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SOUHRN

Tato disertacni prace je komentovanym souborem 3 publikovanych pivodnich praci
zabyvajicich se experimentdlnim studiem protektivnich ucinkii bisdioxopiperazinovych
derivatd, véetné klinicky uzivaného 1é¢iva dexrazoxanu (DEX), vi¢i chronické antracyklinové
(ANT) kardiotoxicite.

V prvni Casti byly studovany vybrané derivaty DEX s chemickou modifikaci na
dioxopiperazinovych cyklech. In vitro experimenty naznacily ztratu kardioprotektivniho
potencidlu 1 u derivatl s nejmensi obménou této casti chemické struktury DEX. Tento
predpoklad byl néasledné potvrzen v pfimém porovnani s DEX na in vivo modelu chronické
ANT kardiotoxicity u kralika. Ztrata kardioprotektivniho u¢inku nekorelovala se schopnosti
metabolitl téchto derivati chelatovat volné ionty Zeleza, ale byla nalezena pravdépodobna
spojitost se znemoznénim interakce parentnich latek s topoizomerazou IIf (TOP2B). Tyto
vysledky také potvrdily, Ze pouzity in vitro model je vhodny k predikci kardioprotektivniho
potencialu studovanych latek vii¢i chronické ANT kardiotoxicité in vivo.

V dalsi ¢asti byla pozornost vénovana latce ICRF-193, ktera se od DEX li$i metylaci
spojovaciho fetézce. Tato latka v in vitro podminkdch vykazovala vyssi ucinnost v inhibici
TOP2B, i v protekci primarnich kardiomyocytt pted toxicitou ANT. Velmi nizka rozpustnost
ve vod¢ ale znemoznila jeji dalsi studium in vivo. Tento problém byl vyfeSen piipravou novych
proléciv ICRF-193, u nichz bylo s vyuzitim primérnich kardiomyocytti popsano uvolnéni
aktivniho metabolitu in vitro a prokazéan protektivni potencial viici ANT toxicité. Nasledné€ bylo
vybrané prolécivo ICRF-193 (latka GK-667) podéno intraven6zné kraliktim a byla studovéana
farmakokinetika proléciva, aktivniho i1 neaktivniho metabolitu. Plazmatické koncentrace
aktivniho ICRF-193 pfitom ukazaly, ze latka GK-667 je vhodnym kandidatem pro studium
kardioprotektivniho uc¢inku in vivo.

Posledni cast experimentti ukazala, ze proléivo GK-667 navozuje na dévce zavisly
kardioprotektivni ucinek vac¢i chronické ANT kardiotoxicité u kralika s téméer kompletni
protekci ve vétsing studovanych parametrt s uzitim vyssi studované davky GK-667 (5 mg/kg).
Na zadkladé poméru davek k ANT se tato latka zda byt dosud nejucinnéj$Sim zndmym
bisdioxopiperazinovym kardioprotektivem. Pfi studiu mechanismii u¢inku bylo zjiSténo, Ze
latka GK-667 plisobi kardioprotektivné prostfednictvim svého aktivniho metabolitu ICRF-193,
jez inhibuje TOP2B, a tim brani ANT navozenému poSkozeni DNA a spusténi nasledné
signalizace v myokardu. Podéani latky GK-667 navic neovliviiovalo farmakokinetiku ANT
in vivo a také nesnizovalo protinadorovy u¢inek ANT in vitro, coz z této latky €ini zajimavé
kandidatni 1é€ivo k pokrocilejsimu vyzkumu a vyvoji jako kardioprotektiva vici chronické
ANT kardiotoxicité.



SUMMARY

Title: New possibilities of cardioprotection in anthracycline cardiotoxicity

This PhD thesis is a commented collection of 3 published original papers describing
experimental research into protective effects of bisdioxopiperazine derivatives, including
clinically used drug dexrazoxane (DEX), against chronic anthracycline (ANT) cardiotoxicity.

In the first part, selected derivatives of DEX with chemical structure modified on
dioxopiperazine cycles were studied. /n vitro experiments suggested a loss of cardioprotective
potential in all derivatives tested including those with the smallest change in the ring structure.
This assumption was later confirmed in head-to-head comparison with DEX in vivo on
a chronic ANT cardiotoxicity model in rabbits. The loss of cardioprotective effect did not
correlate with iron chelating properties of the derivatives” metabolites, but it showed good
association with ability of parent compounds to interact with topoisomerase I (TOP2B).
These experiments also confirmed that the in vitro assays used in this study are suitable for
prediction of cardioprotective effects of these substances against chronic ANT cardiotoxicity
in vivo.

The other part focused on compound ICRF-193 which differs to DEX by a single methyl
attached to the aliphatic linker. This compound showed higher potency in both TOP2B and
cytoprotective assay against ANT toxicity in primary cardiomyocytes in vitro, but its poor
water-solubility precluded in vivo study. This was overcome by design of water-soluble
prodrugs of ICRF-193 in which the release of the active metabolite and cytoprotective potential
were characterized in vitro in primary cardiomyocytes. A selected prodrug (compound
GK-667) was than administered intravenously to rabbits and plasma pharmacokinetics of the
parent prodrug, active and inactive metabolite were investigated. Plasma concentrations of
active ICRF-193 suggested that GK-667 deserves examination for its cardioprotective effects
against chronic ANT cardiotoxicity in vivo.

Finally, it was revealed that the prodrug GK-667 can provide dose-dependent
cardioprotective effects against chronic ANT cardiotoxicity on the rabbit model with almost
complete protection against most of cardiotoxicity parameters at higher studied dose (5 mg/kg).
Thus, based on a dose ratio to ANT it seems to be the most potent bisdioxopiperazine
cardioprotectant reported so far. It was revealed that it acts as cardioprotectant through its active
metabolite I[CRF-193 which inhibits TOP2B and thus prevent ANT-induced DNA damage and
following signalling in the heart. The agent did not affect either ANT pharmacokinetics in vivo
or ANT anticancer effect in vitro, thus it seems to be an interesting drug candidate for further
advanced study and development as cardioprotective agent against chronic ANT cardiotoxicity.



1. UVOD

1.1. Antracykliny

Antracykliny (ANT) jsou skupinou antibiotik pfirodniho pivodu s vyznamnymi
protinadorovymi ucinky. Prvni zastupci této skupiny — daunorubicin (DAU) a doxorubicin
(DOX) — byli izolovani ze Streptomyces peucetius v 60. letech minulého stoleti (Martins-
Teixeira et al.,, 2020). Tato I1éCiva dodnes patii mezi nejucinngjsi protinadorova
chemoterapeutika uzivana v klinické praxi, a proto zistavaji pilifem riznych lécebnych
protokold uzivanych k 1é¢beé hematologickych 1 solidnich nadort u déti 1 dospé€lych (Kiss et al.,
2022).

1.1.1. Mechanismus protindadorového ucinku

Protinadorovy ucinek ANT byl nejprve pfipisovan jejich schopnosti interkalace,
tj. vimezeteni se mezi pary bazi DNA (Quigley et al.,, 1980), v soucasnosti je vSak za
al., 2014b). ANT pusobi na tento enzym jako tzv. topoizomerazové jedy — tzn. ireverzibilné
inhibuji TOP2A ve fazi, kdy jiz doslo k preruSeni DNA a zabrainuji opétovnému spojeni
dvousroubovice DNA se vznikem dvojitych zlomid DNA, coz zplisobuje aktivaci molekularni
signalizace odpovidajici na poskozeni DNA (tzv. DNA damage response, DDR) a navozeni
apoptotické bunééné smrti. V posledni dobé se vSak také objevila teorie, Ze ANT mohou ptsobit
protinddorové skrz poSkozeni chromatinu zpisobené interkalaci ANT do DNA a vypuzenim
histonit z nukleozomu (van der Zanden et al., 2021). Tvorba reaktivnich forem kysliku
(ROS) se na protinadorovém ucinku ANT podili spise minoritn¢.

1.1.2. NeZadouci ucinky a toxicity

Velmi castymi nezéddoucimi ucinky spojenymi s chemoterapii ANT jsou nauzea,
zvraceni, alopecie, prijem, ¢i mukozitida. U velkého procenta pacientli se objevuje také
utlum kostni dfené s piechodnou hematotoxicitou. Mezi dlouhodobé komplikace 1éCby patii
mozny vznik sekundarnich malignit, neplodnost a kardiotoxicita (SPC Doxorubicin Teva).

1.2. Kardiotoxicita antracyklinu

Kardiotoxicita je zdvaznym a davku limitujicim neZadoucich u¢inkem ANT, ktery ma
vyznamny dopad na uziti téchto 1é¢iv v klinické praxi (Swain et al., 1997; van der Zanden et
al., 2021). Klinicky vyznamnéjsi jsou chronické formy ANT kardiotoxicity, které se rozviji
postupné po opakovaném podani ANT, zavisi na kumulativni davce a jsou prototypovym
ptikladem tzv. typu 1 kardiotoxicity a srdecni dysfunkce, pfi niz dochéazi k charakteristickym
histopatologickym zméndm v myokardu se vznikem dilata¢ni (pfipadné€ restriktivni)
kardiomyopatie a srde¢niho selhani (Tunuguntla et al., 2021). Loziskové toxické poskozeni je
nejvyznamnéjsi v myokardu levé komory (LK) a mezikomorového septa (Van Vleet et al.,
1980). Toxické poSkozeni myokardu vedouci k zaniku kardiomyocyti je z velké casti
ireverzibilni. V loziscich s vyraznym degenerativnim poSkozenim kardiomyocyti je
vétSinou patrna ndhradova fibréza (Billingham et al., 1978). Typickym znakem ANT
kardiotoxicity je systolicka dysfunkce LK, kterd se nejcastéji rozviji do 1 roku po ukonceni
chemoterapie (¢asné formy), ale zejména u déti byla popsana klinicka manifestace az o mnoho
let pozdéji (Zamorano et al., 2016).

1.2.1. Mechanismy vzniku chronické antracyklinové kardiotoxicity

Navzdory dlouho trvajicimu vyzkumu nejsou dosud mechanismy ANT kardiotoxicity
pIné objasnény (Dadson et al., 2020; Qin et al., 2021; Stérba et al., 2013). Historicky patii
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mezi nejstudovangjsi a nejcitovanéjsi mechanismy ty, které souvisi se zvySenim tvorby ROS
a oxidaé¢niho stresu v myokardu (Qin et al., 2021; Simtinek et al., 2009). Nové&jsi teorie vzniku
ANT kardiotoxicity pfedpokladda vyznamnou tulohu interakce ANT s topoizomerazou IIf
(TOP2B) v kardiomyocytech, kterd vede k poskozeni DNA se spusténim DDR (Zhang et al.,
2012). Existuje vSak cela rada dalSich teorii, které mohou vysvétlovat vznik ANT toxicity.

a) Navozeni oxidaéniho stresu a oxida¢niho poSkozeni myokardu

ANT mohou piimo chemicky navodit tvorbu ROS prostiednictvim chinonové casti
aglykonu, a to jak samotné, tak i po utvofeni komplexu aglykonu ANT s volnymi ionty Zeleza
(Obr. 1). Samotna chinonova ¢ast aglykonu ANT muze byt enzymaticky redukovéna za vzniku
semichinonového radikalu, ktery po reakci s kyslikem vytvoii superoxidovy aniont (*O27)
(Doroshow et al., 1986). Kli¢ovou roli v neutralizaci *O,~ na mén¢ toxicky peroxid vodiku
(H202) hraje superoxiddismutaza (SOD). V pfitomnosti volnych ionti Zeleza mohou
prostfednictvim tzv. Fentonovy reakce vznikat z H>O» jest¢ mnohem reaktivnéjsi a biologicky
toxictéjsi hydroxylové radikaly (¢OH). Volné ionty Zeleza jsou vSak za normalnich okolnosti
dostupné v buiice pouze v omezené mife jako soudast tzv. labile iron pool (Siminek et al.,
2009). Nicméné dle nékterych teorii ANT také aktivné navozuji poruchu regulace bunééné
homeostazy Zeleza (Xu et al., 2005). Uvedené déje mohou probihat cyklicky, takze velké
mnozstvi ROS miiZe pfetiZit antioxida¢ni mechanismy kardiomyocytu a vést k oxida¢nimu
poskozeni lipida, proteinti i DNA (Stérba et al., 2013).

Tvorba komplexu s ionty zeleza
e
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Obr. 1 Zjednodusené schématické znazornéni hlavnich cest vzniku oxidac¢niho stresu navozeného
antracykliny a katalyzovaného Zelezem — pievzato a upraveno z Stérba et al. (2013). *O, —
superoxidovy aniont, SOD — superoxiddismutaza, H,O, — peroxid vodiku, *OH — hydroxylovy radikal.

b) Interakce antracyklini s topoizomerazou IIf

V sav€ich buiikach existuji 2 hlavni izoformy TOP2 (TOP2A a TOP2B), jez sdili
katalyticky mechanismus a maji také vysokou miru strukturni homologie (cca 70 %). TOP2A
je vysoce exprimovana v rychle se délicich normalnich a nadorovych buiikach, kde je
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nezbytnd pro replikaci DNA (Chen et al., 2012). Jeji exprese v kardiomyocytech je vSak
zanedbatelnd (Lenco et al., 2015; Vejpongsa et al., 2014b), proto pro vznik kardiotoxicity
nemuze mit zdsadni vyznam. Naproti tomu TOP2B je dominantni izoformou v nedélicich se
terminalné diferencovanych buinikach jako jsou kardiomyocyty ¢i neurony (Chen et al.,
2012). ANT patii mezi tzv. topoizomerazové jedy, a to na obou izoformach TOP2 (Marinello
et al., 2018). TOP2(A) byla oznacena za mozny molekuldrni cil pro ANT v nadorovych
bunkach jiz v 80. letech minulého stoleti (Tewey et al., 1984), kardiotoxicita ANT vSak byla
s ovlivnénim TOP2, a konkrétné jeji B izoformy (TOP2B), spojena az relativné nedavno (Lyu
et al., 2007; Vejpongsa et al., 2014a; Zhang et al., 2012). Zasadni vyznam piitom méla prace
skupiny prof. Yeha (Zhang et al., 2012), kterd ukézala, ze podminény knock out TOP2B
v kardiomyocytech dospélych mysi predchazi vzniku ANT kardiotoxicity in vitro, 1 in vivo. Na
jejim zakladé byla TOP2B navrZena jako primarni cil pro ANT v kardiomyocytech. Dle
této prace interakce ANT s TOP2B v kardiomyocytech vede k poSkozeni DNA (Obr. 2)
a aktivaci DDR s klicovou roli p53 (Zhang et al., 2012), jez je dilezitym transkripénim
regulatorem tady cilovych genti (Feroz et al., 2020). Ve vysledku by tento déj mél vést
k apoptoze kardiomyocytii a transkripénim zméndm vedoucim k naruSeni mitochondrialni
biogeneze s naslednym poskozenim mitochondrii a k navozeni oxida¢niho stresu (Zhang et
al., 2012).

Apoptoticka signalizace
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Obr. 2 Schématické znazornéni mechanismu antracyklinové (ANT) Kkardiotoxicity
zprostiedkované skrz interakci s topoizomerazou IIff (TOP2B). ANT jako topoizomerazovy jed
narusuje katalyticky cyklus TOP2B, coz vede ke vzniku dvojitych zlomit DNA, jez spousti molekularni
signalizaci odpovidajici na poskozeni DNA (DDR), aktivaci p53 a apoptotické signalizace. Dale dochazi
k naruseni mitochondridlni biogeneze, coz vede k poskozeni mitochondrii, nasledné k zvysené tvorbé
reaktivnich forem kysliku (ROS) a sniZeni tvorby adenosintrifosfatu (ATP). VSechny uvedené déje ve
vysledku mohou vést k degenerativnim zménam kardiomyocytl a programované a neprogramované
bunéné smrti. Volné upraveno podle Vejpongsa et al. (2014b) s vyuzitim Servier Medical Art,
poskytovaného spole¢nosti Servier, licencovaného pod Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License.

1.2.2. Mozinosti omezeni antracyklinové kardiotoxicity —mimo farmakologickou
kardioprotekci

Ke zmirnéni toxicity ANT mitize pfispét nckolik piistupli, pficemz mezi klinicky
2014a) a disledné monitorovani pacienta pred 1écbou, v pribéhu 1écby a po jejim ukonceni.
(Curigliano et al., 2020). Omezeni ANT kardiotoxicity 1ze dosdhnout i zménou schématu
podavani (kontinudlni infuze misto bolusového podéni), ¢i pouzitim modernich lékovych
forem pro cilenou distribuci ANT (napf. lipozom1) (Sawicki et al., 2021).



1.3. Uvod do farmakologické kardioprotekce

1.3.1. Antioxidanty

Vyzkum kardioprotektivnich ucinka antioxidant byl zahajen v poloviné 70. let
minulého stoleti (Simtnek et al., 2009) a trva do uréité miry dodnes. Jiz na zacatku 80. let
minulého stoleti bylo ovSem zjisténo, Ze klasické antioxidanty jako je vitamin E (a-tokoferol)
¢i N-acetylcystein, vykazuji velmi malé ¢i zaddné kardioprotektivni Uc¢inky na klinicky
relevantnich modelech chronické ANT kardiotoxicity (shrnuto v Stérba et al., 2013). Intenzivné
studovanou skupinou antioxidantl byly a dodnes jsou flavonoidy. Nicmén¢ k témto latkam je
k dispozici relativné malo dat z experimenti uzivajicich ovéfené a klinicky relevantni
experimentalni modely (Stdrba et al., 2013). Jednou z vyjimek jsou vysledky ziskané se
7-monohydroxyethyl-rutosidem (van Acker et al., 1995). Nasledn¢ bylo ale zjisténo, Ze
kardioprotekce pomoci 7-monohydroxyethyl-rutosidu neni stala a jeji vysledky se zhorsuji
s dobou nasledného sledovani (Bruynzeel et al., 2007b). Vyznamny kardioprotektivni u¢inek
nebyl u antioxidantd nalezen ani v malych prospektivnich randomizovanych studiich
(Bruynzeel et al., 2007a; Legha et al., 1982; Myers et al., 1983).

1.3.2. Cheldtory Zeleza

Neucinnost klasickych antioxidantd na modelech chronické ANT kardiotoxicity
a v klinickych studiich vedla ke zvyraznéni role volnych iontl Zzeleza, protoze v jejich
pfitomnosti mohou vznikat vysoce toxické *OH (Simunek et al., 2009).

Deferoxamin, ktery se klinicky uziva v terapii pietizeni organismu ionty Zeleza,
vykazoval vyznamny kardioprotektivni Uc€inek in vitro na izolovanych kardiomyocytech
pretizenych ionty zeleza a na modelech akutni toxicity in vivo, ale nebyl U¢inny na
kardiomyocytech bez pfetizeni ionty Zeleza (shrnuto v Simtinek et al., 2009), ani na
validovaném modelu chronické ANT kardiotoxicity u potkana (Herman et al., 1994). Jeho
neuéinnost jako kardioprotektiva byla vysvétlovana nizkym prostupem plazmatickou
membranou do kardiomyocytu, coz bylo pfi¢itdno jeho vysoké molekulové hmotnosti
a hydrofilit&. Proto se vyzkum zaméfil na mensi a lipofilngjsi latky (Simtnek et al., 2009). Mezi
lipofilni selektivni chelatory Zeleza patii aroylhydrazonové chelatory. Tyto latky byly
castecné ucinné na in vitro modelu izolovanych neonatdlnich potkanich komorovych
kardiomyocytl (NVCM) a na in vivo modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika. Nicméné
mira kardioprotekce byla vzdy niZs$i nez u dexrazoxanu (DEX) a misto na davce zavislého
zvySeni U€inku u nich bylo pozorovano jeho kompletni vymizeni ve vysSich davkach (shrnuto
v Stérba et al., 2013), a to nezavisle na volb& konkrétniho derivatu &i cesty podani. Dal§im
zkoumanym chelatorem Zeleza byl deferipron, ktery byl uspésné zaveden do klinické praxe
pro peroralni (p.o.) 1écbu pretiZzeni organismu ionty Zeleza (Barnabé et al., 2002). Toto 1é¢ivo
ma delsi biologicky polocas nez aroylhydrazony a dobie penetruje do kardiomyocyti 1 jejich
mitochondrii (Glickstein et al., 2006). Podobn¢ jako u deferoxaminu ¢i aroylhydrazonii neni
komplex deferipronu s ionty Zeleza redoxné aktivni, a tak brani katalyze redoxnich reakci
(Koppenol et al., 2019). PfestoZe se deferipron zdal byt protektivni viici toxicité ANT in vitro
(Barnabé et al., 2002), na modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika u né&j nebyl zjiStén
zadny protektivni ucinek, 1 kdyz by pouzité davky mély zajistit dostate€nou expozici myokardu
(Popelova et al., 2008). A ani dalsi klinicky uzivany chelator Zeleza deferasirox nevykazoval
kardioprotektivni uc¢inky viici ANT kardiotoxicité (Hasinoff et al., 2003).

1.3.3. Dalsi zkoumana kardioprotektiva

Dalsi vyzkum se zaméfil na 1é¢iva v klinické praxi jiz uzivand — a to zejména na
neurohormonalni blokatory G¢inné u chronického srdec¢niho selhani se snizenou ejekcni
frakei (typ HFrEF) (tj. inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu — ACEi, antagonisty AT1
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receptoru pro angiotenzin I — tzv. sartany, antagonisty aldosteronu a p-blokatory) (Dadson
etal., 2020; Payne et al., 2017). Tato 1é¢iva se bézné€ uzivaji pro 1écbu srde¢ni dysfunkce/selhani
navozeného ANT (Zamorano et al., 2016), a u ACEi existuji i dikazy o protektivnim ucinku
pfi uziti v sekundarni prevenci u rizikovych pacienti s vyznamné zvySenymi plazmatickymi
koncentracemi srdecnich troponini po podani ANT (Cardinale et al., 2006). Nicméné jejich
uloha v primarni prevenci, tj. pfi uziti od prvni davky ANT neni jasnd. S fadou 1é¢iv téchto
skupin byly provedeny experimentalni i klinické studie, nicméné jejich vysledky jsou smiSené
a zatizené fadou limitaci (Brown et al., 2020). Metaanalyzy naznacily urcity statisticky
vyznamny piinos pii podavani téchto 1€Civ v primarni prevenci ANT kardiotoxicity, ale bez
dalsich ditkazii nebylo mozné k jejich pfinosu formulovat jednoznacny zavér (Vaduganathan et
al., 2019).

1.4. Dexrazoxan

DEX (ICRF-187) je prvnim a stale jedinym lé¢ivem schvalenym regula¢nimi organy
(Evropska lékova agentura — EMA, americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv) pro protekci
myokardu viici chronické ANT toxicité v klinické praxi (Sawicki et al., 2021). Chemicky patii
do skupiny bisdioxopiperazinli, konkrétn¢ se jednd o (+)-(S)-enantiomer razoxanu
(ICRF-159) (Herman et al., 2014). Tyto latky byly piivodné vyvijeny jako protinadorova
1é¢iva (Creighton et al., 1969). Kardioprotektivni u¢inky DEX byly objeveny spiSe shodou
okolnosti pfi kombinaci s ANT (shrnuto v Herman et al., 2014).

1.4.1. Farmakokinetika a metabolismus

V klinické praxi je DEX podédvan v kratké (cca 15 min) infuzi v davkach
500-1000 mg/m?, jez poskytuji maximalni koncentrace (cmax) mezi 136-280 pM (Stérba et al.,
2013). Uvnitf bunék je DEX enzymaticky hydrolyzovan dihydropyrimidindzou na prechodné
metabolity B a C s jednim otevienym dioxopiperazinovym cyklem (Obr. 3). Nasleduje
hydrolyza druhého dioxopiperazinového cyklu enzymem dihydroorotazou na finalni otevieny
metabolicky produkt ADR-925 (Jirkovsky et al., 2018).

HOOC—, o}
4
H,NoC—/ N  NH

= i \—CONH
DEX o) \ 0\5 / ADR-925 ;

0 \—CONH, HOOC—,

N
c Hooo— N\ COOH
~—COOH

EDTA

Obr. 3 Metabolismus dexrazoxanu (DEX) dihydropyrimidindzou (DHPaza) na meziprodukty B a C
s jednim otevienym cyklem a dihydroorotazou (DHO4aza) na finalni otevieny produkt ADR-925, jez se
podoba kyseliné ethylendiamintetraoctové (EDTA) — upraveno dle Jirkovsky et al. (2021) a Minotti et
al. (2004).

Plazmatické koncentrace DEX klesaji u lovéka ve 2 fazich s polocasem 15 a 140 min.
DEX je vSak tradicné povaZovan za proléfivo, proto jsou dllezité také informace
o farmakokinetice jeho aktivniho metabolitu ADR-925 (Stérba et al., 2013). Schroeder et al.
(2003) ukazali u pacientti méfitelné plazmatické koncentrace ADR-925 (= 10 uM) uz na konci
infuze DEX, cmax ADR-925 (= 30 uM) byla dosaZena 15 min poté a po 4 h fazi platé nasledoval
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pomaly pokles jeho koncentraci v plazmé. Pfechodné metabolity (B a C) byly diky rychlé
pfemeéné na ADR-925 detekovéany v plazmé jen kratce.

1.4.2. Dukazy o kardioprotektivni ucinnosti v experimentu a klinickych studiich

Kardioprotektivni u¢inky DEX byly na experimentilnim modelu chronické ANT
kardiotoxicity poprvé zdokumentovany u kralika (Herman et al., 1981; Herman et al., 2014).
V dalsich experimentech pak Herman a Ferrans (1986) jasné ukézali, Ze G¢inek DEX neni jen
prostym oddalenim klinickych projevi kardiotoxicity, ale jednd se o zabranéni nastupu
kardiotoxicity, coz vede k dlouhotrvajicimu prospéchu z 1é€by. Podani DEX také umoznilo
podani mnohem vys$Sich kumulativnich davek DOX se snesitelnym rizikem kardiotoxicity
(Herman et al., 1988). DEX v in vivo experimentech poskytoval vyznamnou kardioprotekci
pii podani v poméru davek DEX:DOX 5:1 az 30:1 (Imondi, 1998), pfi¢emz pomeéry 10:1 az
20:1 byly vybrany jako nejvhodnéjsi pro pouziti v klinickych studiich (Swain et al., 1997).
Casovy interval mezi podanim DEX a DOX byl systematicky hodnocen u mysi, pfi¢emz
nejlepsi vysledky vykazovalo poddni 30 min pfed az 15 min po DOX (Imondi, 1998). Navic
podéani DEX pied kazdou davkou DOX bylo in vivo vyznamné u¢innéjsi nez odlozené podani
DEX (Jirkovsky et al., 2013). V prub&hu ptl stoleti jeho preklinického vyzkumu bylo také jasné
doloZzeno, ze Kkardioprotektivni uéinky DEX vici chronické ANT kardiotoxicité jsou
vyznamné u vSech pouzitych druhii pokusnych zviiat (kralik, pes, mys, normotenzni
a spontanné¢ hypertenzni potkan, morce, prase) a nezavislé na uzitém ANT derivatu (Herman
et al., 2014; Imondi, 1998). Utinnost DEX v klinické praxi byla jasné potvrzena v mnoha
klinickych studiich u dospélych 1 déti s riznymi malignitami a také v jejich meta-analyzach
(Reichardt et al., 2018; van Dalen et al., 2011).

1.4.3. Mechanismy ucinku

Navzdory intenzivnimu vyzkumu neni mechanismus kardioprotektivnich ucinktit DEX
vuci ANT kardiotoxicité pln€ objasnén (Benjamin et al., 2021; Hasinoff et al., 2020b).

a) Chelatace ionti Zeleza

Kardioprotektivni uc¢inek DEX je nejcastéji piipisovan chelataci Zeleza pomoci jeho
metabolitu ADR-925. Tento metabolit se strukturné podobd zndmému cheldtoru EDTA,
a podobné jako EDTA ma i ADR-925 vyznamnou afinitu jak k Zeleznatym (Fe®"), tak
k Zelezitym (Fe*") iontlim, coz plati i pro hydrolytické produkty dalsich bisdioxopiperazinti.
Jelikoz je ADR-925 silnéjSim cheliatorem Zeleza nez ANT, tak kromé& volného
intracelularniho Zeleza, kterého je v bunikach za normalnich okolnosti jen omezené mnozZstvi,
miize ADR-925 wi¢inn& odnimat i Fe’* ionty vézané v komplexu s ANT (Stérba et al., 2013).
Témito mechanismy by mé&l ADR-925 zamezit katalytické ucasti iontli Zeleza na cyklické
tvorb& ROS navozené ANT, zvlasté pak velmi toxickych *OH, coz by mélo chranit myokard
pred piimym oxida¢nim poskozenim. Nicméné¢ opomijenym faktem je, Zze i komplex iontu
Zeleza s ADR-925 se miiZe ucastnit cyklickych redoxnich reakei a katalyzovat vznik *OH
(podobné jako je to dobfe zndmo o komplexu Zeleza s EDTA) (Thomas et al., 1993). ADR-925
také (stejn¢ jako EDTA) neni selektivni chelator iontl Zeleza — vaze nespecificky také dalsi
ionty (Stérba et al., 2013).

b) Interakce s topoizomerazou IIp

Jedna z novégjSich hypotéz dava do souvislosti kardioprotektivni u¢inky DEX s jeho
schopnosti katalyticky inhibovat aktivitu TOP2B (Hasinoff et al., 2007; Lyu et al., 2007).
Katalytické inhibitory TOP2 brani vzniku kovalentniho komplexu ANT-TOP2-DNA skrz
stabilizaci uzaviené (tzv. closed-clamp) konformace TOP2 (Lyu et al., 2007). DEX se vaze na
N-terminalni doménu kvasinkoveé TOP2, ktera je vysoce homologni s lidskou TOP2B 1 TOP2A,
pfimo mezi dv¢é mista, kterd vazi ATP, a tak pfemostuje dva monomery a uzavira DNA
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v uzaviené konformaci TOP2 (Hasinoff et al., 2007). Jako katalyticky inhibitor TOP2 DEX
nenavozuje zlomy DNA, ¢imZ se zasadn¢ liSi od tzv. topoizomerazovych jedi, mezi néz patii
ANT. Naproti tomu TOP2 jedy plsobi skrz zvysenou tvorbu nebo stabilizaci za normalnich
okolnosti pfechodného TOP2-DNA kovalentniho komplexu (tzv. cleavable complex) (Herman
etal., 2014). DEX by tedy jako katalyticky inhibitor mohl brénit i¢inku ANT jako TOP2 jedu,
a tim zabranit poSkozeni DNA kardiomyocytli a nasledné DDR. Kromé ptfedchazeni vzniku
kovalentniho komplexu DNA s TOP2B stabilizovaného ANT, by mohl DEX také navodit
cilenou degradaci TOP2B prostiednictvim ubikvitin proteazomového systému (Lyu et al.,
2007). Doposud vsSak nebyl prokazan piicinny vztah mezi schopnosti inhibovat/depletovat
TOP2B v myokardu a kardioprotekci vici chronické ANT kardiotoxicité. V neposledni fad¢ je
tteba zduraznit, ze dostupné informace o mozném vyznamu TOP2B pro kardioprotekci
navozenou DEX byly ziskdny na metodicky problematickém modelu proliferujicich H9¢c2
myoblasti (Deng et al., 2014; Lyu et al., 2007). Tato Casto uzivana bunécna linie na rozdil od
kardiomyocytl exprimuje také TOP2A (Lenco et al., 2015), kterd je DEX téz ovlivnéna (Deng
et al., 2014). Nekteii autoii také vztah kardioprotektivniho u¢inku DEX k TOP2B popiraji
a navrhuji alternativni mechanismy uc¢inku (McCormack, 2018).

1.4.4. NeZadouci ucinky

DEX v kardioprotektivnich davkach pouzivanych v klinickych studiich nezptsobil
vyssi vyskyt nebo zdvaznost nezaddoucich ucinkl spojenych s ANT chemoterapii, s vyjimkou
leukopenie a/nebo trombocytopenie (Cvetkovic et al., 2005). Navzdory tomu, ze DEX
ptesvédciveé chrani myokard, je jeho pouziti v klinické praxi omezené (Dadson et al., 2020;
Simmons, 2019). Nejdiive to bylo kvili obavam ¢i nejistotam ze sniZeni protinadorového
ucinku ANT (Swain et al., 1997), pozd¢&ji na to mélo vEtsi vliv podezieni na zvySeni rizika
vzniku sekundarnich malignit (Tebbi et al., 2007), které vedlo k docasné kontraindikaci
u déti. Ackoliv nov¢jsi studie a jejich meta-analyzy nepotvrzuji vyznamny vliv DEX na
protinddorovy ucinek ani zvysené riziko sekundarnich malignit (shrnuto v Reichardt et al.,
2018), ptedbézné zavedena omezeni uziti DEX byla zménéna jen caste¢né (kontraindikace
u déti byla zrusena). Omezeni uziti DEX jen pFi vy$Sich kumulativnich davkach ANT
(> 300 mg/m?) u déti i dospélych vsak zistava v platnosti.

1.5. DalSi bisdioxopiperazinové derivaty

Bisdioxopiperaziny byly studovany v pribéhu 60. let minulého stoleti v laboratofich
Imperial Cancer Research Fund (ICRF) v Londyné jako protinddorova léciva. Zde bylo
zjiSténo, ze protinadorova aktivita je omezena pouze na latky velmi blizké ICRF-154 —
napt. razoxan (ICRF-159) a jeho oba optické izomery (DEX i levrazoxan), ¢i latku
ICRF-193 (Creighton et al., 1969). Pozd¢jsi prace (Ishida et al., 1991; Tanabe et al., 1991)
ukazaly, Ze hlavnim mechanismem jejich protinddorového ucinku neni chelatace biogennich
iontl, ale katalyticka inhibice TOP2(A). Bisdioxopiperaziny jako katalytické inhibitory
TOP2 navozuji zastavu bunééného cyklu nddorovych bunék zejména v G»>-M fazi (Ishida et al.,
1991) diky aktivaci tzv. dekatenacniho checkpointu, ktery monitoruje stav zietézeni
chromozom a zadrzi buiikku v G; fazi/oddali vstup do mitézy do t¢ doby, nez budou sesterskeé
chromatidy plné oddé€leny aktivitou TOP2A (Luo et al., 2009). Klasické TOP2A jedy jako je
etoposid ¢i ANT, jez navozuji tvorbu dvojitych zlomid v DNA, aktivuji zejména tzv. DNA
damage checkpoint (Damelin et al., 2007).

1.5.1. Kardioprotektivni ucinky in vitro a in vivo

Na rozdil od protinddorového U¢inku byly kardioprotektivni  GCinky
bisdioxopiperazinovych derivati jinych nez DEX zkoumény jen v nékolika malo studiich
(Bures et al., 2017; Herman et al., 1997; Jirkovska-Vavrova et al., 2015; Martin et al., 2009;
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Véavrova et al, 2013) av drtivé vétSin¢ vedla zména chemické struktury ke ztraté
kardioprotektivniho potencidlu. Navrh a uspofadani téchto studii byly téz zasadné ovlivnény
nejasnostmi ohledné molekularniho mechanismu kardioprotektivniho uc¢inku, nebot’ donedavna
byla hledéna souvislost kardioprotektivniho u¢inku téméf vyhradné s chelataci iontd Zeleza.

Protekci pred ANT kardiotoxicitou se vénovala studie Herman et al. (1985), ve které
byl studovan ucinek DEX a témét 20 bisdioxopiperazinl na sniZeni akutni celkové toxicity
jednorazového podani vysoké davky DAU (25 mg/kg) u kieCka. Vztah téchto dat ke
kardioprotektivnim ucinkiim bisdioxopiperazini ovSem zUstavd nejasny, protoze pficina
mortality v této studii nebyla urena a pouzitd vysoka diavka ANT navozuje zejména
vyznamnou extrakardialni toxicitu. Prvni systematictéj$i zkoumani kardioprotektivniho ti¢inku
DEX a dalsich bisdioxopiperazinii na klinicky relevantnim modelu ANT kardiotoxicity bylo
provedeno az pozdéji (Herman et al., 1997). V této praci byl vedle DEX hodnocen
kardioprotektivni ucinek 7 dalSich bisdioxopiperazinovych derivati na validovaném modelu
chronické ANT kardiotoxicity navozené DOX u spontanné hypertenznich potkani (1 mg/kg,
i.v., 1xtydn¢, 12 tydntt). Z hodnocenych latek snizily zavaznost toxického poskozeni myokardu
podobné¢ jako DEX pouze derivaty ICRF-154 a ADR-559 (morfolinomethyl derivat, ktery
hydrolyzou uvolituje ICRF-159 — razoxan) (Obr. 4). Vyznamna ale mén¢ G¢inna protekce pak
byla pozorovéana u derivati ICRF-197 a ICRF-239. Parcialni kardioprotektivni ti¢inek byl
u ICRF-154 zaznamenan na modelu u potkana i u kratkodobého opakovaného podavani
DOX (1x tydn¢ po 30 dntt) (Kvétina et al., 1997).

Martin et al. (2009) studovali kardioprotektivni G€inky u derivatu DEX se spojovacim
feté¢zcem prodlouzenym o jeden uhlik (latka ICRF-161). Tato latka si diky svému metabolitu
zachovala schopnost odnimat Fe*" ionty z komplexu s DOX, ale ztratila schopnost inhibovat
aktivitu TOP2. A ackoliv latka ICRF-161 chranila NVCM in vitro pted toxicitou DOX podobné
jako DEX, pfi studiu in vivo na zavedeném modelu chronické ANT kardiotoxicity u spontdnné
hypertenznich potkani nevykazovala vyznamné kardioprotektivni u¢inky (na rozdil od DEX).
A to piesto, ze farmakokineticky profil této latky u mysi byl podobny jako u DEX. Tato studie
tedy znejistila vztah kardioprotektivniho ucinku k chelataci iontii Zeleza, a navic poukézala na
nezastupitelnou tlohu hodnoceni kardioprotektivniho uc¢inku na in vivo modelu chronické ANT
kardiotoxicity.

Kardioprotektivni u¢inky vybranych derivati DEX byly také hodnoceny v nékolika
studiich nasi pracovni skupiny (Bures et al., 2017; Jirkovska-Vavrova et al., 2015; Vavrova et
al., 2013). Prvni z nich (Vavrova et al., 2013) hodnotila protektivni t€¢inky DEX a proléciva
ICRF-154 sobuzoxanu viici kardiotoxicité navozené DOX a DAU na NVCM. Zatimco DEX
1 sobuzoxan vyznamné¢ chranily NVCM vi¢i toxicité navozené DOX i DAU, zadna z téchto
latek nechranila kardiomyocyty pfed oxidacnim poskozenim navozenym H>O;. Dalsi studie
(Jirkovska-Vavrova et al., 2015) se pak zaméftila na kardioprotektivni potencial novych analogli
DEX s prodlouzenym spojovacim fetézcem (ES-5), ¢i s odnétim oxo skupiny
z dioxopiperazinovych kruhti (MK-15) a také studovala lipofiln€jSi derivaty metabolitu
ADR-925 (KH-TA4, JR-159), které by mohly u¢innéji pronikat do bunék. Na rozdil od DEX
v8ak Zadny z téchto novych analogii DEX vyznamné nechranil pied toxicitou DAU na NVCM
in vitro a v myokardu krélika na chronickém in vivo modelu. Posledni z téchto studii (Bures et
al., 2017) studovala u¢inky nového derivatu DEX JR-311 s pozmé&nénym spojovacim fetézcem
(nahrazeni methylu oxo skupinou) in vitro. Ve standardnim uspotfadani latka JR-311
nevykazala vyznamnou ochranu NVCM pied toxicitou navozenou DAU. To vSak bylo dano
chemickou nestabilitou této latky v podminkach in vitro pokusu vedouci k nizké intracelularni
tedy zajistilo dostateCnou koncentraci JR-311 a ochranu NVCM pted poskozenim DAU.
Chemické a metabolicka nestabilita vSak latku JR-311 vyftadila z dal$iho studia.
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Vsechny vyse uvedené studie s bisdioxopiperazinovymi derivaty tedy nepiinesly latku,
ktera by byla u¢inngj$i nez klinicky uzivany DEX. Naopak vétSina studovanych obmén vedla
ke sniZeni nebo Uplné ztraté kardioprotektivniho potencialu. V nedavno publikované préci nasi

pracovni

skupiny (Jirkovskd et al,

2021) byl vSak u jednoho ze

studovanych

bisdioxopiperazinti poprvé pozorovan vyssi kardioprotektivni ucinek vici toxicité navozené
DAU na NVCM in vitro, a zaroven ucinnéjsi katalyticka inhibice TOP2B neZ u DEX. Tou
latkou byl velmi blizky derivat DEX ICRF-193 lisici se od DEX pouze jednou methylovou
skupinou na spojovacim fetézci. Symetri¢nost molekuly ICRF-193 vSak s sebou piinési také
velmi nizkou rozpustnost ve vodném prosttedi, coz prakticky znemoznuje podani této latky
in vivo a hodnoceni jejiho kardioprotektivniho potencialu na klinicky relevantnim modelu.



2.

CIiLE PRACE

Tato disertacni prace si kladla za cil zkoumat kardioprotektivni i¢inky novych derivati

DEX vuci chronické ANT kardiotoxicité¢ na experimentalnich modelech. Soucasti této prace
bylo studium vztahu struktura-G¢inek za ucelem ureni Casti chemické struktury DEX
nepostradatelnych pro kardioprotektivni ucinek, a naopak odhaleni ¢asti molekuly, jez by bylo
mozné pozmeénit za vzniku potencialné uc¢innéjsich derivat. V neposledni fad¢ bylo cilem této
prace také ptispét k objasnéni mechanismu kardioprotektivniho u¢inku DEX jakozto klinicky
uzivaného 1éciva.

1. Cilem disertacni prace bylo studium kardioprotektivnich ucinki dvou sérii derivati
DEX vii¢i ANT toxicité se zamérenim na:

a)

b)

c)

hodnoceni jejich ucinku in vitro a nésledné in vivo na modelu chronické ANT
kardiotoxicity u krélika a ovéteni prenositelnosti vysledkli mezi témito modely,
objasnéni novych aspektli vztahti struktury a kardioprotektivniho uc¢inku DEX a jeho
derivatt vaci chronické ANT kardiotoxicité,

studium plazmatické farmakokinetiky vybranych derivati DEX a mechanismu jejich
ucinku.

2. Cilem diserta¢ni prace bylo hodnoceni novych proléciv ICRF-193 s lepsi rozpustnosti
ve vodném prostiedi se zamérenim na:

a)

b)
c)

d)

e)

analyzu uvoliiovani aktivniho metabolitu ICRF-193 a protektivni u¢inek vici ANT
toxicité¢ na NVCM v in vitro podminkach,

studium farmakokinetiky vybraného proléciva GK-667 po jeho podani in vivo kralikovi,
studium kardioprotektivnich U¢inkG proléciva GK-667 vici chronické ANT
kardiotoxicité na experimentalnim modelu u kralika v¢etné davkové zavislosti,
analyzu molekularnich mechanismil protekce, zejména s ohledem na ovlivnéni DDR
v myokardu navozené ANT,

analyzu mozného vlivu podéni GK-667 na plazmatickou farmakokinetiku ANT in vivo
u krélika a protinadorovy ucinek ANT in vitro na leukemické bunécné linii HL-60.
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3. VYSLEDKY : KOMENTARE K PUBLIKOVANYM PRACIM
S UVEDENIM PODILU STUDENTKY

3.1. Komentar k Publikaci ¢. 1

Investigation of structure-activity relationships of dexrazoxane analogs reveals
topoisomerase IIpf interaction as a prerequisite for effective protection against
anthracycline cardiotoxicity

Kollarova-Brazdova P., Jirkovska A., Karabanovich G., Pokorna Z., Bavlovi¢ Piskackova H.,
{ irkovsky E., Kubes J., Lenéové}-Popelové Q., Mazurova Y., Adamcova M., Skalickd V.,
Stérbova-Kovarikova P., Roh J., Siminek T., Stérba M.

Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2020, 373(3):402-415;
https://doi.org/10.1124/jpet.119.264580
1F2020 = 4,030 (Q2); AIS2020 = 1,141 (Q1)

Cilem Publikace ¢. 1 bylo studium protektivniho potencialu dvou novych sérii derivati
DEX vu¢i ANT kardiotoxicité, zhodnoceni vyznamu vybranych strukturnich prvkt molekuly
DEX pro navozeni kardioprotektivniho i¢inku a analyza ucasti dvou nejcastéji zminovanych
mechanismu (chelatace Zeleza a inhibice TOP2B) na tomto ucinku.

Prvni skupina derivatl, jejichz protektivni Uc€inky vici ANT kardiotoxicité byly
hodnoceny v této studii, vznikla alkylaci imidovych dusikli dioxopiperazinovych kruhtt DEX.
Timto zpisobem vznikl dimethyl (GK-627), diethyl (GK-638), diizopropyl (GK-639)
a dibenzyl (GK-635) derivat DEX. Druhou skupinu derivatt pak tvofil izomethyl derivat DEX,
u ngjz byla methylovd skupina ze spojovaciho fetézce premisténa do pozice 3 jednoho
dioxopiperazinového kruhu (GK-580) a jeho ethyl analog (GK-5954). Obé skupiny latek pritom
byly navrZeny tak, aby byla zachovéana schopnost hydrolytického otevieni dioxopiperazinovych
kruhti za vzniku chelata¢nich metabolita.

Hodnoceni protektivnich G¢inki téchto derivata in vitro na modelu NVCM vici toxicité
navozené klinicky relevantni koncentraci DAU (1,2 uM) vSak pfineslo ve srovnani s DEX
veskrze negativni vysledky. Ty naznacovaly, Ze by 1 pouhd metylace molekuly DEX na
dioxopiperazinovych kruzich mohla vést ke ztraté kardioprotektivniho potencialu. Nicméné
pfingjmensim u jednoho z téchto derivatl, konkrétné latky GK-627 (oznacované také jako
ICRF-239), byl v ptedchozi in vivo studii uddvan urcity protektivni ucinek vici DOX
navozenému poskozeni myokardu na modelu chronické ANT kardiotoxicity (Herman et al.,
1997), proto bylo nutné tyto vysledky ovéfit a podrobnéji analyzovat. Pro tento Ucel byly
vybrany dva nejblizs§i derivaty DEX (GK-627 a GK-580, Obr. 5), jez byly podrobeny
dikladnému hodnoceni na zavedeném modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika.

Opakované podavani DAU (3 mg/kg, i.v., 1x tydn€ po 10 tydnll) navodilo na tomto
modelu pfedcasné uhyny zvifat v disledku srde¢niho selhani, zptsobilo vyznamny pokles
systolické funkce LK a vyskyt vypotkl v dutin€ hrudni a bfi$ni znacici obéhové méstnani. Dale
bylo v této skupiné pomoci histopatologického vySetfeni, stanoveni koncentraci srdecniho
troponinu T v plazmé, jakoZ 1 molekularnich markert toxicity v myokardu LK (napf. exprese
atridlniho natriuretického peptidu) zdokumentovano vyznamné poskozeni myokardu. Podavani
DEX (60 mg/kg) intraperitonealné (i.p.), 30 min pted kazdou davkou DAU téméi kompletné
ochranilo myokard zvifat pred vSemi témito zménami. AvSak podani obou nejblizsich derivati
DEX (GK-627 a GK-580) ve stejné davce a stejnou cestou podani (60 mg/kg, i.p., 30 min pied
kazdou davkou DAU) nenavodilo vyznamnou protekeci viaci zménam zadného z uvedenych
parametri. Studium plazmatické farmakokinetiky téchto derivath DEX in vivo u krélika
ukazalo, ze absence kardioprotektivnich G¢inki nemiize byt u téchto latek vysvétlena jejich
niz§imi koncentracemi (a s tim souvisejici nedostateCnou expozici myokardu), protoze
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stanovené¢ hodnoty byly podobné nebo dokonce jest¢ vyssi nez u DEX. Také schopnost
otevienych metabolitd latek GK-627 a GK-580 chelatovat Zelezo a odnimat jej z komplexu
s DAU se vyznamné nelisila od metabolitu DEX (ADR-925). Uvedené derivaty se vSak zasadné
lisily od DEX ve schopnosti navodit inhibici a depleci TOP2B in vitro a in vivo — na rozdil od
DEX zde byly vSechny jeho derivaty zcela bez ucinku. Vysledky této studie tedy ukazuji na
velmi tésny vztah struktury a kardioprotektivniho G¢inku DEX a dalSich bisdioxopiperazini.
Chemicka modifikace dioxopiperazinovych kruhtt DEX se tedy v tomto kontextu zda byt pro
zachovani kardioprotektivni aktivity relativné problematickd. Tato data také pfispivaji
k hromadicim se diikaziim, ze interakce bisdioxopiperazini s TOP2B je nezbytna pro t¢innou
kardioprotekci vici toxicit¢ ANT a Ze chelatacni vlastnosti jejich metaboliti nemusi hrat
v tomto u¢inku vyznamnou roli.

0] 0]

~ A
dn
N

vgo O\\‘AN/\/Nvgo

GK-627 GK-580

Obr. 5 Struktury latek GK-627 a GK-580, derivati DEX s nejmensimi obménami struktury, jez byly
pouzity v in vivo Casti experimentti v Publikaci ¢. 1.

Podil studenta na Publikaci ¢. 1:

Student je prvnim autorem komentovaného manuskriptu a mél hlavni autorsky podil na
nasledujicich ¢innostech vedoucich k jeho vzniku:

1) planovani a piiprava navrhu studie (ve spolupraci se skolitelem),

2) realizace in vivo Casti experimentu, vetn¢ aplikace studovanych latek pokusnym
zvitatim, odbéru vzorki, invazivniho hodnoceni srdecni funkce pomoci katetru
a molekularnich analyz myokardu,

3) analyza a interpretace ziskanych dat v€etné jejich statistického hodnoceni,

4) ptiprava manuskriptu (ve spolupraci se skolitelem) vcetné obrazkl a jeho uprava dle
pfipominek oponenti.
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3.2. Komentar k Publikaci ¢. 2

Development of water-soluble prodrugs of the bisdioxopiperazine topoisomerase IIp
inhibitor ICRF-193 as potential cardioprotective agents against anthracycline
cardiotoxicity

Bavlovi¢ Piskackova H., Jansova H., Kube$ J., Karabanovich G., Vanova N., Kollarova-
Brazdova P., Melnikova 1., Jirkovskda A., Lencova-Popelova O., Chladek J., Roh J.,
Simtnek T., Stérba M., Stérbova-Kovaiikova P.

Scentific Reports, 2021, 11(1): 4456; https://doi.org/10.1038/s41598-021-83688-x
1F2020 = 4,380 (Q1); AIS2020 = 1,285 (Q2)

Cilem této studie bylo pfipravit nové proléciva ICRF-193, jez budou dobfe rozpustna
ve vodném prostiedi, coz umozni jejich podéani in vivo, charakterizovat jejich bioaktivaci na
ICRF-193 in vitro, analyzovat kardioprotektivni potencidl vici toxicité ANT in vitro
a u vybraného proléciva popsat farmakokinetiku in vivo u kralika.

Po vzoru bisdioxopiperazinu ICRF-154 a jeho proléciva sobuzoxanu byla v této studii
pfipravena 3 ve vodé€ rozpustnd proléciva ICRF-193 ve formé esterti karboxylovych kyselin
2-aminooctové (GK-667), 2-aminopropionové (GK-678) a 2-amino-3-fenylpropionové
(GK-691), jejichz rozpustnost ve vodé byla o nékolik ada lepsi nez u ICRF-193 (10-20 mg/ml
vs. < 0,005 mg/ml u ICRF-193).

S uzitim UHPLC-MS/MS bylo u vSech proléciv v prubéhu inkubace v bunééném médiu
zaznamenano rychlé uvolnéni ICRF-193 s naslednou pfeménou na jeho neaktivni metabolit
s plné€ otevienymi dioxopiperazinovymi kruhy (ICRF-193¢). Hodnoceni téchto proléciv na
standardnim in vitro modelu ANT kardiotoxicity (1,2 uM DAU na NVCM) nésledn¢ ukazalo,
ze vyznamné cytoprotektivni ucinky jsou u GK-667 dosazitelné jiz od koncentrace 0,3 pM, coz
prakticky odpovidalo pokusiim se samotnou aktivni latkou ICRF-193. U ostatnich proléciv byla
protekce statisticky vyznamna az u vys$sich koncentraci (3 pM). Tyto vysledky jsou patrné dany
nejrychlejSim uvolnénim ICRF-193 z GK-667 v bunécném médiu a zaroven nejpomalejSim
metabolismem této aktivni latky na neaktivni metabolit ICRF-193met. A¢koliv intracelularni
koncentrace ICRF-193 v NVCM po podani GK-667 byly niZ8i nez ty, jez byly v minulosti
stanoveny u DEX (Jirkovsky et al., 2018), protektivni €innost dosaZzena in vitro byla vyssi,
nez jsme pozorovali u DEX (Jirkovska et al., 2021).

Na zéklad¢ téchto vysledkli a zaroven nizké cytotoxicity, bylo prolé¢ivo GK-667
(Obr. 6) vybrano pro dalsi studium, kde byla bioaktivace GK-667 (10 a 100 uM) hodnocena
nejprve v krali¢i plazmé in vitro. Zde uvolnéni ICRF-193 probihalo jesté rychleji nez
v bunééném médiu a relevantnim pufru, coZ naznacuje, Ze slozky plazmy (napt. esterazy, ci
ionty) patrné urychluji tyto procesy.

Na zékladé predchazejicich experimenti bylo provedeno pilotni studium
farmakokinetiky GK-667 po jednorazovém i.v. podani kralikovi. Pro tento experiment byla
zvolena davka 5 mg/kg GK-667 ve formé soli (obsahujici 3,78 mg/kg volné baze GK-667
a 2,34 mg/kg aktivniho ICRF-193). Tato davka byla snadno rozpustnd ve fyziologickém
roztoku a kralikim (n = 6) byla podéana jako pomaly i.v. bolus. Nejvyssi koncentrace GK-667
v plazmé byly zjiStény v prvnim odebraném intervalu (5 min; = 2,7 uM). Nasledny pokles
GK-667 v plazmé byl velmi rychly, protoZe jiz ve 20. min byly koncentrace téméf u vSech
zvitat pod spodnim limitem kvantifikace metody (0,1 uM). Kvili rychlému rozkladu GK-667
v plazmé bylo po odbéru nutné¢ provést okamzitou Upravu vzorku plazmy za soucasného
chlazeni a analytickd metoda byla pro tento Ucel také validovana. Nejvyssi koncentrace

cvwr

koncentrace poskytujici vyznamnou ochranu vi¢i ANT toxicité in vitro (0,3 uM). Navic 30 min
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po podani GK-667, tzn. tésn¢ pied podanim ANT in vivo (dle Casového rozestupu
doporucovaného u DEX) byla koncentrace ICRF-193 ptiblizné¢ 2 pM. Koncentrace ICRF-193
v plazmé pak zistavaly v rozmezi koncentraci cytoprotektivné u€innych in vitro ptiblizn€ 3 h,
coz také koresponduje s délkou preinkubacni periody s prolécivem dle standardniho protokolu
in vitro pokusu.

V této praci byly poprvé stanoveny zakladni farmakokinetické parametry ICRF-193
a jeho neaktivniho metabolitu (ICRF-193m¢) in vivo, a to jak pomoci non-kompartmentové
analyzy, tak 1 popula¢ni farmakokinetické analyzy. V porovnani s DEX byl u ICRF-193 zjistén
krat$i polocas eliminace (0,8 vs 2,0 h) a vyssi celkova clearance, coz odpovidalo rychlejSimu
poklesu plazmatickych koncentraci ICRF-193 u jednotlivych zvitat. Plazmatické koncentrace
ICRF-193 a celkova expozice myokardu byly shledany dostatecné pro pokrocilejsi hodnoceni
protektivniho G¢inku vici chronické ANT kardiotoxicité in vivo na modelu u kralika.

0 o)
#NAOLNHZ
OY\NJ\E/N\/&O
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Obr. 6 Struktura latky GK-667, ve vod¢ rozpustného proléciva bisdioxopiperazinu ICRF-193
vybraného pro dalsi podrobnéjsi studium in vivo.

Podil studenta na Publikaci ¢. 2:

Student je spoluautorem komentovaného manuskriptu a mél hlavni autorsky podil na
nasledujicich ¢innostech vedoucich k jeho vzniku:

1) planovani a realizace in vivo Casti experimentl, vcetné aplikaci studované latky
pokusnym zvifatliim a odbéru vzorki, spoluprace na validaci pre-analytické ¢asti metody,

2) interpretace in vivo vysledkil a spolutcast na piipravé manuskriptu.
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3.3. Komentar k Publikaci ¢. 3

Prodrug of ICRF-193 provides promising protective effects against chronic anthracycline
cardiotoxicity in a rabbit model in vivo

Kollarova-Brazdova P., Lencova-Popelova O., Karabanovich G., Kocurova-Lengvarska J.,
Kubes J., Vanova N., Mazurova Y., Adamcova M., Jirkovska A., HoleCkova M., Simunek T.,
Stérbova-Kovarikova P., Roh J., Stérba M.

Clinical Science, 2021, 135(15), 1897-1914; https://doi.org/10.1042/CS20210311
IF2020 = 6,124 (Q1); AIS2020 = 1,568 (Q1)

Hlavnim cilem této studie bylo urcit, zda vybrané prolécivo ICRF-193, tj. latka
GK-667, dokaze poskytnout uc¢innou a na davce zavislou ochranu vic¢i chronické ANT
kardiotoxicité in vivo na modelu u kralika, a pfitom se zaméfit na potencialni molekularni
aspekty kardioprotektivniho ti¢inku, zejména pak na ovlivnéni DDR v myokardu. Dal§im cilem
této studie bylo ovéfit, jestli podani GK-667 neovliviiuje farmakokinetiku ANT in vivo a zda
tato latka vyznamné nesnizuje protinadorovy u¢inek ANT in vitro.

S vyuZitim modelu chronické ANT kardiotoxicity navozené DAU u kralika (3 mg/kg,
i.v., 1% tydné, 10 tydnll) jsme v této studii ukazali, ze latka GK-667 v davce 1 a 5 mg/kg podana
i.v. 30 min pfed DAU tu¢inné a kompletné pfedchazi DAU navozenym piedasnym thynim
pokusnych zvitat, znamkam méstnani krve a dysfunkci LK hodnocené echokardiograficky
1 katetrizacné. Analyza biomarkert srde¢niho poskozeni (koncentrace srdecniho troponinu T
v plazm¢) a dysfunkce LK (napf. exprese atridlniho natriuretického peptidu), stejné jako
histologické vySetfeni myokardu LK pak ukédzaly na davkovou zavislost ucinki GK-667.
Zatimco v kombinacni skupin€ s nizSi davkou GK-667 (1 mg/kg) jsme zaznamenali
subklinické, avSak statisticky vyznamné poskozeni struktury a funkce myokardu, ve skupiné
s vys$si davkou GK-667 (5 mg/kg) byla ochrana myokardu témét kompletni. Latka samotna
1 v kombinaci s DAU byla pfitom zvifaty velmi dobie tolerovana.

Chronické podavani DAU také navodilo v myokardu kralika vyznamné zvySeni p53
jakozto klicové molekuly fidici DDR. Zarovei byla v myokardu zjiSténa vyznamna transkripéni
aktivace jeho cilovych genl (napi. p21 a MDM?2) a zvySeni aktivity klicové apoptotické
kaspazy 3/7. V kombinac¢nich skupinach s GK-667 byla patrna na davce zavisla inhibice této
signalizace v myokardu. V dalSich experimentech bylo prokdzano, ze podani GK-667 dokaze
zabranit vyraznému zvySeni p53 v myokardu (a jim zprostfedkované DDR) i 6 h po podani
jedné davky DAU. Vztah téchto mechanismt ke kardioprotektivnimu ucinku byl studovan
pomoci podani blizkého derivatu DEX (GK-627), o kterém jsme z pfedchozi studie (Publikace
¢. 1) védéli, ze nechrani myokard viici chronické ANT kardiotoxicité. Podani latky GK-627
stejnym zplsobem jako v chronické studii (60 mg/kg, i.p.) nemélo zddny vliv na DDR
navozenou ANT v myokardu, pficemz exprese p53 a jeho cilovych genti se prakticky nelisily
od skupiny, které byl poddn samotny DAU.

Vysledky dekatenacniho testu studujiciho t¢inek GK-667 a ICRF-193 na aktivitu
TOP2B in vitro ukazaly, ze zatimco ICRF-193 ucinné a na davce zavisle inhibuje aktivitu
GK-667 byla pozorovédna az u vysokych koncentraci (1000 uM), jez nemohly byt v naSich
in vivo pokusech dosazeny. Derivat GK-627 z Publikace €. 1 pfitom nemél na aktivitu TOP2B
Zadny vyznamny vliv.

Tyto vysledky naznacuji, Ze mechanismus velmi U¢inné kardioprotekce navozené
podanim latky GK-667 je mozné dat do pfimé souvislosti s prevenci ANT navozené a p53
zprostiedkované DDR v myokardu. Tento ucinek je zifejmé dan katalytickou inhibici TOP2B
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pomoci ICRF-193 uvolnéného z prolé¢iva GK-667, jez brani ucinku ANT jako
topoizomerazového jedu a predchazi tak poSkozeni DNA (Obr. 7).

Déle jsme v této praci zjistili, ze kardioprotekce navozena GK-667 neni spojena se

zménou plazmatické farmakokinetiky DAU a jeho hlavniho metabolitu daunorubicinolu

u kralika in vivo. V pilotnim in vitro experimentu navic latka GK-667 neméla vyznamny

negativni vliv na protinddorovou aktivitu DAU vic¢i leukemické bunééné linii HL-60.

Lze tedy shrnout, ze z vySe uvedenych davodi si latka GK-667 zasluhuje dalsi

pozornost jako perspektivni kardioprotektivum vii€i chronické ANT kardiotoxicite.
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Obr. 7 Graficky abstrakt zobrazujici hlavni zjiS§téni Publikace ¢.3, konkrétné¢ mechanismus
kardioprotektivnich u¢inkd bisdioxopiperazinu GK-667 vuc¢i chronické antracyklinové (ANT)
kardiotoxicité (pfevzato a upraveno z Publikace ¢. 3). TOP2B — topoizomeraza IIf, ,,poisoning® —
ucinek ANT jako topoizomerazového jedu, tj. stabilizace komplexu TOP2B-DNA, jez nasledné vede ke

vzniku dvojitych zlomd DNA.

Podil studenta na Publikaci ¢. 3:

Student je prvnim autorem komentovaného manuskriptu a mél hlavni autorsky podil na

nasledujicich ¢innostech vedoucich k jeho vzniku:

1) planovani a ptiprava navrhu studie (ve spolupraci se Skolitelem),

2) realizace in vivo Casti experimentu, vCetn¢ aplikace studovanych latek pokusnym
zvitatim, odbéru vzorki, invazivniho hodnoceni srde¢ni funkce pomoci katetru

a molekularnich analyz myokardu,

3) analyza a interpretace ziskanych dat v€etné jejich statistického hodnocenti,

4) ptiprava manuskriptu (ve spolupraci se Skolitelem) v€etné obrazka a jeho Uprava dle

pfipominek oponentt.
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4. DISKUSE

V nasi prvni praci (Publikace €. 1) bylo v in vitro ¢asti studie s uzitim NVCM zjisténo,
ze 1 jednoducha substituce methylem na imidovych dusicich ¢i pfesun methylu z alifatického
spojovaciho fetézce do polohy 3 na jednom dioxopiperazinovém kruhu DEX vede ke kompletni
ztraté protektivniho ucinku vaci toxicité ANT. Tento nalez byl ale v rozporu se zavérem
pfedchozi studie (Herman et al., 1997), ve které se N,N’'-dimethyl derivat DEX (latka
ICRF-239/GK-627) jevil jako G¢inny ve snizeni poSkozeni myokardu na modelu chronické
ANT kardiotoxicity u spontanné hypertenznich potkanti. Nas pfedbézny zavér ovsem vychazel
pouze z pokusu in vitro, coz jsme nepovazovali za dostatecné priukazné. Modelovani
komplexniho chronického d&je, jakym je ANT kardiotoxicita, v relativné kratkém pokusu in
vitro s primarnimi kardiomyocyty je totiz obtizné a predikce kardioprotektivniho u¢inku mtize
deferipronu (Popelova et al., 2008) a také jednoho z blizkych derivati DEX (Martin et al.,
2009). Proto jsme se rozhodli ucinnost 2 derivatt DEX s nejmensi zménou v molekule
(GK-627 a GK-580) ovétit na zavedeném modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika. Zde
jsme zjistili, ze ackoliv podani téchto latek ve stejném schématu jako DEX vede k dosazeni
podobnych nebo jesté vyssich plazmatickych koncentraci (a expozic myokardu) nez v ptipadé
DEX, na rozdil od tohoto klinicky uzivané¢ho kardioprotektiva ani jeden z téchto derivati
nenavodil vyznamnou kardioprotekci vici chronické ANT kardiotoxicité. Absence jakychkoliv
znamek protektivniho Uc€inku byla jasné patrnd na vSech studovanych parametrech
kardiotoxicity, coz kontrastovalo s piresvéd¢ivym ucinkem DEX.

Chemicka obména struktury téchto derivati DEX byla ale navrzena zdmérné tak, aby
dioxopiperazinové kruhy mohly byt metabolicky otevieny podobné jako u DEX. Tento
pfedpoklad byl potvrzen v na$i farmakokinetické studii, kde byly u metabolitu derivatu
GK-627 zjistény dokonce vyssi plazmatické koncentrace nez v piipadé¢ ADR-925 po podani
DEX. Navic bylo prokdzano, ze tyto metabolity derivati DEX chelatuji volné ionty Zeleza
a odnimaji je z komplexu s ANT podobn¢ jako ADR-925. Pfesto ani jedna z téchto latek
nevykézala ani ¢astecny kardioprotektivni G€inek. Tyto nalezy nas vedly k podrobné analyze
pozitivnich vysledkl prezentovanych k této latce v ptedchozi studii (Herman et al., 1997). Zde
bylo zjisténo, ze diivodem nizsiho skore myokardidlniho poSkozeni v této skupiné mohla byt
spiSe nizsi pramérna kumulativni ddvka ANT, kterou zvifata v této skupiné dostala v disledku
pfed¢asnych thynt (pfi¢ina thynii nebyla z prezentovanych dat jasnd). NaSe zavéry tedy
pomérné piesvédciveé ukazuji, Ze N,N -dimethyl derivat (GK-627/ICRF-239) nelze povazovat
za kardioprotektivné aktivni.

Z nasich vysledkd také plyne, ze chelatacni vlastnosti metaboliti DEX derivata
nekoreluji s kardioprotektivni aktivitou téchto latek. K podobnému vysledku dosel nas kolektiv
v piedchozi experimentalni praci zamétrené na jiné derivaty DEX (Jirkovska-Vavrova et al.,
2015) a obdobny zavér vyplynul i ze studia latky ICRF-161 a dalSich derivatd DEX jinymi
autory (Herman et al., 1997; Martin et al., 2009). NaSe skupina v minulosti také zkoumala
lipofiln€j8i derivaty domnélého aktivniho metabolitu DEX (ADR-925) jako potencialni
kardioprotektiva a opét se zcela negativnim vysledkem (Jirkovska-Vavrova et al., 2015). Proti
chelata¢nimu mechanismu kardioprotektivniho t¢inku DEX hovofi i poznatek, Ze komplex
ADR-925 s ionty Zeleza je stale redoxn¢ aktivni (Thomas et al., 1993). Ze stejného ditvodu se
chelatory odvozené od EDTA nepouZzivaji pii ochrané tkani pied toxicitou navozenou
pretizenim ionty zeleza (Jansova et al., 2019). Indikovany zde mohou byt pouze chelatory, které
tvoii redoxné neaktivni komplexy s ionty Zeleza (napt. deferoxamin ¢i deferipron), ovSem ty
na klinicky relevantnich modelech chronické ANT kardiotoxicity nenavodily Zadny
kardioprotektivni u¢inek (Herman et al., 1994; Popelova et al., 2008).

17



Celkov¢ tedy vysledky této prace v kontextu publikovanych dat hovoti vyznamné proti
dominantni teorii vysvétlujici kardioprotekci DEX pomoci chelatace volnych ionti Zeleza
a jejich odnimani z komplexu s ANT. Na druhou stranu jsme stale neméli k dispozici pfimy
presvédcivy ditkaz svédcici proti platnosti této teorie. Tento dikaz pfinesla teprve nedavno
publikovana prace nasi skupiny (Jirkovsky et al., 2021), na které jsem se téz ¢aste¢n¢ podilela.
V této praci byl domnély aktivni metabolit DEX ADR-925 podévan exogenné do média NVCM
in vitro a i.v. infuzi kralikiim in vivo. Exogenni podani ADR-925 v tomto pokusu zajistilo stejné
nebo vyssi koncentrace ADR-925 v kardiomyocytech i myokardu krélika nez pti podani DEX
(v davkovacim schématu, kdy je DEX in vitro 1 in vivo kardioprotektivné u¢inny). Nicméné
navzdory vys$i expozici toto exogenni podani ADR-925 nemélo na rozvoj chronické ANT
kardiotoxicity zadny vliv, coz kontrastovalo s robustni ti¢innosti parentniho DEX. Tyto dlikazy
tedy popiraji tradiéni hypotézu, ze za kardioprotektivni uc¢inek DEX je zodpovédny jeho
chelata¢n¢ aktivni metabolit ADR-925. V souhrnu vSechny tyto vysledky také vysvétluji, pro¢
dlouhodobé vyzkumné tsili smétované k ochrané myokardu pted ANT kardiotoxicitou pomoci
chelatace iontii Zeleza nepfineslo pozitivni vysledky ptrenositelné do klinické praxe.

ANT kardiotoxicita zaCala byt v poslednim desetileti spojovana s interakci ANT
s TOP2B (Vejpongsa et al., 2014b; Zhang et al., 2012). V tomto kontextu je tfeba pfipomenout,
ze DEX a dalsi bisdioxopiperaziny jsou znamymi katalytickymi inhibitory TOP2 (Lyu et al.,
2007; Tanabe et al., 1991), jenom u nich byla dosud vénovédna pozornost témét vyhradné
antiproliferacnimu t¢inku v nddorovych bunkach, ktery je spojeny s ovlivnénim a izoformy
tohoto enzymu (TOP2A) (Patel et al., 2000). DEX je ale také inhibitorem 3 izoformy tohoto
enzymu (TOP2B), jak je tomu ukazdno i v Publikaci €.1 v tzv. dekatena¢nim testu.
Kardioprotektivni G¢inky DEX vii¢i ANT kardiotoxicité byly jiz diive spojovany s inhibici
TOP2B, ale k dispozici byla pouze data ziskand s uzitim bunécéné linie H9¢2 (Deng et al., 2014;
Lyu et al., 2007). Tato bunécnd linie sice byla odvozena z embryonalniho myokardu potkana,
ale fenotypem se zasadné 1isi od primarnich kardiomyocytt (Lenco et al., 2015). Navic tato
bunécnd linie v podminkach uzitych v tomto pokusu aktivné proliferuje a exprimuje TOP2A
1 TOP2B, coz je dalsi podstatny rozdil oproti terminaln¢ diferencovanym kardiomyocytim
(v€etné NVCM) a myokardu dospélych pokusnych zvitat, kde TOP2A téméf neni exprimovana
a dominantni izoformou je TOP2B (Lenco et al., 2015; Vejpongsa et al., 2014b). Interpretace
téchto publikovanych vysledkt smérem ke kardioprotekci tedy byla velmi obtizna. Dalsi teorie
pak piimo vyluCovaly vztah kardioprotekce DEX k TOP2B a navrhovaly alternativni
mechanismy (McCormack, 2018).

V Publikaci €. 1 jsme ale pozorovali, ze ztrata kardioprotektivniho u¢inku studovanych
derivath DEX in vitro a in vivo byla spojena s téméf kompletni ztratou inhibi¢niho G¢inku na
rekombinantni TOP2B in vitro. Tyto vysledky naznaCovaly, Ze misto chelatace iontii Zeleza by
pro kardioprotektivni ii¢inky DEX a jeho derivatl mohla byt diileZit4 pravé katalytickd inhibice
TOP2B. K podobnému vysledku dosli také autofi Martin et al. (2009) studujici derivat DEX
ICRF-161. A také v predchozi studii nasi vyzkumné skupiny (Jirkovska-Vavrova et al., 2015)
byla pozorovéana koincidence ztraty kardioprotektivniho ucinku derivati DEX se ztratou
schopnosti depletovat TOP2B v kardiomyocytech, pfi¢emZ deplece tohoto enzymu je ziejmé
podminéna a nasleduje pravé po jeji katalytické inhibici. V novéjsi praci naSeho kolektivu
(Jirkovsky et al., 2021) byly studovany diastereoizomery nového ethylmethyl derivatu DEX,
které se podstatné liSily v protektivni ucinnosti viici ANT kardiotoxicité in vitro na NVCM,
pfestoze jejich metabolity odnimaly ionty zeleza z komplexu s ANT témét identicky.
Kardioprotektivni potencial diastereoizomert této latky opét velmi dobie koreloval praveé
s inhibici TOP2B.

Kolektivné tedy vysledky komentované v této disertacni praci pomérné dobie zapadaji
do literarnich dat a ukazuji na t€sny vztah struktury a kardioprotektivniho u¢inku derivati DEX,
stejné jako na pravdépodobnou zasadni roli inhibice TOP2B v tomto ucinku. Tento nalez byl

18



dale podpofen dalsi novéjsi studii nasi pracovni skupiny (Jirkovska et al., 2021), kde bylo
potvrzeno, ze i dal$i obmény molekuly DEX na dioxopiperazinovych kruzich vedou ke ztraté
inhibi¢ni aktivity téchto latek vici TOP2B a zaroven i ke ztraté protektivniho u€inku viaci ANT
toxicit¢ na NVCM. Jako perspektivnéjsi k chemické modifikaci se vSak ukézal alifaticky
spojovaci fetézec bisdioxopiperazini, i kdyz i zde byly nalezeny podstatné rozdily. Kuptikladu
bylo zjisténo, Ze objemnéjsi substituenty, nebo ptidani dal§iho methylu na jiz metylovany uhlik
spojovaciho fetézce vedly ke ztraté inhibice TOP2B i cytoprotektivniho u¢inku viaci ANT
toxicité in vitro. Nicméné pfidani methylu na sousedni nesubstituovany uhlik vedlo u latky
ICRF-193 ke zcela opacnému ucinku (tj. vyznamnému zvyseni ucinnosti v obou téchto testech).
V této praci bylo téz provedeno tzv. dokovani a dynamické molekuldrni modelovani vztahu
struktury studovanych DEX derivatli a vazného mista TOP2, které potvrdilo, Ze substituce na
spojovacim fetézci a jejich konfigurace hraji zasadni roli v umoznéni zadoucich interakci
molekuly s vazebnym mistem na TOP2.

Ve vyse zminéné praci (Jirkovska et al., 2021) a souvisejicich patentovych ptihlaskach
nasi skupiny PV 2020-26 a PCT/IB2021/050285 byl tedy poprvé identifikovan
bisdioxopiperazinovy derivat s vyssi u€innosti nez DEX (latka ICRF-193), a to jak v inhibici
TOP2B, tak i v protekci vici ANT toxicité¢ na NVCM in vitro. Tento néalez byl néasledné
potvrzen v praci dalSich autorti (Hasinoff et al., 2020a). Ackoliv obé tyto studie ukazuji, ze
ICRF-193 vykazuje nejvy$si kardioprotektivni potencidl ze vSech dosud zkoumanych
bisdioxopiperazint, tato symetrickd molekula je velmi tézko rozpustna ve vodném prostiedi
(0,005 mg/ml). To je vlastnost z farmaceutického hlediska nevhodnd, protoze znemoziuje
podani této latky in vivo s dosazenim ptfiméfené biologické dostupnosti. Proto jsme ve
spolupréci s farmaceutickymi chemiky a analytiky v dalsi praci (Publikace ¢. 2) studovali
moznost prekonani této nevyhody prostfednictvim ptipravy proléiv s podstatné lepsi
rozpustnosti ve vodnych roztocich. Vzorem pro uspéSny design takovych proléciv byl
sobuzoxan (prolécivo ICRF-154, tedy blizkého derivatu DEX). Ze 3 proléciv studovanych
v Publikaci ¢. 2 bylo vybrano prolécivo GK-667, které nejlépe uvoliovalo aktivni latku
ICRF-193 v podminkdch in vitro experimentu a chranilo NVCM pred toxicitou ANT

cvwr

ProtoZe uvolnovani aktivniho ICRF-193 z proléciva v krali¢i plazmé in vitro bylo také
pomérné rychlé, pfistoupili jsme k pilotnimu farmakokinetickému experimentu s podanim
proléciva GK-667 kralikovi. Diky vynikajici rozpustnosti ve fyziologickém roztoku (cca 4000x
vy$$i nez u ICRF-193) bylo mozné tuto latku snadno podat i.v.. Rozpustnost GK-667 je navic
podstatné lepsi nez u predlohového prolé€iva sobuzoxanu, ktery je stale rozpustny jen omezene,
a proto je nutné jej podavat p.o. ve formé suspenze. Podani GK-667 v relativné nizké davce
(5 mg/kg) u kralika navodilo koncentrace ICRF-193, kter¢ se jevily slibné pro moZné navozeni
kardioprotektivniho u¢inku in vivo — jak s ohledem na cmax ICRF-193, tak 1 na dobu, po kterou
byly jeho koncentrace v rozmezi cytoprotektivné pusobicich koncentraci v in vitro
experimentu. Farmakokinetickd analyza u kralika zjistila rychlej$i eliminaci ICRF-193 nez
jsme v minulosti pozorovali na stejném modelu u DEX (eliminac¢ni polo€as 0,8 vs. 2,0;
clearance 1,9 vs. 0,3 I/h/kg) (Jirkovsky et al., 2018). Nicméné tyto dil¢i rozdily v porovnani
s DEX jsme nepovazovali za zasadni ptekazku pro navozeni kardioprotektivniho t€¢inku.

V Publikaci €. 3 jsme pak zjistili, Ze latka GK-667 dokdze poskytnout velmi uc¢innou
ana davce zavislou kardioprotekci vaci chronické ANT kardiotoxicit¢ in vivo u kralika
a zéroven je velmi dobfe tolerovana po opakovaném podéani jak samotnd, tak i v kombinaci
s ANT. Tyto slibné vysledky naznacovaly vysokou kardioprotektivni ii€¢innost GK-667, protoze
tento UCinek byl pozorovan pfi podani pouze 1 a 5 mgkg GK-667 ve formé
tetrahydrochloridové soli, coz odpovida 0,76 a 3,78 mg/kg volné baze proléciva obsahujici jen
0,47 a 2,34 mg/kg aktivniho ICRF-193. Pfi vyjadieni poméru uc¢inné davky kardioprotektiva
k davce ANT byl kardioprotektivni ucinek GK-667 jako volné baze zaznamenan v rozmezi
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0,25-1,25:1. Kardioprotektivni u¢inek DEX byl naproti tomu u pokusnych zvitat popisovan az
od poméru 5:1, pficemz vyznamnéjsi a konzistentnéjsi protekce byla dosazena az pti poméru
davek 10-20:1 (Imondi, 1998), které byly nasledn¢ zvoleny pro klinické studie (Swain et al.,
1997). Tato porovnani naznaCuji, ze GK-667 je ziejm¢ v soucasnosti nejucinnéj$im
kardioprotektivem vii¢i chronické ANT kardiotoxicité in vivo z celé této skupiny latek. U fady
citlivych biomarkerti kardiotoxicity jsme také byli schopni rozpoznat ddvkovou zavislost
ucinku (CasteCna protekce v nizsi davce a téméi kompletni ochrana ve vSech parametrech
u vyssi davky).

Co se ty¢e mechanismi pozorovaného kardioprotektivniho ucinku, tak podani GK-667
na davce zavisle zabranilo aktivaci na p53 zavislé DDR navozené DAU v myokardu zvifat
v chronickém experimentu. Nicméné zvysSené hladiny p53 v myokardu a aktivace jeho
signalnich drah byly také popsany pii chronickém srdecnim selhdni u ¢lovéka i pokusnych
zvitat bez ohledu na jeho pfic¢inu (Song et al., 1999; Yoshida et al., 2015). Nebylo tudiz jisté,
jestli se na nasem modelu jednalo o pfi¢inu nebo spise o nasledek experimentalné navozené¢ho
chronického srde¢niho selhani. Tato otazka byla vyjasnéna sérii dalSich experimentt, kde jsme
zjistili, ze podani GK-667 chrani i pfed vyraznou aktivaci DDR v myokardu kralika po
jednorazovém podani ANT. Toto pozorovani naznacilo mozZnou pfi¢innou souvislost mezi
prevenci ANT navozené DDR v myokardu a navozenim kardioprotektivniho t€inku. Abychom
tuto spojitost potvrdili nebo vyvratili, porovnali jsme tyto vysledky s podanim blizkého derivatu
DEX (GK-627), o kterém jsme z pfedchozi prace (Publikace ¢. 1) védé€li, ze neinhibuje
rekombinantni TOP2B, nechrani myokard kralika vic¢i chronické ANT kardiotoxicité, a to
navzdory vysSim koncentracim v plazmé kralika nez po podani DEX. Zjisténi, ze tato latka
zarovenn vubec neovlivituyje ANT navozenou DDR v myokardu podpofilo vySe uvedenou
hypotézu. V nasi dalsi nedavno publikované praci (Pokorna et al., 2022) jsme pak ukézali, ze
ochrana pted aktivaci DDR v myokardu je vlastni 1 klinicky uzivanému DEX. ProtoZze vSak
latka GK-667 na rozdil od latky ICRF-193 neméla v Publikaci ¢. 3 zadny vliv na aktivitu
rekombinantni TOP2B, potvrdili jsme, Zze GK-667 je skute¢né prolécivem, jez pusobi na
TOP2B az prostiednictvim svého aktivniho metabolitu ICRF-193. Vsechny tyto vysledky pak
vedou k zavéru, Ze kardioprotektivni uc¢inek GK-667 souvisi s katalytickou inhibici TOP2B
v myokardu, jeZ zabrani ANT v navozeni poskozeni DNA a spuSténi DDR v myokardu. Tato
hypotéza se pomérné dobte shoduje s vysledky ptedeslych praci, které ukazaly, Ze geneticky
knock out TOP2B v kardiomyocytech brani poskozeni DNA a rozvoji kardiotoxicity in vitro
a in vivo (Zhang et al., 2012). Jestli ma v§ak ANT navozené zvySeni DDR v myokardu néjaky
konkrétni kauzalni vyznam ve vztahu k rozvoji ANT kardiotoxicity zatim neni znadmo
a v soucasnosti je to pfedmétem studia nasi vyzkumné skupiny. Podani GK-667 také na davce
zavisle inhibovalo vznik dalSich molekularnich zmén v myokardu navozenych opakovanym
podavanim ANT — napf. pfedeSlo negativnim zméndm exprese proteinti regulujicich
homeostazu vépniku nebo ROS. Tyto pozorované ulinky ale budou ziejmé sekundarni
a podminéné interakci ICRF-193 s TOP2B, jak bylo ukazdno pomoci genetického zasahu
Zhangem et al. (2012).

Farmakokinetické experimenty provedené v Publikaci ¢. 3 také vyloulily, Ze by
kardioprotekce mohla byt spojena se snizenou expozici zvifat ANT. Podani latky GK-667 totiz
vyznamné neovlivnilo plazmatické koncentrace DAU, a také plocha pod kiivkou
plazmatickych koncentraci DAU 1 jeho hlavniho metabolitu daunorubicinolu zlstaly beze
zmény. To je dulezitym pfedpokladem pro ptipadny dalsi vyvoj této latky jako potencialniho
kardioprotektiva. Jakakoli zména farmakokinetiky ANT by totiz mohla byt problematicka.
U DEX také nebyl popsan zadny vliv na farmakokinetiku ANT u zvifat v in vivo experimentech
(Baldwin et al., 1992), ani u pacientii v klinické studii (Hochster et al., 1992).

Jelikoz ANT 1 bisdioxopiperaziny (véetné¢ DEX a ICRF-193) ovliviiuji nespecificky obé
izoformy TOP2 (tj. jak TOP2B v myokardu, tak i TOP2A v nadorovych bunikach), je na misté
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zvazovat 1 mozny vliv DEX a GK-667 na protinadorovy ucinek ANT. Katalyticka inhibice
TOP2A by totiz ptipadn€ mohla chranit nadorové bunky pted toxicitou ANT. V piipadé¢ DEX
jsou k dispozici pomérné rozsahla data z klinickych studii, kterd navzdory prvotnimu podezieni
(Swain et al., 1997), jez bylo pozd¢ji rozporovano samotnymi autory této studie (Swain et al.,
2004), pomérné jednoznacné dokazuji, ze podani DEX nema na protinddorovy ucinek ANT
zadny vyznamny vliv (shrnuto v Reichardt et al., 2018). Podobné¢ nebyl v in vitro
experimentech s DEX (Styczynski et al., 2002; Vavrova et al., 2013) ani s GK-667 (Publikace
¢. 3) pozorovan zadny negativni vliv na protinddorovou aktivitu ANT vac¢i riznym
leukemickym bunécnym liniim. Jasné mechanistické vysvétleni téchto dat vsak neni k dispozici
a vyzada si zfejm¢ dal$i studium. Nicméné je mozné, Ze se ucinky bisdioxopiperazinovych
inhibitort a ANT na TOP2A v nadorovych bunkach neli§i jenom v mechanismu inhibice
(katalytickd inhibice vs. u¢inek topoizomerazového jedu), ale i v dalSich podstatnych detailech
potencialné specifickych pro nadorové builkky. Na rozdil od ANT néktefi autoii
u bisdioxopiperazinovych inhibitord TOP2A zdiraziuji vyznam aktivace tzv. dekatenacniho
checkpointu se zéastavou bunécného cyklu v Go/M fazi (Lee et al., 2019). Dalsi autoii pak
v nedavno publikované préci navrhli, ze pro protinadorovou aktivitu ANT je zasadni spise
poskozeni struktury chromatinu (van der Zanden et al., 2021), s¢imz by ucinek
bisdioxopiperazinl neinterferoval. Dal§i moznosti, jak se vyhnout piipadné nejistoté tykajici se
ovlivnéni protinddorového ucinku ANT u kardioprotektiv ovliviiyjicich neselektivné ob¢
izoformy TOP2, je zaméteni vyzkumu na selektivni inhibitory TOP2B.

Jak je diskutovdno vySe, ucinek bisdioxopiperazinovych kardioprotektiv jako je
GK-667/ICRF-193 ¢i DEX je zfejmé zalozen na prevenci poskozeni DNA zptsobeného ANT.
Z experimentu (Herman et al., 1986; Jirkovsky et al., 2013; Lebrecht et al., 2007) 1 z klinickych
studii (Chow et al., 2022; Reichardt et al., 2018) vyplyva, ze kardioprotekce navozend DEX je
nejen U€inna, ale 1 trvala pii posuzovani s odstupem od chemoterapie, coZ miiZze souviset prave
se schopnosti DEX uc¢inn¢ predchazet vyse uvedenému primarnimu toxickému poskozeni.
Nabizi se vSak otdzka, jak je tomu u dalSich latek se zcela odlisSnym primérnim mechanismem
ucinku, které jsou v posledni dobé zvazovany jako nadéjnd kardioprotektiva vic¢i ANT
kardiotoxicité. Takovou skupinou 1é¢iv jsou mj. ACEi (popf. sartany) (Sobczuk et al., 2022;
Vaduganathan et al., 2019). Z dostupnych dat se zd4, Ze by tato 1éciva mohla byt UCinna
u rizikovych pacientl 1 v sekundarni prevenci po chemoterapii obsahujici ANT (Cardinale et
al., 2006). Z toho vyplynula hypotéza, Ze ACEi by mohly byt u€inné 1 v primarni prevenci
chronické ANT kardiotoxicity. Tyto u€inky jsme studovali na experimentdlnim modelu
u kralika v dal$i praci (Pokorna et al., 2022), na které jsem se aktivné podilela. V této studii
jsme zjistili, Ze ACEi mohou navodit pfekvapivé vyrazné kardioprotektivni €¢inky v pribéhu
postupného rozvoje chronické ANT kardiotoxicity u kralika s pozitivnim vlivem téméf na
vSechny studované parametry (v€etn€ rozvoje degenerativniho poSkozeni kardiomyocyti).
Tento benefit se vSak vyznamné snizuje pii dlouhodobém nésledném sledovani pokusnych
zvitat po ukonceni chemoterapie, a to aZ k rozvoji terminalnich forem chronického srde¢niho
selhani spojené¢ho s pfed€asnymi uhyny. DEX pfitom na stejném modelu u kralika navodil
ucinek, ktery pii totozné dob& nasledného sledovani po chemoterapii ziistal zcela nezménén
(Jirkovsky et al., 2013). Moznym vysvétlenim rozdilnych G¢inki téchto kardioprotektivnich
intervenci by mohl byt ndmi zdokumentovany fakt, ze na rozdil od DEX ACE:i perindopril (ani
jeho aktivni metabolit) nema zadny vliv na aktivitu TOP2B, ANT navozené poSkozeni DNA
a DDR v myokardu kralika. Tato data tedy naznacuji, ze schopnost ovlivnit pocatecni
poskozeni DNA zavislé na TOP2B a naslednou DDR miiZze byt kli¢ovd pro ucinnou
a dlouhodobou kardioprotekci (Pokorna et al., 2022). O tom, Ze tato zjiSténi by mohla mit
potencialné 1 klinicky vyznamné dopady sveédci i pokracovani studie PRADA, kde byl ptivodné
zjiStén maly, ale statisticky vyznamny kardioprotektivni ucinek plynouci z primarni prevence
pomoci kandesartanu (Gulati et al., 2016). Tento ucinek vSak zcela vymizel pfi nasledném
dlouhodobém sledovani téchto pacientti (Heck et al., 2021).
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5. ZAVERY

Vysledky této disertacni prace odhalily necekané tésny vztah struktury
a kardioprotektivniho uc¢inku bisdioxopiperazinovych derivathi DEX vuaci chronické ANT
kardiotoxicité. Dokonce i1 jednoducha metylace imidovych dusikd dioxopiperazinovych cykli
DEX ¢i pouhy pfesun methylu ze spojovaciho fetézce do pozice 3 jednoho ze dvou
dioxopiperazinovych cykli vede ke kompletni ztrat¢ kardioprotektivnich ucinku jak in vitro,
tak in vivo. Ztrata kardioprotektivnich Gc¢inkl pfitom neni ddna zménami ve farmakokinetice
téchto latek ve srovnani s DEX, ani nedostatkem chelatacnich ucinki jejich metaboliti.
Pravdépodobnym diivodem je ale ztrata schopnosti interakce téchto derivatii s enzymem
TOP2B. Ve shodé¢ s dalsimi vysledky nasi skupiny tato data zpochybiiuji dilezitost chelatace
iontl zeleza pro navozeni kardioprotektivniho ucinku bisdioxopiperazinovych derivati,
a naopak podporuji vyznam interakce s TOP2B jako klicového cile pro u¢innou kardioprotekci
vuci chronické ANT kardiotoxicité. Ve shodé¢ s dalsimi vysledky se zda, Ze dioxopiperazinové
cykly je nutné v molekule DEX zachovat nezménéné, protoze jsou ziejme nepostradatelné pro
interakci s TOP2B a ucinnou kardioprotekci. Perspektivnéjsi se tedy jevi substituce na
dvouuhlikatém spojovacim fetézci bisdioxopiperazinli. Zaroven v téchto pokusech byla
potvrzena dobra schopnost pouzitého in vitro modelu predikovat kardioprotektivni uc¢inek vuci
chronické ANT kardiotoxicité in vivo.

Jednou z nadéjnych modifikaci na spojovacim fetézci se ukazala byt prosta substituce
methylem na zatim nesubstituovaném uhliku v molekule DEX (latka ICRF-193). V druhé casti
této disertacni prace se podafilo piekonat velmi nizkou rozpustnost této latky piipravou
proléciv, kterd snadno uvolnuji aktivni ICRF-193 v podminkach in vitro. Ze studovanych
proléCiv se ukazala jako nejvhodnéjsi latka GK-667, ktera také jiz v submikromolarnich
koncentracich chrénila priméarni kardiomyocyty in vitro pted toxicitou ANT. Tuto latku je
mozné snadno podat i.v. pokusnym zvifatim, coz u kralika umoznuje dosahnout plazmatické
koncentrace aktivniho ICRF-193, kter¢ Ize z hlediska moznosti navozeni kardioprotektivniho
ucinku povazovat za perspektivni. Ze vSech téchto divodi byla latka GK-667 povazovana za
farmaceuticky akceptovatelné prolécivo ICRF-193 vhodné pro navazujici vyzkum
kardioprotektivnich u€inkt vii¢i chronické ANT kardiotoxicité in vivo.

V posledni ¢asti disertace bylo provedeno diikladné studium kardioprotektivnich uc¢inka
latky GK-667 in vivo na modelu u kralika. Vysledky této prace jasné prokazaly, Ze podani
GK-667 velmi ucinné a na davce zavisle chrani myokard kralika vii¢i chronické ANT
kardiotoxicité. Pii davce 5 mg/kg 1ze dosdhnout jiz témét kompletni ochrany myokardu ve
vSech hodnocenych parametrech. Opakované podani této latky je pfitom pokusnymi zvitaty
dobfe tolerovano, a to jak samotné, tak 1 v kombinaci s ANT. Kardioprotektivni u€inky tato
latka vykazuje jiz v mnohem niZzSich pomérech davek k ANT, nez je tomu u DEX, a dle
dostupnych informaci se jevi jako dosud nejucinnéjsi kardioprotektivum z celé skupiny
bisdioxopiperazinii. Farmakokineticka studie vyloucila vyznamny vliv GK-667 na
plazmatickou farmakokinetiku ANT in vivo, a in vitro studie naznacila, Ze tato latka nema
vyznamny negativni vliv na protinddorovy uU¢inek ANT, coz jsou jedny ze zakladnich
pfedpokladii pro perspektivni kardioprotektivni 1é€ivo. Vysledky této studie spolecné
s predchozimi daty naznacuji, Ze mechanismus kardioprotektivnich u¢inkii GK-667 je mozné
pfipisovat uvolnéni aktivniho metabolitu ICRF-193 a jeho inhibi¢nimu u¢inku na TOP2B, coz
vede k prevenci ANT navozeného poSkozeni DNA a aktivaci DDR v myokardu. GK-667 je
proto zajimavym kandidatnim lé€ivem pro pokrocily vyzkum a vyvoj, jehoz kardioprotektivni
ucinek byl Gspésné patentoveé ochranén na narodni i mezindrodni Grovni (patentova piihlaska
PV 2020-26 a PCT/IB2021/050285).
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