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1. Teoreticka cast

Proteiny maji v organismu mnoho rtiznych funkci - strukturni, transportni, regulac¢ni,
obranné, katalytické a dal$i. Zasadni roli v katalyze chemickych reakci v organismech
hraji enzymy. Jsou vysoce uc¢inné, urychluji reakce v organismu az 101¢krat v porovnani
s nekatalyzovanymi reakcemi, tedy mnohem ucinnéji nez klasické chemické katalyzatory.
Navic jsou vysoce specifické, katalyzuji konkrétni chemickou preménu obvykle pouze
jedné slouceniny nebo malé skupiny pribuznych latek. Enzymy jsou velmi diilezitou
soucasti kazdé bunky, nebot bez jejich pritomnosti by naprostd vétSina reakci
v organismech neprobihala ¢i probihala jen velmi pomalu. Vzhledem k tomu, Ze v kazdé
burice vdaném okamZiku probiha tisice enzymové katalyzovanych chemickych reakci,
byly tyto procesy integrovany do metabolickych drah, které jsou propojeny a regulovany
tak, aby byly zajistény potieby bunék a celého organismu.

V pocatcich studia enzymt se pouzivali pro jejich identifikaci hlavné trivialni nazvy, které
byly odvozené od jejich funkce, ale s postupnym rozvojem enzymologie a nartistem poctu
znamych enzymi bylo tieba jejich nazvoslovi systematizovat. V roce 1961 byl zaveden
komisi Mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie (IUBMB) systém klasifikace
enzymi, ktery je zaloZeny na typu katalyzované reakce. Zakladem je rozdéleni enzymi do
Sesti tiid (Tab. 1). Tridy se dale d€li na podtiidy podle typu donoru, ty dale na podskupiny
podle typu akceptoru a v nich jsou oznaceny konkrétni enzymové aktivity. Vysledkem je
Ctyfmistny koéd tzv. Cislo enzymové komise (EC cislo), které se sklada z oznaceni EC
akombinace ¢ty Cisel trida.podtrida.podskupina.konkrétni aktivita. Napriklad
EC 1.1.1.27 je oznaceni pro laktatdehydrogenasu (McDonald & Tipton, 2014).

Tab. 1: Klasifikace enzym, rozdéleni do tfid podle typu katalyzované reakce

Trida | Nazev Oznaceni | Typ katalyzované reakce

1. Oxidoreduktasy | EC 1.x.x.x AH2 + B=A +BH2
AH2 + B+=A+BH + H+

2. Transferasy EC 2.x.x.X AX+B=A+BX

3. Hydrolasy EC 3.x.x.X A-B+ H20 = AH + BOH

4. Lyasy EC 4.x.x.X A-B + X-Y =X-A-B-Y

5. Isomerasy EC 5.x.x.X A-B=B-A

6. Ligasy EC 6.x.x.X A+B+NTP = A-B + NDP+P
A+B + NTP = A-B + NMP + PP

VSechny Kklasifikované enzymy jsou aktudlné uvedeny vdatabazi ExplorEnz
(McDonald et al., 2009), do letosniho roku jich bylo zarazeno cca 6 000 a kazdy rok jich
pribyva asi 300. Jde o klasifikované enzymové aktivity, nikoliv o konkrétni proteinové
struktury. Z toho vyplyva, Ze pod jednim EC ¢islem se mize skryvat celd fada enzymi
(= jednotlivych produktii translace genti) z konkrétniho organismu ¢i riiznych organismd,
které katalyzuji stejnou reakci. Na druhou stranu, jeden enzym (= produkt translace genu)
miiZe mit prirazeno vice nez jedno EC ¢islo, pokud katalyzuje vice neZ jednu chemickou
reakci. Do enzymové Kklasifikace se zatim nepodarilo nijak implementovat propojeni



enzymovych aktivit skonkrétnimi proteinovymi strukturami. Ztohoto divodu je
ExploEnz databaze propojena s dal$imi dilezitymi informac¢nimi zdroji o enzymech jako
je  BRaunschweig ENzyme DAtabase (BRENDA, www.brenda-enzymes.org,
(Placzek et al., 2017)) nebo Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,
www.kegg.jp, (Kanehisa et al,, 2017)) (Cornish-Bowden, 2014).

Sekvenace lidského genomu byla dokoncena v roce 2001 a aktualné se uvadi, Ze obsahuje
asi 19-21 tisic genti kédujicich proteiny (Chi, 2016; Pertea et al., 2018). Lidsky genom spolu
s genomem E.coli nebo A.thaliana patii mezi nejlépe popsané genomy, a i tak se odhaduje,
Ze u 30-50 % gend neni znama funkce proteint, které jsou jimi kédovany. VétSina z nich
nebyla nikdy experimentalné studovana nebo byla studovana pouze omezené. Priblizné
30 % téchto proteinti neznamé funkce jsou enzymy (Ellens et al., 2017). Vedle toho existuji
i u Clovéka tzv. sirot¢i (orphan) enzymy, coz jsou klasifikované enzymové aktivity, které
nejsou asociovany s konkrétnimi proteinovymi sekvencemi. Téch je mezi klasifikovanymi
aktivitami asi 22-30 % (Ellens et al,, 2017; Sorokina et al., 2014). Je zfejmé, Ze na poli
vyzkumu enzyml je mnoho neznamych. Dilezitou oblasti vyzkumu je prirazeni
enzymovych aktivit k proteinovym sekvencim a naopak, ale neméné vyznamné je také
studium jejich interakci a regulaci, které silné ovliviiuji jejich funkci v bunce ¢i organismu.
Deregulace enzymovych aktivit ¢i urcité mutace v enzymech mohou vést k rozvoji
zavaznych onemocnéni, a enzymy pak mohou byt diileZité farmakologické cile, a je tedy
zcela nezbytné enzymy dale intenzivné studovat.

Mezi méné prozkoumané lidské enzymy patii také zastupci z enzymovych nadrodin
aldo-keto reduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym retézcem (SDR). Tyto
enzymy byly také predmétem experimentalniho vyzkumu nasi pracovni skupiny, proto
v nasledujicich kapitolach budou nacrtnuty jejich vlastnosti a popsana aktualné znama
role v lidském organismu.

1.1 Nadrodina aldo-keto reduktas (AKR)

Nadrodina AKR obsahuje vice nez 190 ¢lenii vyskytujicich se v riznych organismech od
nejjednodussich mikroorganismi aZ po ¢lovéka. Aktudlni pocet a dalsi informace o AKR
nadrodiné lze nalézt na ,AKR superfamily homepage (www.med.upenn.edu/akr,
(Hyndman et al., 2003)). Zastupci AKR nadrodiny se obvykle skladaji z 320 aminokyselin
(~ 37 kDa). Vyskytuji se vétSinou ve formé monomert, které jsou rozpustné a lokalizované
v cytosolu bunék. Pro nadrodinu AKR byl zaveden na zakladé aminokyselinové sekvencni
shody od roku 1997 nomenklaturni systém (Jez et al,, 1997; Jez & Penning, 2001). Tato
nadrodina se ¢leni do 16 rodin (shoda < 40 %, oznaceno Cislici), ty se dale déli na
podrodiny (shoda = 60 %, oznaceno pismenem), ve kterych se nachazi jednotlivi ¢lenové
(oznaceno C¢islici). Napiiklad aldehydreduktasa se dle nomenklaturniho systému nazyva
AKR1A1, jde o enzym z nadrodiny AKR patrici do rodiny 1, podrodiny A. V nomenklatuie
bylo zavedeno i znaceni jednonukletidovych polymorfismi a produkti alternativnich
sestiihl (Barski et al., 2013; Penning, 2015).



http://www.brenda-enzymes.org/
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AKR proteiny maji stejnou prostorovou strukturu, tzv. (a/f3)s-soudek, ve kterém se
pravidelné stridaji a-helixy s paralelnimi 3-listy. Pfed nim, na N-konci aminokyselinového
retézce, se obvykle nachazi dva (-listy usporadané do vlasenky, a mimo strukturu soudku
lze navic nalézt jeden aZ dva helixy a tfi variabilni smycky, které jsou zodpovédné za
substratovou specifitu konkrétniho AKR (Obr. 1) (Barski et al., 2008).

Obr. 1: Krystalova struktura zastupce AKR nadrodiny, AKR1B10 s navazanym kofaktorem NADP*
a léCivem tolrestat. A. pohled shora na (a/B)s-soudek B. pohled z boku (a/B)s-soudku. H — helixy
mimo strukturu soudku, loop A-C — variabilni smycky, beta — dva B-listy tvofici vldsenku
(Gallego et al., 2007)

Vétsina AKR proteini ma enzymovou aktivitu, jde prevazné o NADPH-dependentni
reduktasy podilejici se na preméné aldehydii a keton na alkoholy. Samotna enzymova
reakce probiha v aktivnim misté, kde je pritomna Kkatalyticka tetrada skladajici
se z aminoKkyselin Tyr, His, Lys a Asp (napi. u AKR1C9 cislovani Tyr55, His117, Lys84,
Asp50 (Nahoum et al,, 2001)), ktera je nejvice konzervovanou oblasti v sekvenci AKR
enzymi. Mechanismus enzymové reakce je sekvencni uspoiadany, kdy prvni se vaze na
enzym kofaktor NADPH, a to na C-terminalni konec AKR enzymi, prostorové do spodni
c¢asti kavity (a/)s-soudku, kde je stabilizovan fadou vodikovych vazeb a solnych mistki.
Nasledné se vaze substrat do oblasti prostorové nad kofaktor, pro specifitu rozpoznani
substratu jsou dileZité aminokyseliny v oblasti variabilnich smycek (Komoto et al., 2004;
Nahoum et al, 2001). Nasledné probéhne enzymova reakce, jejiz katalyticky
mechanismus je naznacen na Obr. 2. Po skonceni reakce se uvolni z enzymu produkt
a jako posledni oxidovana forma kofaktoru (Penning, 2015).
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Obr. 2: Navrhovany katalyticky mechanismus AKR enzymd. Za hlavni katalytickou aminokyselinu je
povaZovan tyrosin, ktery je donorem protonu do redukéni reakce. Jeho prenosu napomaha histidin,
pomocnou roli hraji i aminokyseliny lysin a kyselina asparagova, které snizuji pK, tyrosinu. Tyrosin
vytvari vodikovou vazbu se substratem, dochazi k polarizaci karbonylové skupiny a tim se usnadruje
prenos hydridu z NADPH na karbonylovy uhlik substratu a prabéh redukce karbonylové skupiny.
Cislovani aminokyselin dle AKR1C9 (Penning, 2015)

AKR enzymy vykazuji Sirokou substratovou specifitu, dokazi tudiz katalyzovat preménu
velkého mnozstvi riiznych substrati od latek télu vlastnich jako jsou cukry, steroidni
slouceniny s ketonovou skupinou, ketoprostaglandiny, produkty oxidacniho stresu
s aldehydovou skupinou az po cizorodé latky, jako jsou strukturné velmi riznorodé
karcinogeny ¢i l1éciva. Ve vétSiné pripadi jde o redukeni reakce a vyjimecné o oxidaci
(Barski et al., 2008; Penning, 2015; Penning & Drury, 2007).

1.1.1 Lidské AKR

V lidském genomu je na riznych chromozomech kédovano 15 zastupcti AKR nadrodiny.
VSechny lidské enzymy naleZzi pouze do tfech AKR rodin, a sice do rodin 1, 6 a 7 (Tab. 2).
Zejména ve starsi literature je moZné nalézt AKR enzymy pod riznymi nazvy, které jsou
odvozené od jejich postupné popsanych funkci, proto je dllezité pouzivat systematické
nazvoslovi.



Tab. 2: Pfehled AKR protein( vyskytujicich se v lidském organismu (Mindnich et al., 2011;
Mindnich & Penning, 2009; Penning, 2015)

nazev alternativni nazev chromozomalni
lokalizace

AKR1A1 aldehydreduktasa 1p33-p32

AKR1B1 aldosareduktasa 7935

AKR1B10 aldosareduktasa like-1 7933

AKR1B15 - 7933

AKR1C1 20a-hydroxysteroiddehydrogenasa, 10p15-p14
dihydrodioldehydrogenasa 1

AKR1C2 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa 3, 10p15-p14

dihydrodioldehydrogenasa 2,
protein vazajici Zluové kyseliny
AKR1C3 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa 5, 10p15-p14
3a-hydroxysteroiddehydrogenasa 2,
prostaglandin-F-syntasa,
dihydrodioldehydrogenasa x

AKR1C4 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa 1, 10p15-p14
dihydrodioldehydrogenasa 4

AKR1D1 A4-3-ketosteroid-5--reduktasa 7q32-q33

AKR1E2 1,5-anhydro-D-fruktosareduktasa, 10p15.1
aldo-ketoreduktasa 1C like protein 2

AKR6A3 B-podjednotka 1 napétove rizeného 3qg26.1
draselného kanalu

AKRG6A5 B-podjednotka 2 napétove rizeného 1p36.3
draselného kanalu

AKR6A9 B-podjednotka 3 napétove rizeného 17p13.1
draselného kanalu

AKR7A2 alfatoxin-B1-aldehydreduktasa 2 1p36.13

AKR7A3 alfatoxin-B1-aldehydreduktasa 3 1p36.13

Ackoliv lidské AKR enzymy patii mezi nejlépe charakterizované zastupce AKR nadrodiny,
uroven poznani jednotlivych lidskych cleni se vyznamné lisSi. Od pomérné dobie
popsanych ¢lenti (napt. AKR1C3 s cca 1 000 ¢lanky v databazi PubMed (Penning, 2018))
pies zastupce popsané teprve nedavno (napi. AKR1B15 (Salabei et al., 2011)), az po
zastupce prakticky neznamé (napt. AKR1E2 (Azuma et al., 2004)). VétSina z nich hraje roli
v redukci riiznych sloucenin s ketonovou nebo aldehydovou skupinou (Tab. 2). Vyjimku
tvori enzym AKR1D1, katalyzujici unikatni 53-stereospecifickou redukci dvojné vazby na
pozici 4 u 3-ketosteroidnich sloucenin (napi. A*-cholesten-7a-o0l-3-on) a pak zastupci
AKR6A podrodiny, ktefi viibec nemaji enzymovou aktivitu, ale jsou soucasti draselného
kanalu (Penning, 2015).

Jak jiz bylo uvedeno, AKR enzymy maji Sirokou substratovou specifitu, vycet
vyznamnéjSich substratli pro lépe popsané lidské AKR enzymy je uveden v Tab. 3.
Substratli bylo ve vétsiné pripadii popsdno mnohem vice, a to zejména pri zakladnim
vyzkumu in vitro. Ackoliv je v tabulce uvedeny sloupec ,hlavni katalyzovana reakce®,
v nékterych ptripadech neni zcela jisté, zda tomu opravdu tak je. Navic v riznych tkanich
se role konkrétnich enzymi miizZe lisit. S tim, jak se vyzkum jednotlivych forem postupné
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zintenziviiuje a rozSiruje, dochazi obcas i k modifikaci starSich zjisténi. Napriklad
dlouhodobé je za hlavni pato/fyziologicky substrat enzymu AKR1B1 povaZovana glukosa
(viz ¢ast 1.3.6), ale ukazuje se, Ze jeho role v metabolismu all-trans-retinalu a produkti
lipidové peroxidace je neméné dtilezitd (Ramana, 2011). Vedle ucasti na preméné
endogennich sloucenin jako jsou steroidy nebo retinoidy, se AKR enzymy podili také na
biotransformaci cizorodych sloucenin, tedy rlznych léciv a karcinogent (Tab. 3)
(Barski et al., 2008; Matsunaga et al., 2006).

Tab. 3: Vybrané vyznamné substraty nékterych lidskych AKR enzyma (Barski et al., 2008;
Ma & Cao, 2011; Matsunaga et al., 2006; Penning, 2015; Ramana, 2011; Rizner & Penning, 2014)

AKR | hlavni katalyzovana reakce endogenni xenobiotické
substraty substraty
1A1 | glyceraldehyd — glycerol sukcinyl semialdehyd | acetohexamid,
doxorubicin
1B1 | glukosa — sorbitol all-trans-retinal, -
produkty LP
(napft. 4-HNE)
1B10 | all-trans-retinal — all-trans-retinol isoprenylové doxorubicin,
aldehydy, produkty daunorubicin,
LP (napt. 4-HNE) dolasetron
1C1 progesteron — 20a-OHprogesteron DHT naloxon,
dolasteron, NNK
1C2 DHT — 3a-Adiol DHP naloxon,
dolasetron, NNK
1C3 Adion — testosteron S5a-dion, doxorubicin,
estron — estradiol PGD; daunorubicin
PGH; — PGF2« 9,10-PQ
1C4 DHP — allopregnenolon ketoprofen, NNK
1D1 | A*-Cholesten-3-ony — 5B-cholestan-3-ony | - -
7A2 | sukcinyl semialdehyd — y-hydroxybutyrat doxorubicin,
daunorubicin,
9,10-PQ
7A3 | aflatoxindialdehyd — aflatoxin bis-alkohol | sukcinyl semialdehyd | 9,10-PQ

20a-OHprogesteron - 20a-hydroxyprogesteron; 3a-Adiol - 5a-androstan-3a,173-diol;

4-HNE - 4-hydroxynonenal; 5a-dion - 5a-androstan-3,17-dion; 9,10-PQ - 9,10-fenantrenchinon;
Adion - A*-Androsten-3,17-dion; DHT - 5a-dihydrotestosteron; DHP - 5a-dihydroprogesteron;
LP - lipidova peroxidace; NNK - 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone;

PG - prostaglandin

O tom, jakou skute¢nou roli dany enzym v jednotlivych bunkach/tkanich hraje,
rozhoduje jeho exprese a funk¢énost. Ty jsou vyznamné ovlivnény riiznymi regula¢nimi
procesy v buiice. O regulaci exprese AKR genti existuje pouze minimum informaci, zatim
byla popsana prakticky pouze regulace pres signaliza¢ni cestu Nrf2-Keap1. Tato draha
se podili na odpovédi bunék na elektrofilni nebo oxidacni stres (Penning, 2017b). Na
druhou stranu produkty reakci AKR enzymi nebo metabolickych drah, do kterych jsou



zapojené (napf. kyselina retinova, androgeny, prostaglandiny), jsou ligandy nékterych
jadernych receptort (napt. receptor pro Kyselinu retinovou (RAR), androgenni receptor
(AR)), které se také podili na regulac¢nich procesech v buiice, coz jeSté zvySuje sloZitost
bunécné odpovédi.

1.2 Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym retézcem
(SDR)

Nadrodina SDR je jedna z nejvétSich proteinovych nadrodin s vice nez 700 000 zaznamy
v databazi Uniprot. Jedna se o velmi heterogenni skupinu proteint, jejiz zastupci se
vyskytuji ve vSech taxonomickych kmenech ¢i oddélenich (Jornvall et al., 2015). Skladaji
se z 250-350 aminoKkyselin (~ 25-40 kDa), vyskytuji se jak ve formé monomert, tak ¢asto
i ve formé homodimert ¢i homotetramerti a jsou lokalizované ve vSech bunécnych
kompartmentech. SDR zastupci spolu sdili jen cca 20-30 % aminokyselinové sekvence,
jde prevazné o aminoKkyseliny diilezité pro vazbu kofaktoru a katalytické aminokyseliny.
Typicka je pro SDR proteiny jejich prostorova struktura obsahujici Rossmanniiv motiv,
ktery se sklada z 6-7 paralelnich B-listii obklopenych z kazdé strany tiemi a-helixy. Tato
struktura je duilezita pro vazbu kofaktoru NAD(P)(H). SDR proteiny navic obsahuji také
variabilni C-termindlni ¢ast, slouZici zejména pro vazbu substratu (Obr. 3). V pripadé
zastupcill vazanych v membrandch je transmembranova doména obvykle lokalizovana na
N-terminalni ¢asti (Bray et al., 2009; Kavanagh et al., 2008).

Obr. 3: Krystalova struktura zdstupce SDR nadrodiny, DHRS6 s navazanym kofaktorem NAD*
a siranem. A. tetramerni struktura DHRS6, B. monomerni podjednotka s vyznacenym Rossmannovym
motivem (B-listy BA-G a a-Sroubovice aA-F, zbytek variabilni ¢ast) (Guo et al., 2006)
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Vzhledem k velkému mnozstvi ¢lenii a vysoké variabilité zastupci bylo treba SDR
zastupce klasifikovat. V roce 2009 (Persson & Kallberg, 2013; Persson et al., 2009) byla
zavedena nomenklatura na zakladé aminokyselinové sekvence a SDR byly rozdéleny do
rodin (znaceno ¢islem) a typtli (znaceno pismenem), kde jsou pak definované jednotlivé
enzymy (¢islo). Existuji dva hlavni typy - klasické (C) a prodlouZené (E) SDR, dalsi jsou
spiSe minoritni (napt. atypické (A), divergentni (D)). Prikladem uziti SDR nazvoslovi je
nazev SDR21C1 pro karbonylreduktasu 1. Nicméné se nové nazvoslovi zatim zcela
nevzilo a stale se pro jednotlivé enzymy pouzivaji i nazvy odvozené od nazvi genti nebo
jejich funkci.

Vétsina SDR zastupcli ma enzymovou aktivitu nebo je alespon predpokladana. Jde
prevazné o NAD(P)(H)-dependentni oxidoreduktasy, podilejici se Casto na oxidaci
alkoholi ¢i redukci ketontli a aldehydl. Tyto enzymy patri hlavné mezi klasické SDR.
Nicméné je mozné v ramci SDR nadrodiny diky velké variabilité nalézt i funkéné zcela
odliSné enzymy jako jsou isomerasy, epimerasy ¢i dehydratasy a proteiny bez enzymové
aktivity, které nalezi prevazné do méné Cetnych typt SDR (Bhatia et al., 2015). Pro
pribéh samotné enzymové reakce jsou dilezité vysoce konzervované Kkatalyticky
aktivni aminokyseliny - Asn, Ser, Tyr, Lys (napf. pro lidskou 173-HSD10 Asn127,
Ser155, Tyr168, Lys172). U nékterych SDR enzymi nejsou pritomné vSechny uvedené
aminokyseliny, ale vzdy je pritomny tyrosin, hlavni katalytickd aminokyselina. Dal$Sim
dilezitym motivem, ktery je u jednotlivych zastupcti SDR také vysoce konzervovany
(byt byla popsana urcita variabilita), je misto bohaté na glycin (ThrGlyxxxGlyxGly, kde
X je jakdkoliv aminokyselina) lokalizované N-terminalné (napft. pro lidskou 173-HSD10
Thr16, Gly17, Gly21, Gly23). Mechanismus enzymové reakce je sekven¢ni uspotadany,
prvni se vaZe na enzym Kkofaktor, ktery také po reakci jako posledni odstupuje
(Bray et al., 2009; Filling et al., 2002). NavrZeny katalyticky mechanismus pro SDR
enzymy je vysvétlen na Obr. 4.
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Obr. 4: Navrhovany katalyticky mechanismus SDR enzym. Hlavni katalyticka aminokyselina je
tyrosin. Mechanismus pro redukci substratu zacind odevzdanim protonu z jeho hydroxyskupiny na
substrat, ndsleduje prfenos hydridového aniontu z kofaktoru na karbonylovy uhlik. Lysin slouZi k vazbé
kofaktoru v blizkosti substratu a také snizuje pK, tyrosinu, ¢imz usnadnuje reakci. Serin napomaha
vazbé substratu v pozici vhodné pro prlibéh reakce a asparagin je dlleZity pro stabilizaci pozice lysinu
a usnadfiuje také transfer protonu. Cislovano podle lidské 17B-HSD10. Upraveno z (Filling et al., 2002)

Podobné jako AKR enzymy, také SDR enzymy vykazuji obecné velmi Sirokou substratovou
specifitu. Je to jednak dano tim, Ze SDR nadrodina obsahuje rizné enzymové tiidy, ale
i vramci klasického typu SDR enzymii, které katalyzuji hlavné redoxni reakce, je paleta
substratli Siroka. Maloktery SDR enzym Kkatalyzuje pfeménu pouze jednoho substratu,
obvykle preménuje nékolik, ¢asto i strukturné velmi odliSnych latek. Mezi slouceniny,
které jsou metabolizovany SDR enzymy, patfi riizné steroidni sloucCeniny, retinoidy,
prostaglandiny, chinoidni slouceniny, vybrané sacharidy, produkty peroxidace lipidd,
a-dikarbonylové slouceniny, slouceniny s vazanym koenzymem A, strukturné rozmanita
1é¢iva a dalsi (Hoffmann & Maser, 2007; Oppermann, 2007).

1.2.1 Lidské SDR

U ¢lovéka se nachazi 80 gentli kodujicich SDR proteiny, z nichZ vétSina patii ke klasickému
SDR typu, mensi ¢ast mezi prodlouzené a atypické SDR, jak je ziejmé z Obr. 5. Klasické
SDR enzymy se dale déli do sekvencnich klastri. Klastr 1 obsahuje cytosolické enzymy
se Sirokou Skalou substrati, zatimco zastupci zklastru 2 a 3 jsou asociovany
s membranami a podili se prevazné na preméné steroidnich a retinoidnich substrata.
Mezi zastupci prodlouzeného typu jsou enzymy jak vazané na membranu, tak cytosolické
(Bhatia et al., 2015; Bray et al,, 2009). Vhledem k poctu zastupct neni mozné se v ramci
teoretického uvodu zabyvat popisem jednotlivych enzymf, ale vyzdvihnout pouze
nékteré zajimavé cleny.
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Obr. 5: Lidské SDR rozdélené dle typu (klasické, atypické, prodlouzené) a sekvencnich klastru.
Zastupci jsou oznaceni podle nazvli gent dle komise pro nomenklaturu projektu lidského genomu
(HGNC). Hvézdicka oznacuje SDR zastupce, u kterych je zndma struktura
(Bhatia et al., 2015; Bray et al., 2009)

Mezi SDR enzymy patii fada dulezitych zastupcli, jako je skupina
hydroxysteroiddehydrogenas (HSD), které mohou mitrliznou specifitu vici
hydroxy/ketoskupiné na pozici 17, 11, 3 na steroidnim jadre (Tab. 4)
(Moeller & Adamski, 2009; Shimodaira et al.,, 2010; Walker & Stewart, 2003). Tyto reakce
ovliviiuji v fadé pripadl afinitu steroidnich sloucenin k piislusSnym receptortim, tudiz
aktivita HSD vyznamné ovliviiuje fyziologické Ci patofyziologické déje v organismu
(viz sekce 1.3.2).
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Tab. 4: Pfehled lidskych hydroxysteroiddehydrogenas z SDR nadrodiny (Marchais-Oberwinkler et al.,
2011; Moeller & Adamski, 2009; Odermatt & Nashev, 2010; Shimodaira et al., 2010)

reakce enzym lokalizace | hlavni katalyzovana reakce dalsi substraty
kofaktor
173-hydroxysteroiddehydrogenasy
redukce | 17B-HSD1 | cytosol estron — estradiol Adion
(NADPH) | (SDR28C1)
178-HSD3 | ER Adion — testosteron S5a-dion,
(SDR12C2) estron
178-HSD7 | ER zymosteron — zymosterol estron
(SDR37C1)
178-HSD12 | ER estron — estradiol mastné kyseliny (?)
(SDR12C2)
oxidace | 17B8-HSD2 | cytosol estradiol — estron testosteron
(NAD+) | (SDR9C2) DHT
178-HSD4 | PX hydroxyacyl-CoA — oxoacyl-CoA estradiol
(SDR8C1)
178-HSD6 | ER all-trans-retinol — all-trans-retinal | estradiol, testosteron
(SDRIC6)
17B8-HSD8 | mito estradiol — estron testosteron, DHT,
(SDR30C1) mastné Kyseliny (?)
17B8-HSD10 | mito hydroxyacyl-CoA — oxoacyl-CoA estradiol,
(SDR5C1) 3a-Adiol
178-HSD11 | ER/LD 3a-Adiol — androsteron estradiol,
(SDR16C2) nandrolon
17B-HSD14 | cytosol estradiol — estron testosteron
(SDR47C1)
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy
redukce | 118-HSD1 | ER kortison — kortisol 7-ketocholesterol,
(NADPH) | (SDR26C1) metyrapon, NNK
oxidace | 11B-HSD2 | ER Kortisol — Kortison -
(NAD+) (SDRIC3)
3B-hydroxysteroiddehydrogenasy
oxidace/ | 3B-HSD1 ER/mito DHT — 3B-Adiol DHEA, pregnenolon
isomerac | (SDR11E1)
e 33-HSD2 ER/mito DHT — 3B-Adiol DHEA, pregnenolon
(NAD+) (SDR11E2)
33-HSD7 ER 7a-0OH-cholesterol -
(SDR11E3) — 7a-0H-4-cholesten-3-on

3a-Adiol - 5a-androstan-3a,17(3-diol; 38-Adiol - 5a-androstan-3[3,173-diol;

5a-dion - 5a-androstan-3,17-dion; 7a-OH-cholesterol - 7a-hydroxycholesterol;
Adion - A4-Androsten-3,17-dion; DHT - 5a-dihydrotestosteron; ER - endoplasmatické retikulum;
mito - mitochondrie; LD - lipidové kapénky; DHT - dihydrotestosterone; PX — peroxisomy

Dals$i vyznamnou skupinou jsou retinoldehydrogenasy (RDHs) a ptibuzné enzymy,
Ucastnici se premén retinoidnich sloucenin v oku i v jinych tkdnich (Liden & Eriksson,
2006; Parker & Crouch, 2010). V SDR nadrodiné se jich nachazi celkem 12, patfi sem jak
dehydrogenasy, tak reduktasy sriiznou specifitou. Vyznamem vybranych zastupci
v lidském organismu se zabyvaji kapitoly 1.3.1 a 1.3.3. Obecné lze rict, Ze nékteré SDR
enzymy patri mezi velmi dobfe popsané se znamym vztahem k pato/fyziologii lidského
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organismu (napf. 11f3-hydroxysteroid dehydrogeanasa 1 (113-HSD1, SDR26C1)
(Odermatt & Klusonova, 2015), viz ¢ast 1.3.2 nebo karbonylreduktasa 1 (CBR1, SDR21C1)
(Malatkova et al., 2010), viz c¢ast 1.3.5). Plati, Ze 1épe prozkoumané jsou cytosolické
enzymy z klastru C1, jak je zfejmé i z mnozstvi znamych struktur (Obr. 5). Naopak funkce
jinych zastupci SDR nadrodiny je dosud prakticky neznama. Nékteré vlastnosti jsou
pouze predikovany a experimentalni aroven jejich studia je velmi nizka, pripadné Zadna
(napt. DHRS12 (SDR40C1), HSDL2 (SDR13C1)) (Bhatia et al.,, 2015; Bray et al., 2009).
Malo ¢i méné popsani zastupci ¢asto patii do sekvencéniho klastru 2 a 3. Je pro né typické,

vavs

srovnani s cytosolickymi proteiny (Bhatia et al.,, 2015; Seddon et al., 2004).

Pro lidské SDR enzymy existuji, podobné jako v pripadé AKR, pouze omezené znalosti
z oblasti jejich regulace i presto, Ze tyto procesy mohou vyznamné ovliviiovat jejich funkci
v bunikach. Dosud existuje pouze rozsahlejsi in silico studie (Ebert et al., 2016) zabyvajici
se vazebnymi misty pro vybrané transkripéni faktory (napf. jaderné receptory)
u jednotlivych zastupci a nékolik Uvodnich experimentalnich studii zabyvajici se
vybranymi enzymy (napf. CBR1 (SDR21C1), jejichZ vysledky jsou pomérné heterogenni
(Guo et al., 2014; Miura et al., 2013). Navic je, stejné jako u AKR enzymi, tireba brat do
uvahy i to, Ze nékteré produkty SDR enzymu (napi. steroidni hormony) ovliviiuji pres
interakci s jadernymi receptory mnoho déjii v burice.

1.3 Vyznam enzymu AKR a SDR u ¢lovéka

Jak uz bylo zminéno v ¢asti 1.1.1 ¢i 1.2.1, lidské enzymy z AKR a SDR nadrodin katalyzuji
premény riznych sloucenin, ¢asto hrajici klicovou roli v dileZitych biochemickych
drahéach. Tyto reakce jsou vyznamné z fyziologického hlediska, protoZe vedou ke vzniku
ligandli nékterych receptorii, coZ ovliviiuje rlizné procesy a signalizacni drahy.
Napfiiklad u steroidnich hormond vede redukce Kkarbonylovych skupin obecné
k vytvoreni aktivnich forem (napf. estron je redukovdn na estradiol, kortison je
redukovan na kortisol), zatimco oxidace steroidnich alkoholli vede obvykle k pfeméné
na formy, které neinteraguji s prislusnymi receptory nebo interaguji jen velmi slabé
(Anagnostis et al., 2013; Penning & Byrns, 2009). Aktivita AKR a SDR je dtlezita také
z farmakologického nebo toxikologického uhlu pohledu, protoZze se podili na
metabolismu 1é¢iv, karcinogent a dalSich xenobiotik a produkti oxidacniho stresu
(Barski et al., 2008; Matsunaga et al., 2006).

Vedle toho bylo popsano, Ze alespoii urcité AKR a SDR enzymy patii mezi tzv. multifunkéni
(moonlighting) proteiny (Copley, 2003), které maji mimo enzymatické aktivity jeSté dalsi,
zcela odliSnou funkci. Prikladem mitiZe byt enzym DXCR (SDR20C1) z nadrodiny SDR,
ktery se mimo redukce L-xylulosy na L-xylitol v cyklu kyseliny uronové ucastni svou
neenzymovou funkci v maturaci spermii (Ebertetal., 2015). Enzym 173-HSD10 (SDR5C1)
katalyzuje  preménu fFady odliSnych  substrati jako je  estradiol i
2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA, meziprodukt degradace isoleucinu. Vedle toho je
soucasti komplexu mitochondridlni RNasy P, ktery je diilezity pro maturaci tRNA
(Falk etal., 2016).
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At uz prispévkem jakékoliv funkce, enzymatické nebo neenzymatické, mnoho enzymt
z nadrodin AKR a SDR se podili na Sirokém spektru vyznamnych procesii v bunikach, které
pii deregulaci mohou pripivat k rozvoji zavaznych onemocnéni. Z tohoto diivodu jsou
nékteri zastupci AKR a SDR nadrodin povaZovani z medicinského hlediska za vyznamné.
Obvykle hraji roli v rozvoji multifaktoridlnich onemocnéni (napft. rizné typy nadorovych
onemocnéni), kde svym plisobenim piispivaji do celkového stavu onemocnéni. Proto jsou
i v nasledujicich kapitolach obsaZeny pouze zakladni teze o funkci vybranych AKR a SDR
enzymd a jejich mozné role v rozvoji nékterych onemocnéni. Navic v radé piipadd je tfeba
miru jejich zapojeni jesté 1épe prostudovat. Vedle toho existuji i méné popsané enzymy
zejména z nadrodiny SDR, které na popis svého medicinského vyznamu cekaji.

1.3.1 Role v geneticky podminénych onemocnénich

Nékteri zastupci AKR a SDR nadrodin maji zcela nezastupitelnou funkci
v bunécnych procesech, tudiz jejich vrozené mutace, které vedou k ovlivnéni jejich
funkce, mohou vést ke vzniku rizné zavaznych monogennich genetickych onemocnéni.
Tato onemocnéni lze spolu s poSkozenymi geny dohledat v databazi OMIM (Online
Mendelian inheritance in man, www.omim.org, (Amberger et al., 2015)). VSechna dosud
popsana geneticky podminéna onemocnéni, ktera jsou spojena s AKR nebo SDR enzymy
jsou uvedena v Tab. 5.

Tab. 5: Pfehled geneticky podminénych onemocnéni spojenych s AKR nebo SDR enzymy
(Bhatia et al., 2015).

gen ndzev dle onemocnéni op
(dle HGNC) | nomenklatury dédicnosti
AKR1C2 AKR1C2 Gonadalni dysgeneze, 46XY, typ 8 AtR
AKR1C4 AKR1C4 Gonadalni dysgeneze, 46XY, typ 8 AtR
AKR1D1 AKR1D1 5B-reduktasova deficience, defekt syntézy AtR
ZluCovych Kyselin
DCXR SDR20C1 Pentosurie AtR
DECR1 SDR18C1 Reduktasova deficience AtR
GALE SDR1E1 Galaktosemie AtR
HPGD SDR36C1 Osteoartropatie, hypertrofni osteoartroparie AtR
HSD3B2 SDR11E2 Adrenalni hyperplasie (3f-HSD2 deficience) AtR
HSD3B7 SDR11E3 Neonatalni cholestaza AtR
HSD11B1 SDR26C1 Kortison reduktasova deficience (CDC) AtD
HSD11B2 SDR9C1 Zdanlivy prebytek mineralokortikoidli (AME) AtR
HSD17B3 SDR12C2 Muzsky pseudohermafroditismus s gynekomastii | AtR
HSD17B4 SDR8C1 Perraultiiv syndrom AtR
HSD17B10 | SDR5C1 MHBD deficience XLD
KDSR SDR35C1 Erytrokeratodermie AtR
NSDHL SDR31E1 CHILD syndrom, CK syndrom XLD
RDH5 SDR9C5 Fundus albipunctatus AtR, AtD
RDH12 SDR7C2 Leberova kongenitalni amaurosa 13 AtR
SPR SDR38C1 Dopa responsivni dystonie ?
WWOX SDR41C1 Epilepticka encefalopatie, spinocerebralni ataxie | AtR

AtD - autosomalné dominantni, AtR - autosomalné recesivni, XLD - dominantni vazana na
chromozom X
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Jde o vzacn4, Casto zavazna onemocnéni, kterd jsou spojena s defekty v syntéze steroidd,
a ztoho pramenici problémy svyvojem pohlavnich organt/znaki (gonadalni
dysgeneze, Perraultiiv syndrom, muzsky pseudohermafroditismus...), metabolismem
zlucovych kyselin (5B-reduktasova deficience, neonatalni cholestasa) ¢i kortikoida
(CDC, AME). Ddle jsou s SDR enzymy spojena onemocnéni oka (fundus albipunctatus
a Leberova kongenitalni amaurosa), kterd vedou k no¢ni nebo tplné slepoté, a také
mentalni poruchy jako je CK syndrom nebo MHBD deficience. Paleta chorob je pomérné
Siroka, u nékterych se vyskytuje geneticka heterogenita (napt. fundus albipunctatus,
Perraultiv syndrom), presto vurcitych pripadech prifazeni poruchy Kk mutaci
v konkrétnim genu pomohlo surfenim role enzymu v organismu. Napriklad bylo
zjiSténo, Ze AKR1C2 a AKR1C4 jsou vyznamné exprimovany ve tkanich plodu a hraji
dtlezitou roli ve vyvoji muzskych pohlavnich organti pres alternativni, tzv. backdoor
syntézu DHT (RiZner & Penning, 2014).

Vedle téchto ziejmych spojeni mezi AKR a SDR enzymy a vrozenymi onemocnénimi, existuji
i zajimavé informace o knock-out mysich pro vybrané méné popsané enzymy z nadrodiny
SDR. Napriklad homozygotni knock-out mysi pro gen dhrs3 nejsou Zivotaschopné a umiraji
v pozdnich stadiich brezosti s vyvojovymi vadami srdce, svalli a patra. Ty jsou zrejmé
zplsobené diky zménam v metabolismu Kyseliny all-trans-retinové (Billings et al., 2013),
coZ vzhledem k vysoké sekvencni shodé slidskou formou (95 %) miZe ukazovat i na
podobnou, vyznamnou roli u ¢lovéka. Dalsim podobnym piikladem je enzym DHRS7B,
u homozygotni knock-out mysSi pro gen dhrs7b se také projevuje embryondlni letalita,
u nékolika prezivsich jedincli byly popsany vyznamné hmotnostni Ubytky a zvySené
hnédnuti podkozni tukové tkané (Lodhi et al., 2017)

1.3.2 Role AKR a SDR enzymi v metabolismu steroidi
a onemocnénich spojenych s jejich deregulaci

Jak uz bylo uvedeno (sekce 1.1.1 a 1.2.1), fada enzymii z AKR a SDR nadrodin se ti¢astni
metabolismu steroidnich sloucenin, a to jak v endokrinnich, tak perifernich tkanich.
Vzhledem ktomu, Ze tyto reakce casto ovliviiuji afinitu steroidnich sloucenin
k ptislusSnym receptortiim, jde o klicové reakce. Hlavnim mistem syntézy prekurzori
steroidnich hormont (zejména dehydroepiandrosteron (DHEA) a Adion) a vybranych
hormonti (zejména Kkortikoidy) jsou nadledviny a spole¢nym prekurzorem je
cholesterol (Obr. 6).
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Obr. 6: Syntéza prekurzor( steroidnich hormona a vybranych hormoni v nadledvinach. Metabolismu
se Ucastni vybrané enzymy ze skupiny cytochromi P450 (CYP) a hydroxysteroiddehydrogenas (HSD).
Upraveno dle (Mostaghel, 2014)

Prekurzory DHEA a Adion jsou sekretovany do Kkrve, a dale jsou pireménovany
v endokrinnich 7Zlazach (vajec¢niky, Leydigovy buiiky) a perifernich tkanich na finalni
pohlavni hormony. Jen malé mnoZstvi testosteronu se tvoii v nadledvinach. Primo
v nadledvinach jsou syntetizovany kortikoidy: mineralokortikoid aldosteron a také
glukortikoidy kortisol a jeho inaktivni prekurzor kortison (Mostaghel, 2014). Hlavni roli
vregulaci interakce kortisolu s glukortikoidnim receptorem (GR) v cilovych tkanich
hraji enzymy 11B-HSD1 a 113-HSD2 (viz Tab. 4). 11B8-HSD2 inaktivuje kortisol na
kortison ve tkanich jako jsou ledviny Ci tlusté stievo, a tim brani nadmérné aktivaci
mineralokortikoidniho receptoru Kkortizolem. Enzym 11(3-HSD1 se ucastni produkce
kortisolu z kortisonu v tkanich jako jsou jatra ¢i tukova tkan, kde pak dochazi k jeho
interakci s GR. Vysoka hladina kortisolu v uvedenych tkanich je spojovana s rozvojem
inzulinové rezistence (Geer et al.,, 2014). Ta se spolupodili na rozvoji metabolického
syndromu, ktery vede k vysokému riziku kardiovaskuldrnich onemocnéni. Cela rada
studii na pacientech poukazala na fakt, Ze zvySena exprese a aktivita 113-HSD1 je
zapojena do patogeneze inzulinové resistence, obezity, a tedy i metabolického
syndromu. Proto je inhibice 113-HSD1 povaZovana za novy terapeuticky pristup k 1é¢bé
téchto obtiZi (Anagnostis et al., 2013; Morton, 2010). Dosud bylo syntetizovano velké
mnoZzstvi riznych inhibitord 113-HSD1, z nichZ nékteré byly klinicky testovany ve fazi
Il pro 1éc¢bu diabetes mellitus typu 2. Ackoliv byly bezpecné a netoxické, jejich ucinek
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byl heterogenni. Proto snaha o nalezeni silného a specifického inhibitoru 113-HSD1,
vhodného klécbé stavii spojenych svysokou hladinou kortisolu, stidle pokracuje
(Anderson & Walker, 2013).

DalSi steroidni hormony, na jejichZ syntéze se ucastni AKR a SDR enzymy, jsou
estrogeny. Tyto enzymy katalyzuji preménu inaktivni formy estronu a aktivni formy
estradiolu nejen ve vajecnicich, ale podili se i na jejich tzv. intrakrinni produkci, coZ je
syntéza hormont z prekurzort ptimo v perifernich tkanich (Labrie et al., 2000). Tato
lokalni syntéza ma dtlezitou roli zejména u Zen po menopause. Vedle fyziologické role
estrogenli v organismu je dnes jiZz dobie zdokumentovana také jejich role v rozvoji
aprogresi hormon-dependentnich nadort prsu (Africander & Storbeck, 2018;
Nagasaki et al., 2009). Proto enzymy, podilejici se na produkci estradiolu v prsni tkani
(Obr. 7), mohou hrat dtilezitou roli v rozvoji uvedenych nadort, pokud dojde ke zvysSeni
jejich exprese Ci aktivity.
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Obr. 7: Intrakrinni produkce estadiolu v prsni tkani z prekurzori DHEA a Adion.
Upraveno z (McNamara & Sasano, 2015). STS — steroidsulfatasa, SULT — sulfotransferasa

Za hlavni enzym preménujici estron na estradiol je povazovan 173-HSD1. V posledni
dobé se vSak spekuluje i o ucasti dalsich enzymii jako je 173-HSD7 (Nagasaki et al., 2009;
Wang et al., 2015). Ke zvySené hladiné estradiolu v nddorové prsni tkdni mohou
prispivat i enzymy jako jsou AKR1C3, aromatasa a steroidsulfatasa (STS). Vedle
aromatasy, kterd se dnes jiz vyuziva k farmakologické intervenci (napft. cil pro 1éc¢ivo
exemestan), jsou i tyto dals$i enzymy uvazovany jako mozné cile pro 1écbu naddoru prsu.
Jejich inhibice by mohla vést ke sniZeni lokalni hladiny estradiolu podobné jako
v piipadé aromatasy. Uroveti znalosti v této oblasti neni v§ak zatim dostateéné vysoka,
je zkouman napriklad vliv dalSich steroidnich sloucenin a rtiznych regulac¢nich procest
v nadoru prsu (Africander & Storbeck, 2018; Wang et al., 2015). V klinické studii faze II
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vysledkii, uvazuje se ale jeho pouziti v kombinaci s dalsimi 1é¢ivy. Vzhledem k iCasti na
metabolismu DHT, ktery ziejmé také hraje v nddoru prsu dilezitou roli, se uvazuje
o inhibitorech 173-HSD7 (Sang et al., 2018). DalSi z onemocnéni, kde hraji roli Zenské
pohlavni hormony, je napriklad endometriéza. U té byla studovana role enzymi ze
skupiny AKR, a bylo poukazano na to, Ze zvySena exprese AKR1C1, AKR1C2 a AKR1C3
by mohla ptipivat k rozvoji onemocnéni zfejmé kvtili ucasti na degradaci progesteronu,
majici jinak protektivni vliv (Hevir et al., 2011).

Dalsi intenzivné zkoumanou oblasti je zapojeni uvedenych enzymi do metabolismu
muzskych pohlavnich hormont. Hlavnim androgenem, ktery je produkovan
v Leydigovych burnikach varlat z prekurzori pochazejicich z nadledvin, je testosteron. Ten
je pakv cilovych tkanich preménovan 5a-reduktasou na aktivnéjSi DHT, ktery je ligandem
androgenniho receptoru (AR). Na produkci testosteronu ve varlatech klasickou cestou
z Adionu se podili enzym 17B-HSD3. To je ilustrovano i s jeho spojitosti s vrozenym
pseudohermaforditismem (viz sekce 1.3.1). Predpoklada se, Ze v obdobi vyvoje plodu je
dilezita i alternativni, tzv. backdoor cesta, kdy je DHT tvoren bez testosteronu,
z 3a-Adiolu, ktery vznika z progesteronu. V této cesté se uplatnuji enzymy AKR1C2 a C4
(viz také sekce 1.3.1). Uvedené metabolické drahy jsou dilezité i pro tzv. intrakrinni
produkci androgeni v perifernich tkanich, napitiklad v prostaté. Pfi poruSe homeostazy
miiZe dojit k rozvoji nadoru prostaty. Ten je vétSinou hormon-dependentni a intrakrinni
produkce androgenti ma vyznamny podil zejména na rozvoji tzv. kastracné rezistentniho
nadoru prostaty (CRPC). Nékolik studii prokazalo, Ze u tohoto typu nadort ma z enzymu
podilejicich se na metabolismu androgenii nejvice zvySenou expresi AKR1C3. Vzhledem
k tomu, Ze se uplatiiuje, jak v klasické, tak alternativni, tzv. backdoor syntéze androgenii
(Obr. 8), je povazovan za nadéjny cil pro 1é¢bu CRPC.
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AKR1C2

AKR1C3 SRD5A1

DHEA — Adion & TESTOSTERONE | =t DHT
HSD3B2

HSD17B2

AKR1C1

Obr. 8: Intrakrinni syntéza androgent v prostaté klasickou a alternativni tzv. backdoor cestou.
Upraveno z (Rizner & Penning, 2014)
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Aktualné je testovan inhibitor AKR1C3, nesteroidni antiflogistikum indometacin,
v klinické studii Ib/Il v kombinaci s enzalutamidem, antagonistou androgenniho
receptoru (Pan et al., 2018). U inhibitorid AKR1C3 je obecné problém se selektivitou,
protoZe enzymy AKR1C1 a AKR1C2 s nim sdili vice neZ 86 % aminokyselinové sekvence,
a ty neni vhodné inhibovat vzhledem k jejich acasti na deaktivaci DHT na 3a- ¢i 33-Adiol.

Vzhledem k tomu, Ze pohlavni steroidni hormony vznikaji ve tkanich za acasti nékolika
enzymu a jejich deregulace je jednim z mechanismu vzniku hormon-dependentnich
nadorl, mohou tyto enzymy slouzit jako cile pro 1écbu. Idealnim pristupem je ziejmé
kombinace inhibitort, které zasahnou vice participujicich enzyma (Sang et al., 2018).
Vzhledem k pomérné intenzivnimu vyzkumu v této oblasti se mohou objevit i nové cile
pro 1é¢bu uvedenych nadort, protoZe i v soucasné dobé jsou popisovany nové lidské
enzymy, které se podili na metabolismu steroidd, alespon in vitro, jako je DHRS7, DHRS1
(viz ¢ast 2.3), DHRS11 (Endo et al, 2016), AKR1B15 (Weber et al., 2015) a jen dalsi
vyzkum ukaze jejich roli in vivo.

1.3.3 Role AKR a SDR enzymii v metabolismu retinoidii
a onemocnénich spojenych s jejich deregulaci

Tradi¢ni role retinoidli je spojovdna s procesem vidéni. Chromatoforem zrakového
pigmentu rodopsinu, ktery je lokalizovan ve vnéjsim segmentu fotoroceptoru, je
11-cis-retinal. Po dopadu svétla dochazi k jeho izomerizaci na all-trans-retinal a prenosu
signalu do mozku. Ve fotoreceptoru a Castecné v epitelovych bunikkach pak nasleduje
nékolik reakci, pti nichZ dochazi k zpétné regeneraci all-trans-retinalu na 11-cis-retinal.
Potiebné redoxni reakce jsou katalyzované enzymy ze skupiny RDH z nadrodiny SDR
(Tsin et al.,, 2018). Ackoliv vyzkum RDH v oku je ziejmé nejintenzivnéjsi, na identité
Ucastnicich se enzymii nepanuje zcela shoda. Je ziejmé, Ze se urcité ucastni enzymy RDH5
aRDH12, protoZe jejich mutace jsou spojené s vrozenymi chorobami oka (viz sekce 3.1.1).
DalS$imi popsanymi enzymy ucastnici se pfemén retinoidi v oku jsou napriklad RDH8
(SDR28C2) nebo RDH11 (SDR7C1) (Parker & Crouch, 2010; Tsin et al., 2018).

RDH se v organismu ucastni i pochodi mimo oko. Za biologicky aktivni formu vitaminu A je
povazovana Kyselina retinova (all-trans a 9-cis), kterd je vyznamna v procesech
diferenciace, morfogeneze, reprodukce atd. Jeji hladina vorganismu je velmi peclivé
udrzovana, protoZe zmény v koncentraci mohou vést k rozvoji patofyziologickych procesi
a pripadné k onemocnéni, jako jsou néktera nadorova onemocnéni, obezita ¢i diabetes
mellitus (Das et al.,, 2014; Fields et al,, 2007). Prekurzory kyseliny retinové v potraveé jsou
retinylestery a 3-karoteny. Zasoby jsou uloZeny v jatrech ve formé retinylestert, které jsou
v piipadé potifeby hydrolyzovany na retinol. Ten je dopraven do tkani, kde je potieba,
a pomoci dvou reakci je z néj syntetizovana kyselina retinova (Obr. 9).
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Obr. 9: Syntéza kyseliny retinové ve tkdnich. Pfeména retinolu a retinalu je vratny déj, zatimco
syntéza kyseliny retinové z retinalu je reakce nevratnd. BCMO1 — B-karotenmonooxygenasa 1,
LRAT — lecitin-retinolacyltransferasa, REH — retinylesterhydrolasa. Upraveno z (Porte et al., 2013)

Tradi¢né byly jako enzymy podilejici se na oxidaci retinolu uvadény cytosolické
alkoholdehydrogenasy (ADH) ADH1 nebo ADH4. Nicméné se dnes zd3, Ze jejich role je
vyznamna pouze za podminek nadbytku vitaminu A. Dilezitéjsi jsou zfejmé enzymy ze
skupiny RDH z SDR nadrodiny lokalizované v endoplasmatickém retikulu. Jde o skupinu
12 enzymu s riznou tkanovou expresi a substratovou specifitou (9-cis/11-cis/trans).
Nékteré z nich katalyzuji také redukéni reakce a redukuji retinal zpét na retinol (napft.
RDH11) (Liden & Eriksson, 2006). Této reakce se mohou ucastnit i enzymy z AKR
nadrodiny, s vysokou ucinnosti ji katalyzuje in vitro treba AKR1B10 (Ruiz et al., 2012).
Retinal milize byt také oxidovan na finalni produkt - kyselinu retinovou, ktera je
ligandem RAR nebo RXR receptoru. Ackoliv in vitro byla popsana aktivita celé rady
enzyml K riznym formam retinolu ¢i retinalu, v buiice je situace komplikovanéjsi,
protoze tyto vysoce lipofilni slouc¢eniny jsou vazany na vazebné proteiny pro retinoidy
(CRBPI), coZ vyznamné ovliviiuje aktivitu enzymi. Dosud neni zcela jasné, které
konkrétni enzymy jsou v buinkach zodpovédné za biosyntézu kyseliny retinové. To
zavisi na expresi jednotlivych enzymi v konkrétnich burikach/tkanich i na case
(vyvoj/dospélost). RDH10 a DHRS3 jsou aktudlné povazovany =za hlavni
retinoldehydrogenasy pro reverzibilni reakci mezi retinalem a retinolem béhem
embryogeneze, coZ bylo prokdzano u mysi. To, které enzymy jsou dilezité fyziologicky
béhem dospélosti nebo pri rozvoji patologickych stavii, neni zcela zndmo a je dale
intenzivné zkoumano (Kedishvili, 2013; Kedishvili 2016).

1.3.4 Role AKR a SDR enzymii v metabolismu prostaglandint
a onemocnéni spojenych s jejich deregulaci

Prostaglandiny (PG) jsou biologicky aktivni slouceniny, které maji v organismu mnoho
funkci. Podili se na fadé fyziologickych procesii v mnoha organech jako jsou reprodukéni
¢i endokrinni a systém kardiovaskularni, dychaci a nervovy. Prekurzorem
prostaglandint, a také pribuznych leukotrienti a tromboxant, je kyselina arachidonova.
Enzymy z nadrodiny AKR a SDR, konkrétné AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1B1 a CBR1
(SDR21C1) katalyzuji preménu riiznych PG na PFG2q eventualné 9a,113-PFG2q, které maji
afinitu kreceptoru pro prostagladin F (FP) (Obr. 10). PFGz« a PGE2 jsou hlavnimi
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prostaglandiny v endometriu ¢i pred ovulaci ve vajecnicich a fyziologicky se vyznamné
podili na regulaci déji dllezitych pro reprodukci a porod. Hlavni enzymy podilejici se na
tvorbé PFGzq v endometriu jsou AKR1C3 a AKR1B1, zatimco ve vaje¢nicich AKR1C1
a AKR1C2 (Bresson et al., 2011; Dozier et al.,, 2008). U CBR1 bylo také popsano, Ze je
schopna katalyzovat oxidaci PGEz, PGD2 a PFGzq« na 15-hydroxyprodukty, které jsou
povaZovany za inaktivni. Dal$i enzymem podilejici se na inaktivaci PGE; je 15-PGDH
(SDR36C1) (Niesen et al., 2010).
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synthase synthase

AKR1C3
PGE AKR1B1 PGD,

CBR1 \ l AKR1C3
AKR1C1
AKR1C2 PGF2a
9a11p-PGF

Obr. 10: Syntéza prostaglandinu z kyseliny arachidonové. COX-1 - cyklooxygenasa 1.
Upraveno z (Barski et al., 2008)

Vzhledem k tomu, Ze PFGzq« a FP se vyskytuji i v mnoha jinych tkanich a podili se na
regulaci kontrakce hladkych svalt bronchi, cév a Zil, na regulaci renalni filtrace a dalSich
déjii, mohou se AKR a SDR enzymy, které je metabolizuji, podilet také na rozvoji i dalSich
patofyziologickych  stavli, jako jsou napf. Kkardiovaskularni onemocnéni
(Zhang et al.,, 2010). Nicméné obvykle jde o sloZité mechanismy vzniku, u nichZ nebyl
vétsinou podil uvedenych enzymi dosud stanoven.

1.3.5 Role AKR a SDR v biotransformaci xenobiotik

Tradic¢né se biotransformace 1éCiv a dalSich xenobiotik rozdéluje na dvé faze, jejichz cilem
je prevést xenobiotikum do takové formy, kterou lze snadno vyloucit z organismu. V prvni
fazi dochazi k tzv. funkcionalizaci, ktera vede ke zvySeni polarity 1éciva. V druhé fazi
biotransformace dochazi ke konjugaci s latkami, jako je kyselina glukuronov4, sirova ¢i
dalsi slouceniny, které dale zvysuji polaritu slouceniny (Nassar et al., 2009). Za hlavni
enzymy Ucastnici se I. fize biotransformace 1éciv jsou povazovany cytochromy P450
(CYP), které katalyzuji zejména oxida¢ni reakce. Rada 1é¢iv obsahuje funkéni skupiny,
které je treba béhem I. faze biotransformace redukovat - napft. aldehydové, ketononové
Ci chinonové skupiny. Ty jsou také Casto zodpovédné za biologickou aktivitu 1éciva, tudiz
jeji redukce miliZe mit rizné disledky. Obvykle dochazi k deaktivaci xenobiotika (napf-.
u doxorubicinu ¢i daunorubicinu (Edwardson et al., 2015)), ale mtZe dojit i k zachovani
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nebo jen  kcastecnému  sniZzeni  biologické  aktivity = (napf. naltrexon
(Breyer-Pfaff & Nill, 2004), metyrapon (Hoffmann & Maser, 2007)) nebo naopak ke
zvySeni biologické aktivity (napr. dolasetron (Breyer-Pfaff & Nill, 2004)). V nékterych
pripadech je redukce karbonylovych skupin hlavni metabolickou drahou xenobiotika
(napt. acetohexamid (Imamura et al., 2001), ketotifen (Breyer-Pfaff & Nill, 2000),
flubendazol (Raisova Stuchlikova et al, 2018)) nebo jednou znékolika riiznych
metabolickych cest, kterym xenobiotikum podléha (napft. boceprevir (Ghosal etal., 2011),
tolperison (Quasthoff et al., 2008), které jsou navic také oxidovany).

Mezi klasické biotransformacni enzymy podilejici se na redukci karbonylovych sloucenin,
je povaZovana hlavné cytosolickd CBR1 (Malatkova et al, 2010) a mikrosomalni
11B-HSD1 (Odermatt & Nashev, 2010). Ale u rady xenobiotik byla prokazana i uc¢ast dalSich
enzymi z AKR a SDR nadrodin napi. CBR3 (SDR21C1), DHRS4 (SDR25C2), AKR1B10,
AKR1C4, AKR7A2 atd. (Matsunaga et al., 2006; Oppermann, 2007). Biotransformace 1éc¢iv
muzZe vyznamné ovliviiovat ucinnost 1écby, jak bylo naznaceno vysSe, a miize byt také
vyznamna zhlediska toxikologického. Prikladem je redukce protinddorového léciva
doxorubicinu (DOX) na metabolit doxorubicinol (DOXOL), pri které dochazi kjeho
deaktivaci. Této reakce se ucastni enzymy CBR1 v jatrech a AKR1C3, AKR1B10, AKR7A2
v dalsich tkanich (Kassner et al, 2008). Tento mechanismus miize prispivat k rozvoji
rezistence nadort k1écbé DOX a navic DOXOL ma ziejmé kardiotoxické ucinky, které se
obvykle projevi aZ po mnoha letech od 1écby DOX. Inhibitory vysSe uvedenych enzymi se
uvazuji jako léciva do kombinace, ktera by mohla zvySovat terapeutickou efektivitu DOX
a snizovat akumulaci DOXOL v srdci (Edwardson et al., 2015).

Na druhou stranu redukce ketonové skupiny miliZze mit i protektivni efekt. Karcinogen
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanonu (NNK) ztabakového koure je treba
v organismu aktivovat pomoci a-hydroxylace katalyzované CYP450 a pak miiZe prispivat
ke vzniku nadori plic nebo pankreatu. Ale NNK je v organismu také redukovano pomoci
enzymi z nadrodin AKR a SDR, coz vede ke vzniku metabolitu NNAL, ktery dale podléha
glukuronidaci a je vyloucen z organismu. Vznik NNAL jsou schopné katalyzovat vSechny
vysSe uvedené biotransformacni enzymy a nové byla popsana také 173-HSD12, jako hlavni
enzym podilejici se na této reakci v plicich (Ashmore et al.,, 2018; Stepanov et al., 2008;
Ter-Minassian et al.,, 2011)). Dalsim prikladem mizZe byt detoxikace aflatoxinu B1, na
které se podili enzym AKR7A3, a tak pomaha chranit buiiky pred jeho cytotoxickym
ucinkem (Bodreddigari et al., 2008).

Jak je zfejmé i z informaci o biotransformaci NNK, v posledni dobé se mimo ,klasickych*
biotransformacnich reduktas karbonylovych sloucenin objevuji i dal$i enzymy, kterych
dosud ucast v metabolismu xenobiotik nebyla pripisovana, jako je uvedena 173-HSD12
(Ashmore etal.,2018) nebo DHRS11 (Endo et al.,, 2016). Dalsi enzymy, u kterych byl zatim
podil na metabolismu xenobiotik popsan in vitro jsou uvedené i v sekci 2.3.
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1.3.6 Role AKR a SDR enzymii v metabolismu sacharidii a s nim
spojenych onemocnéni

Nékolik AKR a SDR enzymt se ticastni také metabolismu sacharidi, a ty patii mezi nejdéle
popsané zastupce. Protein s reduktasovou aktivitou vici glukose byl identifikovan uz
vroce 1956, dnes se vi, Ze se jedna o enzym AKR1B1. Tento enzym redukuje glukosu na
sorbitol v polyolové metabolické draze, a to zejména za podminek vysoké hladiny glukosy
pfi onemocnéni diabetes mellitus (Barski et al., 2008). AKR1B1 je spojovana s rozvojem
diabetickych komplikaci jako je mikrovaskularni poSkozeni sitnice, nervi a ledvin. Tyto
potize byly ptivodné pripisovany vysoké hladiné vzniklého sorbitolu. Ten neprochazi
bunéfnou membranou, je osmoticky aktivni a vede k osmotickému stresu burky. Dnes se
uvazuje i o jinych mechanismech, nicméné i vnich se zda byt role AKR1B1 diilezita
(Ramana, 2011), protoze klinicky pouzivana 1éciva pro 1é¢bu diabetickych komplikaci,
jako je tolrestat, zopolrestat nebo ranirestat, jsou inhibitory AKR1B1. Vzhledem k tomu,
Ze se uvaZzuje i o roli AKR1B1 vjinych patologickych stavech, napriklad v rozvoji
vybranych nadorovych onemocnéni, jsou uvedena léciva testovana i v téchto pripadech
(Wuetal, 2017).

Dalsi SDR enzym, ktery se podili na metabolismu sacharidi, je DXCR (SDR20C1), podilejici
se na redukci L-xylulosy na L-xylitol, coZ je reakce metabolické drahy kyseliny uronové,
ktera utilizuje asi 5 % glukosy. Diky této reakci se predpoklada, Ze DXCR je spojen
s reabsorbci vody v ledvinach, ¢imZ chrani organismus pred osmotickym stresem. Mutace
v DXCR vede kpentosurii (viz ¢ast 1.3.1). Onemocnéni (napi. muzskd neplodnost),
s kterymi je DXCR také spojen, prameni spiSe z jeho neenzymovych funkci v organismu.
Vedle xylulosy DCXR Kkatalyzuje i redukci reaktivnich a toxickych karbonylovych
sloucenin jako je napriklad metylglyoxal, a také katalyzuje jednoelektronovou redukci
chinont, ktera vede ke vzniku redoxnich cykli (Ebert et al,, 2015; Yang et al,, 2017).
Enzym GALE (SDR1E1) katalyzuje epimerasovou reakci UDP-galaktosy na UDP-glukosu,
coZ je dlilezita reakce v metabolismu galaktosy a jeji porucha vede k rozvoji galaktosemie
(viz ¢ast 1.3.1) (McCorvie et al,, 2016)

1.3.7 Role AKR a SDR enzymi v dalSich metabolickych drahach
a onemocnéni spojenych s jejich deregulaci

Jak bylo uvedeno v ¢astech 1.1.1 a 1.2.1, paleta substrati, které jsou metabolizovany AKR
a SDR enzymy, je hodné Sirokd. Mimo vySe uvedenych (¢ast 1.3.2-1.3.6) jsou vyznamnymi
substraty také produkty lipidové peroxidace jako jsou 4-oxonon-2-enal (4-ONE),
4-hydroxynonenal (4-HNE), malondialdehyd ¢i jejich adukty s glutathionem, které
vznikaji z nenasycenych mastnych kyselin pti oxidacnim stresu. Tyto vysoce reaktivni
slouc¢eniny mohou modifikovat biologické makromolekuly jako je DNA nebo proteiny,
a ménit tak jejich funkci. Vysoka hladina takovych latek je spojovana s fadou onemocnéni,
napriklad s Alzheimerovou chorobou. Na jejich detoxikaci se podili alesponl in vitro
enzymy CBR1, AKR1B1 nebo AKR1B10, ¢cimZ by mohly potencialné chranit organismus
pfed jejich negativnim plisobenim (Malatkova et al, 2010; Ramana, 2011;
Zhong et al, 2009). Dalsi produkt, které jsou tvorené AKR nebo SDR enzymy, jsou
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y-hydroxymaselna kyselina, ktera vznika ze sukcinylsemialdehydu ptisobenim AKR7A2
a AKR1A1 a allopregnenolon, ktery vznika redukci 5a-DHP ptisobenim AKR1C2. Oba tyto
produkty maji afinitu ke GABA receptortim v mozku, tudiZ uvedené enzymy mohou také
ovliviiovat pochody v centralni nervové soustavé (Lyon et al., 2007; Trauger et al., 2002).
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2. Komentar k predkladanym pracim

Soubor védeckych praci predloZenych v této habilitatni praci se zabyva enzymy
znadrodin AKR a SDR s dlirazem ptedevsim na reduktasy karbonylovych sloucenin.
Cilem feSeného projektu bylo ziskat nové informace o uvedenych enzymech, a prispét tak
k lepSimu porozumeént jejich role v lidském zdravi i nemoci. Ziskané poznatky je mozné
rozclenit do trech oblasti:
¢ Role reduktas karbonylovych slou¢enin v biotransformaci vybranych
xenobiotik.
e Studium modulace aktivity AKR enzymi hrajicich roli v rozvoji nddorového
onemocnéni
e Popis a charakterizace vybranych zastupct SDR nadrodiny.

VSechny tyto prace vznikly na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové béhem
postgradualniho studia predkladatelky a jejiho nasledného plisobeni na fakulté jako
asistent/odborny asistent.

2.1 Role reduktas karbonylovych sloucenin
v biotransformaci vybranych xenobiotik

P1: Skarydova, L., Skarka, A., Solich, P.,, Wsol, V. (2010) Enzyme stereospecificity
as a poweful tool in searching for new enzymes. Curr Drug Metab, 11(6), 547-559.

P2: Skarka, A., Skarydova, L., Stambergova, H.,, Wsél, V. (2011) Anthracyclines and their
metabolism in human liver microsomes and the participation of the new microsomal
carbonyl reductase. Chem Biol Interact, 191, 66-74.

P3: Skarydova, L., Nobilis, M., Wsol, V. (2013) The role of carbonyl reducing enzymes
in the phase I biotransformation of non-steroidal anti-inflammatory drug nabumetone.
Xenobiotica, 43(4), 346-54.

P4: Skarydova, L., Zverinova, M., Stambergova, H., Wsol, V. (2013) A simple identification
of novel carbonyl reducing enzymes in the metabolism of the tobacco specific carcinogen
NNK. Drug Metab Lett, 6(3), 174-81.

P5: Skarydova, L., Tomanova, R., Havlikova, L., Stambergova, H., Solich, P., Wsol, V. (2014)
Deeper insight into the reducing biotransformation of bupropion in the human liver. Drug
Metab Pharmacokinet, 29(2), 177-84.

Studium metabolismu riiznych 1é¢iv je na Katedre Biochemickych véd Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové klasickou oblasti vyzkumu po mnoho let. Jak je uvedeno
v kapitole 1.3.5, reduktasy karbonylovych slouCenin jsou enzymy I faze
biotransformace, které se podili na metabolismu rady xenobiotik. U nékterych
xenobiotik s karbonylovymi skupinami je metabolismus pomérné dobfe popsan,
u jinych je zndm castecné Ci prakticky viibec, jak popsali kolegové z pracovni skupiny
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v souhrnném c¢lanku (Malatkova & Wsdl, 2014). Prikladem léciv srelativné dobre
popsanym redukénim metabolismem jsou klinicky uZivana antracyklinova cytostatika
doxorubicin a daunorubicin. Popsan byl predevsim jejich metabolismus v cytosolu, kde
se na deaktivaci doxorubicinu na doxorubicinol podili nékolik enzymi - napt. AKR1A1,
AKR1C4, CBR1 a dalsi (Kassner et al., 2008). Podobné enzymy se podili i na redukci
daunorubicinu (Bains et al, 2010). PrestoZe je tradi¢né za hlavni misto 1. faze
biotransformace povazovano endoplasmatické retikulum, zjistili jsme, Ze informace
o podilu endoplasmatického retikula na metabolismu téchto antracyklinovych léciv
chybi. A vzhledem k tomu, Ze nas$i pracovni skupinu zajimaly prevazné mikrosomalni
reduktasy karbonylovych slou¢enin (viz ¢ast 2.3), provedli jsme studii metabolismu
doxorubicinu, daunorubicinu  apfibuzného idarubicinu slidskou jaterni
mitochondrialni frakci (P2). Bylo prokazano, Ze vSechna tfi 1éciva jsou mikrosomalni
frakci in vitro metabolizovany. Vznikaly jednak prislusné redukované alkoholy
(doxorubicinol, daunorubicinol, idarubicinol) a vedle toho také vznikaly aglykony
jednotlivych studovanych latek (zejména ve vysSich koncentracich) a u nich byla dale
redukovana karbonylova skupina na alkoholovou. Je tedy ziejmé, Ze vedle enzymi
redukujicich karbonylové slouceniny se na metabolismu antracyklinii v mikrosomech
podili také hydrolasy. Ziskané kinetické parametry byly porovnany s publikovanymi
daty pro jaterni cytosol a ukazalo se, Ze redukce, alespon v pripadé doxorubicinu, je
in vitro v mikrosomech podobné vyznamna jako v cytosolické frakci. Konkrétni enzymy,
podilejici se na metabolismu studovanych latek, nebyly v ramci této studie popsany.
Bylo pouze prokazano, Ze se na metabolismu podili nejméné jedna dosud
neidentifikovand mikrosomalni reduktasa studovana na nasem pracovisti (viz ¢ast 2.3).
VletosSnim roce byla publikovana ucast prvniho mikrosomalniho enzymu na
biotransformaci doxorubicinu, a sice 113-HSD1 (Yang et al., 2018). Podobna studie, jako
v pripadé antracyklinovych cystostatik, byla provedena také s karcinogenem tabaku
NNK (P4).

Existuje mnozZstvi 1éCiv, u nichZ jsou po podani nalezeny v krvi ¢i moci metabolity
vznikajici redukci karbonylovych skupin ¢i jejich konjugaty. Obvykle neni zndmo, které
enzymy se na tomto sméru biotransformace podili (Malatkova & Wsél, 2014). Takovymi
1é¢ivy jsme se zabyvali vramci dalSich studii. Jednim znich byl nabumeton (P3),
nesteroidni antiflogistikum, které se pouziva k 1écbé artritidy. Bylo znamo, Ze hlavnim
metabolitem je biologicky aktivni metabolit 6-methoxy-2-naftyloctova kyselina (6-MNA)
vznikajici oxidaci enzymem CYP1A2 a také to, Ze je nabumeton deaktivovan pomoci
redukce karbonylové skupiny. Nicméné o této biotransformacni cesté nebylo nic znamo,
ato i presto, Ze miiZe negativné ovliviiovat terapii. Provedli jsme in vitro biotransformacni
studii nabumetonu s lidskou jaterni mikrosomalni a cytosolickou frakci, pricemz se
ukazalo, Ze efektivnéji redukuje nabumeton mikrosomalni frakce a ma k nabumetonu
také vyssi afinitu ve srovnani s frakci cytosolickou. Vzhledem k tomu, Ze jsme v dobé
studie neméli k dispozici Zddné rekombinantni mikrosomalni redukcéni enzymy, mohli
jsme jen spekulovat o pripadné roli enzymu 113-HSD1, ktera byla v té dobé jedinou
popsanou mikrosomalni reduktasou karbonylovych slou€enin podilejici se na
biotransformaci xenobiotik (viz sekce 2.3). Podrobnéji jsme studovali pouze ucast
riznych lidskych cytosolickych enzymii, které jsme meéli k dispozici v rekombinantni

28



formé. Ukazalo se, Ze nabumeton byl redukovan témér vSemi testovanymi enzymy, byt
s rozdilnymi kinetickymi parametry. Nejvyssi afinitu vykazoval enzym AKR1C3, ktery ale
nema v jatrech prili§ vysokou expresi (Kassner et al., 2008), s podobnou afinitou a vyssi
aktivitou redukuje nabumeton také enzym AKR1C4. Z testovanych enzymi prekvapivé
nejméné efektivné redukovala nabumeton CBR1.

Vedle riiznych kinetickych parametrt v redukci nabumetonu byla také prokazana také
rizna stereospecifita, coz jsou rtizné poméry vznikajicich enantiomert metabolitu. Tento
fenomén je dan obecnou prochiralni vlastnosti karbonylovych skupin, které jsou
metabolizovany na alkoholy. Pri reakci vznika nové centrum chirality a metabolit se tak
vyskytuje ve formé dvou enantiomerti. Pomér, ve kterém vznikaji jednotlivé enantiomery,
se nazyva enzymova stereospecifita a je charakteristikou daného enzymu. Testované
enzymy CBR1, AKR1C3, AKR1B1, AKR1B10 redukuji nabumeton prevazné na
(+)-enantiomer (99-97 %), ale naptiklad enzym AKR1C4 tvoii 72 % (-)-enantiomeru
redukovaného nebumetonu. Fenomén enzymové stereospecifity v redukci prochiralnich
1éCiv, ktery lze vyuzit pii hledani novych enzym tcastnicich se biotransformace danych
latek, coz bylo popsano v souhrnném c¢lanku (P1). Na existenci rozdilli ve stereospecifité
mezi lidskou jaterni mikrosomalni frakci a enzymem 113-HSD1 pfti redukci modelového
lé¢iva oracinu (Wsol et al, 2004) byla také postavena mysSlenka hledani
neidentifikovanych mikrosomalnich reduktas karbonylovych sloucenin v lidskych
jatrech, kterd je popsana v Casti 2.3.

DalSim lécivem s jen castecné popsanou biotransformaci je antidepresivum bupropion,
které se také pouziva pri odvykani kouteni. U bupropionu existuji tii hlavni metabolity
prvni faze biotransformace, a sice oxidovany metabolit hydroxybupropion a dva
metabolity  vznikajici redukci ketonové skupiny -  threohydrobupropion
a erytrobupropion. VSechny tfi metabolity si zachovavaji castecnou biologickou aktivitu.
U hydroxybupropionu je dobie znamo, Ze vznikd ucinkem enzymu CYP2B6, ale
o enzymech katalyzujici redukci bupropionu se nevédélo nic. Byla tedy provedena in vitro
studie (P5) s lidskymi jaternimi subcelularnimi frakcemi, kde bylo prekvapivé zjisténo, Ze
hlavnim vznikajicim metabolitem in vitro v mikrosomalni a mitochondrialni frakci je
threohydrobupropion, zatimco hydroxybupropion tvorijen asi 10 % ze vSech vznikajicich
metaboliti. Podobné vysledky byly ziskany v publikované studii vyuzivajici lidské
placentarni subcelularni frakce (Wang et al., 2010). Vedle ucasti subcelularnich frakci na
metabolismu bupropionu nas také zajimalo, jaké enzymy se redukce bupropionu ucastni.
Testované cytosolické enzymy (AKR1A1, AKR1B1, AKR1C4, AKR1B10, CBR3) nemély
Zadnou redukeni aktivitu vii¢i bupropionu nebo ji mély nizkou (AKR1C1-3, CBR1).
Mnohem lepsi kinetické parametry i celkovou tcinnost vykazoval in vitro mikrosomalni
enzym 113-HSD1. Tento vysledek také korespondoval s i¢innosti subcelularnich frakci,
kdy cytosol mél asi 10x nizsi aktivitu ve srovnani s mikrosomalni a mitochondrialni frakci.
Vysoka efektivita biotransformace bupropionu jaterni mitochondrialni frakci, ktera neni
povaZzovana za vyznamnou biotransformacni organelu, byla prekvapiva. BohuZel Zadna
mitochondrialni reduktasa karbonylovych skupin nebyla v ramci studie dostupna. Mohlo
by jit napriklad o CBR4 (SDR45C1), u které byla popsana aktivita vii¢i toxickym
chinoidnim slouceninam (Endo et al., 2008).
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Veskeré vySe popsané studie byly provedeny in vitro za pouziti jaternich subcelularnich
frakci nebo rekombinantnich forem enzymi ptipravenych nas$i pracovni skupinou.
Takové studie poskytuji zakladni informace, které je treba nasledné ovérit na vyssich
in vitro modelech, coZ mohou byt hepatocyty, vhodné bunéc¢né linie (napt. HepaRG),
transgenni bunécné linie exprimujici sledované enzymy ¢i tkanové rezy atd. a také in vivo
na zvirecich modelech. Jednoducha aproximace in vitro vysledki na situaci in vivo
v lidském organismu neni mozna4, je treba vzit do ivahy mnoho faktori jako je absorbce
a transport 1éCiva, mezidruhové a interindividualni rozdily, exkrece a radu dalSich.
Nicméné informace ziskané na zakladni trovni vyzkumu jsou diilezité a mohou pomoci
odhalit napt. 1ékové interakce (Pelkonen et al., 2005; Wilk-Zasadna et al., 2015).

2.2 Studium modulace aktivity AKR enzymii hrajicich roli
v rozvoji nadorového onemocnéni

P6: Skarydova, L., Zivna, L., Xiong, G., Maser, E., Wsol, V. (2008) AKR1C3 as a potential
target for the inhibitory effect of dietary flavonoids. Chem Biol Interact, 178, 138-144.

P7: Skarydova, L., Hofman, ], Chlebek, ], Havrankova, J.,, Kosanova, K., Skarka, A.,
Hostalkova, A., Plucha, T., Cahlikova, L., Wsol, V. (2014) Isoquinoline alkaloids as a novel
type of AKR1C3 inhibitors. J Steroid Biochem Mol Biol, 24, 143, 250-258.

P8: Zemanova, L., Hofman, ], Novotna, E., Musilek, K., Lundova, T., Havrankova, J.,
Hostalkova, A., Chlebek, ]., Cahlikova, L., Wsol, V. (2015) Flavones Inhibit the Activity of
AKR1B10, a Promising Therapeutic Target for Cancer Treatment. /] Nat Prod, 25, 78(11),
2666-74.,

P9: Hulcova, D., Breiterova, K., Zemanova, L., Siatka, T., Safratova, M., Vaneckova, N.,
Hostalkova, A., Wsol, V., Cahlikova, L. (2017) AKR1C3 Inhibitory Potency of Naturally
occurring Amaryllidaceae Alkaloids of Different Structural Types. Nat Prod Commun,
12, 2,245-246.

Jak je uvedeno v c¢astech 1.3.2 a 1.3.4, enzym AKR1C3 se uUcastni syntézy aktivnich
androgent a prostaglandinii a je povaZovan za zajimavy cil pro 1écbu zejména nadoru
prostaty. Silny, selektivni a netoxicky inhibitor by mohl vyznamné prispét k ispésnosti
1écby CRPC (Adeniji et al., 2013; Penning, 2018; Verma et al., 2016), proto je vénovano
znacné usili do hledani takovych latek, kterého se uCastnila i nase pracovni skupina.

Asi 25-50 % klinicky pouzivanych 1é¢iv ma svij ptivod v prirodnich produktech, ¢asto
sekundarnich metabolitech rostlin ¢i mikroorganismi (napft. paklitaxel nebo vinblastin).
Ty maji v matetskych organismech rozlicné funkce, které ¢asto napomahaji jejich preziti.
Na rozdil od riznych chemickych, Cisté syntetickych produktd, je struktura prirodnich
produktii ze své podstaty bioaktivni a ¢asto tyto slouceniny slouZi jako tzv. voditka (lead
compound) pro vyvoj léciv (Beutler, 2009; Cragg & Newman, 2013; Kingston, 2011).
Z toho dtvodu byly v naSich studiich tykajicich se hledani inhibitorti enzymu AKR1C3
zahrnuty zastupci dvou velkych skupin ptirodnich produktd, a sice flavonoidy a jim
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piibuzné latky (P6) a alkaloidy (P7, P8). U¢inek flavonoidi a piibuznych latek na aktivitu
enzymu AKR1C3 byl sledovan na jeho rekombinantni formé (P6). Do screeningového
méfeni bylo zarazeno 20 latek zrtiznych podskupin flavonoidi jako jsou flavony,
flavanony, flavanoly a pribuzné latky jako jsou katechiny, antokyany ¢i derivaty kyseliny
skoricové. Prokazalo se, Ze derivaty kyseliny skoticové (kyselina kavova ¢i chlorogenova),
antokyan kyanin ¢i glykosidické flavanoly (rutin, kvercitrin) a flavony (vitexin, isovitexin)
neinhibuji aktivitu AKR1C3 vibec ¢i ji inhibuji pouze slabé. Naopak nejsilnéji ze
studovanych latek inhibovaly aktivitu AKR1C3 flavanony, a sice 2’-hydroxyflavanon
anaringenin a také flavon 7-hydroxyflavon, pro které byly stanoveny hodnoty
ucinnost a glykosidy odvozené od apigeninu (vitexin a isovitexin) dokonce nevykazovaly
Zadnou ucinnost. Vzhledem k tomu, Ze slouceniny flavonoidniho typu inhibuji i dalsi
reduktasy karbonylovych sloucenin jako je AKR1C1, CBR1, 113-HSD1 (Brozic et al., 2006;
Carlquist et al., 2008; Schweizer et al., 2003), bylo by vhodné ziskané vysledky pouZit pro
cileny navrh inhibitor odvozenych od inhibi¢né aktivnich strukturnich typa tak, aby
inhibice AKR1C3 byla selektivni.

V dalSich studiich zabyvajicich se moZnosti inhibice AKR1C3 byly pouZity strukturné zcela
odlisné prirodni produkty, alkaloidy, které byly izolovany z rostlin tymem doc. Lucie
Cahlikové z Katedry farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové (P7, P8). Jejich ucinek na aktivitu enzymu AKR1C3 nebo pribuznych enzymi
nebyl aZ do této studie nikdy sledovan. Pro tvodni screeningové stanoveni mozZného
inhibi¢niho uUc¢inku latek na rekombinantni AKR1C3 byly vybrany rlzné typy
isochinolinovych alkaloidli (P7) a alkaloidl izolovanych z ¢eledi Amaryllidaceae (P8).
Z isochinolinovych alkaloidi neinhibovaly ¢i velmi malo inhibovaly aktivitu AKR1C3
vSechny testované alkaloidy protopinového, aporfinového a pavinanového typu. Nékteré
latky protoberberinového typu aktivitu AKR1C3 vyznamné inhibovaly, nejlépe stylopin,
ktery nemd, na rozdil od ostatnich testovanych zastupcl (napf. kanadin,
tetrahydropalmatin, korydalin), ve strukture substituenty. Z testovanych riznych typt
Amaryllidaceae alkaloidli pouze jediny zastupce vyznamnéji inhiboval aktivitu AKR1C3,
a sice zakladni latka tazzetinového typu, tazzetin. Pro tyto latky byly stanoveny hodnoty
ICs0 (7,7-29 pM) a pro stylopin i Kj, typ inhibice a toxicita na vybranych bunécnych liniich.
ProtoZe tyto inhibitory predstavovaly zcela novy strukturni typ inhibitorii AKR1C3, byl
stanoven také inhibi¢ni Ucinek stylopinu a kanadinu na pribuzné enzymy ze skupiny
AKR1C a CBR1. Ukazalo se, Ze tyto enzymy jsou stylopinem a kanadinem inhibovany

oV

Vzhledem ktomu, Ze mira uc¢inku inhibitoru na cilovy enzym na trovni
bunék/organismu je silné ovlivnéna také jeho dostupnosti, bylo provedeno stanoveni
inhibi¢niho uc¢inku stylopinu na enzym AKR1C3 na turovni vybranych nadorovych
bunécénych linii (MCF-7, HCT116), kde byla AKR1C3 zvySené exprimovana. Bylo
prokazano, zZe stylopin je schopen vstoupit do bunék a uspéSné AKR1C3 inhibovat.
Vzhledem k piiznivym vysledkiim tykajicich se inhibice AKR1C3 a relativné nizké
cytotoxicité (ECso > 50 pM) mohou byt latky odvozené od stylopinu ¢i jiné alkaloidni
slouceniny zajimavou novou oblasti pro hledani inhibitort ¢i ,lead compounds”.
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Vyzkumné usili na tomto poli je pomérné intenzivni, byla popsana rada rtznych
strukturné odliSnych typl inhibitort AKR1C3 od nesteroidnich antiflogistik (napf.
indometacin), latek indolového typu, latek piperazinového typu, po substituované
estreny a dalsi typy (Penning, 2017a), ale dosud pouze indometacin v kombinaci
s enzalutamidem vstoupil do klinického testovani (Pan et al., 2018).

Podobna studie byla provedena i s dalSi reduktasou karbonylovych sloucenin, ktera
hraje vyznamnou roli v rozvoji nadort, a sice AKR1B10 (P9). Tento enzym se ucastni
redukce rady latek jako je all-trans-retinal (viz ¢ast 1.3.3), produkty oxida¢niho stresu
(viz ¢ast 1.3.7), isoprenylové aldehydy atd. Jeho exprese v normalnich tkanich je obecné
velmi nizka a vyznamné se zvysuje pri rozvoji nadord jater, plic, prsu a dalSich. Uvazuje
se 0 ném jako o nadorovém markeru a terapeutickém cili pro jejich 1é¢bu. Priznivy efekt
jeho inhibice byl prokdzan na mySich modelech (Chung et al., 2012; Gallego et al., 2007;
Ha et al, 2014; Ma et al,, 2012; Zhang et al., 2014). ProtoZe doposud existuje malo
popsanych inhibitord AKR1B10, provedli jsme studii inhibicniho ucinku vyse
uvedenych prirodnich produktid na aktivitu enzymu AKR1B10. Nejprve bylo provedeno
screeningové méreni s rekombinantni formou enzymu, které ukazalo, Ze vSechny
testované alkaloidni slouceniny vykazuji jen nizkou az Zadnou inhibi¢ni Ucinnost.
Zajimavéjsi vysledky byly ziskany u urcitych zastupci skupiny flavonoidt a pribuznych
latek. NejlepSi inhibi¢ni UCinnost vykazovaly flavony - apigenin, 7-hydroxyflavon
a luteolin. Silnéjsi inhibi¢ni t¢innost mély také isoflavony dadzein a biochanin A. Témér
vSechny dalsi testované latky z rliznych podtypt (flavanoly, derivaty kyseliny skoticové,
katechiny) aktivitu AKR1B10 také inhibovaly, i kdyZ slabéji. Pro nejsilnéjsi inhibitory
byla stanovena ICso (6,6-36 uM), selektivita k pribuznému enzymu AKR1B1, bylo
provedeno molekularni modelovani inhibitori do aktivniho mista AKR1B10 a byla
urcena také efektivita inhibice na drovni nadorovych bunécnych linii se zvysSenou
expresi AKR1B10. Pro apigenin bylo jasné prokazano, Ze vstupuje do bunék a je schopen
inhibovat aktivitu AKR1B10. Pro luteolin a 7-hydroxyflavon nebyly vysledky tak
enzymu. Tato studie prokazala, Ze flavony jsou schopny inhibovat AKR1B10 i na
bunécné urovni. ACkoliv nejsou zrovna nejefektivnéjsSimi inhibitory mohou slouzit jako
templatova struktura pro cileny navrh inhibitor® tohoto enzymu.

Hlavnim problémem pti hledani novych nizkomolekularnich 1éc¢iv je selektivita, protoze
tyto latky obvykle interaguji s celou paletou proteini v bunikach, ptricemz interakce
mohou byt nékdy zodpovédné za vedlejsi ucinky 1é¢iva. Aktudlné je snaha tento problém
vyuzit a hledat 1éciva, kterd by byla orientovana vici vice cilim vlécbé daného
onemocnéni (tzv. multi-target concept). To je vyhodné u celé rady komplexnich chorob
jako jsou nddorova onemocnéni ¢i neurodegenerativni onemocnéni (Ramsay et al., 2018).
Toho by se dalo vyuZit i pti cileném navrhu inhibitori AKR1C3, které by mohly zaroven
cilit na aromatasu nebo AR.
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2.3 Popis a charakterizace vybranych zastupcii SDR
nadrodiny

P10: Skarydova, L., Skarka, A., Novotna, R., Zivna, L., Martin, H.]., Wsol, V., Maser, E. (2009)
Partial purification and characterization of a new human membrane-bound carbonyl
reductase playing a role in the deactivation of the anticancer drug oracin. Toxicology, 264,
(1-2),52-60.

P11: Skarydova, L., Andrys, R.,, Holubova, L., Stambergova, H., Knavova, J., Wsol, V.,
Bilkova, Z. (2013) Efficient isolation of carbonyl-reducing enzymes using affinity
approach with anticancer drug oracin as specific ligand. ] Sep Sci, 36(7), 1176-84.

P12: Andrys, R, Zemanova, L., Lenco, J., Bilkova, Z., Wsol, V. (2015) Carbonyl reducing
enzymes as targets of a drug-immobilized affinity carrier. Chem Biol Interact, 234, 169-77.

P13: Skarydova, L., Wsol, V. (2012) Human microsomal carbonyl reducing enzymes
in the metabolism of xenobiotics — well-known and promising members of the SDR
superfamily, Drug Metab Rev, 44(2), 173-91.

P14: Stambergova, H. Skarydova, L., Dunford, ]J.E, Wsol, V. (2014) Biochemical
properties of human dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7. Chem Biol
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Posledni oblasti, na které se soustiedilo nejvétsi usili, byla charakterizace reduktas
karbonylovych sloucenin, které jsou lokalizovany v membrané endoplasmatického retikula.
Vzhledem k cytosolické expresi enzymli z AKR nadrodiny, byla v této oblasti pozornost
vénovana pouze SDR zastupctim. Celou studii lze rozdélit na dvé podoblasti, které spolu tizce
souvisi - izolaci neznamych mikrosomalnich reduktas karbonylovych sloucenin z lidskych
jater a pripravu a charakterizaci vybranych mikrosomalnich SDR enzym(?.

Vzhledem k tomu, Ze hlavni isoformy CYP, které se podili na biotransformaci 1é¢iv, jsou
lokalizovany v membrané endoplasmatického retikula, je tato subceluldarni organela
povazovana tradi¢né za hlavni misto I. fdze biotransformace. Nicméné zreduktas
karbonylovych sloucenin lokalizovanych v mikrosomalni frakci byla ucast na
biotransformaci popsana pouze u jednoho enzymu, a sice 113-HSD1 (viz ¢ast 1.3.5). Na
zakladé starsi in vitro biotransformacni studie modelového protinddorového 1éciva
oracinu provedené na Katedre biochemickych véd skupinou prof. Wséla se uvazovalo,
Ze na metabolismu této latky se musi podilet i dal§$i mikrosomalni enzym/y,
jehoZ/jejichZ aktivita v metabolismu lé¢iv dosud popsdna nebyla (Wsol et al., 2003;
Wsol et al., 2004). Tato myslenka byla zaloZena na rozdilech ve stereospecifité (viz ¢ast
2.1) redukce prochiralniho oracinu lidskou jaterni mikrosomalni frakci a enzymem
11B-HSD1. Cilem studie bylo ziskat nativni formu neznamého mikrosomalniho enzymu
pomoci nékolikastupnového purifikacniho postupu, identifikovat ho a prokazat jeho
ucast na redukci ketonové skupiny oracinu, ptripadné dalsich 1éciv (P10). Nejprve byla
z lidské jaterni tkané pripravena mikrosomalni frakce, kterd byla ndasledné
solubilizovana, aby se membranové vazané proteiny uvolnily do roztoku a mohla byt
provedena purifikace. Solubiliza¢ni krok je obecné naprosto esencialni pro praci
s membranové vazanymi proteiny. Je tfeba nalézt takové podminky a detergent, které
jsou schopny, co nejlépe uvolnit proteiny z membrany a zarovei je zachovat v nativnim
stavu. Bylo testovdno nékolik neiontovych detergentii, které jsou pro solubilizaci
proteinii vhodné. Uvedend kritéria nejlépe splioval detergent Ci2Es. Nasledné bylo
mozné provést purifikaci, a to vhodnou kombinaci iontové vyménné a hydrofobné-
interak¢ni chromatografii. B€hem prace byla testovana fada komerc¢né dostupnych
stacionarnich fazi pro dva uvedené purifika¢ni kroky. I pres znacné usili se nepodatilo
ziskat dostatetné mnozstvi Cistého enzymu, tak aby byla provedena jeho identifikace.
Nicméné byla ziskdna Castecné purifikovana frakce, ktera spliiovala predpoklady na
stereospecifitu redukce oracinu (P10).

Pro uspésné dokonceni studie bylo treba zavést dalsi krok, ktery by specificky zachytil
proteiny/enzymy s afinitou k oracinu a zaroven by umoznil snadné odstranéni balastnich
proteini. Ve spolupraci stymem prof. Zuzany Bilkové zkatedry Biologickych
a Biochemickych véd Univerzity Pardubice byla pripravena originalni afinitni matrice
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snavazanym oracinem zaloZend na magnetickych casticich (P11). Pri vyvoji byly
testovany rizné magnetické ¢astice s riiznymi funkénimi skupinami, které umoznovaly
vazbu at' uZ primo nebo pres spojovaci raménka, tak aby byl oracin ve vhodné orientaci
s dobre dostupnou karbonylovou skupinou. Afinitni matrice zaloZena na SiMAG-COOH
Casticich, na které byl navazan N-alkylovany oracin pres spojovaci raménko
bis-(3-aminopropyl)amine (BAPA), byla shleddna jako nejvhodnéjsi pomoci testi
s modelovymi enzymy AKR1C3 a CBR1, které se na metabolismu oracinu podili (P11).
Pripravena afinitni matrice s oracinem pak byla testovana pro pouZiti jako univerzalni
afinitni matrice pro izolaci reduktas karbonylovych sloucenin z biologického materialu,
coZ by bylo moZné diky jejich nizké substratové specifité, a toto pouziti bylo také tispésné
prokazano (P12). Afinitni krok byl pak zarazen do ¢astecné pozménéného purifika¢niho
protokolu pro neidentifikovanou mikrosomalni reduktasu karbonylovych sloucenin
spolecné s dalSim afinitnim krokem vyuZivajici komercéné dostupnou matrici pro izolaci
NADPH-dependentnich proteint. I pfes znacny pokrok v purifikacnim protokolu se
bohuzel zcasovych divodi nepodarilo studii dokoncit a cilovy enzym izolovat
a identifikovat.

Projekt purifikace neidentifikovanych mikrosomalnich reduktas karbonylovych skupin
podilejicich se na redukci oracinu byl pomérné casové narocny. V priibéhu jeho resSeni
jsme se snazili zjistit informace o moZném zapojeni membranovych ¢lenti SDR nadrodiny
do biotransformace 1éciv a vytipovat tak enzym, ktery by mohl byt nasim cilovym
enzymem. BohuZel o uUcasti popsanych mikrosomalnich SDR enzymli na metabolismu
xenobiotik se toho moc nevi. Informace o potencidlnich biotransformacnich enzymech
z SDR nadrodiny jsme popsali v souhrnném clanku (P13). Pfi jeho pripravé jsme zjistili,
Ze o celé radé SDR enzymi existuji kusé ¢i témér zadné informace a pro tyto Cleny je
charakteristické, Ze se ¢asto nachazi v membranach subceluldrnich organel, nebo se to
alespon dle aminokyselinové sekvence piedpoklada. Takové SDR proteiny byly ve
spolupraci s prof. Udo Opermanem ze Structural Genomic Consortium pripraveny
v rekombinantni formé a byla stanovena jejich aktivita byla vii¢i oracinu. VétSina enzymu
neméla bud Zadnou nebo méla nizkou enzymovou aktivitu vredukci oracinu
(nepublikované vysledky, diserta¢ni prace PharmDr. Hany Stambergové, Ph.D.).
V biotransformaci karcinogenu NNK byl podobné jako v pripadé oracinu zjistén
neidentifikovany enzym ¢i enzymy (Breyer-Pfaff et al, 2004), byly pripravené
membranové SDR enzymy otestovany také s timto substratem. Vyznamnou aktivitu mél
vuci NNK pouze enzym DHRS7. O tomto enzymu bylo v literatui'e jen minimum informaci,
a protoZe je fylogeneticky velmi blizky enzymu 11(3-HSD1, rozhodli jsme se provést jeho
zdkladni charakterizaci. Bylo potvrzeno, Ze jde o integrdlni protein nachazejici se
vmembrané endoplasmatického retikula. Z in vitro experimenti vyplyva, Ze jde
o NADPH-dependentni enzym, ktery se podili na redukci endogennich substrati, jako jsou
steroidni slouceniny (napf. estron, kortison) a xenobiotik (napt. NNK, 1,2-naftochinon,
benzil) (P14). Rekombinantni forma DHRS7 byla solubilizovana z mikrosomalni
membrany, purifikovana a rekonstituovana do liposomt (P15). Dilezitou znalosti pro
odhad mozZné funkce enzymu v organismu je znalost jeho exprese ve tkanich. Exprese
DHRS7 byla stanovena v lidskych tkanich jak na urovni mRNA, tak proteinu. DHRS7 ma
pomérné Sirokou expresi, 1ze ji nalézt v nadledvinach, prostaté, jatrech, tenkém strevé
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a dalSich tkanich. Tento expresni profil dobre koreluje s popsanymi substraty a jeho
piipadnou moZnou roli v metabolismu steroid nebo xenobiotik (P17).

Pro zakladni popis moznych substratli byla pouzita pouze mala sada latek, které byly
diive popsany jako substraty pro AKR nebo SDR enzymy. Jaky je ale fyziologicky substrat
a bunécna funkce DHRS7 neni moZné z ivodni charakterizace urcit. Pro hledani takovych
metabolické profilovani geneticky upravenych bunécnych linii, které je ale technicky
velmi naroc¢né, nebo velkokapacitni testovani Siroké databaze endogennich latek, pro
ktery je tfeba mit alespon jeden vysokoafinitni substrat, ktery nebyl dostupny. Nakonec
byl zvolen in silico screening, ten byl provedeny ve spolupraci stymem Dr. Jifiho
Vondraska zUstavu organické chemie a biochemie Akademie véd, doplnény
experimentalnim ovéfenim ziskanych vysledkti (P19). Vzhledem k nedostupnosti
krystalové struktury DHRS7 byl ptipraven pocitacovy 3D model, ktery byl pouZit pro
in silico screening sloucenin z ,Human Metabolome Database“. Tato databaze byla
zvolena, protoZe jsme se zajimali zejména o prirozené se vyskytujici slouceniny. Vysledky
tohoto screeningu byly manudlné zhodnoceny sohledem na orientaci sloucenin
v aktivnim misté a vybrani zastupci byly testovani in vitro jako substraty DHRS7. Jako
novy substrat byl popsan aktivni androgen DHT, ktery je DHRS7 redukovan na neaktivni
3-Adiol. Kratce predtim byla popsana mozna role DHRS7 jako moZného supresorového
proteinu v nddoru prostaty (Seibert et al., 2015), coZ by mohlo souviset pravé s uvedenou
roli v deaktivaci DHT. Tato funkce DHRS7 byla navic ve stejné dobé popsana i pomoci
zcela jiného pristupu skupinou prof. Odermatta (Araya et al.,, 2017). VétSina zjisSténych
informaci o DHRS7 byla popsana zcela nové. Otvira se tak prostor pro dalsi hlubsi vyzkum,
ktery miiZe urcit jeji fyziologickou pripadné patofyziologickou roli u ¢lovéka.

Ve skupiné ptipravenych membranovych zastupcii SDR nadrodiny se vyskytovali i dalsi
zastupci DHRS enzymii. U ¢lovéka jich bylo identifikovano celkem 17 (viz Obr. 5, nékter{
zastupci uvedeni pod jinymi nazvy). SpoleCnym rysem vétsSiny téchto proteint je jejich
lokalizace v bunécnych membranach, z cehoZ castecné vyplyva i omezené mnozstvi
informaci o jejich (pato)fyziologické funkci. Vzhledem k tomu, Ze znamé SDR enzymy maji
¢asto vyznacné funkce v organismu, da se dle pribuznosti jednotlivych DHRS v nékterych
pripadech usuzovat na podobné role. Proto jsme po DHRS7 pokracovali se
zakladni charakterizaci i u dalsi lidskych DHRS zastupcti - konkrétné DHRS3 (P16),
DHRS8 (P17) a DHRS1 (P20). Uvedené enzymy byly piipraveny podobné jako v piipadé
DHRS7 v rekombinantni formé a byla prokazana jejich exprese v lidskych tkanich jak na
urovni mRNA, tak na drovni proteinu. Nasledoval zakladni screening enzymové aktivity
vici knihovné sloucenin s karbonylovou skupinou a stanovena preference pro kofaktor.
U enzymu DHRS3 bylo jiZ dfive popsano, Ze ma u mysi nebo u zZab dtlezitou roli
v embryogenezi pravdépodobné diky dcasti na metabolismu all-trans-retinalu (Billings et
al,, 2013; Kam et al,, 2013). Znalosti o enzymu samotném, hlavné lidské formé, nebyly moc
rozsahlé a naSe studie tak poprvé popsala zakladni charakteristiky tykajici se kofaktoru
(NADPH), dal$ich substratli (napt. androstendion, NNK, 4-nitroacetofenon) a exprese ve
tkanich (napf. varlata, jatra, tenké strevo). Enzym byl také ziskan v purifikované forme,
ktera vSak nebyla aktivni, coZ se da vysvétlit potfebou kooperace DHRS3 s enzymem
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RDH10. Tento fenomén byl popsan ve stejné dobé pracovni skupinou prof. Kedishvili
(Adams et al, 2014). Enzym DHRSS8, nazyvajici se také 173-HSD11, patril mezi lépe
popsané enzymy ze skupiny DHRS. Mimo potvrzeni, jiz publikovanych faktl, se nam
podarila prokazat in vitro ucast na NAD+*-depedentni dehydrogenaci vybranych
xenobiotikych steroidd, jako je nandrolon nebo metyltestosteron. Ke zcela nepopsanym
¢lenim SDR nadrodiny patfil enzym DHRS1, u néhoz byla provedena zakladni
charakterizace ve spolupraci s tymem prof. Jerzyho Adamskiho z Helmholzova centra
v Mnichové. Byla prokazano, Ze se jedna o monotopicky membranovy protein, ktery
interaguje s endoplasmatickym retikulem. Rekombinantni forma byla z mikrosomalni
frakce solubilizovana a byl pripraven aktivni enzym. Bylo prokazano, Ze se in vitro podili
na NADPH-dependentni redukci prostaglandinu E1, isatinu, nékterych steroidnich
hormonu a xenobiotik. Stim dobfe korelovala i prokazana exprese v jatrech
anadledvinach. UdalSich enzymt z DHRS skupiny (DHRS7B, DHRS7C, DHRSX) byly
ziskany jen castetné informace, které dosud nebyly publikovany. Nicméné publikace
z posledniho roku poukazuji na vyznamnou roli DHRS7B v regulaci remodelace tukové
tkané (Lodhi et al, 2017) a DHRS7C vregulaci metabolismu svalové tkané
(Ruiz et al., 2018), proto by bylo vhodné zakladni charakterizaci dokoncit.

Vysledky takové zakladni charakterizace mohou napomoci, spolu s vysledky dalSich studii
(napt. velkych genetickych ¢i proteomickych), v orientaci dalStho vyzkumu malo
popsanych enzymi. Ten miiZe vést k nalezeni dalSich medicinsky zajimavych zastupcti
i vramci SDR nadrodiny.
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3. Souhrn, zavéry a perspektivy

Na zakladé dostupnych informaci je zrejmé, Ze enzymy ze skupiny reduktas
karbonylovych sloucenin, které lze najit v proteinovych nadrodinach AKR a SDR, maji
u clovéka celou radu klicovych funkci. Jsou soucasti rady diilezitych metabolickych drah,
produkujici vyznamné hormony ¢i signalizatni molekuly a podili se na také na
biotransformaci cizorodych latek. Je tedy Skoda, Ze se této oblasti nevénuje tak velka
pozornost, jako by si bezpochyby zaslouzila. V této habilita¢ni praci jsou shrnuty zakladni
teze o dosud znamé roli uvedenych enzyma v lidském organismu. Predlozené védecké
vybranych xenobiotik, modulaci aktivity enzyml svyznamnou ulohou v rozvoji
nadorovych onemocnéni a zakladni charakterizaci malo popsanych mikrosomalnich
zastupct SDR nadrodiny.

Ackoliv jsou lidské cytosolické reduktasy karbonylovych sloucenin pomérné dobie
popsané a v nékterych piipadech prirazené k déjim v bunkach, nam se podarilo rozsirit
znalosti o jejich moZné ucasti na biotransformaci, zejména u vybranych klinicky
pouzivanych 1éciv. Prispéli jsme také k usili, které je celosvétové vynakladano na hledani
moznych inhibitor enzymi, které by mohly slouzit v budoucnu jako nové molekularni
cile pro 1é¢bu vybranych typt nddorového onemocnéni. V nasich studiich slo konkrétné
o enzymy AKR1C3 a AKR1B10.V pripadé AKR1C3 se nam podarilo popsat zcela nové typy
inhibitorti, a sice isochinolinové alkaloidy protoberberinového typu a Amarylidaceae
alkaloidy tazzetinového typu. Tyto latky (stylopin a tazzetin) by mohly slouZit jako
templaty pro dalsi vyzkum inhibitorti AKR1C3. Bylo by vhodné otestovat jejich potencial
i v tzv. multi-target pristupu pro lé¢bu naddoru prostaty, kde hraje AKR1C3 vyznamnou
roli, a kde jsou znalosti dalSich cili pro 1é¢bu pomérné Siroké.

Hlavni oblasti naseho zajmu byly membranové reduktasy karbonylovych sloucenin
vazané na endoplasmatické retikulum, z nichZ nékteré patii vramci nadrodiny SDR
k nejméné popsanym enzymim. Byly zvoleny dva pristupy: jednak byly enzymy
purifikovany v nativni formé z lidskych jater a také byly vybrané enzymy piipraveny
v rekombinantni formé a charakterizovany. Projekt purifikace nativnich mikrosomalnich
enzymu byl velmi naroc¢ny. Kvili zvyseni selektivity purifikacnich kroktl byl pripraven
specidlni, originalni afinitni nosi¢, ktery by mohl mit univerzalnéjsi pouziti pro izolaci
fady AKR a SDR enzym1i z tkani. I ptes fadu dil¢ich uspéchii by bylo potreba projektu jesté
urcity Cas vénovat. V oblasti charakterizace rekombinantnich mikrosomalnich SDR
enzymd, kde byly nasi cilovou skupinou zejména DHRS enzymy z SDR nadrodiny, se nam
podarilo mnoho vlastnosti a aktivit DHRS7, DHRS3, DHRS8 a DHRS1 popsat plné poprvé.
Tato zadkladni charakterizace enzymil spole¢né s dalSimi aktudlné publikovanymi
vysledky poukazuje na jejich moZné zapojeni v dileZitych pochodech v bunikach, které
mohou byt spojené i s patofyziologickymi stavy. V pripadé DHRS7 bylo napriklad
prokazano zapojeni do deaktivace DHT, ktera miiZe souviset s popsanou tumor
supresorovou roli neznamého mechanismu v naddoru prostaty. Zakladni charakterizace,
kterd byla provedena nasi pracovni skupinou, miiZe slouzit jako odrazovy mistek pro
dalSi studie, které pomohou odhalit skutecnou fyziologickou, eventualné
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patofyziologickou, roli uvedenych enzymi v buiikach. Dalsi vyzkum by mél jit jednak
smérem k ovéreni ziskanych vysledkd na vyssich modelech jako jsou vhodné bunécné
liniich, pripadné pokusna zvirata. Naopak druhy pristup by mél jit opacnym smérem, tedy
smérem znalosti struktury enzymfi, vztahu mezi strukturou a funkci a také odhalenim
moznych interakcnich partnerd, kteii ¢asto ovliviiuji funkci proteind. To umozni hlubsi
porozuméni funkce uvedenych enzymi na molekuldrni trovni. Jen kombinaci obou
piistupi je mozné pochopit funkci studovanych enzymii a pripadné tyto znalosti
medicinsky vyuZit.
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publikace
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Skolitelka specialistka prvniho autora, podil na vyhodnoceni dat, revize manuskriptu
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manuskriptu
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reconstitution of human membrane-bound DHRS7 (SDR34C1) from Sf9 cells. Protein Expr
Purif, 95, 44-49.
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dehydrogenase/reductase member 3 (DHRS3). Chem Biol Interact, 234, 178-187.
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manuskriptu
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Skolitelka specialistka prvni autorky, korespondujici autorka, ndvrh studie, podil na
vyhodnoceni dat, revize manuskriptu
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manuskriptu
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manuskriptu
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Ubiquinol-10/lipids ratios in consecutive patients with different angiographic findings,
Clinical Chim Acta, 380(12), 133-138.
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43



5. Seznam zKkratek

11B-HSD1 - 11B-hydoxysteroiddehydrogenasa 1
20a-OHprogesteron - 20a-hydroxyprogesteron
3a-Adiol - 5a-androstan-3a,173-diol

3B-diol - 5a-androstan-3[3,173-diol

4-HNE - 4-hydroxynonenal

4-ONE - 4-oxonon-2-enal

5a-dion - 5a-androstan-3,17-dion

6-MNA - 6-methoxy-2-naftyloctova kyselina
7a-0H - cholesterol-7a-hydroxycholesterol
9,10-PQ - 9,10-fenantrenchinon

ADH - alkoholdehydrogenasy

Adion - A*-Androstene-3,17-dione

AME - zdanlivy prebytek mineralokortikoidt
AKR - nadrodina aldo-keto reduktas

AtD - autosomalné dominantni typ dédi¢nosti
AR - androgenni receptor

AtR - autosomalné recesivni typ dédi¢nosti
BAPA - bis-(3-aminopropyl)amin

BRENDA - BRaunschweig ENzyme DAtabase
CBR1 - karbonylreduktasa 1

CDC - kortison reduktasova deficience

CRBPI - vazebny protein pro retinol/retinal
CRPC - kastracné reziztentni nadoru prostaty
CYP - cytochrom P450

DHP - 5a-dihydroprogesteron

DHT - 5a-dihydrotestosteron

DOX - doxorubicin

DOXOL - doxorubicinol

ER - endoplasmatické retikulum

FP - receptor pro prostaglandin
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GR - glukokortikoidni receptor

HGNC - komise pro nomenklaturu projektu lidského genomu
HSDs - hydroxysteroiddehydrogenasy

[UBMB - Mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie
KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LD - lipidové kapénky

LP - lipidova peroxidace

NNK - 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone

PG - prostaglandin

PX - peroxizomy

SDR - nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym retézcem
STS - steroidsulfatasa

RAR - receptor pro kyselinu retinovou

RDHs - retinoldehydrogenasy

XLD - dominantni typ dédi¢nosti vazany na chromozom X
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