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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Andrea Homerova
Skolitel: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Interakce piirodnich latek s lidskou aldo-ketoreduktasou 7A2

a dal$imi vyznamnymi karbonylredukujicimi enzymy

Redukcia karbonylovej skupiny patri medzi zakladné reakcie prvej faze
metabolizmu, ktord spdsobuje zvySenie hydrofility, umoznuje konjugaciu molekuly
v procese metabolizmu, exkréciu zlu€eniny z organizmu, dochddza k znizeniu reaktivity
a biologickej aktivity molekuly. Tejto reakcii podliehaju zlucCeniny endogénneho
aj exogénneho povodu a zabezpecuju ju karbonylredukujiice enzymy. Tieto enzymy
delime na zaklade Struktiry do skupin dehydrogenaz/reduktdz s kratky retazcom,
dehydrogenédz/reduktaz so stredne dlhym retazcom, aldo-ketoreduktdz alebo
chindnreduktaz. Inhibicia karbonylredukujicich enzymov sa javi ako sl'ubny ciel’ pre
vyskum. Je doleZzité si uvedomit’, Ze inhibiciou karbonylredukujucich enzymov je mozné
znizit" produkciu menej G¢innych metabolitov substratov, ako je tomu napriklad
u antracyklinovych chemoterapeutik daunorubicinu a doxorubicinu, ¢o by mohlo zmenit’

terapiu nadorovych ochoreni.

Tato praca bola zamerand na zistenie inhibi¢nej aktivity prirodnych latok
zo skupiny flavonoidov a alkaloidov. Na porovnanie inhibicie bola vyuzitd redukéna
reakcia protinddorového liec¢iva daunorubicinu na jeho metabolit daunorubicinol, ktory je
podozrely z vysSSej kardiotoxicity. Na vyhodnotenie vysledkov bola vyuzitda UHPLC

analyza a u najvyznamnejSieho inhibitoru bola stanovend hodnota 1Cso.
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7A2 and other important carbonyl reducing enzymes

Reduction of carbonyl group is one of the phase I metabolism reactions, which is
responsible for production of more polar metabolites, enables conjugation in process of
biotransformation, excretion of the molecule and it also causes decrease in reactivity and
biological activity of the molecule. Endogenous as well as exogenous compounds
undergo this reaction and carbonyl reducing enzymes are the ones which possess this
reducing activity. Based on the structure, we can divide the enzymes into several groups:
short-chain dehydrogenases/reductases, medium-chain dehydrogenases/reductases, aldo-
keto reductases and quinone reductases. Inhibition of carbonyl reducing enzymes appears
to be a promising aim of research. It is important to take into consideration that by
inhibiting carbonyl reducing enzymes it is possible to reduce production of less active,
but more toxic metabolites, for example in anthracycline chemoteraputics daunorubicin

and doxorubicin and that can lead to change in therapy of cancer.

This study focused on determination of inhibition activity of natural compounds
from flavonoid and alkaloid structural groups. The reducing reaction of anticancer drug
daunorubicin to its more toxic metabolite daunorubicinol was used to compare the
inhibiting activity. To analyse the results, UHPLC analysis was performed and the ICso

was established for the most significant inhibitor.
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1. UVOD

Hned’ po kardiovaskularnych ochoreniach sa na druhom mieste v pri¢indch umrtia
s podielom 20-25 % umiestiiuji nddorové ochorenia (Ondrusova 2007).
chemoterapeutikd, uktorych sa vSak stretavame s obmedzeniami ako s toxicita
metabolitov (hlavne kardiotoxicita) a rozvoj rezistencie pocas liecby. Jednym z moznych
pristupov ako ovplyvnit’ tieto neziaduce Ucinky je inhibicia redukcie tychto lie¢iv na ich
menej ucinné metabolity. Prave z tohto dovodu je vhodné skumat’ latky s inhibi¢énym
potencidlom voc¢i karbonylredukujucim enzymom, ktoré sa v organizme podielaju
na metabolizme endogénnych latok ale aj xenobiotik.

Tato praca bola zamerand na skiimanie potencidlnych inhibitorov z prirodnych
zdrojov. Aj ked’ tieto prirodné latky nepreukazu idealne inhibi¢né vlastnosti, je mozné,
ze povedu k odhaleniu nového Strukturalneho typu lieCiv, ktoré povedi k syntéze

derivatov s optimalnymi vlastnost’ami.



2. TEORETICKA CAST
2.1. ANTRACYKLINY

-----

proti nddorom v l'udskom tele. Iba niektoré druhy (ako napriklad nador hrubého creva)
nie st responzivne na ich poésobenie (Weiss 1992).

Pomenovanie antracykliny je odvodeny od Struktary, ktord je tvorena

antrachinonovym chromoférom blizkym tetracyklinom (Obr. 1) (Minotti a kol. 2004).

0
O OH \\

Doxorubicin: R;=-OCH; R,=-H R;=-OH R,=-OH
Daunorubicin: R=-0OCH; R,=-H R3;=-OH R,=-H
Epirubicin: R=-OCH; R,=-OH R;=-H R,;=-OH
|darubicin: R=-H R,=-H R3;=-OH R,=-H

Obr. 1 Obecna Struktira antracyklinov a Struktira zakladnych zlicenin tejto skupiny

(prevzaté z Crotti a kol. 2015)

Prvé dva antracykliny boli objavené v Sestdesiatych rokoch 20. storocia.
Daunorubicin (DAU) sa od doxorubicinu (DOX) lisi iba jednou hydroxylovou skupinou
(Weiss 1992).

Doxorubicin je vyuZivany na liecbu solidnych tumorov, ako napriklad tych, ktoré
vznikaji v prsnom tkanive, Zl¢ovodoch, tkanive maternice, pazeraku a pecene, d’alej pri

boji s osteosarkomom, sarkdmom mikkého tkaniva alebo non-Hodgkinovym lymfémom.



Na rozdiel od toho, daunorubicin je primarne vyuzivany v terapii akutnej myeloidnej
leukémie (Gewirtz 1999).

Pocas nasledujucich rokov bola celosvetova snaha vedcov objavit analogy
s mensSou akuatnou toxicitou, hlavne nizSim vyskytom kardiomyopatie, analogy, ktoré
moézu byt podané peroralne a/alebo analogy, ktoré maji vacsi alebo rozdielny
protinadorovy efekt. Ziaden z tychto analégov nepreukazal vys§iu G&innost, aviak
vykazuji rozdielnu toxicitu (Weiss 1992). Medzi tieto analdgy patri napriklad idarubicin,
odvodeny od Struktary daunorubicinu, u ktorého je mozna peroralna aplikécia. Idarubicin
vykazuje vyssiu aktivitu voci akutnej myeloidnej leukémii. Tiez sa vyuziva v terapii
prsnych nadorov ¢i non-Hodgkinovho lymfomu (Minotti a kol. 2004). Zaujimavé je, ze
zvySenu kardiotoxicitu vykazuji redukéné metabolity v porovnani s parentnymi latkami.
Avsak vysledky zaoberajlce sa toxicitou antracyklinov nie st konzistentné (Forrest a kol.
2000).

V suCasnosti je za hlavny mechanizmus tu¢inku povazovana inhibicia
topoizomerazy II (Deweese a Osheroff 2008). Uginok antracyklinovych antibiotik je tieZ
pripisovany ich interkalacii do Struktiry DNA. Mnoho autorov popisuje korelaciu medzi
aktivitou (terapeutickou a biologickou) a afinitou latky k DNA alebo urcitej sekvencii

DNA (Aubel-Sadron a Londos-Gagliardi 1984).

2.1.1. DAUNORUBICIN

Pomenovanie  daunorubicin  vzniklo  kombinaciou ndzvov  daunomycin
a rubidomycin, ktore popisuju rovnaku chemicku Struktaru,
(78,99)-9-acetyl-7-[(2R,4S,5S,6S5)-4-amino-5-hydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxy-6,9,11-tr1
hydroxy-4-methoxy-8,10-dihydro-7H-tetracene-5,12-dion (Obr. 2). Daunomycin bol
izolovany v roku 1963 zo Streptomyces paeucetius vyskumnou skupinou z Talianska.
Nazov rubidomycin pochadza od franctizskej vyskumnej skupiny, ktora izolovala ta ista
zluceninu (Tan a kol. 1967).

Jedna sa o tradi€né chemoterapeutikum, ktoré inhibuje nadorové bunky, zastavou
ich proliferacie a/alebo indukciou apoptdzy, ¢im zohrava klucovu ulohu v terapii
leukémie (Zhou a kol. 2018).

Nanest'astie toxicita, ktord suvisi sdavkou (priCom sa jedna hlavne
o kardiotoxicitu) obmedzuje pouzitie daunorubicinu v klinickej praxi a komplikuje jeho

praktické vyuzitie (Valcovici a kol. 2016).
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Pociato¢né klinické Studie daunorubicinu poskytli impulz pre d’alSie Stadium
antracyklinovych zlucenin: bola zaznamenana vyrazna aktivita voci akutnej leukémii
a detskym solidnym tumorom, nanestastie vSak bolo zaznamenané aj rozsiahle pole
toxickych ucCinkov zahfiajuce napriklad hypoplaziu kostnej drene, alopéciu
a ireverzibilnt kardiomyopatiu (Muggia a Green 1991). Medzi vedl'ajSie neziaduce
ucinky s niz8im vyskytom, ktoré stoja za zmienku su napriklad nauzea a zvracanie.
Vzhl'adom k dlhému pretrvavaniu antracyklinov v pokozke dochadza k extravazacii, ¢o

moze spdsobovat’ nekrozu tkaniva (Sonneveld a kol. 1984, Tan a kol. 1967).
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Obr. 2 Struktira daunorubicinu (prevzaté z Internet 1)

2.1.1.1. MECHANIZMUS UCINKU DAUNORUBICINU

Doposial’ bolo popisanych niekol’ko mechanizmov, ktorymi daunorubicin

eliminuje nadorové bunky a zaroven spdsobuje charakteristické toxické t€inky.

1. Interakcia so syntézou DNA a RNA

DNA ja povazovand za primarny ciel pdsobenia daunorubicinu. Tak ako u vSetkych
antracyklinov dochadza k interkaldcii molekuly do Struktary DNA (Obr. 3) (Gewirtz
1999).

11
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Obr. 3 Interkaldcia molekuly daunorubicinu do molekuly DNA (prevzaté z Kokenberg

1991)

2. Interakcia s topoizomerazou II

Zaroven daunorubicin, spolu s doxorubicinom a teniposidom, patri medzi tri zakladné
inhibitory topoizomerazy II (Hande 2008). Inhibiciou dochédza k zabraneniu opdtovného
spajania dvojvldknovych zlomov v DNA a tym k akumulacii poSkodenej DNA v bunke
(Deweese a Osheroff 2009). Nasledne je poskodend DNA rozpoznana ATM

proteinkindzou (ataxia telangiectasia mutated protein kinase) v jadre, o spdsobi zastavu

bune¢ného cyklu vo faze G2/M (Obr. 4) (Imai H. a kol. 2018).

Obr. 4 Schéma bune¢ného cyklu (prevzaté z Internet 2)
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3. Tvorba vol'nych radikalov

Daunorubicin méze byt enzymaticky premeneny na semichinéonové vol'né radikaly,
ktoré¢ mézu d’alej davat’ za vznik reaktivnym kyslikovym radikdlom ako st napriklad
superoxid, peroxid vodiku alebo hydroxylovy radikal (Obr. 5). Tieto formy kysliku mézu
sposobovat’ rozstiepenie vldken DNA a peroxidaciu lipidov, ¢o v kone¢nom dosledku

sposobuje poskodenie membran buniek a mitochondii (Halliwell a Gutteridge, 2007).
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o HZOZ

H

COCH,OH T
NADPH e 0;*
och, 0 on H ‘?
P450R Daunosamine
[:()(,'H:(')H
NADP+

" oH 0
2

I)Lunnwminc
I—b DNA & Protein Damage

Obr. 5 Tvorba semichindnového radikélu (prevzaté z Internet 3)

4. Tvorba DNA aduktov

Bilardi a kol. (2012) uvadzaji ako d’al§i z mechanizmov U¢inku tvorbu aduktov
lieCivo-DNA, ktoré su dalej stabilizované nekovalentnymi vodikovymi védzbami
s komplementarnym vldkonom DNA. Vo vysledku tento adukt pdsobi ako spojovaci
¢lanok medzi vldknami DNA (nejednd sa o cross-linker, kedze nie su viazané

kovalentnymi vizbami).

5. Ovplyvnenie apoptdzy

V neposlednom rade je skimany vplyv antracyklinov na indukciu apopt6zy. Skimané
st mechanizmy suvisiace s ovplyviiovanim molekul riadiacich bune¢ny cyklus alebo
expresiu rastovych faktorov. Ako priklad je mozné uviest’ suvislost’ medzi antracyklinmi

a proteinom p53 (Minotti a kol. 2004).
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2.1.1.2. BIOTRANSFORMACIA DAUNORUBICINU

Daunorubicin je v organizme sucasne degradovany niekolkymi metabolickymi
cestami. Hlavnymi su dvojelektronova redukcia (uhlik C13), jednoelektronova redukcia

(uhlik C12) a reduk¢na deglykosylacia (uhlik C7) (Edwardson a kol. 2015).

e Dvojelektronova redukcia

Hlavnou metabolickou drdhou je hydroxylacia na sekundarny alkohol, kedy
dochadza k redukcii na postrannom karbonylovom retazci (na uhliku C13). Této
dvojelektronova redukcia je katalyzovana NADPH-dependentnymi
karbonylredukujicimi enzymami (CRE) (Megias-Vericat a kol. 2018).

e Jednoelektronova redukcia

Pri jednoelektronovej redukceii antracyklinov dochaddza ku vzniku semichinénovych
radikalov. Tieto radikaly mézu byt opédt’ reoxidované na pdévodna antrycyklinova
Struktiru, priCom sa tvoria reaktivne formy kyslika (ROS). Medzi najvyznamnejSie
enzymy ucastniace sa tejto reakcie a vzniku semichinénovych radikdlov patria
NDPH-ubichinon-oxidoreduktéza, NADPH-chinéndehydrogenéza (NQO1),
xanthindehydrogenaza a NO syntaza 1, 2 a3 (NOSI1, NOS2, NOS3) (Megias-Vericat
a kol. 2018).

e Reduke¢na deglykosilacia

Reduk¢né deglykosilacia je vedl'ajSia metabolicka cesta, ktorej podiel na premene
antracyklinov je priblizne 1-2 %. Moze prebiehat” dvomi sposobmi: redukcia za vzniku
deoxyaglykénu alebo hydrolyza za vzniku hydroxyaglykéonu. Na tomto spdsobe
metabolizmu sa podielaju enzymy P450-oxidoreduktdza. P450-oxidoreduktidza je
flavoprotein, ktory prenasa elektrony z NADPH na cytochrém P450. Dalsimi doleZitymi
enzymami su xanthindehydrogenaza a NQO1 (Megias-Vericat a kol. 2018).

14



e Dalgie enzymy L. a II. faze biotrasformacie

Na metabolizacii antracyklinov sa podiel'aju aj d’alSie enzymy, ktoré maju vSak iba
minoritny efekt. Medzi enzymy prvej faze metabolizmu patria enzymy z nadrodiny
cytochromu P450, ako priklad mozno uviest CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI. Dalsim
enzymom je aj alkoholdehydrogenaza (Megias-Vericat a kol. 2018).

Medzi enzymy druhej faze metabolizmu, ktoré sa UCastnia transforméacie
antracyklinov radime glutathion S-transferazu. Dalej sem patria sulfotransferazy a d’alsie
antioxidatné¢ enzymy ako mangan superoxiddismutdza, kataldza alebo gluthation

peroxidaza (Megias-Vericat a kol. 2018).

2.1.2. KARDIOTOXICITA

Tak ako tomu byva iuinych cytostatik, antracykliny vykazuji mnozstvo
neziaducich u¢inkov, medzi najcastejSie patria supresia kostnej drene a gastrointestinalne
problémy ako nauzea a zvracanie (Muggia a Green 1991, Tan a kol. 1967). Jednym
z najzavaznejSich  problémov vSak ostava kardiotoxicita zapriCinend liecbou
antracyklinmi. Metaanalyza randomizovanych klinickych S§tadii pre nadory pfs,
vajeCnikov, lymfémov a osteosarkdémov ukazuje, Ze antracykliny v porovnani s inymi
terapeutickymi  postupmi zvySuju riziko klinickej kardiotoxicity 5,43-ndsobne,
subklinickej kardiotoxicity 6,25-nasobne a riziko srde¢nej smrti 4,94-nasobne (Smith
akol. 2010). Rizikové faktory pre rozvoj antracyklinmi indukovanej kardiotoxicity
zahfnaji kumulativnu davku, niz$i vek, radia¢nt terapiu v hrudnej oblasti a zZenské
pohlavie. Klinickeé stadie tiezZ poukazuji na suvislost’ medzi diagn6zou Downov syndrom
a kardiotoxicitou vyvolanou antracyklinmi v terapii leukémie (Krischer akol. 1997,

O'Brien a kol. 2008).

V stcasnosti  rozliSujeme niekol’ko typov takto zapriCinenej kardiotoxicity.
»Akutna® kardiotoxicita sa objavuje pocas alebo okamzite po podani cytostatika.
Dochadza knej zvdcSa pri rychlom podani infuzie a typicky zahffia vazodilaticiu,
hypotenziu a poruchy srde¢ného rytmu (Ferrans a kol. 1997). ,,Subakttna® kardiotoxicita
sa takmer neobjavuje. Prejavuje sa 1 az 3 dni po podani lieciva a bola ¢astejSia v minulosti
pri podavani vysokych davok antracyklinov (Hale aLewis 1994). ,,Chronicka*
kardiotoxicitu je mozné rozlisit na ,,v€asna,” ktora sa prejavi niekolko tyzdnov az

mesiacov po terapii (Ferrans a kol. 1997), alebo ,,oneskorent, ktorej prejavy sa mozu
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vyskytnut’ po desatro€iach (Lipshultz a kol. 1991, Scully a Lipshultz 2007, Steinherz
a Steinherz 1991).

Existuje niekol’ko hypotéz, ktoré objasiiuji mechanizmus toxického pdsobenia
anthacyklinov na kardiomyocyty. Najc¢astejSie sa uvadza vplyv volnych kyslikovych
radikdlov (ROS), ktorych vznik je katalyzovany zelezom. Antracykliny su schopné
produkovat’ ROS niekol’kymi sposobmi. Jednym je redukcia na kruhu C, ¢o vedie
k tvorbe semichindénového radikalu, ktory predava svoj volny elektron najcastejSie
kysliku, pricom vznika superoxidovy radikdl. Superoxidovy radikal je v bunke
zneskodneny dismutaciou na peroxid vodika, ktory ma nizku toxicitu a z organizmu je
eliminovany. Avsak peroxid vodika a superoxidovy radikdl mozu tvorit’ vel'mi reaktivne
a toxické hydroxylové radikaly. Této reakcia za normalnych podmienok prebieha vel'mi
pomaly, pokial' v§ak nie je katalyzovana iontami prechodnych kovov, hlavne zZeleza.
Vzniknuté hydroxylové radikdly su reaktivne a toxické a spdsobuju poskodenie
makromolekul - lipidov, proteinov aj nukleovych kyselin. Tvorba semichinénu méze byt’
katalyzovana vhodnymi flavoproteinmi, ktoré prijimaju elektron z NADH alebo NADPH
a prestvaju ho na antracykliny v sérii reakcii, ktoré su tiez nazyvané ,,redoxny cyklus*
(Simtinek a kol. 2009).

Druhy zakladny mechanizmus, ktorym zelezo mdze podporovat’ oxidacny stres
indukovany antracyklinmi je prostrednictvom formacie komplexu antracyklin-Fe
(ANT-Fe). V pritomnosti redukéného systému je ANT-Fe*" komplex redukovany na
ANT-Fe**, ktory moze reagovat s kyslikom za vzniku superoxidového radikalu.
V nepritomnosti redukéného systému dochadza ku vzniku radikalu -ANT-Fe?’, ktory je
tiez zodpovedny za vznik superoxidového alebo hydroxylového radikalu (Simtinek a kol.
2009).

Za fyziologickych aj patologickych podmienok si najvacs§im zdroj ROS
mitochondrie (Murphy 2009, Turrens 2003). Okrem toho antracykliny vykazuji vysokua
afinitu ku kardiolipinu. Kardiolipin je negativne nabity fosfolipid, ktory mdézeme najst’
vo vnutornej membrane mitochondrii (Goormaghtigh a kol. 1990). Kvoéli tomu su
antracykliny zadrziavané v mitochondriach vo vysokych koncentraciach. Vd’aka tomu st
mitochondrie povazované za jeden z najvyznamnejSich mechanizmov kardiotoxicity

antracyklinovych cytostatik (Berthiaume a Wallace 2007, Wallace 2003).
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Tiez bolo pri skimani tkaniv v pitevnych studidch zistené, ze doxorubicin a jeho
metabolit doxorubicinol sa preferencne akumuluju v tkanivach srdca v porovnani s inymi

organmi alebo kostrovymi svalmi (Stewart a kol. 1993).

2.1.3. REZISTENCIA NADOROVYCH BUNIEK VOCI ANTRACYKLINOM

Medzi komplikacie terapie antracyklinmi radime rozvoj rezistencie, kedy su
bunky nadoru schopné odolavat’ lieCivam. O primarnej (prirodzenej) rezistencii hovorime
v pripade, ze nadorové bunky st schopné odolédvat’ uz pri prvom podani lieciva.
V pripade, ze sa znizuje U¢innost’ liecby z dovodu, ze povodne responzivne nadorové
bunky postupne znizuju citlivost’ v priebehu lie¢by, hovorime o sekundérnej (ziskanej)
rezistencii. Ak sa stane, Ze pri strate citlivosti na lie¢ivo dochddza ku rezistencii aj na
cytostatikd podobnej struktary, hovorime o skrizenej rezistencii. Existuju vSak aj pripady
mnohocetnej liekovej rezistencie (MDR), kedy sa jedna o skrizent rezistenciu medzi
latkami s rozdielnou Struktirou aj mechanizmom u¢inku. Multirezistencia je vysvetlenim
necitlivosti nddorovych buniek k novym cytostatikam (Noskové a kol. 2000).

Medzi dovody MDR patria ABC-transportéry, ¢o su transportné proteiny so
Sirokou substratovou Specifitou, ktoré¢ obsahuju ATP-vdzbovu kazetu (Noskova a kol.
2000). ABC-transportéry st hojne exprimnované v nadorovych bunkéch, kde prenasaji
substraty von z bunky. Tento prenos latok cez membrany je vd’aka vyuZivaniu hydrolyzy
fosfatovych vézieb mozny aj proti koncentraénému gradientu, coho dosledkom je nizka
intracelularna koncentracia lieCiva a nasledné zlyhavanie terapie. Medzi enzymy, ktoré
najvyznamnejSie prispievaju  k mnohocetnej liekovej rezistencii patri ABCBI
(P-glycoprotein), ABCG2 (breast cancer resistance protein - BCRP) a ABCCI
(multidrug-resistance associated protein-MRP1) (Cihalova a kol. 2015, Dean a kol. 2001,
Szakacs a kol. 2008, Wu a kol. 2011).

Metabolicka premena antracyklinov karbonylredukujicimi enzymami, ktoré st
nadmerne exprimované prave v nadorovych tkanivach, je d’alsSim dévodom rezistencie
a znizeného ucinku terapie (Soldan akol. 1999, Veitch akol. 2009). Medzi
najvyznamnejsie antracyklinredukujuce enzymy radime AKRI1C3, AKR1A1 ¢i CBR1
(Hofman a kol. 2015). Tiez Bains a kol. (2010a) preukdzali vyznam AKR1C3, AKR1C4
a AKR7A2 v redukcii antracyklinov tym, Ze polymorfizmy tychto enzymov vyrazne

zniZuju in vitro metabolizmus doxorubicinu i daunorubicinu.
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2.2. KARBONYLREDUKUJUCE ENZYMY

S chemickymi zli¢eninami obsahujucimi karbonylovli skupinu sa denne
stretdvame, ked’ze sa vyskytuju ako stcast endogénnych i xenobiotickych zlucenin
(Opperman 2007).

Zluceniny obsahujuce karbonylova skupinu st schopné viazat' sa na proteiny,
lipidy, nukleové kyseliny a tymto spésobom ovplyviiovat’ biologické funkcie (Ellis 2007,
Shapiro 1998).

Redukcia karbonylu sa vztahuje na redukciu aldehydov alebo ketonov na skupinu
hydroxylovu (Barski a kol. 2008, Rosemond a Walsh 2004). Tato reakcia je typicka
reakcia prvej fazy metabolizmu, kde dochddza k zvySeniu hydrofility a umozneniu
konjugacie (to znamena umoznenie fazy Il metabolizmu) (Barski a kol. 2008, Hoffmann
a Maser 2007, Rosemond a Walsh 2004) alebo priamo exkrécie z organizmu (Rosemond
a Walsh 2004). AvSak zmena vlastnosti molekuly moze sposobit’ aj zmenu biologickej
aktivity zlucenin. Zaroven predstavuje aj sposob detoxifikacie organizmu, ked’ze
redukciou karbonylovej skupiny dochddza k zniZzeniu chemickej aktivity molekuly
(Barski a kol. 2008, Hoffmann a Maser 2007).

Napriek tomu, Ze redukéné reakcie karbonylovej skupiny patria medzi vyznamné
procesy I. faze metabolizmu, s tieto reakcie stale malo preskiimané. Hlavnym
problémom je nedostatok informacii o enzymoch katalyzujacich tieto reakcie. Ako
priklad je moZné uviest’ fakt, Ze tloha CRE v prvej fdze metabolizmu bola odhalena az
v osemdesiatych rokoch (na rozdiel od enzymov katalyzujlicich oxidaéné reakcie, ktoré
su skimané uz od rokov Sest'desiatych). TaktieZ tieto enzymy st tazko komercne
dostupné (Malatkova a Wsol 2014).

Enzymovej karbonylovej redukcii podliehajo  zlaceniny fyziologické
(endogénne), ale i xenobiotické (exogénne) (Opperman 2007). U fyziologickych latok je
karbonylova redukcia zvdcSa sucastou reverzibilnych oxidoredukénych reakcii
a sposobuje aktivaciu alebo inaktivaciu dolezitych signalnych molekal (Hoffmann
a Maser 2007). Z toho vyplyva, Ze fyziologickymi substratmi su steroidné hormony,
glukokortikoidy, monosacharidy, prostaglandiny a mastné kyseliny (Forrest a Gonzalez
2000, Hyndman a kol. 2003). V organizme sa podiel’aji na dolezitych procesoch ako je

metabolizmus steroidov, prostagladinov, dalej stresovda odpoved’ organizmu,

18



neurotransmisia, mutagenéza i karcinogenéza (Chang a kol. 2003, Forrest a Gonzalez
2000, Maser 1995, Opperman and Maser 2000, Rosemond a Walsh 2004).

Redukcia karbonylovej skupiny je hlavny proces prebiehajuci v prvej faze
metabolizmu pre mnoho lieCiv. Ako priklad mézme uviest fenofibrat, haloperidol,
naltrexon ¢i warfarin. Fenofibrat, je metabolizovany na kyselinu fenofibrovt, ktora d’alej
podlieha redukcii ketonickej skupiny, pricom produkt tejto redukcie oplyva
terapeutickym efektom, ktorym je zniZzovanie lipidov v organizme. Haloperidol,
atipsychotikum, podlieha redukcii aj reoxidacii. 64-Naltrexol je metabolitom naltrexonu
a funguje ako farmakologicky ucinnad forma, ktora posobi ako antagonista opioidného
receptoru. Jednym =z prvych popisanych substratov tychto enzymov je warfarin
(Moreland and Hewick 1975, Rosemond a Walsh 2004).

Redukcia karbonylovej skupiny je tiez vyznamnd u antracyklinovych antibiotik.
Redukciou karbonylovej skupiny molekuly doxorubicinu a daunorubicinu dochadza
k znizeniu aktivity tychto zlucenin antracyklinového typu, avsak tato reakcia je zaroven
povazovana aspoil z €asti za pric¢inu ich kardiotoxickych metabolitov (Licata a kol. 2000,
Minotti a kol. 2004, Mordente a kol. 2009). Z toho vyplyva, Ze inhibicia redukcie
karbonylovej skupiny moze zvysit' terapeutickl u€innost’ latky pouzitej ako lieCivo, ale
zéaroven znizit mnozstvo alebo zdvaznost’ neziaducich u¢inkov (Malatkova a Wso6l 2014).

CRE st vi¢sinou NAD(P)(H)-dependentné enzymy, ktoré preferujd NADPH nad
NADH (Barski a kol. 2008, Hoffmann a Maser 2007). To znamen4, Ze k svojej ¢innosti
potrebuju naviazanie kofaktoru nikotinamid adenin dinukleotidu a/alebo castejSie
vyuzivaného nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu. (Vynimkou je chindnreduktaza
NQO2, ktora vyuziva kofaktor dihydronikotinamid rib6zu) (Rosemond a Walsh 2004).

Tieto enzymy patria hlavne do nadrodiny dehydrogendz/reduktdz s kratkym
retazcom (SDR - short-chain dehydrogenases/reductases) a aldo-ketoreduktdz (AKR)
(Hoffmann a Maser 2007, Opperman 2007, Pilka a kol. 2009). RozliSujeme tieZ skupiny
chindnreduktaz (QR - quinone reductases), ktoré zabezpecuju premenu chindénov na
prislusné hydrochinénové zluceniny a nadrodinu dehydrogendz/reduktaz so stredne
dlhym retzcom (MDR - medium-chain dehydrogenases/reductases) (Obr. 6) (Opperman
aMaser 2000). Do nadrodiny su CRE zaradené podla primarnej Struktary
a $trukturalneho motivu. Strukturalny motiv skupiny SDR je Rossmannov zhyb, kdezto
urodiny AKR sa vyskytuje (B/a)s zoskupenie (Opperman 2007). Dal§imi znakmi,
ktorymi sa liSia ¢lenovia tychto rodin st génova sekvencia a zavislost na kofaktore

(Rosemond a Walsh 2004).
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Characteristics of enzyme families involved in carbonyl metabolism

Name Function Coenzyme Size Structure Mechanism Active site
MDE
Medium-chain dehy-  Alcohol oxidation, Mainly NAD{H), About 370 Rossmann-fold nucle-  Ordered BiBi, proton  {(Zn2+), (mainly)
drogenases reduc- quinone reduction, en- residues otide binding domain, relay system His, %er
tases dogenous dehydroge- two-domain structure,
nases/reductases, mostly Zn** depen-
dent enzymes
ALDH
Aldehyde dehydroge-  Omidation of endoge-  NAD(P)* About 500 Three-domain en- Thio-hemiacetal for-  Cys, Glu, Asp
nase nous and xenobiotic residues zymes, Rossmann-fold  mation; hydrolysis
aldehydes nucleotide binding do- transfer of acyl-enzyme
main, intermediate
AKR
Aldo-keto reductases  Omidoreduction of en-  NADP(H) About 320 (2/P)g (TIM) Barrel;  Acid-base mechanism — Tyr, Asp, Lys,
dogenous and xenobi- residucs no Rossmann-fold nu- with Tyr as catalytic  His, (Glu)
otic carbonyls, alcohals cleotide domain; acid /base, ordered BiBi
and C-C double bonds
SDR
Short-chain dehydroge- Omidoreduction of en-  NAD{P)H) About 270 a/B-Fold, onc-domain  Acid-base mechanism — Tyr, Lys, Ser
nases|reductases dogenous and xenobi- residues Rossmann-fold nucle-  with Tyr as catalytic
otic compounds; otide binding site acid /base, ordered BiBi
Iyases, epimerases
QR
Quinone reductases Two electron reduction  NAD(P)H; N-alkyl, About 280 Flavodoxmn fold FAD  Ping-Pong mechamsm, FAD, His, Tyr
of endogenous and N-ribosyl nicoti- residues charge relay;

xenobiotic quinones

namides

Obr. 6 Rozdelenie karbonylredukujucich enzymov (prevzaté z Opperman a Maser 2000)

Karbonylredukujuce enzymy st exprimované v mnohych tkanivach vratane
pecene, pluc, mozgu, obliCiek, sleziny, semennikov akrvi. Mdézu sa nachadzat
rozpustené alebo membranovo viazané (Forrest and Gonzalez 2000, Rosemond a Walsh
2004, Wirth and Wermuth 1992).

Medzi inhibitory karbonylredukujtiicich enzymov patri mnoho prirodnych latok,
napriklad kvercetin a jeho derivaty, kvercitrin a rutin (Ahmed a kol. 1978, Atalla a kol.
2000, Forrest and Gonzalez 2000). Cudské CRE st tiez citlivé na pdsobenie furosemidu,
indometacinu ¢i disulfiramu (Forrest and Gonzalez 2000, Iwata a kol. 1989). Dalej sa ako
inhibitory niektorych enzymov méze vyuZzivat' fenolftalein, menadion alebo nesteroidné

antiflogistika (Atalla a kol. 2000)

2.2.1. SDR ENZYMY

Nadrodina enzymov SDR je jedna z najvicSich proteinovych skupin doteraz
(Matsunaga a kol. 2006). Vicsina enzymov z tejto skupiny ma Struktiru dimérov alebo
tetramérov ana svoju Cinnost’ vyuzivaju NADPH ale i NADP, ktoré sa viaZzu na

Rossmannov zhyb, ktory je pre tieto proteiny charakteristicky a vyznamny pre vizbu
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s kofaktorom. U ¢lenov tejto nadrodiny je zachovand katalytickd tetrada
Asn-Ser-Tyr-Lys (Barski a kol. 2008, Jornvall a kol. 1995, Opperman a kol. 2003).

SDR enzymy st rozdelené do 7 skupin (podrodin) oznacenych pismenami:
C = ,classical®, E = ,,extended, A = ,,atypical®, I = ,intermediate, D = ,,divergent*,
X = ,,complex®, U =, ,unassigned* (Persson a kol. 2009). Cela skupina enzymov vykazuje
vysoku substratovi Specificitu. Tieto substraty patria najéastejSie medzi steroidy,
alkoholy, sacharidy ¢i aromatické xenobiotika (Barski a kol. 2008).

Medzi enzymy patriace do nadrodiny SDR patria napr. karbonylreduktazy
(CBRg), 114-hydroxysteroiddehydrogenaza  (HSD)  typ 1 (HSD11B1),
dehydrogenédza/reduktaza SDR rodiny c¢len 4 (DHRS4) a L-xyluléza reduktaza
(Matsunaga a kol. 2006).

2.2.1.1. KARBONYLREDUKTAZY V LUDKOM ORGANIZME

2.2.1.1.1. Karbonylreduktaza 1

Prvykrat bola karbonylreduktaza 1 izolovana v roku 1973 z mozgu ¢loveka a bola
oznacena ako aldehydreduktdza 1 (Ris a von Wartburg 1973). Jednd sa o monomérny
cytosolicky enzym. Nezvycajnou vlastnostou je, Ze in vivo existuje v troch forméch
s t0znym nabojom a mierne odliSnou molekulovou hmotnostou (Wermuth a kol. 1988).
Distribuovany je takmer vo vSetkych l'udskych tkanivach (Wirth a Wermuth 1992).
Najvyssie koncentracie vSak boli zaznamenané v organoch, ktoré st v blizkom kontakte
s exogénnymi zli¢eninami, ako su pecen,, oblicky a epitel gastrointestindlneho traktu
(Kassner akol. 2008, Wirth a Wermuth 1992). Bola tiez zistena suvislost’ medzi
genetickym polymorfizmom CBR1 a pravdepodobnost'ou vzniku neurodegenerativnych
ochoreni (Maser 2006).

CBR1 katalyzuje NADPH-dependentnu redukciu endogénnych latok ako st
prostaglandiny (9-ketoredukcia PGE; a PGE»), 3-ketosteroidy, 4-oxo-2-nonenal (ONE),
a isatin, ku ktorému vykazuje vysoku afinitu (Doorn a kol. 2004, Usami 2001, Wermuth
1981).

CBR1 katalyzuje premenu réznych exogénnych karbonylovych zlt¢enin, avSak
najvhodnej$imi substrdtmi s para- a ortho-chinony odvodené z polycyklickych
aromatickych hydrokarbonov. Fenantrénchinon je d’als§i dobre zndmy substrat CBRI1.

Vyzera to tak, ze CBR1 je vyznamnym detoxifikaénym enzymom chinénov, ale zaroven
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sa moze podielat’ na intoxikacii tymito zli¢eninami (Jarabak a Harvey 1993, Wermuth
1981).

Medzi exogénne substraty patria aj terapeuticky a toxikologicky doélezité
zluceniny. Substraty zradu lieCiv zahfnaji napriklad antipsychotikd (haloperidol),
diagnostikd (metyrapon), protizapalové lieCiva (loxoprofen), antagonistov serotoninu
(dolasetron) (Breyer-Pfaff a Nill 2000, Breyer-Pfaff a Nill 2004, Forrest a Gonzalez
2000, Kassner akol. 2008, Lal 2008, Ohara akol. 1995). Medzi najvyznamnejsie
substraty patria antracyklinové zluceniny, ktoré su redukované na uhliku C13 na
sekundarne alkoholy (Minotti a kol. 2004).

Zmeny v expresii CBR1 st preukdzané pri tumorigenéze v roznych tkanivach,
zvySena aktiva bola zaznamend v nadorovych tkanivach plic, hrubého creva a pfs,
naopak znizend aktivita u nadorov pecene a prostaty (Ismail a kol. 2000, Lal a kol. 2008,
Lopez de Cerain 1999, Suto akol. 1999). Stadie ukazuji, Ze aktivita v nadorovych
tkanivaich moze byt zvysena 2- az 40-nésobne (Lopez de Cerain a kol. 1999). Nizka
expresia CBR1 zvySuje invazivitu nddoru endomeria a koreluje s kratSou dobou preZitia
pacientov. Tak isto u pacientov s nemalobunecnym karcindmom pl’ic je znizena expresia
CBRI spgjana s kratSou dobou prezitia (Murakami a kol. 2012, Takenaka a kol. 2005).
Taktiez §tidie zaoberajuce sa vyskumom na bunkéch adenokarcindému ukazuja, Zze CBR1
je zapojeny v indukcii apoptdzy buniek (Tanaka a kol. 2005). CBR1 je diagnostickym
a prognostickym biomarkerom rozvoja rezistencie voci doxorubicinu u nadorov
gastrointestindlneho traktu. TieZ je preukdzané, ze prave tato upregulacia CBRI1 je
jednym z hlavnych pri¢in rezistencie voci antracyklinom (Matsunaga a kol. 2015).

Odhalenim G&innych a selektivnych inhibitorov CBR1 je mozné predizit’ u¢inok
antracyklinovych chemoterapeutik a zarovenn obmedzit ich hlavny neZiaduci
ucinok-kardiotoxicitu. Medzi syntetické inhibitory tohto enzymu patri kyselina
etakrynova, indometacin,
3-(1-terc-butyl-4-amino-1H-pyrazolo[3,4-d]|pyrimidin-3-yl)fenol a anal6gy zearalenonu
(Tanaka akol. 2005, Wermuth 1981, Zimmermann a kol. 2009). Medzi prirodné
inhibitory CBR1 patri resveratrol a niektoré flavonoidy (Gonzalez-Covarrubias a kol.
2008, Ito a kol. 2013). TaktieZ kurkumin dokéaZe inhibovat’ r6zne detoxifikacné enzymy
vratane CBR1 (Larasati a kol. 2018).
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2.2.1.1.2. Karbonylreduktaza 3

Karbonylreduktaza 3 (CBR3) je monomérny cytosolicky enzym, narozdiel od
enzymu CBR1 vSak bol objaveny neskor (jeho gén bol identifikovany v roku 1998). Gén
pre tento enzym sa nachadza v blizkosti génu pre enzym CBR1 na chromozéme 21
a taktiez vykazuje zhodu sekvencie az 71 % (Matsunaga a kol. 2006, Watanabe a kol.
1998). Napriek podobnej sekvencii aminokyselin a Strukture, enzym CBR3 preukazuje
iba obmedzent karbonylredukujiucu aktivitu (Miura a kol. 2008). Predopklada sa, ze
mRNA je exprimovand v réznych tkanivach, ale v zna¢ne nizSej miere ako pre enzym
CBRI1. Vysoké hodnoty mRNA enzymu CBR3 vykazuji vaje¢niky a pankreas (Miura
a kol. 2008).

Je zrejmé, ze katalyticka aktivita CBR3 je vyrazne niz$ia ako u enzymu CBRI1
(Miura a kol. 2008). Z endogénnych substratov CBR3 bol zatial' identifikovany isatin
(Pilka akol. 2009). CBR3 vykazuje oproti CBR1 nizku katalytickti aktivitu voci
steroidom, konkrétne vykazuje nizku 3- a 20-ketosteroidreduktazova aktivitu (Miura
a kol. 2008).

Redukénd aktivita exogénnych latok bola taktieZ nizsia ako u CBR1 u substratov
ako 4-benzoylpyridin a 4-nitrobenzaldehyd (Miura a kol. 2008). Pri hl'adani substratov
bolo zistené, ze najvhodnejSim je 1,2-naftochinon. Zaujimavé je tiez, ze CBR3 vykazoval
aktivitu voCi ortho-chindnom, avSak nie voci para-chinonom. Medzi d’alSie vhodné
subtraty tohto enzymu patria aj oracin, koniferyl aldehyd a acetohexamid (Pilka a kol.
2009).

Na zéklade §tadii sa predpoklada pro-apoptoticka funkcia enzymu CBR3. Espana
a kol. (2005) uvadzaja suvislost’ medzi zniZenou expresiou CBR3 a rozvojom metastaz
pri nadoroch prsnika. Ohkura-Hada akol. (2008) uvadza ulohu CBR3 ako
sprostredkovatel'a cytostatického ucinku 9-cis-retinovej kyseliny v terapii oralneho
skvamézneho nadoru. 9-cis-retinova kyselina zvysila expresiu CBR3 v nadorovych
bunkach, ¢o znizilo rast a migra¢ny potencial. Tiez k tomuto tvrdeniu prispieva fakt, ze
expresia CBR3 bola znaZzne znizen4 pri invazivnych formach tohto nadoru v porovnani
s menej agresivnymi formami.

Mnohé Stadie sa tiez zaoberaju vztahom CBR3 a antracyklinovych
chemoterapeutik. Bolo popisané, Ze in vitro metabolizuyje CBR3 daunorubicin
1 doxorubicin. Zaujimavé je, ze podla Bains akol. (2010b) je doxorubicin lepSim

substratom pre enzym CBR3 (Vmax = 466 + 22 nmol/min.mg proteinu) ako CBRI1
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(319 £ 29 nmol/min.mg proteinu), avSak expresia CBR1 je v tkanivach pecene az 10-krat
vys$$ia. Bains a kol. 2010b taktiez potvrdzuju, Ze rdzne varidcie génu CBR3 maju vplyv
na metabolizmus antracyklinov. Konkrétne varianty V244M, C4Y, V931 a C4Y+V244M
haplotyp znizuji Gc¢innost vo¢i obom skiimanym antracyklinom a M235L zniZuje
reduktazovu aktivitu vo¢i daunorubicinu. Je teda pravdepodobné, Ze tieto mutacie mézu

znamenat' zmenu v riziku antracyklinmi indukovanej kardiotoxicity.

2.2.1.1.3. Karbonylreduktaza 4

CBR4 vykazuje minimalnu zhodu s ostatnymi predstavitelmi skupiny CBR, to
znamena menej ako 30 %, o mdze znamenat’ odliSnost’ vo funkcii tohto enzymu. Odlisna
od rodiny CBR je aj tetramérna Struktira a subcelularny vyskyt, konkrétne v matrix
mitochondrii. CBR4 je sucastou komplexu ludskych mitochondidlnych enzymov
podielajucich sa na syntéze mastnych kyslelin (FAS — fatty acid synthesis) (Endo a kol.
2008, Chen akol. 2009). CBR4 je tiez exprimovany v tkanivach obli¢iek a pecene
v koncentraciach neporovnateI'ne nizsich ako enzym CBR1 (Endo a kol. 2008).

Medzi substraty CBR4 patria ortho- aj para-chindny. NajlepS§im substratom sa
ukazuje byt’ 9,10-naftochinon a 1,4-benzochinén (Endo a kol. 2008). Na zéklade d’alsich
skiimani bolo dokéazané, Ze CBR4 redukuje vylu€ne chinénové zluceniny a nie je schopny
redukovat’ aromatické ¢i alifatické ketony, aldehydy, sacharidy alebo ketosteroidy. Kvoli
tomu sa predpokladd, Ze je ucCasnty detoxofikéicie exogénnych chindénov. Ak vSak
koncentracia chinénov prekracuje v bunke kapacitu detoxifikaénych enzymov
superoxiddismutazy a glutationu, moze byt CBR4 zodpovedny za cytotoxicku aktivitu
9,10-naftochinénu in vivo (Endo a kol. 2008).

CBR4 neredukuje anthracyklinovu zluceninu daunorubicin (Endo a kol. 2008).

Napriek tomu, Ze CBR4 pdsobi ako reduktdza chindnov, nie je jeho aktivta
inhibované dikumarolom alebo kvercetinom, ako je tomu u inych chinénreduktaz (Endo

a kol. 2008).

2.2.1.1.4. 118-HSD typ 1 (HSD11B1)

Membréanovo viazany enzym 115-HSD1 v neporusenych bunkéach funguje ako
NADPH-dependentna reduktaza, ale tento enzym je v mikrozoémoch schopny v zavislosti

na kofaktore (NADPH alebo NADP") reagovat’ ako oxidaza aj reduktaza. Tento enzym
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je exprimovany v pe¢eni (Dzyakanchuk 2009, Yang a kol. 2018). Stdie tieZ poukazuju
na zvysenu expresiu v mukoze faryngu u fajciarov (Gronau et al. 2002).

KTItcova tloha enzymu je premena kortizonu na kortizol, stresovy hormon, ktory
sa viaze na glokukortikoidné receptory (Dzyakanchuk 2009, Yang a kol. 2018).

114-HSD1 je vyznamnym enzymom v redukcii lieiv ako napriklad bupropion,
ketoprofen, metyrapdn alebo toxinov (napr. NNK) (Hult a kol. 2001, Molnari and Myers
2012, Maser a Oppermann 1997).

Yang akol. (2018) tiez ako prvi poukazali na vyznamnu tulohu 115-HSD1
v metabolizme doxorubicinu a jeho premene na doxorubicinol. Subtratom tohto enzymu
je tiez oracin (Wsol a kol. 2004).

Ako selektivny inhibitor bol identifikovany PF-915275 (Yang akol. 2018).
Selektivne inhibitory 115-HSDI st potencidlne vhodné latky na liecbu diabetu typu 2
a kardiovaskularnych ochoreni (Wang 2006, Anderson and Walker 2013).
Neselektivnym inhibitorom je napr. kyseliny glycyrrhetinovd, naringenin, zICové
kyseliny, karbenoxolon, dexamethason, furosemid ¢i ethanol (Maser a Oppermann

1997).

2.2.2. ALDO-KETOREDUKTAZY

Aldo-ketoreduktazy su Strukturdlne pribuzné enzymy. Ako uZ bolo zmienené
charakteristickd je (P/a)s suprasekundarna Struktira, tieZ nazyvand TIM barrel
(triosephosphate isomerase) (Hyndman a kol. 2003, Jez a Penning 2001). Tato tvori
kompaktnu, napriek tomu vSak flexibilnu Struktiru s moznymi obmenami potrebnymi pre
naviazanie chemicky odliSného spektra karbonylovych zlucenin (Jez a kol. 1997a).
Viacsina vSetkych znamych AKR st monoméry, avSak poznatky poukazujii na
multimérne formy v rodine AKR2, AKR6 a AKR7 (Kelly a kol. 2000, Kavanagh a kol.
2002, Kozma a kol. 2002).

Najvicsia aktivita aldehyd redukujicich enzymov bola zaznamenana v oblickach
a v peceni u cicavcov, vtakov, plazov, obojzivelnikov a ryb. Karbonylredukujuca aktivita
je tiez meratel'nd u hmyzu a kvasiniek. Enzymy u kazdého druhu vykazovali molekulova
hmotnost’ medzi 30 a 40 kDa (Barski a kol. 2008, Davidson a kol. 1978, Jez a kol. 1997a,
Jez a kol. 1997b).

Enzymy AKR katalyzuji roéznoroddi skupinu oxidac¢no-redukénych reakcii

metabolizmu, pocinajuc redukciou glukozy a glukokortikoidov az po konjugaty
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glutathionu a aldehydy fosfolipidov (Barski a kol. 2008, Bohren a kol. 1989). Steroidy,
prostaglandiny ale i xenobiotikd patria medzi latky metabolizované enzymami tejto
rodiny (Bohren a kol. 1989, Hyndman a kol. 2003, Jez a kol. 1997b). Ked'Ze neobsahuju
kovovy alebo flavinovy kofaktor, nie su ucinné ako alkoholdehydrogenazy, ich posobenie
spoCiva iba v redukcii aldehydickej a ketonickej skupiny. Kedze v bunkach je
zabezpeceny prisun NADPH v dostatoénom mnozstve moze redukcia prostrednictvom
AKR prebiehat’ pri réznych energetickych stavoch v bunke, ktoré sa odvijaja od stavu
respiracie, rastu i hladovania (Barski a kol. 2008).

Mechanizmus ucinku tychto enzymov spociva v prvom kroku v odstepeni
hydriodvého i6nu z molekuly NADPH na molekulu karbonylu av druhom kroku
dochadza k naviazaniu protonu z rozpuastadla, aby doslo k redukcii na alkohol (Barski
a kol. 2008).

Clenovia danej rodiny vykazuji viac ako 40% homoldgiu navzajoma a zarovefi
menej ako 40% homolégiu s ¢lenmi inej rodiny (Barski a kol. 2008). Cicavcie AKR
spadaju do troch hlavnych rodin — AKR1, AKR6 a AKR7. U l'udi bolo identifikovanych
13 r6znych AKR proteinov, ktoré patria do tychto rodin (Obr. 7) (Hyndman a kol. 2003,
Barski a kol. 2008).
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Obr. 7 Fylogeneticky strom l'uskych aldo-ketoreduktaz (prevzaté z Barski a kol. 2008)
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2.2.2.1. AKR ENZYMY V LUDSKOM ORGANIZME

Medzi AKR, ktoré boli charakterizované v l'udskych tkanivach patria aldehyd
reduktdza AKRI1A1, aldosareduktizy @AKRIBI, AKRI1BI10, hydroxysteroid
dehydrogenazy AKR1C1, AKR1C2, AKRC3, AKRC4; A4-3-ketosteroid-5-5-reduktaza
AKRI1DI1; Kvp proteiny AKR6A3, AKR6AS, AKR6A9 aposlednymi st aflatoxin
reduktazy AKR7A2 a AKR7A3 (Barski a kol., 2008). Penning (2015) uvadza naviac

AKRIBI15 a 1,5-anhydro-D-fruktoza reduktazu AKR1E2.
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2.2.2.1.1. AKRIAl

Enzym AKRI1A1 patri medzi jeden z prvych identifikovanych enzymov (Barski
akol. 2008). Tento enzym je pritomny vo vSetkych tkanivach, avSak najvysSia
koncetracia bola zaznamenana v proximalnych tubuloch obli¢iek (Barski a kol. 2005).
Tento cytosolicky enzym sa d’alej nachadza v peceni, kostnej dreni, srdci, kosternych
svaloch, pankrease, prostate ¢i plicach (Hyndman a kol. 2003).

AKRI1A1 je jednym zenzymov AKR, ktory sa ucastnia syntézy cholesterolu
a triacylglycerolov, ked’ze sa ucastnia premeny D-glyceraldehydu na glycerol a tiez
metabolizmu kyseliny mevalénovej (Kim a kol. 2012).

Vhodnymi exogénnymi substratmi su aromatické aldehydy, napr. sukcinat
semialdehyd,  4-karboxybenzaldehyd, 4-nitrobenzaldehyd,  pyridin-3-aldehyd
a pyridin-4-aldehyd (O’Connor a kol. 1999).

AKRI1ALI1 je zvySene exprimovany v radiorezistentnych nadorovych bunkach
laryngu HEp-2 (RR-HEp-2) (Kim a kol. 2010). Dalsimi $tidiami Kim a kol. (2012)
dokazuju, ze znizenim expresie AKRIA1 dochadza k inhibicii bunecnej proliferacie
aktivaciou p53. Mutacie génu AKRIAI siu spajané so zvySenym vyskytom
non-Hodgkinovho lymfému (Lan a kol. 2007).

AKRI1AT1 patri ku karbonylredukujicim enzymom, ktoré sa podiel’aju na premene
antracyklinov na kardiotoxické sekundarne alkoholy (Bains a kol. 2008, Plebuch a kol.
2007), ¢im prispievaji k rozvoju antracyklinovej rezistencie (Plebuch akol. 2007).
Quifiones-Lombrafia a kol. (2014) zistili, Ze rozdiely v expresii AKR1A1 ovplyviiuji

mieru redukcie daunorubicinu v srdcovom svale.

2.2.2.1.2. AKRI1BI

AKRIBI sa ucastni na poSkodzovani tkaniv pri hyperglykemickom stave
a sekundarnych komplikaciach diabetu mellitu (Jez a kol. 1997a). Tieto zahfnaju rozvoj
sivého zakalu oka, retinopatie, neuropatie ¢i nefropatie (Jez a kol. 1997a, Makiishi a kol.
2003, Yang a kol. 2003, Zablocki a kol. 2011).

Expresia AKRIB1 je =zvySend, ak je vysoka hladina glukozy v krvi
prostrednictvom NF«kB, ¢o mdze byt prepojenie medzi diabetom a zvySenym rizikom
niektorych typov nadorov (Yang a kol. 2008). AKRI1B1 katalyzuje redukciu PGH2 na

PGF>, v metabolizme arachidonovej kyseliny. Enzymy podiel'ajuce sa na metabolizme
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arachidonovej kyseliny sa zucastiiuju patofyziologickych procesov mnohych ochoreni,
vratane nadorovych (Wu a kol. 2017). PGF», ako hlavny metabolit AKR1B1 moduluje
bunecnt adhéziu, migraciu a invaziu v nadoroch endometria (Sales a kol. 2008).

Mnohé studie spéjaju enzym AKRIBI1 s rezistenciou nadorov (Dan a kol. 2003,
Plebuch a kol. 2007), navySe niektoré vyskumy spdjaji AKRIB1 s nadormi hrubého
¢reva (Tammali a kol. 2011a). AKR1B1 sa v bunke ucastni procesov, ktoré stvisia
s karcinogenézou, ako mnapr. EMT (epithelial-mesenchymal transition), zépal
a angiogenéza (Wu a kol. 2017, Zablocki a kol. 2011). Gén AKRIB1 je podexprimovany
v nddoroch prostaty a nadmernd expresia suvisi so skratenou dobou prezitia pacientov
s AML aroznymi typmi myelémov (Laffin a Petrash 2012). AKR1B1 podporuje
tumorigénnu a metastazovu aktivitu ,,basal-like* nadoru pfs cestou pozitivnej spitnej
vizby. Z toho vyplyva, Ze nadexpresia AKR1BI1 koreluje s nizkou progndzou u pacientov
s tytmo typom nadoru (Wu a kol. 2017).

Substratmi AKRI1B1 su isokortikosteroidy, produkty lipidovej peroxidacie ako
napr. 4-hydroxy-2-nonenal alebo environmentélne polutanty ako akrolein (Barski a kol.
2008, Wermuth a Monder 1983).

AKRIBI sa s d’al§$imi enzymami SDR a AKR rodiny podiel'aji na metabolizme
exogénnych latok, vratane antracyklinovych chemoterapeutik (Rosemond a Walsh 2004).

AKRIB1 patri medzi karbonylreduktdzy, ktoré su spdjané srovojom
kardiotoxicity pri liecbe doxorubicinom ¢i daunorubicinom (Plebuch a kol. 2007).

Medzi zname inhibitory AKRIBI1 radime tolrestat, epalrestat, ranirestat
a fidarestat. Klinicky vSak vyuzivanie inhibitorov nie je mozné hlave kvoli vedlajSim
neziaducim ucinkom (Hotta a kol. 2001, Hotta a kol. 2012, Matsumoto a kol. 2008,
Sestanj a kol. 1984).

2.2.2.1.3. AKRI1B10

AKR1B10 je monomérny cytosolicky enzym primarne exprimovany v tkanivach
gastrointestindlneho traktu: hrubom a tenkom c¢reve, kde zohrava fyziologicka ulohu
v metabolizme steroidov a aldehydov zo stravy (Scuric a kol. 1998, Zhong s kol. 2009).

Endogénnymi substratmi su o, f-nenasytené karbonyly/lipidové peroxidy (Zhong
a kol. 2009) a all-trans-retinal (prekurzoru retinovej kyseliny, ktora reguluje bune¢nu

proliferaciu a diferencidciu) (Quinn a kol. 2008, Ruiz a kol. 2009).
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Exogénnymi substratnmi su dolasetron, pyridin-3-aldehyd
a 4-(methylnitrosamino)-1(3-pyridyl)-1-butanéon  (Martin a kol. 2006). Redukuje
exogénne latky ako isoprenyl aldehydy (farnesal a gerananylgeranial), cytotoxické
aldehydy (akrolein a 4-hydroxy-2-nonenal) a polycyklické aromatické hydrokarbony
(enviromentalne prokarcinogény) (Endo a kol. 2009, Ruiz a kol. 2009, Shen a kol. 2011).

Enzym podporuje bunecny rast a prezitie zdsahom do syntézy mastnych kyselina
lipidov a metabolizmu kyseliny retinovej (Ma a kol. 2008). Nadexprimovany je pri
nadoroch pfs, hepatoceluldrnom karcinome, nemalobunecnom karcinome plic, nadore
krc¢ka maternice, endometria a pankreasu (Scuric a kol. 1998, Ma a kol. 2012, Sato a kol.
2016, Yao akol. 2014, Yoshitake a kol. 2007). Li a kol. (2017) potvrdili nadexpresiu
AKRIB10 v nadore pfs, ¢o podnecuje migraciu a invaziu MCF-7 a BT-20 bunkami
prostrednictvom ERK signalizacnej kaskady. AZ v 70 % skimanych pacientov s
adenokarcinomom pankreasu bola zaznamenana zvysSena expresia AKR1B10 (Chung
a kol. 2012). Naopak v 88 % pripadov kolorektalneho karcinomu moézeme pozorovat
znizen expresiu tohto enzymu (Kropotova akol. 2010). Podexpresia je tiez
zaznamenand u nadorov hlavy a krku (Laffin a Petrash 2012).

AKRIBIO sa ucastni detoxikacie cytotoxickych karbonylovych zlucenin
z organizmu (Shen a kol. 2011). Premiena daunorubicin a idarubicin na ich sekundarne
alkoholy a s menSou Uc¢innostou aj doxorubicin a epirubicin (Zhong a kol. 2011), ¢o
podporuje tvrdenie, Ze zvySena expresia tohto enzymu je zodpovedna za rezistenciu na
tieto chemoterapeutka (Matsunaga a kol. 2012).

Endogénnymi inhibitormi st steroidné hormony, ZICové kyseliny a ich metabolity
(Endo akol. 2009). Pre vyvoj terapeuticky vhodnych inhibitorov sa javia byt
najvhodnejsie zluceniny odvodené od oleanolovej kyseliny (Takemura akol. 2011).
Medzi d’alSie latky mozné vyuzit na inhibiciu AKR1B10 patria prostaglandin A1, butein
(Diez-Dacal akol. 2011, Song akol. 2010), kyselina flufenamova, mefendmova,

glycyrrhetinova, kvercetin, ibuprofen, indometacin (Endo a kol. 2010).

2.2.2.14. AKRICI

Vlastnost'ou, ktord odliSuje rodinu AKRIC od inych ¢lenov rodiny AKR je, Ze
tieto enzymy sa tieZ nazyvaju dihydrodioldehydrogenazy, kvoli ich schopnosti
katalyzovat NADP'-dependentna  oxidaciu  trans-dihydrodiolov — aromatickych

hydrokarbénov na koreSpondujuce katecholy (Barski a kol. 2008). Je preukazané, ze
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pomer NADP/NADPH ma vplyv na priebeh reakcii katalyzovanych enzymami AKRI1C.
Vsetky enzymy tejto skupiny sa nachadzaji v peceni, liSia sa vSak vyskytom v ostatnych
Castiach tela. Vdaka zasahu do reguldcie prostaglandinov, steroidnych Struktar
a zl¢ovych kyselin su enzymy rodiny AKR1C vnimané ako jeden z moznych cielov pri
liecbe nadorov prostaty, prsnikov, endometria alebo v lie¢be endometriézy (Henderson
a Feigelson 2000, Rizner a Penning 2014).

AKRIC1 je ddlezity cytosolicky enzym v metabolizme steroidov,
prostaglandinov a pre aktivaciu PAH (Penning 2004, Rizner a Penning 2014).

AKRI1CI1, ktora vlastni 20a-HSD (hydroxysteroiddehydrogendzové) vlastnosti, je
dolezitad na premenu progesteronu na 20a-hydroxyprogesteron, pricom touto redukciou
dochadza k inaktivacii tohto hormoénu (Berani€ a kol. 2012, Piekorz a kol. 2005, RiZzner
a kol. 2006).

Okrem toho preukazuje aj 3a- a 34-HSD aktivitu v zavislosti na type steroidnej
Struktaty:  3-keto-5f-dihydrosteroidy redukuje na 3oa-hydroxyderivaty, kdezto
3p-hydroxyprodukty st produktami redukcie 3-keto-5a-dihydrosteroidov. Redukované
steroidné Struktiry Sa-androstan-3f,17f-diol a 5a,3f-tetrahydroxypregnan su ligandami
estrogénového receptoru f a antagonistami GABAa receptoru. Vysledkom redukcie
enzymom AKRICI je tieZ neuroaktivny Sa/f-pregnan-3a-ol-20-on, ktory je pozitivhym
modulatorom GABAA receptoru a taktiez Sa-dihydrotestosteron (Matsunaga a kol.
2006).

Substratmi AKR1C1 st aj xenobiotické karbonylové zli€eniny. Jeden z rozdielov
oproti enzymom podrodiny AKR7A je jeho schopnost’ redukovat’ aromatické ketony.
Medzi substraty patria napriklad dolasetron, naloxon, naltrexon, oracin, ketotifen,
haloperidol ale aj daunorubicin (Breyer-Pfaff a Nill. 2000, Breyer-Pfaff a Nill. 2004,
Ohara a kol. 1995, Wsol 2007).

AKRICI1 je nadmerne exprimovany v naddoroch endometria ¢i nadoroch pltc
(Rizner 2012, Tian a kol. 2016, Wang a kol. 2007). Nadexpresia bola zaznamenana aj
v nddoroch mocového mechura a je zavisla na IL-1f (Matsumoto a kol. 2016).

Nizka expresia bola zistena v nddorovych tkanivach pfs v porovnani s normalnym
prsnym tkanivom (Lewis a kol. 2004). Expresia AKRICI1 je tieZ spdjana s rezistenciou
na lie€bu u nadorov kolorekta pri lie€be cisplatinou a leukemickych U937 buniek pri
terapii daunorubicinom (Matsunaga a kol. 2013, Matsunaga a kol. 2014). AKR1C1 je

podstany v tvorbe metastdz nemalobune¢ného nadoru pluc ovplyviiovanim STAT3
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kaskady a spdjany so zlou prognézou (Zhu a kol. 2018). AKRIC1 je v podexprimovana
v nddorovych tkanivach pfs (Lewis a kol. 2014).

AKRIC1 metabolizuje lieCivo oracin (Wsol akol. 2007). Bolo zistené, ze
zvySenim expresiec AKR1C1 dochadza k zniZzeniu ucinkov daunorubicinu u bunecnej
leukemickej linie U937 (Matsunaga a kol. 2014).

Selektivnym a vel'mi silnym ihibitorom je benzbromaron (Higaki a kol. 2003),
medzi d’alSie pratria benzodiazepiny napr. diazepam, flunitrazepam alebo nitrazepam
(Usami akol. 2002), zprirodnych latok sem patria 7-hydroxyflavanon,
3,7-dihydroxyflavanon a naringenin (Brozi¢ akol. 2006). Medzi induktory patria
napriklad etakrynova kyselina, polycyklické aromatické zliceniny, niektoré fenolické
antioxidanty, ROS a isothiokyanaty (Bonnensen a kol. 2001, Burczynski a kol. 1999,
Burczynski a kol. 2001). El-Kabbani a kol. (2010) uvadza ako vyznamené inhibitory
salicylaty aich derivaty, napriklad 3-brom-5-fenylsalicylat alebo
3-chlor-5-fenylsalicylat.

2.2.2.1.5. AKRIC2

AKRIC2 a 1C3 sa vyskytuji v prostate a v prsnej zl'aze (Penning a kol. 2004).
Prirodzenymi substratmi su prostaglandiny a steroidy (Penning a Drury 2007, Penning
2015). AKR1C2 je zndmy ako protein viazuci ZI¢ové kyseliny, ked’Ze jednou z funkcii je
ich transport zo ZI€ovych kanalikov k okrajovym castiam hepatocytov (Stolz a kol. 1993).
Napriek Strukture podobnej AKRI1C1 vlastni tento enzym iba 3a-HSD aktivitu. Prave
vdlaka tomu sa predpokladd, Ze zohrava doleziti Ulohu v inaktivacii
Sa-dihydrotestosteronu a syntéze neuroaktivneho allopregnanolonu (Penning a Drury
2007, Penning 2015).

Nielenze je preukazana uloha enzymu v patogenéze a rozvoji nadoru prostaty (Ji
akol. 2003), ale vyskumy poukazuji na moznost' zainetresovania aj v patogenéze
glaukdému a obezity u zien (Agapova a kol. 2003, Blouin a kol. 2005).

Substraty tychto enzymov st obdobné ako u enzymu AKR1C1. Zo zna¢nej miery
je metabolizovany ketotifen, ked’Ze substratom su R- aj S-enantiomér (Breyer-Pfaff a Nill.
2000, Matsunaga 2006).

AKRIC2 metabolizuje oracin stereosSpecificky na (+)-dihydrooracin (Wsol a kol.
2007).
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Inhibitormi su zl¢ové kyseliny a nesteroidné protizapalové lieciva ibuprofen,
kyselina flufenamova ¢i indometacin (Byrns a kol. 2008, Hara a kol. 1996, Higaki a kol.
2003).

2.2.2.1.6. AKR1C3

AKRIC3 je monomérny cytosolicky protein (Miller akol. 2012) najviac
exprimovany v prostate a prsnej zl'aze (Penning a kol. 2000). Nazyva sa aj PGF syntaza,
vzhl'adom k tomu, Ze katalyzuje premenu prostaglandinu H> na PGF», a prostaglandinu
D na 115-PGF2, (Komoto a kol. 2004, Penning a kol. 2015). Tiez je zodpovedny za
inaktivaciu So-dihydrotestosteronu na menej aktivne formy 3a-androstan-3a,174-diol,
androsteron a androstandion (Miller a kol. 2012) Okrem toho vykazuje aj 3a-HSD, 3f3-
HSD, 17B-HSD a 11-ketoprostaglandin reduktdzov(i aktivitu, ¢o mu umoZiuje
metabolizovat’ estrogény, prostaglandiny i progesteron (Lin a kol. 2004).

Xenobiotické substraty AKRIC3 st napr. fenantrenchinon, nitrobenzaldehyd
1 nitroacetofenon (Suzuki-Yamamoto a kol. 1999).

Preukdzana je koreldcia medzi expresiou AKRI1C3 a nddorom prostaty (Pfeiffer
2011) a taktiez adenokarcinomom (Miller a kol. 2012) a metastazami lymfatickych uzlin
pri kolorektdlnom karcinome (Nakarai akol. 2015). Je zname, Ze je nadmerne
exprimovany v tkanive prsnych nadorov (Yoda a kol. 2015).

AKRIC3 je tiez spajany s rozvojom rezistencie vo¢i doxorubicinu pri prsnych
nadoroch (Zhong a kol. 2015).

Preukdzanym inhibitorom je indometacin (Byrn akol. 2008). Khanim a kol.
(2014) odhalili inhibi¢né vlastnosti 4-methyl(de-dimethylamin)-tetracyklinu, ktory vSak
nepreukazuje antileukemické ucinky ako inhibitor 6-medroxyprogesteron acetat, ktory sa
vyuZiva v terapii akltnej myeloidnej leukémie. Selektivnym inhibitorom je
indometacinovy analog, N-(4-chlorbenzoyl)-melatonin (Byrns a kol. 2008). Bolo zistené,
ze inhibitor AKR1C3 s ozna¢enim ASP9521 inhibuje tumorigenézu in vivo aj in vitro

(Loriot a kol. 2014).

2.2.2.1.7. AKRIC4

AKRIC4 sa nachadza prevazne v peCeni (Bauman a kol. 2004, Penning a kol.

2000). Vykazuje hlave 3a-, ale aj slabu 17a- a 20a-HSD aktivitu (Penning a kol. 2000).
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Podiel’a sa na katabolizme cirkulujucich steriodnych horménov a metabolizme zl¢ovych
kyselin (Bauman a kol. 2004, Russel 2009).

Substratmi su rézne xenobiotické karbonylové zluCeniny a lie¢iva, medzi ktoré
patri naloxon, naltrexon a oxykodon, ale je takmer plne neaktivny voci bufenololu,
daunorubicinu, haloperidolu a ketotifénu (Matsunaga a kol. 2006). Tiez je preukazané, ze
latky ako sulfobromftalein, derivaty kyseliny klofibrovej a protizapalové latky odvodené
od 2-arylpropionvej kyseliny zvysSuju aktivitu tohto enzymu (Matsuura a kol. 1996,
Matsuura a kol. 1998, Yamamoto a kol. 1998).

AKRIC4 je spgjany s vyskytom kolorektalneho karcindmu (Gylfe a kol. 2013).

AKR1C4 patri medzi karbonylredukujuce enzymy, ktoré redukuju oracin (Wsol
a kol. 2007).

Enzym je mozné inhibovat’ fenolftaleinom a steroidnymi protizépalovymi
latkami, napr. medroxyprogesterén acetdt pdosobi ako inhibitor vSetkych enzymov

AKRIC (Higaki a kol. 2003, Khanim a kol. 2014).

2.2.2.1.8. AKR7A2, A3

Molekuly enzymov rodiny AKR7 st narozdiel od ostatnych rodin funkéné diméry
(Kozma a kol. 2002, Penning 2015) a st charakteriské svojou schopnost'ou redukovat’
dialdehyd aflatoxinu B1 na menej toxicky alkohol (Ellis a kol. 1993, Penning 2015).

AKR7A2 je hojne zastlipeny okrem pecene aj v extrahepatalnych tkanivéach a je
preukdzana jeho asociacia s Golgiho aparatom (Ireland a kol. 1998, Kelly a kol. 2000,
Kelly akol. 2002). Stidie ukazuju, ze AKR7A2 je najviac exprimovana
antracyklinreduktaza v srde€nom svale (Hoefer a kol. 2016).

Ma vysoku afinitu a katalyticka G€innost’ vo¢i sukcinyl semialdehydu (SSA),
z toho vyplyva, Ze SSA je hlavnym prirodzenym substratom enzymu AKR7A2, ktory ju
metabolizuje na y-hydroxybutyrat (Lyon a kol. 2007, Penning 2015).

Ludsky enzym AKR7A2 redukuje rézne xenobiotické aromatické aldehydy
a a-dikarbonylové zliceniny, ale je neU¢inny voc¢i alifatickym aj aromatickym
ketonickym zli¢eninam. Patri medzi ne 2-nitrobenzaldehyd, pyridin-2-aldehyd, isatin,
1,2-naftochindn a 9,10-fenantrénchinén (O’Connor a kol. 1999).

Kedze AKR7A2 je najviac exprimovanou atracyklinreduktidzou v srdci,
predpokladd sa jeho vyznamna uloha v kardiotoxicite a rezistencii v nadoroch.

Preukdzand je zvySena expresia u AML, pricom pre ochorenie AML su viac rizikovy
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pacienti s Downovym syndromom (DS). Taktiez pacienti s DS vykazuja vyssie riziko pre
antracyklinmi indukovanu kardiotoxicitu. V $tudidch bol zistovany vztah medzi
expresiou AKR7A2 v srdci a diagndézou DS, kde bolo zistené, ze DNA methylacia
u pacientov bez asDS je na rozdielnych CpG ostrovoch (Hoefer akol. 2016,
Quifiones-Lombraiia a kol. 2014, Krischer a kol. 1997)

Jednym z preukdzanych substratov  tohto enzymu su aj antracyklinové

chemoterapeutikd doxorubicin a daunorubicin (Quinones-Lombrana a kol. 2014).

Naopak druhy enzym AKR7A3 mé charakteristicky vyskyt v zaludku,
podzaludkovej zl'aze, peCeni a oblickach a taktiez je podstatne viac u¢inny v redukcii
aflatoxin Bi-dialdehydu (Guengerich a kol. 2001, Knight a kol. 1999).

Okrem toho je vSak ucinny aj v redukcii d’alSich latok ako st 4-nitorbenzaldehyd
alebo 9,10-fenantrénchindén (Knight akol. 1999), vd’aka ¢omu je tomuto eznymu

pripisovana hlavne detoxifikacné tloha (Barski a kol. 2008).

2.3. PRIRODNE LATKY AKO INHIBITORY KARBONYLREDUKUJUCICH
ENZYMOV

2.3.1. FLAVONOIDY

Flavonoidy su sekundéarne rastlinné polyfenoly (Raffa akol. 2017), ktorych
zakladom je flavanové jadro. Ich chemicka Struktara pozostavajiica
z fenylbenzopyranovej kostry je tvorena dvomi fenylovymi kruhmi (A a B) spojenymi
trojuhlikovym retazcom tvoriacim kruh C v spojeni s kruhom A (Obr. 8) (Aherne
a O’Brien 2002, Havsteen 2002, Raffa akol. 2017, Wang akol. 2018). BeZne sa
vyskytuju v rastlinach (Raffa a kol. 2017), vo velkom ich mdzeme najst v listoch,

semienkach, kore ¢i kvetoch (Harborne a Williams 2000).

5 4

Obr. 8 Struktura flavonoidov (prevzaté z Heim a kol. 2002)
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Do dnesnej doby bolo identifikovanych viac ako 9000 flavonoidov a ich denny

prijem v strave sa pohybuje v rozmedzi 20 mg az 500 mg, pricom hlavnym zdrojom je

strava bohatd napriklad na c¢aj, Cervené vino, jablka, cibule a paradajky (Wang a kol.

2018).

Klasifikované do tried st najmé na zaklade substiticie a polohe pripojenia kruhu

B (Obr. 9) (Wang a kol. 2018). Flavonoidy sa teda liSia usporiadanim hydroxylove;j

skupiny anaviazanym cukornym zbytkom. V potrave existuji hlavne v podobe

3-O-glykosidov a polymérov. Prave polyméry zastavaju vyznamny podiel flavonoidov

ziskanych zo stravy. Z flavanovych jednotiek vznikaju komplexné zluceniny ako su

taniny a proantokyanidiny (Heim a kol. 2002). Flavony a flavonoly obsahuji najvicsie

mnozstvo zli¢enin. Napriklad kvercetin, najviac skiimany flavonoid, radime prave do

triedy flavonolov (Wang a kol. 2018).

Class

Flavanol

Flavone

Flavonol

Flavanone

(dihydroflavon

Isoflavone

Anthocyanidin

Obr. 9 Zékladné rozdelenie flavonoidov (prevzaté z Heim a kol. 2002)

General structure

Flavonoid

(+)-catechin
(-)-epicatechin
Epigallocatechin gallate

chrysin
apigenin
rutin

luteolin
luteolin glucosides

kaempferol

quercetin

myricetin
tamarixetin

naringin
naringenin
taxifolin
eriodictyol
hesperidin

genistin
genistein
daidzin
daidzein

apigenidin
cyanidin
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5,7.3"4-0H
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54-0H, 4".7-glucose
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Tea®
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Red wine® , buckwheat”
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Citrus fruits
Citrus fruits
Lemons””
(.Yr'l'i.ing,n::iq

Soybean'"
Soybean'"
Soybean o
Soybean'”

Colored fruits
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Ako uz bolo uvedené vyssie, najcastejSie sa flavonoidy vyskytuju vo forme
O-glykosidov (Heim a kol. 2002). Z toho vyplyva, Ze ich molekulu je mozné rozdelit’ na
cukornu a necukornu Cast’, ktord sa nazyva aglykon (Lastovkova 2011). NajcCastejsie je
sacharidova jednotka glukéza, ale d’alSimi beznymi prikladmi su napriklad galaktoza,
arabindza alebo rhamnoza (Cook a Samman 1996).

Tieto zluceniny vykazuju terapeuticky potencial. Medzi terapeuticky vyuzite'né
ucinky patri ich antioxidatna aktivita, protizdpalova aktivita, prevencia
neurodegenerativneho poskodenia, antibakteridlne a antivirové ucinky (Raffa a kol.
2017). Za vyznamné ucinky flavonoidov sa povazuju tiez protinadorové
a kardioprotektivne ucinky. Tieto ucinky by mohli byt vyznamné pre redukciu rizik
roznych chronickych ochoreni (Haytowitz a kol. 2013; Mazur a kol. 1999, Raffa a kol.
2017)

Bruynzeel a kol. (2006) uvadza, ze flavonoidy predstavuju potencidlne atraktivnu
skupinu zlucenin z hl'adiska zniZenia kardiotoxicity antracyklinov vd’aka ich schopnosti
chelatovat’ ionty zeleza, ale i antioxidacnej aktivite  ainhibicnému efektu na
karbonylredukujiuce enzymy. Boli predlozené dokazy, Zze prave flavonoidy mozu byt
schopné znizit' doxorubicinom sposobené kardialne vedlajSie ucinky. Doposial’ nie je
plne objasnené, ktory z mechanizmov ucinkov flavonoidov je zodpovedny za tento efekt.
Flavonoidy ako napriklad kvercetin alebo luteolin su zname inhibitory
karbonylredukujiicich enzymov a niektoré flavonoidy moézu byt schopné tymto
mechanizmom  fungovat  ako  farmakologické  inhibitory  tvorby  Cl13-
dihydroantracyklinov, ktoré su podozrivé, Ze maji vyssi kardiotoxicky efekt ako ich
parentné zluceniny (Psotova a kol. 2004).

Bolo d’alej preukazané, ze flavonoidné zluceniny ovplyviiuji procesy a enzymy
stivisiace s proliferaciou, diferenciaciou, apoptoézou, zapalom, angiogenézou a taktiez
ovplyvituji mnoholiekovu rezistenciu. Bolo zistené, ze flavonoidy st schopné modulovat’
eflux latok z buniek spdsobeny P-glykoproteinom, ¢o moze byt jeden z mechanizmov
ovplyvilovania rezistencie na chemoterapeutikd pri terapii nadorov (Ravishankar a kol.

2013). Priklady flavonoidnych zlic¢enin st zobrazené na Obr. 10-14.
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Genistein

HO 0]

Biochanin A

Obr. 10 Priklady chemickej Struktary isoflavonov (prevzaté z Ravishankar a kol. 2013,

upravené)
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OH O OH O
Morin Myricetin

Obr. 11 Priklady chemickej Struktury flavonolov (prevzaté z Ravishankar a kol. 2013,

upraveng)
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OH O OH O
Luteolin Baicalein
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Obr. 12 Priklady chemickej Struktiry flavonov (prevzaté z Ravishankar a kol. 2013,

upravene)

OH
<.
OH HO | = O . OH

% e ey
HO O "”I:IDH 0
OH O OH

OH OH
Catechin OH

Epigallocatechin gallate

Obr. 13 Priklady chemickej Struktiry flavanolov (prevzaté z Ravikashar a kol. 2013,

upravene)

OH O
: 9 QX
¢] O._.. HO O.. OH

OH O OH O
Naringenin Hesperetin

Obr. 14 Priklady chemickej Struktary flavanonov (prevzaté z Ravishankar a kol. 2013,

upravene)

Mnoho vyskumov sa sustreduje na skiimanie enzymu CBRI1, pretoze je
povazovany za jeden z najdolezitejSich enzymov prvej faze metabolizacie karbonylovych
zlucenin. Bolo zistené, Zze flavony sa na tento enzym viazu pevnejSie ako na iné
Strukturalne typy flavonoidov a najdolezitejSie pre naviazanie si 5- a 7-hydroxyskupina
a 4-karbonylové skupina. Zaroven sa predpoklada, Ze pre inhibiciu je potrebna
7-hydroxyskupina (Arai a kol. 2015). Ako vyznamny inhibitor tohto enzymu sa javi
monoHER (7-monohydroxyethylrutosid), polosynteticky flavonoid, ktory je v sucasnosti
uz vo faze II klinickych $tadii. Stadie vSak ukazuj, Ze inhibi¢ny efekt zavisi na
konkrétnej Struktire antracyklinu (daunorubicin alebo doxorubicin) aj na isoforme
enzymu. Tiez bolo preukazané, ze sa jedna o inhibi¢nu reakciu zavislu na koncentracii

inhibitoru - flavonoidu (Gonzalez-Covarrubias a kol. 2008).
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Dal§im skiimanym enzymom v stvislosti s inhibiénym efektom flavonoidov je
AKR1C3, kde Skarydova a kol. (2009) stanovovali inhibiciu enzymu pri premene oracinu
na dihydrooracin. NajvyraznejSie inhibicné vlastnosti boli preukdzané u latky
2’-hydroxyflavanén. Dalsimi flavonoidmi s inhibiénym efektom boli naringenin,
7-hydrohyflavon a silibinin. Relativne potentné inhibi¢né vlastnosti vykazoval aj
kvercetin a apigenin (Skarydova a kol. 2009). Tieto inhibitory st potencialne vyuZitelné
ako lie¢iva hormon-dependentnych nadorov, vzhl'adom na ucast AKR1C3 v steroidnom
metabolizme (Penning a kol. 2006). Zaroven sa zistilo, ze 7-hydroxyflavon s vysokou
selektivitou inhibuje enzgym AKR1C1 (Skarydova a kol. 2009).

Seliger a kol. (2018a) vo svojej Studii skamali efekt prirodnych flavonoidnych
latok xantohumolu, isoxantohumolu a 8-prenylnaringeninu na aktivitu enzymov
AKR1A1, AKRIB1 a AKR1B10. AKRIBI a AKR1B10 boli tymito latkami, ktoré su
bezne obsiahnuté v chmeli nekompetitivne inhibované. V d’alsej stadii Seliger a kol.
(2018b) identifikovali opdt latky izolované zchmelu - humulon, adhumulon
a kohumulon, ako selektivne inhibitory enzymu AKR1B10.

DalSou prirodnou latkou s inhibiénym efektom na CRE je antrachindénové
zlucenina emodin (6-metyl-1,3,8-trihydroxyantrachinén). Bola skumana inhibicia
Siestich najvyznamnejSich enzymov ucastniacich sa metabolizmu daunorubicinu na
daunorubicinol CBRI1, AKR1C3, AKR7A2, AKR1B10, AKR1A1 a AKR1BI1, z ¢oho
vSetky okrem AKR7A2 a AKR1A1 boli emodinom inhibované. Tieto vysledky by mohli
byt vyuzité v zvySeni Ucinnosti terapie antracyklinmi a pri znizeni rezistencie na tieto

chemoterapeutikd (Hintzpeter a kol. 2016).

2.3.2. DALSIE PRIRODNE LATKY

Ako vhodné latky potencidlne vyuzitelné v terapii nadorov v kombindcii
s antracyklinovymi antibiotikami sa v sii¢asnosti skimaju tiez alkaloidy. Alkaloidy st
prirodné zluceniny, ktorych spoloénym znakom je atom dusika uzavrety v heterocykle.
Tieto sekundarne metabolity st hojne zastipené v rastlinach a st asto nosite'mi ich
protizépalovych, antimikrébnych, antihypertenzivnych ¢i protinddorovych tc¢inkov (Lu
a kol. 2012, Skarydova a kol. 2014, Takemura a kol. 2010).

Ako priklad mozno uviest alkaloid piperlongumin. Piska a kol. (2019) zistili, Ze

piperlongumin interaguje s aktivnym miestom enzymu CBRI1, zniZuje koncentraciu

40



redukéného metabolitu doxorubicinolu a zvySuje antiproliferativne a proapoptotické
ucinky terapie antracyklinmi vo¢i nddorovym bunkdm prostaty DU145.

Izochinolinové alkaloidy boli skimané ako inhibitory AKRI1C3, pretoze ide
o dolezity enzym, ktory je spajany s vyskytom hormon zavislych aj nezyvislych nadorov
a takisto s rozvojom rezistencie voci antracyklinovym chemoterapeutikdm (Skarydova
a kol. 2014). Skarydova a kol. (2014) zistovala vplyv alkaloidov na enzym AKRI1C3 pri
metabolizme daunorubicinu v prsnych nadorovych bunkach, kde identifikovali spomedzi
19 testovanych alklaloidov ako najvhodnej$i ihibitor stylopin, ktory predstavuje novy

Struktarny typ, ktory je schopny ovplyviiovat aktivitu enzgmu AKR1C3.

Na zaver by sa dalo konStatovat’, Ze prirodné zliceniny st bohatym zdrojom
novych Struktir, ktoré méZu byt terapeuticky atraktivne. Je odhadované, ze 25-50 %
vSetkych obchodovanych lieCiv méa svoj povod prave v Struktirach ziskanych
z prirodnych zdrojov a niektoré boli revoltciou v terapii zdvaznych ochoreni (napr.
paklitaxel). Tieto zluCeniny vlastnia prirodzenu biologicku aktivitu a zroven su schopné
interagovat’ s bune¢nymi Struktirami. Inhibicia karbonylredukujticich enzymov sa javi
ako sl'ubny pristup v terapii niektorych Specifickych nadorov alebo spdsob prekonania
rezistencie v nddoroch, kde dochadza k zvySenej expresii tychto enzymov. Napriek tomu,
ze flavonoidy nevykazuju vzdy excelentny inhibi¢ny potencial ¢i selektivitu, mozu slazit’
ako vzorova zluc¢enina pre cieleni syntézu derivatov s vhodnejSimi vlastnostami

(Zemanova a kol. 2015).
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3. CIEL PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo stanovit’ inhibi¢nu aktivitu vybranych prirodnych
latok a ich derivatov na vybranych enzymoch skupiny SDR a AKR. Ciele prace sa daju

rozlisit’ na jednotlivé Casti:

e Porovnanie enzymovej aktivity vybranych enzymov za vyuzitia substratu

daunorubicinu

e Stanovenie aktivity enzymu AKR7A2 so substratom daunorubicinom

e Screening inhibi¢nej aktivity prirodnych zlucenin aich derivatov na

enzyme AKR7A2 a d’alsich antracykliny redukujucich enzymoch

e Stanovenie polovicnej inhibi¢nej koncentrdcie najvyznamnejSich

inhibitorov
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENIE

Pouzity material

Vsetky pouzité chemikalie v najvyssej kvalite komercne dostupnej
DMSO (Fluka)

Amoniak (Lachema)

Ethylacetat (Merck KGaA)

Methanol (Merck)

Mobilna fiza
Kyselina mravcia (Penta)

Acetonitril (Sigma Aldrich)

Reagenény systém:
NADP" (Fluka)
Glukoza-6-fosfat (Sigma-Aldrich)

Chlorid hore¢naty hexahydrat (Lachema)
Gluko6za-6-fosfatdehydrogenaza (Roche)

Substrat

Daunorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich)

Sodno-fosfatovy pufor
NaHPO4.12 H>0O (Penta)
NaH>PO4.2 H>O (Penta)

Enzymy:
AKRIATI (KBV) CBR1 (KBV)
AKRIBI (KBV) CBR3 (KBV)
AKRIBI0 (KBV)
AKRI1C1 (KBV)
AKRI1C3 (KBV)
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AKRIC2 (KBV)
AKR7A2 (KBV)

Prirodné latky:
1-o-acetyllykorin,
2-hydroxyflavanon,
3-hydroxyflavanon,
4-hydroxyflavanon,
5-hydroxyflavanon,
7-hydroxyflavanon,
9-0-demethylgalantin,
Acetylbulbisin,
Acetylhaemantamin
Acetylkaranin
Acetyllambellin
Allokryptopin,
Ambelin,

Apigenin,
(-)-Argemonin,
(+)-Aromolin,
Belladin,
(+)-Berbamin,
Berberin,
Berlambin,
Bersavin,
Biochanin A,
(+)-Boldin,
Bufanamin,
Bufanizin
Bufanidrin,
(+)-Bulbokapnin,
Daidzein,
Epigalokatechin galat,

Epimaritidin,

Chlidanthus fragrans, Amaryllidaceae
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
polosynteticky derivat haemataminu
polosynteticky derivat karaninu
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Chelidonium majus, Papaveraceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Sigma Aldrich

Escholtzia californica, Papaveraceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Nerine bowdenii, Amarylidaceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Sigma Aldrich

Peumus boldus, Monimiaceae

Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Corydalis cava, Fumariaceae

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Narcissus cv PROFESSOR EINSTEIN, Amarylidaceae
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(—)-Escholitzin,
Floridzin,
(=)-Fumaricin,
(+)-Fumarilin,
Galantamin,

(-)-Galantin,

Glycyrrhetinova kyselina,

(+)-Haemantamin,
Haemantidin,
(+)-Hamayn,
Hesperetin,

Hippeastrin,

Homolykorin

(-)-Hydrastin,
(=)-Chlidantin,

Chlorogenova kyselina,

(—)-Isokorydin,
(-)-Kalifornidin,
(+)-Kanadalin,
(-)-Kanadin,
Karanin,
(-)-Karyachin,
Katechin,
Kévova kyselina,
(+)-Korydalin,
(+)-Korydin,
(+)-Korynolin,
(-)-Korykavamin,
Korykavidin
(-)-Korypalmin,

Krinin,

Escholtzia californica, Papaveraceae
Sigma Aldrich

Fumaria officinalis, Fumariaceae
Fumaria officinalis, Fumariaceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae
Sigma Aldrich

Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae
Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae

Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae

Sigma Aldrich

Narcissus  pseudonarcissus ~ cv.  Dutch
Amaryllidaceae
Narcissus  pseudonarcissus ~ c¢v.  Dutch
Amaryllidaceae

Fumaria officinalis, Fumariaceae
Chlidanthum fragrans, Amaryllidaceae
Sigma Aldrich

Corydalis cava, Fumariaceae
Escholtzia californica, Papaveraceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Escholtzia californica, Papaveraceae
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Corydalis cava, Fumariaceae

Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
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Kryptopin,
Kvercetin,
Kvercitrin
Laurotetanin
Luteolin,

Lykorenin,

(-)-Lykorin,

Masonin,

Matrin,

Morin,

Myricetin,

Naringenin,
(+)-N-methyllaurotetain,
(+)-Norisokorydin,
(+)-Obamegin,

Odulin,

(-)-O-methylkaryachin,
O-methylfumarofin,
Oxymatrin,
(—)-Pallidin,
Palmatin,
(-)-Parfumin,
Protopin,

Rutin,
(-)-Skoulerin,
Silibinin,

Sinaktin
(—)-Sinoakutin,
(—)-Stylopin,
Taxifolin,

(+)-Tazzetin,

Fumaria officinalis, Fumariaceae
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Sigma Aldrich
Narcissus  pseudonarcissus ~ c¢v.  Dutch
Amaryllidaceae
Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae
Nerine filifolia, Amaryllidaceae
Sophora flavescens, Fabaceae
Sigma Aldrich
Fumaria officinallis, Fumariaceae
Sigma Aldrich
Escholtzia californica, Papaveraceae
Peumus boldus, Monimiaceae
Berberis vulgaris, Berberidaceae
Narcissus  pseudonarcissus ~ c¢v.  Dutch
Amaryllidaceae
Escholtzia californica, Papaveraceae
Fumaria officinalis, Fumariaceae
Sophora flavescens, Fabaceae
Peumus boldus, Monimiaceae
Corydalis cava, Fumariaceae
Fumaria officinalis, Fumariaceae
Chelidonium majus, Papaveraceae

Sigma Aldrich

Corydalis cava, Fumariaceae

Sigma Aldrich

Fumaria officinalis, Fumariaceae

Corydalis cava, Fumariaceae

Chelidonium majus, Papaveraceae

Sigma Aldrich

Zephyranthes robusta, Amaryllidaceae
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(-)-Tetrahydrokolumbamin, Corydalis yanhusuo, Papaveraceae

Tetrahydromasonin, Nerine filifolia, Amaryllidaceae
(+)-Tetrahydropalmatin, Corydalis cava, Fumariaceae
Thaliktrikavin Corydalis cava, Fumariaceae
Undulatin, Nerine bowdenii, Amaryllidaceae
Vitexin, Sigma Aldrich

V priebehu merani na stanovenie inhibi¢nej aktivity prirodnych latok nam boli

poskytnuté z Katedry farmaceutickej botaniky novosyntetizované derivaty alkaloidov,

u ktorych nebola stanovend aktivita vo¢i Ziadnemu karbonylredukujucemu enzymu.

Z toho dovodu som sa v tejto praci zamerala na zékladny screening tychto latok voci

vSetkym antracyklinreduktdzam. Kedze tieto zluceniny budi sucastou patentového

konania, su v tejto diplomovej praci oznacované kédmi a nie je uvedena ich Struktuara:

LC20; LC50; LC73; LC74; LC75; LC76; LC104; LC106; LC108; LC118

Pripravované roztoky a pufry

0,1 M Na-fostatovy pufor, pH 7,4

Pufor bol pripraveny zmieSanim vhodného pomeru 0,1 M roztoku Na;HPOg4
(roztok A) a 0,1 M roztoku NaH>POj4 (roztok B), aby bolo dosiahnuté pH 7,4.
Roztok A bol pripraveny navazenim 7,16 g Na2HPO4.12 H2O a zriedenim vodou
na objem 200 ml. Roztok B bol pripraveny rozpustenim 3,12 g NaH,PO4.2 H>O

v 200 ml vody. Roztok bol uchovéavany v chladnicke.

20 mM daunorubicin (zésobny)
Roztok bol pripraveny navazenim 1,13 mg daunorubicin hydrochloridu na
analytickych véhach arozpustenim v 100 pl vody. Roztok bol pripravovany

cerstvy.

5 mM daunorubicin (do reakcie)

Roztok daunorubicinu bol v ¢as potreby nariedeny zo zasobného 20 mM roztoku
daunorubicinu a vody. Na 23 reakcii bolo pouzitych 57,5 ul 20 mM roztoku
daunorubicinu a 172,5 pl vody.
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priprava enzymov

Enzymy pouzivané v reakciach boli nariedené zo zasobnych roztokov
(uchovavanych v mraznicke) a sodno-fosfatového pufru na zéklade koncentrécie
zasobnych roztokov. V Case potreby bolo pripravené mnozstvo potrebné na 21

reakecii.

priprava inhibitorov
Pouzivané inhibitory boli uskladiiované v chladnicke v koncentracii 1 mM. Do
kazdej reakcie boli pipetované 2 ul tak, aby vyslednd koncentracia inhibitou

v reakcii bola 20 pM.

regeneracny systém

Na analytickych vahach bolo navaZenych 5 mg NADP" al5 mg
glukéza-6-fosfatu do mikroskimavky Eppendorf. Obsah mikroskimavky bol
rozpusteny v 250 pl 0,1 M Na-fosfatového pufru. Néasledne bolo pridanych 250 pl
0,1 M MgCl> avysledny roztok bol dokladne homogenizovany. Tesne pred
inkubaciu bolo pridanych 12,5 ul glukéza-6-fosfatdehydrogenazy. Toto mnozstvo
regeneratného systému postaCuje na 25 reakcii. Regeneracny systém bol
pripravovany v uvedenom mnoZstve alebo v mnoZstve dvojniasobnom, ktoré
postadilo na 50 reakcii. Tento NADPH-regeneracny systém bol pripraveny vzdy

v Case potreby. Zlozenie roztoku je uvedené v tabulke 1.

Tab. 1 ZloZenie regeneracného roztoku pre 1 reakciu

NADP 0,2 mg

Glukoza- Rozpustit’ v 10 pl pufru
0,6 mg

6-fosfat

MgCl: 10 pl

Glukoza-6- 0.5 ul

fosfatdehydrogenaza
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mobilnd faza pre UHPLC

Mobilna faza bola pripravena zmieSanim 0,1% kyseliny mravcej a acetonitrilu
v pomere 74:26. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 400 pl mobilnej fazy, z toho
vyplyva, ze na 25 reakcii bolo pripravenych 10 ml mobilnej fazy.

Pomdcky a pristroje

pomdcky

V experimentalnej Casti tejto diplomovej prace boli pouzivané kadicky, odmerné
valce, navazovacie lodicky, kopistka, parafilm, mikroskimavky Eppendorf,
mikropipety a Spicky Biohit, stojany, injekéné strieckacky VWR, filtre Whatman
(Sigma Aldrich), stopky, sklenené vialky a inzerty Agilent Technologies, septa

a viecka Agilent Technologies a d’alSie pomdcky potrebné pre pracu v laboratoriu

pristroje

analytické vahy Scaltec SBC 22 Scaltec, USA,

termomixér Bioer Mixing Block MB-102 Eppendorf, Nemecko

pristroj na vyrobu l'adovej drte Scotsman AF80  Scotsman, Velka Britania
trepacka Vortex Genius 3 IKA, Némecko

centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf, Nemecko
vakuovy koncentrator Concentrator plus, Eppendorf, Nemecko
ultrazvukova ¢isticka ACV 613T Activ, Pol'sko

UHPLC systém Agilent 1290, Agilent Technologies, USA

4.2. METODIKA

4.2.1. Porovnanie aktivity skumanych enzymov

Do eppendorfiek bol pipetovany regeneracny systém (20 pl), Na-fosfatovy pufor

(60 pl) aenzym v pozadovanej koncentracii 0,5 mg/ml (10 pl). Vzorky boli

preinkubované 10 minut pri teplote 37 °C. Néasledne bol v rovhomernych ¢asovych

intervaloch priddvany substrat daunorubicin (10 pl). Reakcia kazdého enzymu bola

prevadzana v triplikdtoch, kontrola bez substratu bola prevedend dvakrét pre kazdy

enzym a kontrola bez enzymu bola prevedena v duplikate. Vzorky boli inkubované 30

minut pri 37 °C. Na ukoncenie reakcie bolo pridanych 40 pl 26% NH3 v totoZznom poradi
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a ¢asovych rozmedziach. Nasledne boli vzorky ulozené na 10 miniit do adu. Dalsi postup

je totozny s postupom stanovenia enzymovej aktivity AKR7A2.

4.2.2. Stanovenie enzymovej aktivity AKR7A2 k daunorubicinu

Reak¢énd  zmes  pozostavajtica z0,1 M  Na-fosfaitového  pufru,
NADPH-regeneraéného systému, ktory bol pripravovany pred reakciou, a enzymu
AKR7A2 bola pipetovand do eppendorfiek. Reakéna zmes bola preinkubovana 10 mintt
pri 37 °C, nasledne bol v pravidelnych 30 sekundovych intervaloch pridavany substrat
daunorubicin v koncetraciach 20, 10, 8, 6, 4 a2 mM v mnozstve 10 pl alebo 10 ul vody
u kontroly bez substratu, ¢im bola zapocatd reakcia. Kazda reakcia bola v danej
koncentrécii bola realizovanéd ako triplikat a boli prevedené 2 kontrolné reakcie bez
substratu a 2 kontrolné reakcie bez enzymu. Vzorky boli inkubované 30 mintt pri teplote
37 °C. Reakcia bola ukoncend v rovnakom poradi a ¢asovom intervale pridanim 40 pl
26% NH;s. Dalej boli vzorky uchované na 10 minit v lade, nasledne k nim bol pridany
ethylacetat v mnozstve 1 ml a vzroky boli umiestnené na trepacku na 15 minut, kde bol
do organickej fazy extrahovany metabolit daunorubicinol. Vzorky boli centrifugované 2
minuty pri otackach 13 400 rpm. Nésledne bola odobrané organicka vrstva do prazdnych
eppendofiek, ktoré boli otvorené umiestnené do koncentratoru, kde pri 30 °C doslo k jej
odpareniu.

Ku kazdej odparenej vzorke bolo pridanych 400 ul mobilnej fazy pre UHPLC,
kazda vzorka bola dokladne pretrepand a nasledne umiestnena do ultrazvukovej lazne,
kde doslo k rozpusteniu odparku. Cely objem bol prepipetovany do insertov, ktroré boli

umiestnené do vialiek. Dalej bola prevedena analyza UHPLC.

4.2.3. Screening inhibi¢nych vlastnosti testovanych latok

Do eppendorfiek bol rozpipetovany regeneracny systém (20 pl), pufor
v mnozstve 60 pl pre neinhibovanu reakciu a kontrolu bez substratu, 70 pl pre kontrolu
bez enzymu alebo 58 pl pre reakciu s inhibitormi, enzym (10 pl) (okrem kontroly bez
enzymu). Dalej bol do reakcie pridany inhibitor alebo DMSO v mnozstve 2 pl. Skiimané
potencidlne inhibitory boli rozpustené v DMSO a preto bola neinhibovana rekacia
s DMSO povazZovana za kontrolu so 100% aktivitou. Reakéna zmes bola preinkubovana
po dobu 10 minut pri teplote 37 °C, nasledne bol pipetovany v pravidelnych ¢asovych

intervaloch 5 mM daunorubicin 10 pl alebo 10 pl vody pri kontrole bez substratu.
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Zlozenie reakénej zmesi je uvedené v tabulke 2. Dal§i postup je obdobny ako pri
stanovovani enzymovej aktivity AKR7A2 k daunorubicinu.

V pripade screeningu zlucenin oznacenych koédmi LC bol pouzity alternativny
postup, kde bola reakcia zastavena pridanim 300 ul methanolu. Vzorky boli vlozené do
I'adu na 10 minit a nasledne centrifugované¢ 10 minut. Nésledne boli pipetované do
insertov pomocou striekaciek s filtrom, vlozené do vialiek a bola prevedend UHPLC
analyza. Zlu¢eniny oznacené ako LC sme okrem vplyvu na enzym AKR7A2 (5 pg
proteinu/100 pl reakcii) testovali tiez ich vplyv na enzymy AKRIA1 (1 pg
proteinu/100 pl reakcii), AKRIB1 (5 pg proteinu/100 pl reakcii), AKRIBI10 (3 pg
proteinu/100 pl reakcii) a AKR1C3 (1,5 pg proteinu/100 ul reakcii). V pripade AKR1B1

bola reakcia prediZena na 180 mindt.

Tab. 2 Zlozenie reakénej zmesi

Pufor Enzym Regeneracny | Inhibitor | Substrat

(1D (D systém (ul) | (nl) (1D
Neinhibovana

60 10 20 0 10
reakcia
Kontrola

58 10 20 2 10
DMSO
Inhibovana

58 10 20 2 10
reakcia
Kontrola bez 10 ul

60 20 0 10
enzymu pufru
Kontrola bez

60 10 20 0 10 pl vody
substratu

4.2.4. Stanovenie ICsy

Na stanovenie ICso bola zmerand aktivita enzymu AKR7A2 pri réznych
koncentréaciach inhibitoru (-)-epigalokatechin galatu. PouZité boli koncentrécie 1, 10, 25,
50, 75, 100, 200 a 500 uM (finalna koncentrécia v reakcii). Postup bol obdobnych ako pri

screeningu inhibi¢nych vlastnosti testovanych latok.
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4.2.5. UHPLC

Vyhodnotenie reakcii bolo prevedné pomocou UHPLC Agilent 1290 Series
(koléna Zorbax Eclipse Plus C18 (2.1 x 50 mm; 1,8 um) s filtrom 1290 Infinity) detekciou
redukéného produktu daunorubicinolu, ktory bol identifikovany na zéklade reten¢ného
Casu. Kvantitativne mnozstvo daunorubicinolu bolo stanovené na zaklade odozvy
fotometrockého detektoru.

Nastrek vzorku na kolénu bol v objeme 5 pl, elticia bola isokraticka, s prietokovou
rychlostou 0,8 ml/min, mobilnd faza 0,1% kyselina mrav¢ia:acetonitril (74:26), pri
teplote 40 °C a tlaku 535 barr, detekcia flurescen¢ne (detektor FLDA, excitacnd vlnova

dizka 480 nm, emisna vlnova dizka 560 nm)
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5. VYSLEDKY

5.1. Vyhodnotenie aktivity enzymov

Najskor bolo prevedené porovnanie aktivity karbonylredukujucich enzymov
podla postupu 4.2.1. Enzymy boli pripravené vo findlnej koncentracii 0,5 mg/ml
a vyhodnotené pomocou UHPLC. Vysledky st zaznamena v grafe Obr. 15 Aktivita bola
hodnotena aj uenzymov AKRICI, AKRIC2, AKRIC4 a CBR3, ale za pouzitych
uvedenych podmienok nebola zistena ziadna vyznamnejSia aktivita a preto neboli

zaznamenané do grafu.

Porovnanie aktivity enzymov

3000

N
(O]
o
o

2000

1500

1000

AKtivita (nmol/mg/min)

500

) . . ]

AKR1A1 AKR1B1 AKR1B10 AKR1C3 AKR7A2 CBR1

Enzym

Obr. 15 Porovnanie aktivity CRE

5.2. Stanovenie enzgymovej aktivity AKR7A2

Na zaklade postupu 4.2.2. bola stanovena zavislost’ aktivity enzymu AKR7A2
k daunorubicinu. Na zdklade vysledkov bola pri screeningu inhibi¢nych latok pouzivana
koncentracia daunorubicinu 5 mM. Graf zavisloti aktivity enzymu na koncentracii

substratu je v obrazku 16.
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Obr. 16 Zavislost aktivity AKR7A2 na koncentracii substratu

5.3. Screening inhibicnej aktivity

Pre screening inhibi¢nej aktivity boli skimané prirodné inhibitory vo vysledne;j
koncentracii 20 uM v reakcii podla postupu 4.2.3. Zistenia su spracované do tabuliek
a grafov (Obr. 17-31, Tabulka 3-17), kde je vyjadrend inhibicia enzymov danou
prirodnou zluceninou percentudlne vzhladom k neinhibovanej reakcii. Skumané
potencialne inhibitory boli rozpustené v DMSO a preto bola neinhibovana reakcia
s DMSO povazovana za kontrolu so 100% aktivitou. Na zdklade zisteni bola aktivita
silnejSich inhibitorov (u ktorych bola inhibicia viac ako 20 %) opét’ zmerana vo vyssej
koncentracii (50 uM vo vyslednej reakcii) (Obr. 32, Tab. 18). Na zéver bola merana
aktivita potencidlnych inhibitorov poskytnutych z KBV, vSetky v koncentraciach 10 uM
a 50 uM. Vysledky z merani st uvedené v grafoch Obr. 33—44 a tabul'kach 19-30.
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Obr. 17 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Berberis

vulgaris.

Tab. 3 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 puM), Berberis

vulgaris.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
(+)-aromolin 116,21 £ 15,68 neinhibuje
(+)-berbamin 107,14 £ 6,07 neinhibuje
berberin 98,26 + 8,82 1,74 + 8,82
berlambin 119,60 + 4,37 neinhibuje
bersavin 139,27 + 29,90 neinhibuje
laurotetain 108,90 + 2,31 neinhibuje
(+)-obamegin 113,39+ 1,96 neinhibuje
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Obr. 18 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Corydalis

cava.

Tab. 4 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Corydalis cava.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
(+)-bulbokapnin 104,76 + 7,25 neinhibuje
(-)-isokorydin 101,49 + 3,74 neinhibuje
(+)-kanadalin 120,74 £ 2,02 neinhibuje
(-)-kanadin 122,35+ 7,71 neinhibuje
(+)-korydalin 88,83+ 5,14 11,17+ 5,14
(+)-korydin 167,80 £ 4,53 neinhibuje
(+)-korynolin 115,37 +21,12 neinhibuje
(-)-korykavamin 298,65 + 0,05 neinhibuje
korykavidin 108,62 + 13,39 neinhibuje
(-)-korypalmin 462,23 + 15,70 neinhibuje
palmatin 111,37 £ 4,65 neinhibuje
(-)-skoulerin 253,83 + 30,33 neinhibuje
(-)-sinoakutin 106,49 £ 6,53 neinhibuje
(+)-tetrahydropalmatin 93,45 +£9,17 6,5549,17
thaliktrikavin 79,37 + 6,54 20,63+6,54
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Obr. 19 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Corydalis

yanhusuo.

Tab. S Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Corydalis

yanhusuo.
Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
(—)-tetrahydrokolumbamin | 143,46 + 1,10 neinhibuje
AKR7A2
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Obr. 20 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Escholtzia

californica.
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Tab. 6 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Escholtzia

californica.
Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)

(-)-argemonin 100,39 + 7,99 neinhibuje

(—)-escholtzin 144,52 £ 0,30 neinhibuje

(-)-kalifornidin 110,03 £ 10,96 neinhibuje

(-)-karyachin 132,46 + 3,52 neinhibuje

(+)-N-methyllaurotetain 307,77 £ 14,34 neinhibuje

(=)-O-methylkaryachin 101,73 £ 24,29 neinhibuje
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Obr. 21 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Fumaria
officinalis.

Tab. 7 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Fumaria
officinalis.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
(-)-fumaricin 164,32 £ 2,21 neinhibuje
(+)-fumarilin 115,53 + 0,44 neinhibuje
(-)-hydrastin 141,88 + 8,66 neinhibuje
kryptopin 115,50 £ 0,07 neinhibuje
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myricetin 185,59 £ 10,74 neinhibuje
O-methylfumarofin 89,74 + 3,21 10,26 + 3,21
(-)-parfumin 109,12 + 8,66 neinhibuje
sinaktin 75,87 £0,42 24,13+ 0,42
AKR7A2
200,00
150,00
S
g 100,00
50,00
0,00
allokryptipn protopin (-)-stylopin

Obr. 22 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencialnymi inhibitormi (20 uM), Chelidonium

majus.

Tab. 8 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Chelidonium

majus.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
allokryptopin 121,40 £ 33,93 neinhibuje
protopin 127,80 £ 0,24 neinhibuje
(-)-stylopin 111,44 +10,34 neinhibuje
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Obr. 23 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencialnymi inhibitormi (20 uM), Chlidanthus

fragrans.

Tab. 9 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Chlidanthus

fragrans.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
1-O-acetyllykorin 89,11 £6,19 10,89 +£ 6,19
(—)-chlidatin 120,24 £ 6,61 neinhibuje
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Obr. 24 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencialnymi inhibitormi (20 uM), Narcissus cv
PROFESSOR EINSTEIN.
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Tab. 10 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Narcissus cv
PROFESSOR EINSTEIN.

Zlucéenina

Aktivita (%)

Inhibicia (%)

epimatridin

97,45 £5,59

2,55+5,59
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hippeastrin homolykorin

lykorenin odulin

Obr. 25 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Narcissus

pseudonarcissus cv. Dutch Master.

Tab. 11 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Narcissus

pseudonarcissus cv. Dutch Master.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
hippeastrin 103,69 + 4,56 neinhibuje
homolykorin 124,03 £ 5,32 neinhibuje
lykorenin 100,12 + 3,38 neinhibuje
odulin 110,22 £ 6,82 neinhibuje
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Obr. 26 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Nerine

bowdenii. Do tejto skupiny latok bola zaradend aj zluc¢enina acetylkaranin, ktory je

polosynteticky derivat odvodeny od karaninu.

Tab. 12 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Nerine

bowdenii. Do tejto skupiny latok bola zaradend aj zluc¢enina acetylkaranin, ktory je

polosynteticky derivat odvodeny od karaninu.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
acetylbulbisin 90,68 + 4,73 9,32 +4,73
acetylkaranin 85,45 £5,79 14,55+ 5,79
acetyllambelin 83,78 £ 3,19 16,22 +£3,19
ambelin 90,16 9,15 9,84 +9,15
belladin 112,32 + 5,69 neinhibuje
bufanamin 120,63 £ 4,10 neinhibuje
bufanidrin 104,73 £2,18 neinhibuje
bufanizin 96,62 + 5,47 3,38 +5,47
galantamin 113,81 £3,39 neinhibuje
karanin 116,89 + 0,17 neinhibuje
krinin 91,76 + 6,03 8,24 + 6,03
undulatin 97,64 + 6,45 2,36 £ 6,45
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Obr. 27 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Nerine
filifolia.

Tab. 13 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Nerine
filifolia.

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
masonin 118,40 + 5,99 neinhibuje
tetrahydromasonin 111,35+ 1,33 neinhibuje
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Obr. 28 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Peumus
boldus.

Tab. 14 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Peumus

boldus.
Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
(+)-boldin 94,27 + 1,74 573+1,74
(+)-norisokorydin 116,16 £ 9,39 neinhibuje
(-)-pallidin 114,43 £ 17,48 neinhibuje
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Obr. 29 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Sophora

flavescens.

Tab. 15 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), Sophora

flavescens.
Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
matrine 110,71 + 4,36 neinhibuje
oxymatrin 90,94 + 4,60 9,06 £ 4,60
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Obr. 30 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 uM), Zephyranthes
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robusta. Do tejto skupiny latok bola zaradend aj zlucenina acetylhaematamin, ktory je

polosynteticky derivat odvodeny od haemantaminu.

Tab. 16 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencialnymi inhibitormi (20 uM), Zephyranthes

robusta. Do tejto skupiny latok bola zaradena aj zlucenina acetylhaematamin, ktory je

polosynteticky derivat odvodeny od haemantaminu.

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

aktivita (%)
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4-hydroxyflavanon I —
5-hydroxyflavanon I ——

Obr. 31 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi

Sigma-Aldrich

7-hydroxyflavanone I ——

apigenin

dadzein N
floridzin I

biochanin IE——
glycyrrhetinova k.  E——————

epigalokatechin galdt ———
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hesperetin IE——

chlorogenova k. E——

katechin N

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
9-O-demethylgalantin 88,26 + 0,08 11,74 £ 0,08
acetylhaemantamin 98,09 + 6,83 1,91 £ 6,83
(-)-galantin 139,65 + 0,77 neinhibuje
(+)-haemantamin 110,17 £2,79 neinhibuje
haemantidin 106,40 + 10,19 neinhibuje
(+)-hamayn 119,89 £ 17,68 neinhibuje
(-)-lykorin 126,15 +2,29 neinhibuje
(+)-tazzetin 78,80 + 3,53 21,20 + 3,53
AKR7A2

kdvova k. -
kvercetin IE—H
kvercitrin I
luteolin
morin I
naringenin

inhibitormi

rutin I

silibinin

taxifolin I

vitexin I

(20 uM), zakapené



Tab. 17 Vysledky inhibicie AKR7A2 potencidlnymi inhibitormi (20 pM), zakupené
Sigma-Aldrich

Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
2-hydroxyflavanon 120,83 £ 7,22 neinhibuje
3-hydroxyflavanon 129,13 £ 0,07 neinhibuje
4-hydroxyflavanon 110,79 £ 1,01 neinhibuje
5-hydroxyflavanon 96,29 + 11,18 3,71+ 11,18
7-hydroxyflavanone 109,97 + 4,74 neinhibuje
apigenin 86,92 £291 13,08 £2,91
biochanin 87,03 £4,99 12,97 + 4,99
daidzein 79,44 + 2,68 20,56 + 2,68
epigalokatechin galat 69,89 + 8,76 30,11 £8,76
floridzin 90,98 + 5,30 9,02 +£5,30
glycyrrhetinova kyselina 127,28 £ 3,36 neinhibuje
hesperetin 90,78 £ 12,54 9,22 + 12,54
chlorogenova kyselina 76,18 + 0,89 23,82 +£0,89
katechin 85,79 + 10,95 14,21 £ 10,95
kavova k. 112,73 + 3,99 neinhibuje
kvercetin 126,68 + 2,87 neinhibuje
kvercitrin 91,36 £ 0,19 8,64 +£0,19
luteolin 88,08 £2,28 11,92 +£2,28
morin 87,16 £ 5,88 12,84 + 5,88
naringenin 99,57+ 7,77 0,43 +7,77
rutin 87,71 0,79 12,29 £0,79
silibinin 89,56 + 0,89 10,44 + 0,89
taxifolin 96,62 + 0,01 3,38 £ 0,01
vitexin 81,76 + 7,71 18,24 £7,71
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Obr. 32 Vysledky inhibicie AKR7A2 najvyraznejSimi potencidlnymi inhibitormi (50

uM)

Tab. 18 Vysledky inhibicie AKR7A2 najvyraznejSimi potencidlnymi inhibitormi (50

AKR7A2

epigalokatechin galat

sinaktin

thaliktrikavin

nM)
Zlucenina Aktivita (%) Inhibicia (%)
daidzein 88,34 £ 0,81 11,66 0,81
epigalokatechin galat 55,09 £ 14,16 44.91+14,16
sinaktin 84,54 £5,27 15,46 5,27
thaliktrikavin 74,74 £ 1,07 25,26 + 1,07
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Obr. 33 Vysledky inhibicie AKR1A1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Tab. 19 Vysledky inhibicie AKR1A1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aldivita (%) Inhibicia (%)
AKRIAI 748,11 + 12,73

AKRIAL (DMSO) | 722 58 + 28,36 100,00 + 3,92

LC20 10 uM 807,80 + 42,79 111,79 +£5,30 neinhibuje
LC20 50 uM 720,83 + 22,58 99,76 + 3,13 0,24 + 3,13
LC50 10 uM 733,12+ 19,37 101,46 + 2,64 neinhibuje
LC50 50 uM 647,64 £31,49 89,63 £ 4,86 10,37 + 4,86
LC73 10 uM 734,86 + 28,51 101,70 + 3,88 neinhibuje
LC73 50 uM 714,18 £9,27 98,84 + 1,30 1,16 + 1,30
LC74 10 uM 744,50 + 0,27 103,03 + 0,04 neinhibuje
LC74 50 yM 797,61 £ 124,39 110,38 = 15,60 neinhibuje
LC75 10 uM 693,17 + 13,33 95,93 +1,92 4,07 +£1,92
LC75 50 uM 568,32 £20,42 78,65 £+ 3,59 21,35+ 3,59
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Obr. 34 Vysledky inhibicie AKR1A1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Tab. 20 Vysledky inhibicie AKR1A1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aktivita (%) Inhibicia (%)
AKRIAL 315,24 £ 17,24

AKRIAL (DMSO) {25620 + 8,04 100,00 + 3,14

LC76 10 uyM 228,58 44,36 89,22 £ 19,41 10,78 £ 19,41
LC76 50 uM 225,95 £26,19 88,19 + 11,59 11,81 +11,59
LC104 10 uM 301,52 £ 8,58 117,69 £ 2,85 neinhibuje
LC104 50 uM 299,49 £4,71 116,89 + 1,57 neinhibuje
LC106 10 uM 333,99 + 5,95 130,36 + 1,78 neinhibuje
LC106 50 uM 321,62 + 20,03 125,53 £ 6,23 neinhibuje
LC108 10 uM 304,63 + 8,37 118,90 £2,75 neinhibuje
LC108 50 uM 295,92 £ 9,85 115,50 + 3,33 neinhibuje
LC118 10 uM 301,54 £ 1,58 117,69 + 0,52 neinhibuje
LC118 50 uM 253,24+ 17,11 98,84 + 6,76 1,16 £6,76
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Obr. 35 Vysledky inhibicie AKR1B1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Tab. 21 Vysledky inhibicie AKR1B1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Akdivita (%) Inhibicta (%)
AKRIBI 22,15+231

AKRIBI (DMSO) | 16,24 + 0,46 100,00 = 2,80

LC20 10 uM 19,03 +£ 0,52 117,17+ 2,71 neinhibuje
LC20 50 uM 18,36 £ 0,82 113,03 £ 4,46 neinhibuje
LC50 10 uM 19,79 £ 0,94 121,85 +4,77 neinhibuje
LC50 50 uM 19,11 £ 1,79 117,66 £ 9,35 neinhibuje
LC73 10 uM 18,74 + 1,54 115,38 + 8,21 neinhibuje
LC73 50 uM 17,03 £0,79 104,84 + 4,67 neinhibuje
LC74 10 uyM 19,53 +£0,25 120,24 + 1,27 neinhibuje
LC74 50 yM 16,83 + 0,45 103,61 + 2,69 neinhibuje
LC75 10 uM 17,26 + 0,65 106,24 + 3,76 neinhibuje
LC75 50 uM 18,07 = 1,09 111,23 £ 6,04 neinhibuje

71




140,00

120,00

100,00

80,00

60,00

aktivita (%)

40,00

20,00

0,00

UM uM

AKR1B1

LC104
10puM 50 uM

LC106 LC106
10uM 50 uM

AKR1B1 LC7610 LC7650 LC104 LC108 LC118 LC118

10uM 50puM  10pM 50 uM

Obr. 36 Vysledky inhibicie AKR1B1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Tab. 22 Vysledky inhibicie AKR1BI1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Akdivita (%) Inhibicta (%)
AKRIBI 5,08+ 0,31

AKRIBI (DMSO) 4,12 + 0,06 100,00 £ 1,56

LC76 10 uM 4,73 +£0,73 114,83 £ 15,49 neinhibuje
LC76 50 uyM 3,74 £ 0,46 90,79 £ 12,41 921 +12.41
LC104 10 uyM 4,10 £ 0,08 99,54 + 2,04 0,46 £2,04
LC104 50 uyM 3,57+0,33 86,60 + 9,19 13,40 £ 9,19
LC106 10 uM 4,11 £0,20 99,66 + 4,86 0,34 + 4,86
LC106 50 uM 3,01 +0,12 73,12 £ 4,02 26,88 + 4,02
LC108 10 uM 4,19+0,15 101,65 + 3,53 neinhibuje
LC108 50 uM 3,91+0,10 94,95 +£2,54 5,05 +2,54
LC118 10 uM 4,15+ 0,05 100,80 + 1,23 neinhibuje
LC118 50 uM 4,03 +0,14 97,74 + 3,45 2,26 +3,45
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Obr. 37 Vysledky inhibicie AKR1B10 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Tab. 23 Vysledky inhibicie AKR1B10 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aktivita (%) Inhibicia (%)
AKRIBI0 178,05 + 7,42

AKRIBI0 (DMSO) | 144,93 + 10,53 100,00 £ 7,27

LC20 10 uM 175,12 £2,76 120,84 + 1,58 neinhibuje
LC20 50 uM 144,86 + 4,99 99,95 + 3,44 0,05+ 3,44
LC50 10 uM 152,90 + 1,52 105,51 £ 0,99 neinhibuje
LC50 50 uM 140,80 + 4,68 97,15+3,32 2,85+3,32
LC73 10 uM 124,33 £ 11,83 85,79 £9,52 14,21 £9,52
LC73 50 uM 93,92 + 4,98 64,81 = 5,30 35,19+ 5,30
LC74 10 uM 141,76 +£2,80 97,82 + 1,98 2,18 £1,98
LC74 50 uM 109,45 + 3,12 75,52 + 2,85 24,48 £2,85
LC75 10 uM 143,67 = 4,59 99,13 + 3,19 0,87 £3,19
LC75 50 uM 132,49 + 8,93 91,42 +£6,74 8,58 £ 6,74
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Obr. 38 Vysledky inhibicie AKR1B10 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Tab. 24 Vysledky inhibicie AKR1B10 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aktivita (%) Inhibicia (o)
AKRIBI0 178,05 + 7,42

AKRIBI0 (DMSO) | 144,93 + 10,53 100,00 £ 7,27

LC76 10 uyM 73,81 £0,73 99,35 + 0,99 0,65 +0,99
LC76 50 uM 53,28+2,72 71,72 £ 5,11 28,28 £ 5,11
LC104 10 uM 85,99 + 3,27 115,75+ 3,80 neinhibuje
LC104 50 uM 56,79 + 2,63 76,44 + 4,63 23,56 + 4,63
LC106 10 uM 92,31+ 5,16 124,26 + 5,59 neinhibuje
LC106 50 uM 77,44 +2.33 104,24 + 3,01 neinhibuje
LC108 10 uM 81,96 + 1,97 110,32 £ 2,41 neinhibuje
LC108 50 uM 67,26 +1,79 90,54 + 2,66 9,46 = 2,66
LC118 10 uM 83,62 £2,54 112,55 £ 3,04 neinhibuje
LC118 50 uM 75,66 = 0,97 101,85+ 1,28 neinhibuje
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Obr. 39 Vysledky inhibicie AKR1C3 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Tab. 25 Vysledky inhibicie AKR1C3 latkami LC20, LC50, LC73, LC74 LC75

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aldivita (%) Inhibicta (%)
AKRIC3 546,36 + 3,65

AKRI1C3 (DMSO) 557,95 + 2,62 100,00 + 0,47

LC20 10 uM 553,64 + 8,10 99,23 + 1,46 0,77 + 1,46
LC20 50 uM 479,46 + 13,35 85,93 £2,78 14,07 £ 2,78
LC50 10 uM 494,97 + 74,72 88,71 £ 15,10 11,29 +£ 15,10
LC50 50 uM 460,74 £ 6,82 82,58 + 13,29 17,42 + 13,29
LC73 10 uM 433,04 £23,08 77,61 +5,33 22,39 +£5,33
LC73 50 uM 298,22 + 12,93 53,45+ 4,34 46,55 + 4,34
LC74 10 uM 367,75 + 15,33 65,91 £4,17 34,09 £ 4,17
LC74 50 uM 262,07 £ 8,31 46,97 +£ 3,17 53,03 £3,17
LC75 10 uM 522,90 + 2,97 93,72 £ 0,57 6,28 +0,57
LC75 50 uM 420,22 + 3,30 75,32 +0,79 24,68 £ 0,79
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Obr. 40 Vysledky inhibicie AKR1C3 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Tab. 26 Vysledky inhibicie AKR1C3 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Zlicenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aktlvita (%) Inhiblcta (%)
AKRIC3 519,00 + 10,42

AKRIC3 (DMSO) 405,54 + 3,93 100,00 % 0,97

LC76 10 uM 327,67 + 6,05 80,80 + 1,85 19,20 + 1,85
LC76 50 uM 332,69 + 13,76 82,04 £4,14 17,96 + 4,14
LC104 10 uM 379,50 + 8,33 93,58 £2,20 6,42 +2,20
LC104 50 uM 238,89 + 8,64 58,91 £ 3,62 41,09 + 3,62
LC106 10 uM 329,30 + 15,81 81,20 + 4,80 18,80 + 4,80
LC106 50 uM 224,09 + 7,41 55,26 £3,30 44,74 + 3,30
LC108 10 uM 367,29 £ 4,21 90,57 1,15 9,43 £ 1,15
LC108 50 uM 275,20 + 3,86 67,86 £+ 1,40 32,14 £ 1,40
LC118 10 uM 365,71 £ 6,26 90,18 1,71 9,82+ 1,71
LC118 50 uM 230,46 + 2,70 56,83 1,17 43,17 + 1,17
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Obr. 41 Vysledky inhibicie AKR7A2 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75
Tab. 27 Vysledky inhibicie AKR7A2 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75
Zlicenina, Specificka aktivita
koncentracia (nmol/mg/min) Akdivita (%) Inhibicta (%)
AKR7A2 392,78 £ 9,45
AKR7A2 (DMSO) 135837 +3,82 100,00 £ 1,07
LC20 10 uM 391,72 + 7,85 109,30 £ 2,01 neinhibuje
LC20 50 uM 392,11 +£10,78 109,41 £2,75 neinhibuje
LC50 10 uM 380,82 + 5,91 106,26 £ 1,55 neinhibuje
LC50 50 uM 382,80 + 6,85 106,81 + 1,79 neinhibuje
LC73 10 uM 417,94 + 37,33 116,62 + 8,93 neinhibuje
LC73 50 uM 394,11 + 6,02 109,97 + 1,53 neinhibuje
LC74 10 uM 384,96 + 14,67 107,42 £+ 3,81 neinhibuje
LC74 50 uM 389,02 + 1,76 108,55 £ 0,45 neinhibuje
LC75 10 uM 373,53+ 7,08 104,23 + 1,89 neinhibuje
LC75 50 uM 369,48 + 4,76 103,10 + 1,29 neinhibuje
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Obr. 42 Vysledky inhibicie AKR7A2 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

Tab. 28 Vysledky inhibicie AKR7A2 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118

ZIiucenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aldivita (%) Inhibicta (%)
AKR7A2 392,78 £ 9,45

AKR7A2 (DMSO) 135837 +3,82 100,00 £ 1,07

LC76 10 uM 4492 +2,51 122,21 + 5,30 neinhibuje
LC76 50 uM 38,54 + 4,99 104,84 + 12,94 neinhibuje
LC104 10 uM 42,43 £6,27 115,43 £ 14,79 neinhibuje
LC104 50 uyM 33,96 £ 0,03 92,39 + 0,08 7,61 +0,08
LC106 10 uM 49,81 + 0,57 135,50 £ 1,14 neinhibuje
LC106 50 uM 39,42 + 1,82 107,23 £ 4,61 neinhibuje
LC108 10 uM 40,35 + 1,55 109,76 + 3,84 neinhibuje
LC108 50 uM 36,05+ 1,27 98,08 + 3,52 1,92 +£3,52
LC118 10 uM 40,80+ 0,13 110,99 + 0,32 neinhibuje
LC118 50 uM 35,13+ 1,49 95,58 £4,23 4,42 +4723
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Obr. 43 Vysledky inhibicie CBR1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Tab. 29 Vysledky inhibicie CBR1 latkami LC20, LC50, LC73, LC74, LC75

Zliucenina, Specificka aktivita

koncentracia (nmol/mg/min) Aktivita (%) Inhibicia (%0)
CBRI 2025,80 + 155,97

CBR1 (DMSO) 2094,40 + 72,85 100,00 £ 3,48

LC20 10 uM 2565,42 £ 96,41 122,49 £ 3,76 neinhibuje
LC20 50 uM 2281,60 + 38,27 108,94 £ 1,68 neinhibuje
LC50 10 uM 2421,83 £179,17 115,63 + 7,40 neinhibuje
LC50 50 uM 2307,78 £ 70,55 110,19 £ 3,06 neinhibuje
LC73 10 uyM 2305,61 £ 60,52 110,08 +2,63 neinhibuje
LC73 50 uM 2236,66 + 133,07 106,79 £ 5,95 neinhibuje
LC74 10 uM 2057,16 + 33,50 98,22 £ 1,63 1,78 £ 1,63
LC74 50 uyM 2252,25+ 144,42 107,54 £ 6,41 neinhibuje
LC75 10 uM 2374,50 £ 95,50 113,37 £4,02 neinhibuje
LC75 50 uM 1705,37 + 266,35 81,43 +£15,62 18,57 £15,62
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Obr. 44 Vysledky inhibicie CBR1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118
Tab. 30 Vysledky inhibicie CBR1 latkami LC76, LC104, LC106, LC108, LC118
Zlicenina, Specificka aktivita
koncentracia (nmol/mg/min) Akdivita (%) Inhibicta (%)
CBRI 407,18 + 1,04
CBR1 (DMSO) 508,34 + 18,27 100,00 £ 3,59
LC76 10 uM 683,69 + 6,96 134,49 + 1,02 neinhibuje
LC76 50 uyM 550,20 + 15,77 108,23 + 2,87 neinhibuje
LC104 10 uyM 684,25 + 26,80 134,60 + 3,92 neinhibuje
LC104 50 uyM 594,37 £2,04 116,92 £ 0,34 neinhibuje
LC106 10 uM 705,52 + 0,17 138,79 £ 0,02 neinhibuje
LC106 50 uM 668,60 + 0,73 131,52 £ 0,11 neinhibuje
LC108 10 uM 622,96 + 0,80 122,55+ 0,13 neinhibuje
LC108 50 uM 649,04 + 0,86 127,68 £ 0,13 neinhibuje
LC118 10 uM 671,19 + 40,68 132,03 + 6,06 neinhibuje
LCI118 50 uM 558,52 + 47,63 109,87 + 8,53 neinhibuje

5.4. Stanovenie ICsy

Ziadna zo skamanych latok nevykazovala vyrazné inhibi¢né vlastnosti. Ako jeden

z najsilnejSich inhibitorov bola stanovena latka (—)-epigalokatechin galat. Na stanovenie
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ICso bola zmerana aktivita enzymu AKR7A2 v zavislosti na koncentracii inhibitoru podla

postupu 4.2.4. Vysledky stanovenia ICso su zaznamenané v grafe Obr. 45 a tabul’ke 31.

Tab. 31 1Cso stanovovaného inhibitoru epigalokatechin galatu

Inhibitor ICso 95% interval
spolahlivosti
(-)-epigalokatechin galat 75 WM 66—86 UM
9 =
g 95%CIl = 66—86 pM
o
X
<
S 50
>
x
©
0 T : 1
-6 -2 4

log (—)-epigalokatechin galat (mM)

Obr. 45 Stanovenie ICso (—)-epigalokatechin galatu voc¢i enzymu AKR7A2
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6. DISKUSIA

Inhibicia karbonylredukujucich enzymov sa javi ako sl'ubny pristup v terapii
nadorov, ¢i ako spdsob prekonania rezistencie nadorov, v ktorych dochadza k zvySene;j
expresii detoxifikacnych enzymov (okrem iného prave CRE), ¢im sa znizuje terapeuticka
ucinnost’ lieciv (Ax akol. 2000, Zemanova a kol. 2015). To znamena, ze inhibicia
redukcie karbonylovej skupiny mdze zvysit' terapeuticku Uc¢innost’ latky pouzitej ako
lie¢ivo, ale zaroven dokaze znizit mnozstvo alebo zavaznost' neziaducich uc¢inkov
(Malatkova a Wsol 2014).

Medzi zdkladné terapeutika v terapii nddorovych ochoreni su vyuzivané
antracyklinové chemoterapeutika. Napriek ich preukazanym protinddorovym uc¢inkom je
ich klinické vyuzivanie obmedzené z dovodu kardiotoxicity, ktora je sposobena ich C13
redukovanymi metabolitmi, priCom tato metabolickd cesta je katalyzovand prave
karbonylredukujucimi enzymami (Menna akol. 2012). Medzi najvyznamnejSie
antracyklinredukujuce enzymy radime AKRIC3, AKR1Al ¢i CBRI1 (Hofman a kol.
2015). Tiez Bains a kol. (2010a) preukazali vyznam AKR1C3, AKRIC4 a AKR7A2
v redukcii antracyklinov tym, Ze preukézali suvislost’ medzi gentickym polymofizmom
tychto enzymov a znizenim in vitro metabolizmu doxorubicinu i daunorubicinu. V tejto
diplomovej praci sme zistili, Ze za stanovenych podmienok ma najvyraznejSiu
antracyklinreduktazovu aktivitu CBR1, AKRI1A1 a AKR1C3. Redukujucu aktivitu voci
daunorubicinu, 1ked nie tak vyraznl, vykazovali enzymy AKR7A2, AKRIBIO
a AKRI1BI. Bola hodnotena aj aktivita enzymov AKR1C1, AKR1C2, AKR1C4 a CBR3,
ale za pouzitych uvedenych podmienok nebola zistena zZiadna vyznamnejSia aktivita.

Tieto enzymy taktieZ zasahuji do patogenézy nadorovych ochoreni. Ako priklad
mozno uviest enzymy AKRIC, ktoré sa ucCastnia metabolizmu prostaglandinov
a podporuji bunecnu proliferaciu. Predpoklada sa ucast’ AKR1C3 v patogenéze nadoru
prostaty a pfs, ked’Ze metabolizuje steroidné Struktary (Pfeiffer 2011, Yoda a kol. 2015).
Preukéazana je aj korelacia medzi expresiou AKR1C3 a adenokarcinomom (Miller a kol.
2012) a kolorektalnym karcindomom (Nakarai a kol. 2015). AKR1C3 je tieZ spajany
s rozvojom rezistencie voci antharacyklinovym chemoterapeutikdm (Hofman a kol.
2014).

AKRI1BI1 sa v bunke tcastni procesov, ktoré suvisia s karcinogenézou, ako napr.

EMT (epithelial-mesenchymal transition), zapal a angiogenéza (Wu akol. 2017,

82



Zablocki akol. 2011). Nadmerna expresia AKRIBI1 tiez suvisi so skratenou dobou
prezitia pacientov s AML a réznymi typmi myelomov (Laffin a Petrash 2012).

Enzym AKRI1B10 podporuje bunecny rast aprezitie zasahom do syntézy
mastnych kyselin a lipidov (Ma a kol. 2008). Nadexprimovany je pri nadoroch pfs,
hepatocelularnom karcindme, nemalobune¢nom karcindme plic, néadore krcka
maternice, endometria a pankreasu (Scuric a kol. 1998, Ma a kol. 2012, Sato a kol. 2016,
Yao a kol. 2014, Yoshitake a kol. 2007). Li a kol. (2017) potvrdili nadexpresiu AKR1B10
v nadore pfs, o podnecuje migraciu a invaziu MCF-7 a BT-20 bunkami prostrednictvom
ERK signaliza¢nej kaskady.

NajvyraznejSie antracyklinredukujuce vlastnosti v tejto diplomovej praci
vykazoval enzym CBR1. Mnoh¢ §tadie ukazuj, ze pri tumorigenéze v rdznych tkanivach
dochidza k zmendm v expresii tohto enzymu. Stadie ukazuju, Ze aktivita v nadorovych
tkanivach moze byt zvySena 2- az 40-nasobne (Lopez de Cerain a kol. 1999). Zvysena
aktivita bola zaznamend v nadorovych tkanivach pluc, hrubého Ereva ¢i pfs, naopak
znizend aktivita u nadorov pecene a prostaty (Ismail a kol. 2000, Lal a kol. 2008, Lopez
de Cerain 1999, Suto akol. 1999). CBR1 je diagnostickym a prognostickym
biomarkerom rozvoja rezistencie voci doxorubicinu u nddorov gastrointestindlneho
traktu. TieZ je preukdzane, Ze prave tato upregulacia CBR1 je jednym z hlavnych pri¢in
rezistencie vo¢i antracyklinom (Matsunaga a kol. 2015).

Vzhl'adom k tomu, Ze uvedené enzymy sa podiel’aju na procesoch stvisiacich
s nadorovymi ochoreniami 1 metabolizme protinddorovych lieCiv, objavuje sa v dnesnej
dobe mnoho prac, ktoré sa zaoberaji hladanim potencidlnych inhibitorov tychto
enzymov.

V tejto diplomovej praci boli skimané ako inhibitory latky prirodného pévodu zo
skupiny flavonoidov a alkaloidov. Flavonoidy boli vybrané ako vhodné latky pretoze
bolo preukazané, ze flavonoidné zlucCeniny ovplyviluji procesy a enzymy suvisiace
s proliferaciou, diferencidciou, apoptozou, zapalom, angiogenézou a taktieZ ovplyviiuju
mnoholiekovt rezistenciu. Bolo zistené, Ze flavonoidy st schopné modulovat’ eflux latok
z buniek sposobeny P-glykoproteinom, ¢o moéze byt jeden z mechanizmov
ovplyvilovania rezistencie na chemoterapeutika pri terapii nadorov (Ravishankar a kol.
2013).

Této diplomova praca bola zamerana na skiimanie inhibic¢nej aktivity vo¢i enzymu
AKR7A2. AKR7A2 patri medzi enzymy, ktorych nadmernd expresia je zaznamenana

v suvisloti s akitnou myeloidnou leukémiou (Camos akol. 2006). Zaroven detski
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pacienti s Downovym syndromom vykazujii az desatndsobne vysSie riziko rozvoja
leukémie oproti tym bez Downovho syndrému (Lange 2000). Pacienti s Downovym
syndromom pri liecbe AML predstavujua skupinu s vy$$im rizikom rozvoja antracyklinmi
sposobenej kardiotoxicity a bezpecna davka pre terapiu u tejto skupiny l'udi stale nebola
stanovend (Quifiones-Lombrana a kol. 2014). S Downovym syndréomom sa spaja az
3,74-nasobne vyssie riziko kardiotoxicity po terapii antracyklinmi (Krischer a kol. 1997).
AKR7A2 je najhojnejsia antracyklinreduktaza v srdeCnom svale a preto sa predpoklada,
ze je jednym z hlavnych faktorov prispievajicich ku kardiotoxickym vedl'ajSim t¢inkom
terapie antracyklinovymi terapeutikami u pacientov s aj bez Downovho syndromu
(Quifiones-Lombrana a kol. 2014). Z toho dévodu bol skimany vplyv methylacie DNA
na expresiu AKR7A2 v srdci a bolo zistené, Ze u pacientov bez DS koreluje methylacia
v mieste CpG —865 s expresiou AKR7A2, ale u pacientov s DS koreluje methylacia DNA
v mieste CpG —232 s expresiou AKR7A2, ¢o by mohlo byt jednou z pricin rozdielnej
karbonylredukujucej aktivity u tychto skupin (Hoefer a kol. 2016).

Ziadna z nami testovanych latok nevykazovala vodi enzymu AKR7A2 vyrazni
inhibi¢nu aktivitu. U potencialnych inhibitorov, ktorych inhibi¢n4 aktivita v koncentracii
20 uM prevysila 20 % bola merand inhibi¢néa aktivita aj pri koncentracii 50 pM. Napriek
ocakéavaniu inhibi¢na aktivita daidzeinu a sinaktinu poklesla. Pravdepodobne mdze byt
pri¢inou ich nizka rozpustnost atym spdsobené vyluCovanie zroztoku. Ako
najvhodnejsi potencidlny inhibitor sa javi epigalokatechin galat (Obr. 46) (inhibicia
30,11 % pri koncentracii 20 uM; 44,91 % pri koncentracii 50 pM), preto bola zmerana
jeho ICso. Ziadny z potencialnych inhibitorov (testovanych v koncentracii 20 pM)

enzymu AKR7A2 neprekrocil zniZenie aktivity o viac ako 50 %.
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Obr. 46 Struktura epigalokatechin galatu (prevzaté z Internet 4)
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(-)-Epigalokatechin galat (EGCG) je latka, ktord patri medzi flavonoidy,
konkrétne do skupiny katechinov, ktoré st poCetne zastupené v listoch ¢ajovnika. St mu
pripisované UCinky antikancerogénne, antioxidacné, antiangiogénne, antivirové
1 antibiotické (Cao a Cao 1999, Katiyar a Mukhtar 1997, Nakayama a kol. 1993, Waltner-
Law akol. 2002, Yang a Wang 1993). Tak ako uinych flavonoidnych zlucenin,
predpokladd sa, ze najddlezitejSie pre naviazanie ainhibicny efekt su
5- a 7-hydroxyskupina (Arai a kol. 2015). Huang a kol. (2010) zistli, ze EGCG dokaze
inhibovat" karbonylreduktdzu CBR1, pricom doSlo k zvySeniu ucinnosti a zniZeniu
kardiotoxicity protinddorového lie¢iva daunorubicinu v terapii kepatocelularneho
karcinomu. Tieto Stadie boli prevadzané na bune¢nych linidch a hepatdlnch bunkéch
mysi.

V priebehu merani na stanovenie inhibi¢nej aktivity prirodnych latok ndm boli
poskytnuté z Katedry farmaceutickej botaniky novosyntetizované derivaty alkaloidov,
u ktorych nebola doposial’ stanovena aktivita vo¢i Ziadnemu karbonylredukujiicemu
enzymu. Z toho dovodu som sa v tejto praci zamerala na zakladny screening tychto latok
vo¢i vyznamnym antracyklinreduktdzam. Kedze tieto zliceniny budu sicastou
patentového konania, su v tejto diplomovej praci oznaCované kodmi a nie je uvedena ich
Struktira. VyraznejSie inhibi¢né vlastnosti vykazovali latky LC73 (46,55 %), LC74
(53,03 %), LC104 (41,09 %), LC106 (44,74 %) a LC118 (32,14 %), vSetky v koncentricii
50 uM. Tato inhibi¢na aktivita bola vSak zaznamenana iba voc¢i enzymu AKRIC3,
aktivita ostatnych skiimanych enzymov nebola zna¢ne ovplyvnend. Meranie ICso a d’alSie

experimenty tykajuce sa tychto latok buda prevedené v najblizsej budiicnosti.
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7. ZAVER

Teoretickd Cast' diplomovej prace obsahuje poznatky o antracyklinovych
chemoterapeutikach, ich kardiotoxicite a rezistencii atiez blizSie charakterizovana
zlucenina daunorubicin. Takisto boli charakterizované zékladné karbonylreduktazy

z nadrodin SDR a AKR, ktor¢ sa podiel’aju na redukcii antracyklinov.

Prakticka Cast’ prace mala ako hlavny ciel’ stanovit’ inhibi¢nu aktivitu vybranych
prirodnych latok voci aldo-ketoreduktaze AKR7A2, pripadne inym karbonylredukujiucim
enzymom. Aktivita bola merand pri premene daunorubicinu na jeho menej aktivny
metabolit daunorubicinol, ktory je zdroven podozrivy, Ze sa viac hromadi v srdci a preto
sa viac podiel’a na kardiotoxicite.

Z testovanych latok mala inhibi¢ny vplyv na enzym AKR7A2 viac ako 40 % iba
zliCenina epigalokatechin galat v koncentracii 50 pM. U tejto latky bola nésledne
stanovend polovi¢nd inhibi¢na koncentracia (ICso).

V druhej Casti tejto prace bol prevedeny zakladny screening novych synteticky
pripravenych derivatov alkaloidov voc¢i vyznamnym antracyklinreduktdzam. Tieto latky
boli poskytnuté z Katedry farmaceutickej botaniky. Pri testovani mali inhibi¢ny efekt nad
40 % latky LC73, LC74, LC104 a LC106 (v koncentracii 50 pM) pri inhibicii enzymu
AKRI1C3 (1,5 pg proteinu/100 pl reakcii). Meranie ICsp a d’alSie experimenty tykajuce sa
tychto latok buda prevedené v najblizsej buducnosti.

Na zéaver sa da skonStatovat, Ze stanovené ciele tejto prace boli splnené. Bola
porovnand aktivita vybranych antracyklinreduktdz voci substratu daunorubicinu,
stanovena aktivita prideleného enzymu AKR7A2 voci substratu, zaznamenana inhibi¢na
aktivita vybranych prirodnych zlt¢enin a u najvyraznejSieho inhibitoru stanovena ICso.

Napriek tomu, Ze v tejto praci sa nepodarilo odhalit’ Ziadnu zli€eninu, ktord by
vykazovala vyrazny inhibi¢ny efekt voci enzymu AKR7A2, je podstatné ziskavat
poznatky o prirodnych latkach ako inhibitoroch, ktoré sa mézu stat’ predlohou pre objav

novych Struktir, ktorych aktivita bude dostatocna pre klinické vyuzitie.
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8. ZOZNAM SKRATIEK

ABC ATP Binding Cassette

ABCBI1 ATP-binding cassette sub-family B member 1
ABCCI ATP-binding cassette subfamily C member 1
ABCG2 ATP-binding cassette super-family G member 2
AKR aldo-ketoreduktéaza

AML akutna myeloblastova leukémia

ANT antracyklin

Asn asparagin

ATM ataxia telangiectasia mutated protein kinase
ATP adenozintrifosfat

BCRP breast cancer resistance protein

CRE carbonyl reducing enzyme, karbonylredukujiici enzym
CBRs karbonylreduktazy

DAU daunorubicin

DS Downov syndrém

DHO dihydrooracin

DHRS4 dehydrogenéaza/reduktaza SDR rodiny ¢len 4
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleotidova kyselina

DOX doxorubicin

EGCG epigalokatechin galat

EMT epithelial-mesenchymal transition

ERK extracellular signal-regulated kinase

FAS fatty acid synthesis, syntéza mastnych kyslelin
GABA gamma-aminobutyric acid, kyselina gamma-aminomaslova
HSD 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza

HSDI11Bl1 11B-hydroxysteroiddehydrogenéza typ 1

ICso polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

IL interleukin

Lys lysin

MDR multiple drug resistance, mnonohocetna liekova rezistencia
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MDR

monoHER
mRNA
MRP1
MRP

NADH
NADPH
NNK
NOSI
NOS2
NOS3
NQO1
NQO2
ONE
PAH
PGE
PGF
PGH
QR
RNA
ROS
SDR

Ser
STAT3
TIM-barrel

Tyr
UHPLC

medium-chain dehydrogenases, dehydrigenazy/reduktdzy so
stredne dlhym retzcom

7-monohydroxyethylrutosid

messenger RNA, mediadtorovda RNA

multidrug resistance-associated protein 1

multidrug  resistance-associated protein, proteinu spdjany
s mnoholiekovou rezistenciou MRP
nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotid fosfat
(4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanén

NO syntaza 1

NO syntaza 2

NO syntéaza 3

NADPH-chindondehydrogenaza

chinonreduktaza 2

4-0x0-2-nonenal

polycyclic aromatic hydrocarbons

prostaglandin E

prostaglandin F

prostaglandin H

quinone reductase, chinonreduktaza

ribonukleotidova kyselina

reactive oxygen species

short-chain dehydrogenase, dehydrogenédza/reduktaza s kratkym
retazcom

serin

Signal transducer and activator of transcription 3

triose phosphate isomerase-barrel

tyrosin

ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
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Struktiiry skimanych zliiéenin ako potencidlnych inhibitorov
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