicinelu/]

E doxorubicinolu
.

(=]

nadorova bufika rezistentni vici antracyklindm nadorova burika citliva vi¢i antracyklindm

Obr. 8 Inaktivace antracyklinii v nadorové busice (upraveno Hofman et al. 2014)
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AKRI1C4, na rozdil od ostatnich ¢lenti této podrodiny, je distribuovana pouze v jatrech a je
ze vSech ¢lenl nejucinnéjsi. Fyziologicky hraje vyznamnou roli pii biosyntéze zluCovych
kyselin a jejich transportu z kanalkd do hepatocytd, a také pii transformaci prostaglandint,
estronu na estradiol a androstendionu na testosteron. Spojovana je také s patologickymi
procesy, jako je napftiklad paranoia ¢i manickd/hypomanickd podrazdénost u muza (Barski

et al. 2008; Liu et al. 2020; Skalova 2018; Zeng et al. 2017).
AKRI1D1

Jednd se o jediny 5p-stereospecificky enzym. Poprvé byl ziskdn zjater potkand.
Lidskd AKR1D1 se krom¢ jater nachdzi jest€¢ v mozku a mocopohlavnim stroji.
Zajimaveé je, Ze jeji hladina v jatrech je rozdilna u muza a Zen, avSak divod je stale zatim
nejasny. Hlavni fyziologickou, klinicky vyznamnou, funkci enzymu je redukce
nepostradatelnad pti biosyntéze zlucovych kyselin, pfi¢emz nedostate¢na aktivita enzymu
muze byt pricinou cholestdzy, selhani jater a neonatalniho selhani jater a neléceni tohoto
defektu muze byt smrtelné. AKR1D1 je téZ zapojena do metabolismu a degradace hormonti
jako testosteron, progesteron, kortizol ¢i kortizon a spolupracuje tak s podrodinou AKR1C
na hormon-dependentnich procesech. Zaroven by podle studie Zhu ef al. (2021) mohla byt
vyznamnym biomarkerem pro diagnostiku hepatocelularniho karcinomu, u kterého je jeji
exprese snizend, na rozdil od AKR1C3, kterd je upregulovana. Spole¢n¢ pak mohou tvofit
specificky indikator nejen pro diagnozu, ale i prognézu. Cim mensi exprese AKR1D1 a vyssi
zastoupeni AKR1C3 oproti zdravé tkani, tim hor$i prognéza pro pacienta. AvSak divod,
pro¢ tomu tak je, zatim nebyl zcela objasnén. Vzhledem k specifické aktivité tohoto enzymu
nebylo zatim zjiSténo, Ze by ovliviioval metabolismus xenobiotik a nepodili se tak ani
na rozvoji chemorezistence (Barski et al. 2008; Mindnich et al. 2011; Skélova 2018; Zhu et
al. 2021).

AKR7A2 a AKR7A3

Lidské AKR7 tvoti funkéni dimery, maji z 88 % identické sekvence a jejich ptesna funkce,
metabolismus ¢i Gloha pfi onemocnénich stale neni objasnéna a proto je pfedmétem dalSiho

vyzkumu (Skalova 2018; Zhao et al. 2024).
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Prvnim objevenym v lidském téle byl enzym AKR7A2, ktery je hojné exprimovan
v ledvinach, pankreatu, tenkém stievé a kosternich svalech. Caste¢né se nachazi také
v jatrech, srdci, varlatech a vajeCnicich a nizkou hladinu mizeme najit i v mozku,
tlustém stieve, prostate, plicich a thymu. Indukovan muaze byt exogennimi slouceninami
jako methylglyoxal, kumarin ¢i paracetamol. Jeho hlavni, fyziologickou, tlohou je ucast
pfi pfeméné  kyseliny y-aminomdselné  na  y-hydroxybutyrat  jako  sukcinat-
semialdehydreduktasa. M4 také ochrannou funkci, kdy chrani organismus
pred karcinogennim aflatoxinem a toxickym akroleinem. Byla prokézana jeho spojitost
mezi Alzheimerovou chorobou, u které¢ je nadmérné exprimovan v mozku, a deficitem
sukcinat-semialdehyddehydrogenasy. Pii deficitu sukcinat-semialdehyddehydrogenasy totiz
dochazi k neurologickym problémim zejména kvili zvySenym hladindm y-aminomaselné
kyseliny a y-hydroxybutyratu, proto inhibice AKR7A2 vykazuje potencidl k terapii tohoto
onemocnéni (Barski er al. 2008; Skalova 2018; Zhao et al. 2024).

AKR7A3 se vyskytuje v jatrech, zaludku, pankreatu, ledvinach, stfevech a Zlu¢niku
a indukovéna je chemickou slouc¢eninou paracetamolem. Jeji tiloha je zfejmé¢ detoxikacni,
at uz se jednd o metabolismus hormont, tak i léCiv a karcinogenii. Chrani organismus
pred toxickymi aldehydy i ketony (aflatoxin, akrolein, methylglyoxal, alfatoxin-dialdehyd)
tim, ze je redukuje na neSkodné alkoholy, oxida¢nim stresem zplsobenym paracetamolem
a hepatotoxicitou. Reguluje naddorovou apoptézu a tlumi proliferaci a migraci nadorové
zménénych bunck Zaludku. Pouziva se téZ pro diagnostiku a prognézu hepatocelularniho
karcinomu. Jeji zvySena exprese u tumort, naptiklad rakoviny prsu, souvisi s del§im piezitim

pacientl (Barski ef al. 2008; Skalova 2018; Zhao et al. 2024).

2.4 Farnesyltransferasa

Farnesyltransferasa (FTasa) je metaloenzym nachézejici se v bunééném cytosolu. Strukturné
se jedna o heterodimer skladajici se z a-podjednotky a B-podjednotky. Slozeny je predevSim
z alfa-Sroubovic usporaddanych do tvaru pilmésice, zatimco B-podjednotka ma barelovou
strukturu (Obr. 9). Na priseciku téchto dvou podjednotek se nachazi aktivni misto enzymu.
Jeho hlavni funkci je prenylace (posttranslacni modifikace) proteinli s CAAX motivem
(C-cystein, AA-alifatickd aminokyselina, X-aminokyselina) na C-konci. Jinak feceno,

zajist'uje prenos izoprenoidnich lipidl z farnesyldifosfatu na intracelulérni proteiny s CAAX
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motivem. Pro plnéni své biologické funkce potiebuje FTasa ptitomné Mg?*, a zaroveni musi
mit ve svém aktivnim centru navazany Zn?", ktery pomaha navazovani jiz zminéného CAAX
motivu. Pravé diky schopnosti prenylace hraje tento enzym klicovou roli pii rozvoji
nekterych naddorovych onemocnéni. V poslednich letech vSak byla prokézéna jeho uloha
iudalsich onemocnéni, jako je syndrom Hutchinson-Gilfordovy  progerie
(smrtelna geneticka porucha predc¢asného starnuti), chronicka hepatitida D, kardiovaskularni
onemocnéni (aterosklerdza, kalcifikace cév) €1 neurodegenerativni poruchy (Gilardi et al.

2020; Klochkov et al. 2019; Shen et al. 2015; Wang et al. 2017).

S S ¢
wﬂl ‘*N

Obr. 9 Struktura farnesyltransferasy (upraveno Shen ef al. 2015)
Seda — a-podjednotka; zeleno-riizova — B-podjednotka.
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pii rozvoji malignich onemocnénich, je Ras protein se tfemi izoformami H-Ras, K-Ras
a N-Ras. Je to onkoprotein s guanosintrifosfatovou aktivitou, coz znamena, Ze je aktivni,
pokud je na ném navazan guanosintrifosfat a neaktivni, kdyz je spojeny
s guanosindifosfatem. Aby vitbec mohl byt aktivovan, podléha po syntéze posttranslaénim
modifikacim, mezi kterymi je 1 prenylace probihajici na endoplazmatickém retikulu,
vedoucim k jeho zabudovani do bunécné membrany. Az v tuto chvili miZe navézat
guanosintrifosfat a plnit svou roli. Ugastni se kaskady pii pfenosu extracelularnich signalti
rustovych faktorii a cytokinii, ¢imz se stavd dualezitym pro bunécnou proliferaci
a diferenciaci. Za fyziologickych podminek pifechdzi z aktivovaného do neaktivovaného
stavu (a naopak), avSak jeho mutace mohou vést k neschopnosti deaktivovat se, coz souvisi
s rozvojem malignich onemocnéni. Spousta mechanismi aktivovaného Ras se podili

na proliferaci nddorovych bunék (indukce transkripce ristovych faktorti, exprese receptori
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rustovych faktorti, spousténi replikace DNA supresi CDK), schopnosti vyhnout se apoptdze
(zvyseni poctu inhibitorG apoptdzy), naddorové angiogenezi (dostatek zivin a kysliku
pro nadorové bunky) a metastazovani nadorti (naruseni polarizace bunék vedouci k uvolnéni
z primarniho nadoru). Onkogenni Ras byl objeveny naptiklad u rakoviny tlustého stfeva,
plic, slinivky bfisni, kolorektalniho karcinomu a hematologickych malignit, a to pfedevSim
myeloproliferativni onemocnéni jako AML nebo myelodysplasticky syndrom (MDS)
(Klochkov et al. 2019; Shen et al. 2015; Wang et al. 2017).

Slibnymi experimentalnimi 1éky, které by mohli zvratit maligni transformaci zpiisobenou
FTasou, jsou inhibitory FTasy (FTIs). FTIs funguji na principu zablokovéni funkce FTasy,
¢imz zabrani aktivaci onkogenniho Ras a jeho Skodlivych efektii pro rozvoj nadorového
onemocnéni. Par FTIs se jiz dostalo i do faze klinického testovani u riznych typti nadora.
Patii mezi n¢ antrochinonol (rakovina plic), lonafarnib (metastatickd rakovina mocového
méchyie, CML, MDS), tipifarnib (AML, rakovina plic, prsu, pankreatu), BMS-214662
(AML, MDS, CML, nespecifikované solidni tumory) a L778123 (rakovina hlavy a krku,
lymfomy). Velky potencial maji pfedev§im u nddorovych onemocnénich s aktivni izoformou
H-Ras, jelikoz izoformy K-Ras a N-Ras mohou FTIs obejit a byt prenylovany
geranylgeranyltransferasou, na rozdil od H-Ras, ktery je substratem pouze pro FTasu.
Zaroven byla prokdzana ucinnost FTIs 1 u dalSich onemocnéni, jako jiZz zminéna
kardiovaskularni onemocnéni, neurodegenerativni poruchy (Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba, schizofrenie, myasthenia gravis, roztrousena sklerdza), avsak presné
cile a mechanismy jsou stile predmétem vyzkumi. Nékolik FTIs bylo také vyvinuto se
zamérem terapie parazitickych onemocnéni, zejména pak maldrie zplsobené parazitem
Plasmodium falciparum, ktery vykazuje FTasovou aktivitu a bylo zjisténo, Ze FTIs jsou
pro n¢ho toxické. Funkénost u vySe uvedenych nemoci syndromu Hutchinson-Gilfordovy
progerie a chronické hepatitidy D se jiz prokazuje pii klinickych studiich, pfedevSim

s inhibitorem lonafarnibem (Klochkov ef al. 2019; Shen et al. 2015; Wang et al. 2017).

2.5 Tipifarnib
Tipifarnib (TIP) je silny a velmi selektivni inhibitor FTasy, ktery byl piivodné syntetizovan
se zamérem vyuzivat ho jako antimykotikum. Jako prvni z FTIs se dostal do klinického

testovani nadort plic, prsu, pankreatu a AML a jeho ucinky se zkoumaji také u kolorektalniho
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karcinomu a dal$ich nespecifikovanych solidnich nadorti. Diky inhibici FTasy ma pozitivni
uc¢inky u H-Ras mutovanych nador, to znamend, ze brani jejich proliferaci,
nadorové angiogenezi, tvorb¢é metastazi a snizi inhibici apoptozy. Ve své struktuie obsahuje
imidazolovy kruh (Obr. 10), diky kterému je schopny piipoutat Zn?>*, a vazat tak CAAX
motiv intracelularnich proteint, diky ¢emuz zabrani vazbé FTasy na protein. V roce 2021 byl
schvaleny k1écbé pacientl s metastazujicim nebo recidivujicim H-Ras mutovanym
epitelidlnim zhoubnym nadorem hlavy a krku (Avendanio a Menéndez 2023; DrugBank 2023;
EMA 2021; Gilardi et al. 2020; Shen et al. 2015; Wang et al. 2017).

Obr. 10 Chemicka struktura TIP (upraveno DrugBank 2023)
Sipka — imidazolovy kruh.
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3 CILPRACE
Cilem této prace bylo urceni in vitro inhibi¢niho potencialu inhibitoru TIP vic¢i enzymu

AKRI1BI10, ktery redukuje DAUN na DAUN-ol za ptfitomnosti NADPH.
Experiment zahrnoval tyto kroky:

1. Zakladni screening inhibice AKR1B10 inhibitorem TIP.
2. Ur€eni inhibi¢ni koncentrace ICso.

3. Stanoveni inhibi¢ni konstanty Ki a typu inhibice.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
Acetonitril (HPLC LC-MS grade, VWR, USA)

Daunorubicin (MedChemExpress, USA)

Destilovana voda (Farmaceutické fakulta UK, Hradec Kralové, CR)
Dimethylsulfoxid (DMSO; Research grade, Serva, Némecko)

Enzym AKRIBI10 (1,5 mg/ml; Katedra biochemickych véd UK, Hradec Kralové, CR)
Glukosa-6-fosfat (Glc-6-P; Roche, Némecko)
Glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa (Glc-6-P-dehydrogenasa; Roche, Némecko)
Inhibitor TIP (MedChemExpress, USA)

Kyselina mraven¢i (LC-MS grade, VWR, USA)

Methanol (HPLC gradient grade, Honeywell, USA)

MgCl (0,1M; Lachema, CR)

NADP" (Roche, Némecko)

Sodno-fosfatovy pufr (NaPB; 0,1M, pH 7,4; Katedra biochemickych véd UK, Hradec
Kralové, CR)

4.1.2 Pomiicky

Automatickeé pipety (0,5-1000 pl; Biohit, Finsko)
Eppendorf zkumavky (0,5; 1,5; 2 ml)

Injekeni jehla (Terumo, Japonsko)

Injekéni sttikacka (1 ml; Terumo, Japonsko)

Inserty do vialek (400 pul; Agilent, USA)
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Kédinky

Membranovy filtr na injek¢ni stiikacku (0,2 um PTFE membrana; Cytiva — Danaher, USA)
Nédoba na led

Navazovaci 1zicky

Pipetovaci $picky (Biohit, Finsko)

Popisovaci fix

Rukavice

Septa na vialky (LabStore, CR)

Stojanek na zkumavky

Stopky

Vialky (2 ml; Agilent, USA) a vi¢ka na vialky (LabStore, CR)

4.1.3 Pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Inkubétor (Thermomixer C, Eppendorf, Némecko)

Inkubator (Thermcell Mixing Block, Bioer, Japonsko)

Ptistroj na vyrobu ledu

Ttepacka (UOCHB, CR; Vortex Genie 2, Scientific Industries, USA)
UHPLC Agilent Series 1290 Infinity (Agilent Technologies, USA)

- binarni pumpa (1290 Bin Pump VL, G4220B)
- autosampler (1290 Sampler, G4226A)

- termostatovana kolona (1290 TCC, G1316C)

- detektor diodového pole (1260 DAD, G4212B)
- fluorescencni detektor (1260 FLD, G1321B)
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UHPLC Agilent Series 1260 Infinity II (Agilent Technologies, USA)

- pumpa (1260 Flexible Pump, G7104C)

- autosampler (1260 Viasampler, G7129C)

- fluorescencni detektor (1260 FLD, G7121A)
- detektor diodového pole (DAD, G1315B)

- UV-VIS detektor (1260VWD, G7114A)

Ultrazvukova lazeti (Ultrasoniccleaner120T, Anonkia Ultrasonic, Cina)

4.2 Metodika in vitro inkubaci

Substrat DAUN je pfeménovan pomoci enzymil rodiny AKR na produkt DAUN-ol.
Pro terapii je vSak tato reakce nezddouci, protoZe produkt je méné cytotoxicky a vice
kardiotoxicky. Tento proces lze potlacit pouzitim vhodného inhibitoru, vznikne tak méné
DAUN-ol a terapie bude ucinngj$i. Pro kvantifikaci pfi experimentech je mozno vyuzit
UHPLC analyzu, pii které se substrat a produkt od sebe oddéli. MnozZstvi vzniklého produktu

se poté stanovuje vypoctem z kalibraéni kiivky.

4.2.1 Zakladni screening

Prvnim krokem experimentalni ¢asti prace bylo ovéteni inhibi¢niho potencialu TIP na enzym
AKR1B10. Zakladni screening byl celkové sloZen ze 16 reakci (Tab. 2). VSechny reakce byly
pfipravovany v triplikatech, vyjma kontroly bez enzymu a bez substratu, ty byly pfipraveny

v duplikatech. Pfiprava roztokii pottebnych k provedeni in vitro inkubace je rozepsana dale.

Tab. 2 Ptiprava reakci na in vitro inkubaci

Regeneracni  AKR1B10 DAUN
NaPB (ul) TIP (ul)

systém (ul)  (ul) (ul)
Neinhibovana reakce 60 0 20 10 10
DMSO kontrola 58 2 (DMSO) 20 10 10
TIP 10 pM/reakci 58 2 20 10 10
TIP 50 pM/reakci 58 2 20 10 10
Kontrola bez enzymu 70 0 20 0 10
Kontrola bez substratu 60 0 20 10 10 (vody)

NaPB — sodno-fosfatovy pufr, DAUN — daunorubicin, DMSO — dimethylsulfoxid, TIP — tipifarnib
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Sodno-fosfatovy pufr

Sodno-fosfatovy pufr o koncentraci 0,1M byl pfipraven ve dvou krocich. Prvni krok
zahrnoval pfipravu roztoku, ktery vznikl rozpusténim 3,58 g Na,HPO4.12H>O ve 100 ml
ultracisté vody. Druhym krokem bylo rozpusténi 0,39 g NaH>PO4.2H>0 ve 25 ml ultracisté
vody. Oba roztoky byly nakonec smichany tak, aby vysledné pH bylo 7.4.

Chlorid hofeénaty
0,1M MgCl byl pfipraven rozpusténim 1,02 g této slouceniny v 50 ml ultracisté vody.
Regeneracni systém

Regeneracni systém je dulezitou soucasti in vitro experimentu. Jeho hlavni funkci je
regenerace NADP" na NADPH, na kterém jsou enzymy AKR zavislé. Déje se tak oxidaci
glukosy-6-fosfatu pomoci glukosa-6-fosfat-dehydrogenasy (Obr. 11).

NADP* NADPH + H*
i
\ / HO—P—0—H,C
H O %
— QG 0

Obr. 11 Reakce katalyzovana glukosa-6-fosfat-dehydrogenasou (upraveno The Medical Biochemistry Page
2024)
G6PD — glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa

Piipravuje se vzdy cerstvy pied samotnou inkubaci dle schématu (Tab. 3), Nejprve se
do zkumavky odvazi na analytickych vahach NADP* a glukosa-6-fosfat. To se rozpusti
v NaPB a MgCl. Enzym glukosa-6-P-dehydrogenasa se piidava az tésné pied pipetovanim

regeneracniho systému do in vitro reakce.
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Tab. 3 Ptiprava regenerac¢niho systému pro jednu reakci

NADP* 0,2 mg

Glukosa-6-fosfat 0,6 mg

NaPB 10,0 pl

MgCl» 10,0 ul

Glukosa-6-fostat-dehydrogenasa 0,5 ul
Tipifarnib

Zasobni roztok TIP byl pfipraven rozpusténim 2,45 mg standardu ve 100 ul DMSO.
Tento 50mM zasobni roztok byl uchovavan na -80 °C. Nésledné byl nafedén na koncentraci
10 mM a uchovavén dlouhodobé¢ na -80 °C, ptipadné kratkodobé na -20 °C. Pted inkubaci
byl zasobni roztok dale nafedén DMSO na pracovni roztoky o koncentracich 2500 uM a 500
uM. Redéni bylo vypoéitano dle vzorce:

C1XV1=C2XV2

ve kterém ci = koncentrace zadsobniho roztoku (uM), Vi = objem zasobniho roztoku (ul),
c2 = koncentrace pracovniho roztoku (50x koncentrace inhibitoru v reakci) (uM), V2 = objem

pracovniho roztoku (poZadovany objem dle poctu reakci) (pul).
AKR1B10

Zasobni roztok enzymu AKR1BI10 byl pfipraven ve 20% glycerolu a pufru a skladovan
pti -20 °C, ptipadné -80 °C. Koncentrace zasobniho roztoku byla 1,5 mg/ml. Pfed inkubaci
byl zasobni roztok natedén 0,1M NaPB (pH 7,4) na pracovni roztok, jehoZ koncentrace
odpovidala vyslednému mnoZstvi 5 pg AKR1B10 nareakci. Pro vypocet byl pouZzit

nasledujici vzorec:
1 X V1 =Cy X VZ

kde ci1 = koncentrace zasobniho roztoku (mg/ml), Vi = objem zasobniho roztoku (ul),
¢2 = koncentrace pracovniho roztoku (mg/ml), V, = objem pracovniho roztoku (pozadovany

objem dle poctu reakei) (pul).
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DAUN

Zasobni roztok substratu byl rozpustén v ultracisté vodé a uchovavan v lednici pii + 4 °C.
Koncentrace zasobniho roztoku byla 5 mM. Zasobni roztok byl piipraven rozpusténim

1,41 mg DAUN v 500 pl ultracisté vody, podle vypoctu:
m=cXVXxXM

ve kterém m = hmotnost DAUN (g), ¢ = koncentrace zadsobniho roztoku (mol/l), V = celkovy

objem zasobniho roztoku (1), M = molarni hmotnost DAUN (563,98 g/mol).

Pied pouzitim byl zasobni roztok DAUN ponechan asi 4 minuty v ultrazvuku a nasledné

potfadné promichan.
Prubéh vlasti in vitro inkubace

Do plastovych mikrozkumavek byl postupné pipetovan NaPB, TIP, regenerac¢ni systém
aenzym v mnozstvi podle Tab. 2 (str. 35). Nasledn¢ byly mikrozkumavky promichany
a odstiedény 5-6 sekund pomoci funkce short spin. Poté byly vlozeny do pfedem
vytemperovanych inkubatort (37 °C), kde byly z diivodu preinkubace ponechdny minimalné
10 minut za stdlého michani pii 300 rpm. Reakce byly odstartovany pfidanim 10 pl substratu
a naslednym promichanim. Substrat byl takto ptidan do vSech mikrozkumavek s casovymi
rozestupy mezi jednotlivymi vzorky 20/30 s. Vlastni inkubace probihala za dodrZeni vyse
uvedenych podminek (teplota, michani) pfesn¢ 30 minut. Reakce byla zastavena pfidavkem
300 pl methanolu. Mikrozkumavka byla okamzité po ptidani methanolu poradné promichéna
a ponechana na ledu po dobu minimélné 10 minut. Poté byly vzorky ponechany precipitovat

minimalné 1 hodinu pii +4 °C, eventudln€ 30 minut pii -20°C.
UHPLC analyza

Zprecipitované vzorky byly odstiedény 10 minut pii 12 100 x g. Pfed analyzou bylo nutné
vSechny pfefiltrovat pres 0,2 pm PTFE membranu za pouZiti injekéni stiikacky, jehly a filtru
do pfipravenych a popsanych vialek s vlozenymi inserty. Piipravené vzorky byly nasledné
méfeny pii reverznim uspotfadani fazi na pfistrojich UHPLC Agilent Series 1290 Infinity
a Agilent Series 1260 Infinity II. Analyza byla provedena izokratickou eluci pfi sloZeni

mobilni faze 0,1% kyselina mravenci s acetonitrilem v poméru 74:26 (v/v) na kolon€¢ RRHD
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Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm; 1,8 um). Analytické podminky byly nastaveny na pratok
mobilni faze 0,7 ml/min a objem nastfiku 5 pl. Detekce probihala pti vinovych délkach
480 nm (excitacni) a 560 nm (emisni). Kvalitativni vyhodnoceni vychéazelo z porovnani
retencnich ¢ast pikli nezndmych vzorkl s retencnimi Casy standardi DAUN a DAUN-ol.
Kvantitativni vyhodnocovani neznamych vzorka bylo provedeno pomoci kalibra¢ni kiivky,

ktera byla linearni v rozsahu 0,25-0,50 pg/ml s R? > 0,99.
Vyhodnoceni vysledkii

Prvnim krokem pifi vyhodnoceni vysledkii byl vypocet specifické aktivity v Excelu

podle vzorce:

_ m Xk x1000

 tXcXMr
kde a = specificka aktivita (nmol/mg/min), m = mnozstvi DAUN-ol ve vzorku (ng/nésttik),
k = koeficient fedéni (=80), 1000 = ptevod jednotek, t = ¢as inkubace (min), ¢ = mnozstvi

enzymu na reakci (5 pg/reakci), Mr = molekulova hmotnost DAUN-ol (529,54 g/mol).

Pro tvorbu grafii a vypocet kinetickych parametri byl pouzity program GraphPad Prism
(verze 10.2.2).

4.2.2 Stanoveni ICsy

Piiprava reakci

Pti ptiprave reakci pro stanoveni ICso byl postup stejny jako u zékladniho screeningu s tim
rozdilem, Ze se pfipravovala pouze DMSO kontrola, inhibitory o rtiznych koncentracich
a kontrola bez enzymu. Neinhibovana reakce a kontrola bez substratu byly vynechany.

Vse bylo opét provedeno v triplikatech, celkoveé tedy 27 reakci.

Inhibitory byly pfipravovany v koncentraci 0,25; 0,50; 1; 2; 10; 50 a 100 uM/reakeci.
Jelikoz zésobni roztok mél koncentraci 10 mM, bylo tieba provést fedéni, konkrétné
postupné fedéni (od nejvysSi po nejniz§i koncentraci), podle stejného vzorce jako

u zakladniho screeningu.
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Vyhodnoceni vysledkii

Inhibi¢ni koncentrace 1Cso udava takovou koncentraci inhibitoru, pii které dojde k poklesu

enzymov¢ aktivity pfesné na polovinu (Obr. 12).

100

5 0 ....................................... \

specificka aktivita (%)

0 ICor 1

Obr. 12 Graficke znazornéni priubéhu enzymatickeé aktivity pri pouziti inhibitoru a stanoveni ICsoz grafu
Pii vyhodnoceni vysledkil byl stejny postup jako v ptipadé zakladniho screeningu.

4.2.3 Stanoveni Ki a typu inhibice

Piiprava reakci

Postup pfipravy byl opét stejny jako u zédkladniho screeningu. Vzorky byly pfipravovany o 6
koncentracich substratu a 4 koncentracich inhibitoru. Vzdy kazda koncentrace substratu
s kazdou koncentraci inhibitoru. Neinhibovana reakce, kontrola bez substratu a kontrola
bez enzymu byly vynechany. VSechny vzorky byly pfipraveny v triplikatech a celkem to bylo
72 reakci.

Inhibitory byly pfipravovany v koncentracich 0 (DMSO), 5, 10 a 20 uM/reakci postupnym

fedénim zasobniho roztoku (Tab. 4).
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Tab. 4 Priklad fedéni inhibitoru (pro 20 reakci)

[TIP v reakci] (uM) [prac. roztok TIP] (uM) V 1ie (ul) V pmso (ul)
20,0 1000,0 7,5 (10 mM) 67,5
10,0 500,0 32,5 (1 mM) 32,5
5,0 250,0 20,0 (0,5 mM) 20,0

TIP — tipifarnib, DMSO — dimethylsulfoxid

Dale byly pfipravovany koncentrace substratu 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 pM/reakci
postupnym fedénim ultracistou vodou (Tab. 5). Nejvyssi koncentrace pracovniho roztoku
(20 mM) byla ptipravena podle stejného vypoctu, jako pfi piipravé zasobniho roztoku

substratu u zdkladniho screeningu.

Tab. 5 Priklad fedéni substratu (pro 15 reakci)

[DAUN v reakci] (mM) [prac. roztok] (mM) V paun (ul) V ung (ul)
2,0 20,0 - -
1,0 10,0 240,0 (20,0 mM) 240,0
0,8 8,0 320,0 (10,0 mM) 80,0
0,6 6,0 240,0 (8,0 mM) 80,0
0,4 4,0 160,0 (6,0 mM) 80,0
0,2 2,0 75,0 (4,0 mM) 75,0

DAUN - daunorubicin, UHQ — ultradista voda

Vyhodnoceni vysledkii

Reversibilni inhibice jsou rozdéleny do 4 skupin — kompetitivni, nekompetitivni,
akompetitivni a smésné. K odliseni téchto typt inhibice bylo vyuzito grafického znazornéni
rovnice Michaelise a Mentenové a nasledna linearizace, tedy grafické vyneseni rovnice
Lineweavera a Burka (Obr. 13). Pro linearizaci bylo tfeba ziskat Michaelisovu konstantu Km
a maximdlni rychlost enzymové reakce Vmax, které byly opatieny z grafu Michalise
a Mentenové. Ky udava takovou koncentraci substratu, pii které je enzym praveé z poloviny
nasycen a reakcni rychlost je rovna poloviné maximalni rychlosti (Vmax/2). Vmax je

maximalni dosazitelna rychlost reakce pti dané koncentraci enzymu.
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Kompetitivni inhibice Nekompetitivni inhibice Akompetitivni inhibice Smésna inhibice

1fv v v v

0 181 [ 18] 0 18] 0 113

Obr. 13 Rozliseni typii inhibice podle grafii Lineweavera a Burka

Cervena — neinhibovana reakce; zelena — inhibovana reakce.

U kompetitivni inhibice inhibitor a substrat soutézi o volné vazebné misto na enzymu.
Inhibitor se pii tomto typu inhibice strukturné podoba substratu a vaze se do aktivniho mista
enzymu. Vznik4 tak komplex inhibitor-enzym, ktery je katalyticky neti¢inny. Zarovei plati,

ze se vzrustajici koncentraci substratu se bude inhibice snizovat.

Pti nekompetitivni inhibici neovliviiuje inhibitor vazbu substratu na enzym, jelikoZ se nevaze
do aktivniho mista, ale na volny enzym ¢i komplex enzym-substrat. U tohoto typu neni

inhibice ovliviiovana koncentraci substratu.

Akompetitivni typ inhibice je podobny nekompetitivnimu typu s tim rozdilem, Ze se nevaze
na volny enzym, ale pouze na komplex enzym-substrat. Také pokud budeme zvySovat

koncentraci substratu, bude se zvySovat i stupeii inhibice.

Inhibi¢ni konstanta Ki znazoriiuje, jak silny dany inhibitor je. Jednd se vlastn€é o typ
disociacni konstanty vyjadfujici miru afinity inhibitoru k ligandu. Konkrétné¢ udava
koncentraci inhibitoru potfebnou k dosaZeni poloviny maximalni inhibice. Cim mensi je

hodnota Ki, tim vétSi ma inhibitor vazebnou afinitu a staci nizsi koncentrace inhibitoru

k inhibici enzymové reakce.

Stejné¢ jako u predchozich experimentli, prvnim krokem vyhodnocovani byl vypocet

specifické aktivity v programu Excel, a potom vytvofeni grafii v programu GraphPad Prism.

42



5 VYSLEDKY A DISKUSE

Pro veskeré experimenty byl pouzit substrat DAUN, ktery je v pfitomnosti ATP pfeméinovan
na DAUN-ol pomoci enzym nadrodiny AKR. Prace se pak zaméfuje konkrétné na enzym
AKRI1B10. Inhibici tohoto enzymu je mozné ovlivnit mnozstvi vzniklého produktu, a tim

zlepsit uc¢inek antracyklinového antibiotika DAUN v terapii nadorovych onemocnéni.

5.1 Zakladni screening

Zakladni screening inhibice vybranych enzymu inhibitorem TIP byl soucasti predeslé prace
vyzkumné skupiny. Konkrétné se jednalo o enzymy AKR1C3, 1B10, 1B1, 1Al a CBRI.
V tomto vyzkumu nejvysSi miru inhibice vykazoval TIP u enzymu AKRI1C3, ¢emuZ se
vénuje zavérecnd prace s ndzvem ,,Potencidlni role inhibitoru tipifarnibu v [é€bé akutni
myeloidni leukémie* s predpokladanym datem obhajoby v roce 2024. Druhy nejvyssi
inhibi¢ni potencial ukazal TIP s enzymem AKR1B10.

Prvnim krokem této prace bylo ovéfeni inhibi¢niho potencidlu TIP v zakladnim screeningu
s enzymem AKR1B10. Cilem bylo ziskani a porovnani specifickych aktivit neinhibované
reakce, DMSO kontroly, reakce s koncentraci inhibitoru 10 pM/reakci a reakce s koncentraci
inhibitoru 50 pM/reakci (Obr. 14). Inhibitor o koncentraci 10 pM inhiboval reakci z 58,94 +
5,55 %, inhibitor o koncentraci 50 uM inhiboval reakci z 81,41 + 4,07 %. Kazdy experiment
byl proveden v triplikatu, pfiCemz prezentovany graf je slozeny z hodnot tii experimentd.
Statistické porovnani vyznamnosti rozdili jednotlivych vysledkli vykazovalo ve vSech
ptipadech hodnotu p <0,0001, tudiz rozdily mezi jednotlivymi vysledky jsou povazovany za

statisticky vyznamné.
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Obr. 14 Zakladni screening TIP s AKRIBI10
NI — neinhibovana reakce; DMSO - kontrola; INH10 - inhibitor o koncentraci 10 uM/reakci; INH50 - inhibitor
o koncentraci 50 pM/reakci; **** - hodnota p < 0,0001. Vysledky jsou vyjadfeny jako primeér + smérodatna

odchylka. Pocet méteni n = 3. Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita jednofaktorova ANOVA.

Z vysledkii experimentu tedy mozno shrnout, ze TIP inhibi¢ni potenciadl vic¢i enzymu
AKR1B10 vykazuje. Proto byly pro tuto dvojici enzym-inhibitor dale experimentalné
stanoveny kinetické parametry — hodnota ICso a Ki. Podobné vysledky vii¢ci AKR1B10
vykazoval v zédkladnim screeningu také inhibitor branebrutinib, ktery inhiboval reakce
262,97 % a 81,75 % (INH10 a INH50), ale lepsi vysledky poskytoval k enzymu AKR1C3
(77,24% a 91,79% inhibice) (Fiklikova 2022). Mezi dalsi in vitro zkoumané inhibitory, avSak
s niz§imi inhibi¢nimi potencidly k AKR1B10, patfily naptiklad zanubrutinib s 41,67%
a 74,83% inhibici (Havlickova 2022), entrektinib s 40,73% a 61,52% inhibici (Krtilova
2020), ibrutinib s 36,40% a 64,80% inhibici (Hudacova 2019) ¢i evobrutinib s 33,02%
a 51,00% inhibici (Zenkerova 2021). AZ na entrektinib, ktery o néco 1épe inhiboval AKR1B1
nez AKR1BI10, ostatni zminéné vykazovaly vyssi silu inhibice s AKR1C3. Na druhou stranu
vysledky dasatinibu poskytnuté studii Biikim et al. (2021) na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu a plicniho adenokarcinomu ukazuji, Ze dasatinib ma inhibicni
potencidl vyssi nez TIP, a to 77,3 % a 89,1 %. Po porovnani vysledkl s ostatnimi inhibitory
1ze tici, ze TIP by mohl patfit k vyznamnym potencialnim inhibitorim, vzhledem k faktu,
ze ma vysokou schopnost inhibice AKR1C3, zaroven poskytuje pomérné dobré vysledky

1s AKR1B10.
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5.2 Stanoveni ICsy

Hodnota ICso byla stanovena z grafické zavislosti specifické aktivity na logaritmické

koncentraci inhibitoru (Obr. 15). Experiment byl proveden celkové ¢tytikrat.
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Obr. 15 Stanoveni ICsg z grafu zavislosti specifické aktivity na logaritmické koncentraci inhibitoru TIP
TIP — tipifarnib, CI — interval spolehlivosti. Vysledky jsou vyjadieny jako primeér + smérodatna odchylka. Pocet
méfeni n = 4.

Obecné plati, Ze ¢im niz$i hodnota 1Cso, tim lep$i pro pacienta, protoze stac¢i mensi mnoZzstvi
inhibitoru, aby doSlo k inhibici enzymu. Pro TIP byla ICso stanovena na 8,38 uM s 95%
intervalem spolehlivosti 7,03-9,99 uM. Ve studiich Gore et al. (2006) a Sparreboom et al.
(2004) dosahovaly maximalni koncentrace TIP v plazmé hodnot 0,73 — 2,16 uM a 0,70 —
2,81 uM. Jedna se o hodnoty vyrazné¢ nizsi neZ v praci stanovend hodnota 1Cso. Pfi zachovani
soucasnych terapeutickych dédvek tedy neni mozné dosahnout dostate¢né koncentrace TIP ani
v plazmé¢, natoZ pak v misté¢ nadorového loziska. Aby bylo moZné pomoci TIP inhibovat
AKRI1B10 v organismu, bylo by tfeba podat vyssi davku, coz by ale mohlo vést k vétSimu
mnozstvi nezadoucich uc¢inkl, nebo zménit zplisob podani inhibitoru a zajistit tak doruceni
dostate¢né koncentrace v naddoru, naptiklad pouzitim né&jakého specifického nosice. Zarovein
pfi pouziti TIP k inhibici FTazy byla ICso = 0,86 nM (Shen et al. 2015) a jeho inhibi¢ni
potencidl s AKR1B10 je tedy mnohem mensi. Lepsi vysledky viici AKR1B10 poskytoval
také vySe zminény branebrutinib s 5,62 uM (Fiklikova 2022) ¢i emodin na bunkéch
karcinomu plic a jater, u kterého vychéazela dokonce pouze 0,59 uM (Hintzpeter et al. 2016).
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5.3 Stanoveni Ki a typu inhibice

Experiment byl provadén celkové tiikrat a nasledné byly vytvorené souhrnné grafy. Z grafu
Michaelise a Mentenové (Obr. 16) byla stanovena hodnota Ki = 9,95 + 1,31 uM a hodnota
a= 0,56 + 0,11. Afinita inhibitoru je tedy vysS§i vac¢i komplexu enzym-substrat
nez k samotnému enzymu. Linearizace dle Lineweaver-Burka (Obr. 17) poskytla grafické

znazornéni, ze kterého vyplyva, ze se pravdépodobné jedna o smiseny typ inhibice.

300+
8
é E 200- -e- neinhibovana
.E "gv = tipifarnib 5 uM
& 3 =+ tipifarnib 10 uM
® c -* tipifarnib 20 uM
o 1

Ki=9,95+1,31 uM

T ! T 1 a=0,56 £ 0,11
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Obr. 16 Grafické vyjadreni rovnice Michaelise a Mentenové pro stanoveni hodnoty Ki
DAUN - daunorubicin, Ki — inhibi¢ni konstanta, o — ureni typu inhibice. Vysledky jsou vyjadieny jako primeér

+ smérodatna odchylka. Pocet méfeni n = 3.
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Obr. 17 Lineweaver-Burkiiv graf pro urceni typu inhibice

DAUN - daunorubicin. Poéet méfeni n = 3.
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Hodnota Ki urcuje afinitu inhibitoru k enzymu. Opét, stejn¢ jako v piipadé ICs plati, Ze ¢im
niz§i je Ki, tim mensi mnoZzstvi inhibitoru je tfeba k dosazeni inhibice enzymu,
tim vyhodnéjsi je to tedy i1 pro pacienta. Pii tomto in vitro experimentu byla stanovena
hodnota Ki na 9,95 + 1,31 uM a typ inhibice byl uren jako smiSeny preferujici vazbu
na komplex enzym-substrat (podle hodnoty a = 0,56 = 0,11). Jedna se bohuzel, v porovnani
s vysledky jinych inhibitord, o hodnoty relativné vysoké. Napiiklad inhibitor branebrutinib
mél Ki=5,98 uM s inhibitorem AKRI1B10, a dokonce pouhych 2,94 uM u AKRI1C3,
s nekompetitivnim typem inhibice (Fiklikova 2022). Znamena to, Ze se inhibitor vaze jak
na komplex enzym-substrat, tak i na samotny enzym, coz je pro terapii piihodné&jsi.
Pti studiich na bunécénych liniich, provadénych s AKR1B10, pak vykazovaly inhibitory
dasatinib s Ki =0,6 uM (Biikiim ef al. 2021) a emodin s 0,68 uM (Hintzpeter et al. 2016)
mnohem vétsi inhibicni potencial. Ze zminénych pouze dasatinib vykazoval také smiSeny
typ inhibice (Biikkim er al. 2021). Nutno vSak pfipomenout, ze inhibice AKRI1B10

pravdépodobné neni jedinym mechanismem u¢inku TIP v terapii nadorovych onemocnéni.
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6 ZAVER

Enzymy z nadrodiny AKR zpusobuji komplikace pii terapii onkologickych onemocnéni
antracyklinovymi antibiotiky. Kvili jejich nadmérné expresi u rakovinovych bun¢k stoji
za rozvojem rezistence, tedy stavu, kdy se nadorové zvrhlé bunky jsou schopny branit proti
cytotoxickému piisobeni antracyklinti. Dé&je se tak diky vlastnosti AKR redukovat parentni
l1é¢ivo na méné€ ucinné alkoholové derivaty. Vyvoj inhibitort AKR s vysokym inhibi¢nim
uc¢inkem 1 pifi malych koncentracich by mohl byt nastroj pro piekonani zminéné

antracyklinové rezistence.

Prace byla zamétfena na zkouméani inhibi¢niho u€inku inhibitoru TIP vii¢i enzymu AKR1B10
pii pouziti DAUN jako substratu. Experiment tak navazuje na vysledky ptedeslého vyzkumu
pracovni skupiny, kdy TIP vykazoval nejvétsi silu inhibice viici AKR1C3, avSak relativné

pusobive vysledky prokazoval prave i s enzymem AKR1B10.

V prvni ¢asti bylo ze tfi provadénych méfeni prokazano, ze TIP o koncentraci 10 uM inhibuje
aktivitu enzymu AKRIB10 z 58,94 + 5,55 % a inhibitor o koncentraci 50 uM o 81,41 +
4,07 %. Hodnoty byly uznany za vyznamné a pokracovalo se tedy stanovenim dalSich

kinetickych parametri.

Druhym krokem experimentalni ¢asti bylo ur¢eni hodnot ICso, Ki a typu inhibice. Primérna
hodnota pro ICso byla stanovena na 8,38 uM a pro Ki na 9,95 uM. Z vytvorenych grafi bylo
prokézéano, Ze se pravdépodobné jedna o smiSeny typ inhibice. Hodnota a (0,56) naznacuje,

Ze inhibitor preferuje vazbu na komplex enzym-substrat.

Ze ziskanych vysledktli v porovnani s dal$imi in vitro zkoumanymi inhibitory vyplyva, ze za
soucasnych podminek davkovani TIP nevykazuje viici AKR1B10 velky potencidl pii 1écbé
malignit chemoterapeutikem DAUN. Ve vyzkumech ale TIP pro 1é¢bu rakoviny vykazuje
dobré vysledky, nutno vSak podotknout, ze zvraceni pfemény DAUN na mén¢ Uc¢inny
DAUN-ol pomoci AKR1B10 neni jedinym mechanismem jeho u¢inku. Do budoucna by
nami zkoumdna drdha mohla pfispivat k celkovému mechanismu u¢inku, pokud by se
podaftilo v misté nadoru dosdhnout koncentrace TIP alespon ptiblizné hodnotam IC50 ¢i Ki,

to znamena piiblizné 10 pM.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ABC
AKR
ALL

AML

CAAX

CDK
CBR1
CML

CREB

CSC
DAUN
DAUN-ol
DMSO
DOX
DOX-ol
EPI
FTasa
FTIs
Glc-6-P

Glc-6-P-dehydrogenasa

ATP-vézajici kazeta (z angl. ATP-binding cassette)
aldo-ketoreduktasa

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

motiv proteint (C-cystein, AA-alifatickd aminokyselina,

X-aminokyselina)

cyklin-dependentni kinasa

karbonyl reduktasa 1 (z angl. carbonyl reductase 1)
chronicka myeloidni leukémie

protein vazajici element cAMP

(z angl. cAMP response element binding protein)
kmenové bunky rakoviny (z angl. cancer stem cells)
daunorubicin

daunorubicinol

dimethylsulfoxid

doxorubicin

doxorubicinol

epirubicin

farnesyltransferasa

inhibitory farnesyltransferasy

glukosa-6-fosfat

glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa
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GSSG glutathion disulfid
IDA idarubicin
MDRI1 gen multilékové rezistence
(z angl. multidrug resistence 1 product P-glycoprotein)
MDS myelodysplasticky syndrom
MRP protein mnohocetné 1ékové rezistence

(z angl. multidrug resistence protein)

NaPB sodno-fosfatovy pufr

Pgp P-glykoprotein

ROS reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
SPT serin palmitoyltransferasy

TIP tipifarnib

TOPO II topoizomerasa II

UHPLC ultravysokoucinna kapalinovéa chromatografie

(z angl. ultrahigh-performace liquid chromatography)
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