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Uvod

1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pfi€¢inou umrtni v civilizovanych zemich hned
po kardiovaskularnich onemocnénich. Stim jak se prodluZzuje stfedni délka Zivota lidi
a zhorSuje kvalita zivotniho prostfedi, dochazi stale k ¢astéjSimu vyskytu nadoru. Cilem
veskerych opatfeni je ¢asna diagn6za pritomnosti nadoru v organismu a nasledné uginna
[é¢ba, ale ani jedno zatim neni na takové arovni, jak bychom si predstavovali. Nadorové
onemocnéni je multifaktoridlni onemocnéni, k jehoZ rozvoji je nutny mnohastupriovy proces,
ktery zahrnuje nahromadéni mutaci v genech, které kontroluji proliferaci, diferenciaci a zanik
bunék. Vysledkem je to, Ze se burika vymkne kontrole a zaCne se nekontrolované mnozit
a vytvaret nadorovou tkan. Existuje velké mnoZstvi typt nador(, které mohou byt odvozeny
prakticky od jakékoliv buriky organismu, a pficin, pro¢ se ur€itd bunka vymkne bunécné
kontrole jeSté vic. Vyzkum néadorovych onemocnéni je tedy velice komplexni atim

i zdlouhavy.

DuleZitou roli v rozvoji a Ié€bé nadorovych onemocnéni hraji enzymy. At uz to jsou ty, které
se podili na signélnich drahéach v burice, nebo ty, které jsou zodpovédné za biotransformaci
karcinogend ataké latek pouzivanych pro l|é¢bu nadorovych onemocnéni. Dlouho
opomijenou skupinou enzyml nejen ve vyzkumu nadorovych onemocnéni byly redukéni
enzymy, ale jak se dnes ukazuje, hraji vyznamnou roli jak v rozvoji ur€itych typt nadorovych

onemocnéni, tak i v metabolismu karcinogennich latek a protinadorovych I€Civ.
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2 Teoreticka ¢ast

Clovék je aerobni organismus adlouho se predpokladalo, Ze v jeho metabolismu maji
vyznam zejména oxidacni reakce. Jak metabolismus eobiotik, tak biotransformace xenobiotik
byly intenzivné studovany zejména ztohoto Uhlu pohledu. V poslednich desetiletich se
vyzkum ubiral i smérem redukénich reakci a pfinesl spoustu zajimavych poznatkd. DalezZité
je zjisténi, Ze redukéni enzymy je nutné povazovat za vyznamnou soucast biochemickych

pochodd jak u niZSich organism, tak u ¢lovéka.

Je mozné nalézt celou fadu redukénich enzymd, které jsou pro Zivot ¢lovéka, ale i dalSich
organismu, naprosto  nezbytné. Mezi takové patfi  sukcinat-CoQ-reduktasa,
NADH-CoQH,-reduktasa  nebo CoQH,-cytochrom-c-reduktasa, které jsou  soucésti
multiproteinovych komplext Ucastnicich se transportu elektrontd ve vnitfni membrané
mitochondrii. HMG-CoA-reduktasa je zase dllezitym enzymem v draze syntézy cholesterolu.
Katalyzuje redukci 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA (HMG-CoA) na mevalonat a tato reakce je
povazovana za rychlost limitujici krok syntézy. Inhibitory toho enzymu, statiny, jsou klinicky
vyuzivana léciva pfi 1éEbé hypercholestrolémie (Murray et al. 1993). DalSi redukéni enzymy
se podileji na syntéze mastnych kyselin. Velice dllezitou reduktasou je glutathionreduktasa
(GR), podilejici se na ochrané organismu pfed oxidaénim stresem. Glutathion (GSH) se
ucinkem volnych kyslikovych radikald oxiduje na glutathiondisulfid (GSSH). Ten je pak
ucinkem GR zpét redukovan na GSH, ¢imz zajiStuje dostateCnou kapacitu pro ochranu pfed
oxidacnim stresem a udrzeni redoxniho stavu burnky (Voet and Voet 2004). 5a-reduktasa,
kterA preménuje testosteron na dihydrotestosteron, je naprosto nebytnd pro spravny
embryonalni vyvoj zevniho genitdlu samct ataké hraje roli v nadorovém onemocnéni
prostaty (Zhu and Imperato-McGinley 2009). VySe uvedené enzymy jsou pouze priklady,
existuje celad fada dalSich redukénich enzymu, které maji neméné dulezité postaveni

v pfeménach endogennich latek ¢i xenobiotik u ¢lovéka.

ProtoZze je vyzkum redukénich enzymO na naSi katedife zaméfen zejména na
karbonylreduktasy a vysledky prezentované v této disertacni praci se budou téz tykat téchto
enzymd, budu se i v teoretické ¢asti disertacni prace zamérovat pfevazné na jejich vyznam
v nadorovém onemocnéni. Nicméné je prokazano, ze vrozvoji Ci lé¢bé nadorového
onemocnéni mohou hrat roli ijiné redukéni enzymy. Pfikladem maze byt
thioredoxinreduktasa (TR), kterd redukuje disulfidy thioredoxinG a je tak soucésti dilezité
signalni drahy ovliviujici proliferaci a apoptézu buriky. Byla prokdzana zvySena exprese TR
v fadé nadorovych linii a také v lidskych nadorech, kterd koreluje se zvySenou agresivitou
danych nadorovych bunék. TR se pravdépodobné Uu(c€astni procesu zvySeni ochrany
nadorovych bunék pfed oxida¢nim stresem a jejich zvySené proliferace, a proto mize byt TR
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vhodnym cilem protinddorové terapie (Nguyen et al. 2006). Jinym pfikladem mohou byt
nitrované polyaromatické uhlovodiky (nitro-PAH), které pro svou aktivaci a uplatnéni svého
genotoxického efektu potfebuji aktivaci pomoci redukce nitroskupiny na N-hydroxyarylaminy.
Tato redukéni reakce mlze byt obecné katalyzovana cytosolickymi reduktasami jako je
xantinoxidasa nebo aldehydoxidasa. Mutagenni a karcinogenni nitro-PAH 3-nitrobenzantron,
obsaZeny ve vyfukovych plynech dieslovych motoru, je aktivovan nitroredukci katalyzovanou
NADPH-Cytochrom P450 reduktasou a samotnym cytochromem P450, ¢imZ se tyto enzymy

také mohou podilet na rozvoji nddorového onemocnéni (Arlt et al. 2003).

2.1 Metabolismus karbonylovych slouéenin

Karbonylovéa redukce je reakce, pfi které dochazi k preméné aldehydovych nebo ketonovych
skupin na hydroxylové skupiny. Tento typ reakce je pomérné duleZity, protoZze fada
endogennich latek jako jsou pohlavni hormony, glukokortikoidy, zluéové kyseliny, cukry
a eikosanoidy obsahuji karbonylové skupiny. Vedle téchto slou¢enin je mozné karbonylové
skupiny nalézt také v léCivech, slozkach potravy, latkach znecistujicich Zivotni prostfedi
ataké v produktech lipidové peroxidace. Karbonylové skupiny ¢asto urcuji biologickou
aktivitu danych molekul. Napfiklad karbonylova I|éiva jsou Casto deaktivovana pravé

ucinkem enzyma redukujicich jejich karbonylovou skupinu.

Metabolicky osud keton( je jednoduchy, protoze mohou byt pouze redukovany na pfislusny
sekundarni alkohol. Proti tomu aldehydy mohou byt bud redukovany na primarni alkohol,
nebo také oxidovany na pfislusSnou karboxylovou kyselinu. Chinony, které se téz fadi ke
karbonylovym slou¢enindm, jsou preménovany jednoelektronovou redukci na toxicky
semichinon radikal, ktery pak mize reagovat s kyslikem za vzniku superoxidového radikalu.
Dvouelektronovou redukci pak vznikd hydrochinon a dochazi tak k detoxikaci chinond
(Oppermann 2007; Oppermann and Maser 2000). Obecné plati, Ze enzymy podilejici se na
metabolismu karbonylovych slouéenin Ize rozdélit do ¢ty skupin - dehydrogenasy/reduktasy
se stfedné dlouhym Fetézcem (MDR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR),
aldo-ketoreduktasy (AKR) a aldehyddehydrogenasy (ALDH). Navic existuje specialni
skupina metabolizujici pouze chinony chinon reduktasy (QR) (Barski et al. 2008; Bianchet et
al. 2008; Jaiswal 2000; Jez et al. 1997; Jornvall et al. 1995; Nordling et al. 2002; Oppermann
et al. 2003; Persson et al. 2008; Vasiliou et al. 2000). Uloha jednotlivych enzymovych

nadrodin v metabolismu karbonylovych slou€enin je zndzornéna na obr. 1.
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Obr. 1 - Metabolickd konverze slou¢enin obsahujici karbonylovou skupinu. Na oxidaci alkoholl se
podili enzymy znadrodiny MDR, zatimco na redukci aldehydd aketond enzymy ze dvou
nadrodin - SDR a AKR. Aldehydy mohou byt navic oxidovany pomoci ALDH na karboxylové kyseliny.
QR se podileji vyluéné na redukci chinond a nikoliv aldehydu a ketonu

Redukce karbonylovych latek vykazuje zajimavy rys - pokud je redukovan asymetricky keton,
vznika chiralni centrum a metabolit se muze vyskytovat ve formé dvou enantiomeru. Takovy
chirélni metabolismus je popsan pro celou fadu pro-chirdlnich karbonylovych slouéenin.
Prikladem mohou byt xenobiotika jako je haloperidol, pentoxifylin, NNK a oracin (Rosemond
and Walsh 2004). Je nutné zde zminit, Ze nejen pfi metabolismu karbonylovych latek mize
vznikat nové chiralni centrum. Takovy metabolismus je popsan i pro oxidaci sulfidickych latek
nebo pfi hydroxylaci nékterych sloucenin. Ddllezitym terminem je zde enzymova
stereospecifita, ktera popisuje schopnost daného enzymu tvofit urcity pomér enantiomert
metabolitu. Pfic¢emz enzymova stereospecifita se pro jednotlivé enzymy muze lisit a byt tak
jednou z jejich dulezitych charakteristik. Tuto charakteristiku je mozné vyuzit pro hledani
novych enzymu, které se podili na metabolismu danych pro-chiralnich latek. Na toto téma
méame pfipraveny souhrnny clanek, ktery bude v blizké dobé publikovan. | naSe pracovni
skupina tuto charakteristiku vyuziva pfi hledani nové mikrosomalni karbonylreduktasy, jak

bude popsano v experimentalni ¢asti a vysledcich (Cast 4.3 a 5.2).
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2.2 Karbonylreduktasy

Karbonylreduktasy jsou pfevazné NADPH-dependentni enzymy, které jsou hojné rozsifené,
a pro které je charakteristicka Siroka substratova specificita. Podili se na metabolismu jak
eobiotik, tak xenobiotik. Jak je patrné z obr. 1, na redukci karbonylovych sloucenin se podili
pouze enzymy patfici do dvou nadrodin - dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézce (SDR)
a aldo-ketoreduktasy (AKR). Zastupci rodiny dehydrogenas/reduktas se stfedné dlouhym
fetézcem (MDR) katalyzuji hlavné oxidaci alkoholl na karbonylové slou¢eniny aje o nich

kratce pojednano v ¢asti 2.2.3.

2.2.1 Aldo-keto reduktasy (AKR)

Aldo-ketoreduktasy (AKR) jsou skupinou asi 160 NAD(P)(H)-dependentnich oxidoreduktas,
které Ize najit prakticky u vSech forem zivota. Typicky zastupce je monomerni cytosolicky
protein obsahujici 320 aminokyselin se strukturou (a/f)s-soudku. Aktivni misto se nachazi
na C-terminélni ¢asti proteinu a sklada se z katalytické tetrddy aminokyselin (tyrosin, lysin,
aspartat a histidin). Charakteristickym rysem je Sirok& substratova specifita. AKR se podili
na metabolismu fady eobiotickych i xenobiotickych substratd jako jsou monosacharidy,
steroidy, prostaglandiny, polyaromatické uhlovodiky, alifatické aldehydy a Ié¢iva obsahuijici
ketonovou skupinu (Hyndman et al. 2003; Jez and Penning 2001). VeSkeré novinky, které
se o0 enzymech z nadrodiny AKR objevi, jsou uvedené na domovské internetové strance

AKR nadrodiny (http://www.med.upenn.edu/akr/).

| kdyZ je na zaCatku uvedeno, Ze AKR patfi mezi oxidoreduktasy, bylo prokazano, Ze
katalyzuji zejména redukci aldehydu a ketona. Jako alkoholdehydrogenasy jsou relativné
neucinné (Pollak et al. 2007). To souvisi i s distribuci kofaktord NADP*/NADPH v cytosolu
bunék, v lidském jaternim cytosolu je pomér NADP*/NADPH 0,01. Cytosolické enzymy

s kofaktorem NADP(H) katalyzuji spiSe redukéni nez oxida¢ni reakce (Veech et al. 1969).

2.2.1.1 Nomenklatura AKR nadrodiny

Zéastupci AKR nadrodiny byly vétSinou identifikovani podle substratové specificity a také
podle toho ziskali svij ndzev. To vedlo k mnoha zmatkam, kdy napfiklad enzym AKR1C3
lze v literatufe nalézt pod c&tyfmi dalSimi nazvy - 3a-hydroxysteroiddehydrogenasa
(HSD) 2, 17B-HSD5, dihydrodioldehydrogenasa typ X a prostaglandin-F-syntasa (Jez and
Penning 2001). Aby se zamezilo témto nejasnostem, byla vroce 1997 zavedena
nomenklatura AKR nadrodiny zaloZena na sekvenci aminokyselin. VS8echny enzymy jsou
oznaceny zkratkou AKR plus dvéma arabskymi Cislicemi a pismenem, jejichZz vyznam je

vysvétlen na obr. 2 (Jez et al. 1997).
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Obr. 2 - Nomenklatura AKR nadrodiny

Enzymy nalezici do urcité podrodiny sdileji alespori 40% identitu na Grovni
aminokyselinové sekvence, v dané rodiné je pak shoda aminokyselinové sekvence vétsi

nez 60 %.

2.2.1.2 Lidské AKR proteiny

Do dnesni doby bylo popsano 13 lidskych AKR proteind, které nélezi do 3 rodin - AKR1A1,
AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1-C4, AKR1D1, AKR6A3, 6A5, 6A9 a AKR7A2-3. Zastupci
rodiny AKR6 jsou proteiny asociované s napétové Fizenymi draselnymi kanaly a nebyla
u nich nikdy prokazana katalytick& aktivita (Barski et al. 2008). Ostatni AKR s riznou
Gcinnosti katalyzuji redukci celé fady aldehyd a ketond. V nésledujicich odstavcich je
uvedena stru¢nd charakteristika lidskych AKR reduktas, pfiCemz je zdlraznéno, které
z nich maji urcity vztah k nadorovému onemocnéni. Vyznamné postaveni ma zejména
enzym AKR1C3, ktery byl pouzivan v rekombinatni formé v jednom z projektd popsanych

v této disertacni praci (viz ¢ast 4.2 a 5.1).

AKR1ALl - aldehydreduktasa
Enzym AKR1A1 je NADPH-dependetni reduktasa, kterd je exprimovana ve vétsiné tkani
a vykazuje Sirokou substratovou specifitu. Podili se na metabolismu celé Fady
aromatickych aldehyd( a steroidnich aldehydd. U hlodavcl je to nezbytny enzym
pro biosyntézu vitaminu C (Barski et al. 2005; Barski et al. 2008), ale skute¢na
fyziologicka role u Clovéka zatim nebyla popsana. Zatim neni znamo, Ze by tento enzym

hral néjakou roli v nadorovém onemocnéni.

AKR1B1 - aldosareduktasa

AKR1BL1 je nejvice studovanym AKR enzymem a to kvuli tomu, Ze jeho hlavni funkce je
redukce glukosy. Pfedpoklddd se totiz, Ze muze pfispivat k poSkozeni tkani pfi
hyperglykémii a k rozvoji sekundarnich diabetickych komplikaci (Srivastava et al. 2005).
Vedle toho se podili také na redukci produkt( lipidové peroxidace a latek ze

znecisténého prostredi (napf. akrolein) (Srivastava et al. 1995).
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AKR1B10 - aldosareduktasa tenkého streva

Enzym AKR1B10 byl identifikovan v roce 1998 jako zatim posledni zastupce z lidskych
AKR enzymu (Hydman and Flynn 1998). Oproti AKR1B1, ktera je exprimovana ve vSech
tkanich, Ize AKR1B10 nalézt pfedevsim v tenkém a tlustém stfevé a také v jatrech (Cao
1998). AKR1B10 se podili na redukci celé fady aldehyd (metylglyoxal, glyceraldehyd),
slozek cigaretového koufe (akrolein, krotonaldehyd), ale také I€Civ jako je daunorubicin
a dolasetron (Martin et al. 2006; Yan et al. 2007). Vyznamny je téz fakt, ze AKR1B10 je
zvySené exprimovana v karcinomech jater aplic ataké nadorech tlustého stfeva
a délohy, jak bude diskutovano v ¢asti 2.3.2.2 (Fukumoto et al. 2005; Yoshitake et al.
2007). Navic bylo prokadzano, ze AKR1B10 se také podili na regulaci biosyntézy
mastnych kyselin diky asociaci s enzymem acetyl-CoA-karboxylasou, ktera je dullezitou
soucasti syntetické drahy mastnych kyselin. Nicméné fyziologicky vyznam této regulace
zatim nebyl zjistén (Ma et al. 2008).

AKR1C1-C4 - hydroxysteroiddehydrogenasy
Podrodina AKR1C obsahuje Ctyfi enzymy, které mezi sebou sdili 84% homologii.
VSechny Ctyfi enzymy jsou exprimovany Vv jatrech a mimo AKR1C4 je Ize také nalézt
v extrahepatalnich tkanich jako je prostata nebo mlééna Zlaza (Penning et al. 2000).
Jejich eobiotickymi substraty jsou steroidy a také prostaglandiny, z ¢ehoZ je patrné, Ze
budou hrat vyznamnou roli v hormon-dependentnich ihormon-independentnich
nadorech jak bude diskutovano v ¢astech 2.3.1 a 2.3.2. Maji velmi variabilni vazebné
misto, takZze dokazou rozpoznavat riizné steroidni slou¢eniny a vykazovat rizné velkou
3a-, 17B- i20a-hydroxysteroidehydrogenasovou aktivitu a navic vykazuji prekryvajici

substratovou specifitu (Bauman et al. 2004).

Vedle eobiotickych substratdl se podili také velmi vyznamné na metabolismu raznych
IéCiv (dolasetron, naloxon, oracin, ketotifen, haloperidol atd.) a toxikologicky dulezitych
latek (NNK, r@izné chinony, aromatické aldehydy atd.) (Matsunaga et al. 2006). Diky
metabolismu hlavniho tabak-specifického karcinogenu NNK se mohou také podilet
na rozvoji nadorového onemocnéni zcelajinou cestou nez pres pohlavni hormony
a prostaglandiny (Atalla et al. 2000; Breyer-Pfaff et al. 2004). Ackoliv je o nich znamo
mnoho dulezitych faktd, jejich skuteéna fyziologicka role v organismu zlstava zatim

skryta.

AKR1D1 - A*-3-ketosteroid-5freduktasa
AKR1D1 je jediny enzym, ktery katalyzuje 5pB-stereospecifickou redukci, ktera je
nezbytna pro biosyntézu Zlu€ovych kyselin. Jeho vyznam je patrny z toho, Ze jeho

deficience vede aZ k selhani jater. Navic se muUZe podilet také naredukci dalSich
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steroidnich slou€enin jako je testosteron, progesteron, kortisol atd. ProtoZe se podili
na jejich degradaci, maze spolu s AKR1C enzymy pfispivat k hormon-dependentnim

procesiim a potencialné tedy i rozvoji takovych nadord (Bauman et al. 2004).

AKR7A2-A3 - aflatoxinreduktasy
Alfatoxinreduktasy tvofi celou skupinu enzym(, z nichz u ¢lovéka byly objeveny pouze
dvé isoformy AKR7A2 a 7A3. Oba tyto enzymy jsou na rozdil od ostatnich AKR enzymi
dimery a ukazuje se, Ze jsou pravdépodobné asociovany s Golgiho aparatem (Kelly et al.
2002). Oba dva jsou schopné metabolisovat aflatoxin B; dialdehyd, coZ je toxicky
metabolit, vznikajici aktivaci aflatoxinu B;. Aflatoxinreduktasy tuto toxickou latku
deaktivuji na netoxicky aldehyd, takze omezuji jeji karcinogenni Gcinky. AKR7A2 je
v organismu vSudypfitomna a vykazuje velkou aktivitu vici sukcinat semialdehydu a byla
také popsana jako sukcinatsemialdehydreduktasa, takze jeji fyziologicka funkce je
pravdépodobné v metabolismu y-hydroxybutyratu (Lyon et al. 2007). Byla u ni popséana
i aktivita vici aromatickym aldehyddm, a-dikarbonylovym slouéeninam a dokonce nizka
aktivita k daunorubicinu a etakrynové kyseliné (Matsunaga et al. 2006). Pravdépodobné
exprimovana hlavné v jatrech, navic vykazuje daleko vy3Si aktivitu vici aflatoxin B,
dialdehydu a dalSim toxickym aldehyddm jako je akrolein a methylglyoxal (Gardner et al.

2004), ¢imz také miZe ovlivhovat rozvoj nadorového onemocnéni.

2.2.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

Nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym Fetézcem (SDR) je jednou z nejvétSich
proteinovych nadrodin vdbec. V sekvencnich databazich lze nalézt vice nez 46 000
zastupcl aje znadmo vice nez 300 krystalovych struktur (Persson et al. 2009). SDR
nadrodina je heterogenni skupinou, sekvenéni shoda mezi jednotlivymi z&stupci je velice
nizka, pouze 15-30 % (Oppermann et al. 2001). Do této skupiny patfi NAD(P)(H)-
dependentni oxidoreduktasy se Sirokou substratovou specifitou, které se podili na
metabolismu steroidnich hormonu, prostaglandin(, alifatickych i aromatickych aldehydu,
chinonll, syntéze mastnych kyselin ataké na biotransformaci celé Fady xenobiotik
(Oppermann 2007; Oppermann et al. 2001). Nicméné do této nadrodiny nepatfi jen
oxidoreduktasy, ale také tfeba zastupci isomeras a synthetas a navic i proteiny, u nichz
zatim Zzadna katalytickd aktivita nebyla prokdzana. SDR nadrodina se déli do péti
typl - vétSina zastupcu patfi mezi klasicky" a ,prodlouzeny“ typ (Kallberg et al. 2002).
Dulezitym rysem SDR nadrodiny je to, Ze vedle cytosolickych forem proteind obsahuje
i membranové vazané proteiny peroxisom(, mitochondrii a endoplasmatického retikula.

Typicky zastupce SDR nadrodiny ma asi 250 aminokyselinovych zbytk(l, charakteristicka je
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pfitomnost strukturniho motivu tzv. Rossmannova zéahybu, ktery slouzi k vazbé kofaktoru
a katalytické tetrady aktivniho mista (serin, tyrosin, lysin a kyselina asparagova). Podobné
jako u nadrodiny AKR byla pro SDR téz stanovena domovska internetova stranka

(http://www.sdr-enzymes.org/), kde se publikuji aktuélni informace.

2.2.2.1 Nomenklatura SDR nadrodiny

Jednou z vysoce aktudlnich problematik je nomenklatura SDR nadrodiny. Jak je uvedeno
vySe, SDR je jednou z nejvétSich nadrodin proteint a okolo 25 % vSech dehydrogenas
patfi pravé do ni. Diky velkému mnoZstvi ¢lend dochazi samoziejmé ke zmatkim
v nazvech jednotlivych protein(, takZe jiz delSi dobu je ve védeckych kruzich snaha zavést
nomenklaturu této velké SDR nadrodiny, ktera by byla analogickd k vySe uvedené
nomenklatufe AKR (€ast 2.2.1.1). Kvuli nizké sekvenéni shodé mezi jednotlivymi proteiny
je tento ukol velice obtizny. V roce 2009 Persson et al. publikovali prvni élanek o hlavnich
rysech pfipravované nomenklatury. Zatim byly pouze lidské SDR enzymy rozdéleny do
48 rodin, které byly oznaceny arabskou cislici. Na obr. 3 je uvedeny vyznam jednotlivych

¢lenli oznaceni pfisluSného SDR enzymu.

oznaéeni rodiny

|
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Obr. 3 - Nomenklatura SDR nadrodiny

Prikladem novych nazvu muze byt SDR21C1, coz je oznaceni pro karbonylreduktasu 1
nebo SDR26C1 pro 11B-hydroxysteroiddehydrogenasu 1. Po oznaceni vSech lidskych
SDR proteind bude nazvoslovi rozSifeno na sav€i a dalSi eukaryotické i prokaryotické
zastupce a je postaveno tak aby bylo mozné zahrnout stéle se objevujici nové zastupce

této skupiny (Persson et al. 2009).

2.2.2.2 Lidské SDR proteiny

Z lidského genomu je zndmo 73 rtznych zastupct SDR nadrodiny, pficemz 71 jich bylo
prokadzano na urovni mRNA ¢&i proteinu. Zajimavé je, Ze z tohoto poctu proteinu je pouze
14 forem dobfe charakterizovano, ostatni jsou charakterizovany jen do urcité miry Ci
prakticky vibec. Z hlediska projektu, ktery je popsan v Casti 4.3 a 5.2, a ktery se zabyva
hledanim nové mikrosomalni karbonylreduktasy Ucastnici se metabolismu xenobiotik, je
zajimavy fakt, Ze =ztéchto 73 SDR proteind je 17 vazanych na membranu

endoplasmatického retikula (ER) au3l neni zatim znama ani jejich subcelularni
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lokalizace. Zde se tedy otevira Siroké pole plsobnosti v oblasti mikrosomalnich forem
karbonylreduktas, ikdyZz ne vSechny lidské SDR enzymy jsou reduktasami. DalSim
zajimavym faktem je ito, Ze dosud jedinou zndmou mikrosomalni karbonylreduktasou
hrajici roli v metabolismu xenobiotik je 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (11p-HSD1).
Takze zde jisté existuji i nékteré mikrosomalni karbonylreduktasy s dobfe popsanou roli
v metabolismu eobiotik, ale dosud nepopsanym vyznamem v biotransformaci xenobiotik
(Bray et al. 2009).

Protoze se vtéto disertaéni praci zabyvam roli karbonylreduktas v nadorovém
onemocnéni, pokusim se zde upozornit na nékteré dulezité zastupce, které vtomto
procesu mohou hrat roli. Hloubg&ji se vnasem vyzkumu zabyvame zejména

mikrosomalnim formami téchto enzymu, tak i zde se na né zaméfim. Z cytosolickych forem

ML vv s

Karbonylreduktasa 1

Karbonylreduktasa 1 (CBR1) je cytosolicky monomerni enzym z SDR nadrodiny, ktery
Ize nalézt v celé fadé lidskych tkani, jako jsou jatra, tenké stfevo, ledviny, hladka
svalovina atd. (Forrest and Gonzalez 2000). CBR1 je NADPH-dependentni monomerni
enzym, ktery se podili na metabolismu celé Fady biologicky i farmakologicky dulezitych
karbonylovych  slouéenin. Endogenni substraty CBR1 jsou prostaglandiny
a 3-ketosteroidy. Za nejlepSi substraty CBR1 jsou povazovany ruzné chinony (napf.
menadion ¢&i 9,10-fenantrenchinon), déale ketoaldehydy (napf. fenylglyoxal) a razné
aldehydy (Wermuth 1981). Velice vyznamnou roli hraje CBR1 v metabolismu
antracyklinovych cytostatik doxorubicinu a daunorubicinu, diky ¢emuz se zda byt
dulezitym faktorem zodpovédnym za jejich kardiotoxicitu a rezistenci nadorovych bunék
vuci nim, jak bude diskutovano dale v ¢asti 2.3.4.1 (Forrest and Gonzalez 2000; Kassner
et al. 2008). CBRL1 se také podili na metabolismu dalSich Kklinicky uZivanych |€Civ jako je
haloperidol, loxoprofen, metyrapon a dalSi (Matsunaga et al. 2006). Neméné duleZitou
roli ma také v metabolismu toxikologicky vyznamnych latek jako jsou produkty lipidové
peroxidace a karcinogenu NNK (Breyer-Pfaff et al. 2004; Oppermann 2007). Vedle
karbonylreduktasy 1 byla u ¢lovéka popsana jeSté cytosolickd karbonylreduktasa 3
(Miura et al. 2008) a mitochondrialni karbonylreduktasa 4 (Endo et al. 2008).

114-hydroxysteroiddehydrogenasa 1
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (11B-HSD1) je dalSim dobfe znamym zastupcem

SDR nadrodiny, ktery m& dulezitou fyziologickou roli v metabolismu glukokortikoidd.
U Clovéka konkrétné redukuje inaktivni glukokortikoid kortison na aktivni formu kortisol.

Zpétnou oxidacni reakci katalyzuje 118-HSD2, jak je patrné na obrazku 4.

10
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Obr. 4 - Fyziologicka role 11B-hydroxysteroiddehydrogenas v metabolismu glukokortikoid(

Na rozdil od CBR1 je 11B-HSD1 vdzan na membranu ER a vyskytuje se ve formé
diméru. Tento enzym je NADP(H)-dependentni, v purifikované formé a v tkanovych
homogenatech dokaze katalyzovat jak oxidaéni, tak redukéni reakce, nicméné za
fyziologickych podminek 11B-HSD1 funguje pouze jako reduktasa (Maser et al. 2002).
Bylo prokazano, Ze 11B-HSD1 je zakotven do membrany ER tak, Ze katalyticka ¢ast je
orientovana do lumenu ER, kde je ale spiSe oxidativni prostfedi a membrana ER neni
pro NADPH kofaktor volné prostupna. Byla zde tedy velka snaha odhalit, kde 113-HSD1
ziskdvA NADPH pro svoji redukéni aktivitu. Bylo zjisténo, Ze je 11p-HSD1 asociovana
s enzymem hexosa-6-fosfatdehydrogenasou, ktery se G&astni prvnich dvou kroku
pentosového cyklu, pfi kterych vznikaji molekuly NADPH, které pak pfimo vyuziva

11B8-HSD1 (Atanasov et al. 2004; Atanasov et al. 2008).

Jak je uvedeno vySe, 11B8-HSD1 je zatim pouze jedind dobfe popsana mikrosomalni
karbonylreduktasa podilejici se na metabolismu xenobiotik. Byla popsana cela fada
léCiv, na jejichz metabolismu se 11B-HSD1 podili - ketoprofen (Hult et al. 2001),
prednisolon (Ding et al. 2009), triadimefon (Kenneke et al. 2009), metyrapon (Maser and
Oppermann 1997) a potencialni protinadorova Iéciva benfluron (Skalova et al. 2002)
a oracin (Wsol et al. 2004). Vedle nich také deaktivuje toxikologicky vyznamné latky, jako
jsou 7-ketocholesterol (Hult et al. 2004), karcinogen tabaku NNK (Breyer-Pfaff et al.
2004) a menadion (Maser and Oppermann 1997).

Diky jeho fyziologické roli v metabolismu kortikosteroidu je zapleteny do onemocnéni
spojenych s jejich poruchami, jako je metabolicky syndrom a z ného vyplyvajici obtize
(Wamil and Seckl 2007). Roli v nadorovém onemocnéni mize hrat pouze ve spojeni

s metabolismem protinddorovych IéCiv a karcinogenu NNK.

11
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Retinoldehydrogenasy
Retinoldehydrogenasy (RDH) jsou skupinou 10 mikrosomalnich enzymd z SDR
nadrodiny, znichz nékteré (RDH5, RDH10, RDHL, RoDH-4, RL-HSD) jsou
NAD*-dependentni a katalyzuji oxidaci retinolu, zatimco zbytek (RDH11, RDH12,
RDH14, retSDR1 aprRDH) jsou NADPH-dependentni enzymy katalyzujici redukci
hlavné retinalaldehydu a pfipadné dalSich aldehydickych sloucenin (Belyaeva et al.
2005; Kedishvili 2002; Liden and Eriksson 2006). Pomérné dobfe prostudovana je jejich
role v oku, kde maji nezbytnou funkci v procesu vidéni. Bylo prokazano, ze nékteré
enzymy této skupiny se vyskytuji pouze v oku (RDH10, prRDH (Maeda et al. 2005; Wu
et al. 2004)), ale dalsi RDH enzymy jsou vyznamné exprimovany i v extraokularnich
tkanich, jako jsou jatra nebo plice. Mimo oko se podili hlavné na metabolismu kyseliny
retinové. Jak je vidét na obrazku 5 mimo RDH se na jejich metabolismu podili i dalSi

enzymy z rliznych skupin.

Obr. 5 - Metabolismus kyseliny retinové a skupiny enzymd, které se na ném podileji

Dosud nebylo pfesné zjisténo, které enzymy jsou v metabolismu kyseliny retinové ty

MrLviv s

al. 2006; Pares et al. 2008), i kdyz cytosolické alkoholdehydrogenasy (ADH) jsou také
ddlezité. Jisté je, ze hladina kyseliny retinové je velice peclivé udrzovana, protoze hraje
ddlezitou roli v diferenciaci bunék amuize se vurditych podminkach podilet ina
karcinogenezi (Fields et al. 2007). Diky tomu i enzymy podilejici se na jejim metabolismu

mohou hrat uréitou roli v rozvoji nAdorového onemocnéni (viz ¢ast 2.3.2.2).

17p-hydroxysteroiddehydrogenasy
Podobné jako v pfipadé retinoldehydrogenas i 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy
(17B-HSD) tvofi vétsi skupinu enzymd - u ¢lovéka jich bylo popsano 12. Jediny z nich,
17B-HSD5, nepatfi do SDR nadrodiny, jeho systematicky nazev je totiz AKR1C3. VSichni
zastupci 178-HSD se podili na metabolismu androgenll a estrogend. Je mozné je
rozdélit na dvé skupiny - enzymy katalyzujici oxida¢ni reakce (17p-HSD typy 2, 4, 8, 10,
11, 14) a enzymy katalyzujici redukéni reakce (17B-HSD typy 1, 3, 5, 7, 12) (Lukacik et
al. 2006). U posledniho objeveného zastupce, 178-HSD13 zatim nebyla zjiSténa
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enzymaticka aktivita, takZze zatim neni mozné zaradit ho (Horiguchi et al. 2008; Liu et al.
2007). Z 12 popsanych je 6 asociovano s membranou endoplasmatického retikula - typy
2,3,7,11, 12, 13 (Moeller and Adamski 2006; Moeller and Adamski 2009).

Nékteré 17B-HSD navic vykazuji nékteré pfidavné aktivity jako 20a-HSD nebo 3a-HSD
aktivitu. Obecné plati, Ze 17-keto formy pohlavnich hormonl jsou inaktivni, zatimco
17-hydroxy formy jsou aktivni a vazi se na pfislusné receptory (Mindnich et al. 2004).
Vedle zodpovédnosti za spravny vyvoj gonad, sekundarnich pohlavnich znaku
a sexudlniho chovani maji aktivni pohlavni hormony také obecné vliv na proliferaci
bunék v cilovych tkanich. ZvySend hladina pohlavnich hormond ve tkanich mdze mit

tedy vliv na rozvoj hormon-dependentnich nadord (Mindnich et al. 2004).

Clovék a dalsi primati maji unikatni schopnost tvofit aktivni estrogeny a androgeny ve
tkanich i mimo gonady. Hovofime pak o intrakrinni produkci estrogenu a androgenu
z prekurozort produkovanych nadledvinami jako je dehydroepiandrosteron (DHEA),
dehydroepiandrosteron sulfat (DHEA-S) a androstendion (4-Adion). Vzniklé pohlavni
hormony pak pusobi pouze na misté svého vzniku. Koncentrace intrakrinné vzniklych
pohlavnich hormonu v tkanich jsou pak velmi vysoké (Luu-The 2001) a mohou pfi
disbalancich vyznamné pfispivat k rozvoji vySe uvedenych nadorovych onemocnéni.
Zajimavé je, Ze timto zplsobem je u muzu tvofeno asi 50 % vSech androgend, u Zen
pfed menopausou podobné mnoZstvi a po menopause az 100 % (Sasano et al. 2008).
V intrakrinni produkci estrogend a androgent hraji hlavni roli pravé 17p3-HSD, aromatasa
a enzymy z podrodiny AKR1C (Labrie et al. 1997; Labrie et al. 2000a; Labrie et al.
2000b; Penning and Byrns 2009). Role 173-HSDs v rozvoji nadorového onemocnéni je

Ml v

v ¢asti 2.3.1.

2.2.3 Dehydrogenasy/reduktasy se stfredné dlouhym fetézcem
Dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym Fetézcem (MDR) jsou pomérné velkou
heterogenni skupinou enzymd nachézejicich se u v8ech druht, ktera na konci roku 2007
Citala 11 000 ¢lenu v sekvenénich databazich. BEhem 5 let doslo k vice nez 10nasobnému
nardstu poctu ¢lenu. Patfi sem enzymy, jako jsou alkoholdehydrogenasy (ADH), leukotrien
B4 dehydrogenasy, chinonoxidoreduktasy, enzymy podilejici se na biosyntéze mastnych
kyselin (napf. mitochondrialni trans-2-enoyl-CoA-reduktasa) atd. U ¢lovéka bylo popsano
25 zastupciT MDR  skupiny znichz nejvyznamnéjSi anejlépe popsanou je
zinek-dependentni ADH1, coz je hlavni enzym zodpovédny za metabolismus etanolu. DalSi
ADH se podili na metabolismu celé fady alkohold (napf. retinolu) a Zlu€¢ovych kyselin
(Nordling et al. 2002; Persson et al. 2008)
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2.3 Role karbonylreduktas v nadorovém onemocneéni

Nadorové onemocnéni je druhou nej€astéjsi pfi¢inou umrti v civilizovanych zemich, hned po
kardiovaskularnich onemocnénich. Podle statistik Statniho zdravotniho Gstavu v CR roéné
umird na nadorova onemocnéni 27 tisic pacient(l, coz pfedstavuje pfiblizné 23 % celkové
umrtnosti. Obecné Ize fici, Ze nadorové onemocnéni je genetickym onemocnénim, kdy na
zékladé hromadéni mutaci v uréitych oblastech DNA dochazi k vyznamnym zménam
v bunééné signalizaci vedouci k nekontrolované proliferaci bunék a vzniku nadorového
onemocnéni. Na vznik nddorového onemocnéni méa vliv fada agens jako je zareni, nékteré
viry a hlavné chemické latky. Vyzkum nadorovych onemocnéni a jejich molekulové podstaty
je dnes velmi intenzivné studovanou problematikou a bude zaméstnavat védce jesté mnoho

desetileti.

Obsahnout vSechny molekuly a enzymy hrajici roli v nadorovém onemocnéni je naprosto
nemozné. Stejné tak je nemozné zabyvat se roli vSech redukénich enzym(. Protoze
vysledky prezentované v této disertacni praci se tykaji karbonylreduktas, budu se zabyvat
pouze jejich roli vrozvoji a léEbé nadorovych onemocnéni. Karbonylreduktasy hraji
vyznamnou a asi izatim nejvice prozkoumanou roli v hormon-dependentnich nadorech.
Vedle toho mohou také ur€itym zpusobem ovliviiovat i hormon-independentni nadory. Navic
se podili na biotransformaci karcinogennich latek a protinadorovych 1é¢iv. Mohou tedy i timto
zplsobem ovlivilovat nadorovd onemocnéni, jak bude diskutovano v néasledujicich

kapitolach.

2.3.1 Hormon-dependentni nddorova onemocneéni

Termin hormon-dependentni nadorovd onemocnéni byl zaveden v roce 1982 a zahrnuje
nadorova onemocnéni, v jejichz karcinogenezi maji nezbytnou ulohu hormony - zvySuji
proliferaci bunék a diky jejich zvySenému déleni také dochazi k vétSi moznosti vzniku
mutaci. Patfi sem nadory prsu, prostaty, endometria, varlat, vajec¢niku, Stitné Zzlazy
a osteosarkomy. Pravé hormon-dependentni formy tvofi 35-40 % vSech néadorovych
onemocnéni (Henderson and Feigelson 2000; Labrie et al. 2000b). Karbonylreduktasy hraji
vyznamnou roli, zejména v prvnich tfech typech nadort, kde se vyznamnou mérou podili na
lokdlni syntéze estrogent a androgenu v tkanich (jak je zminéno uz v ¢asti 2.2.2.2).
Obecné plati, Ze estrogeny a androgeny ve svych cilovych tkanich plsobi proliferacné,
takZze udrzeni rovnovahy mezi jejich tvorbou a degradaci je nezbytné. Predpoklada se,
Ze rozvoj vySe uvedenych karcinomu je spojen se snizenim oxidacni a zvySenim redukéni
aktivity k estrogenm a androgenm. Oboje pohlavni hormony jsou totiz aktivni jako

hydroxyformy (Mindnich et al. 2004). Progesterony pusobi naopak antiproliferacné
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a disbalance v jejich produkci se zatim vyrazné uplatiiuje pouze v rozvoji karcinomu

endometria, jak bude diskutovano dale (Smuc and Rizner 2009a).

Roli v intrakrinni tvorbé estrogend, androgenl z prekurzord jako je DHEA, DHEA-S
a 4-Adion v extragonadalnich tkanich hraji z karbonylreduktas duleZzitou roli, jak zastupci
17B-HSD, tak enzymy z podrodiny AKR1C. Vedle nich jsou dalSimi nebytnymi enzymy
aromatasa (CYP19) apro androgeny téz S5a-reduktasa. Uloha jednotlivych enzymi
v produkci estrogentl a androgenll je znazornéna v pfiloze 1. Mira exprese enzym
v tkanich se [isi, takze i vyznam jednotlivych enzyma u rliznych typt hormon-dependentnich

karcinomd je rozdilny.

V soucasné dobé je problematika hormon-dependentnich nadord intenzivné studovéna a je
stale publikovdno mnoho zajimavych ¢lankd. Nicméné faktem zustava, Ze znalosti o téchto
néadorech a roli enzym0 podilejicich se na disbalanci pfislusnych hormonu (jejich rastovych
faktor() nejsou zatim ucelené a zbyva jeSté mnoho prace. Proto v dalSich kapitolach bude
vyznam karbonyl reduktas v hormon-dependentnich nadorech naznafen jen v hlavnich

rysech.

2.3.1.1 Hormon-dependentni nadory prsu

Nadory prsu jsou nejcastéjSim typem nadoru u Zen a vyviji se v pfevazné ¢asti pfipadu az
po menopause, kdy je vétSina estrogent tvofena pouze intrakrinnim zpisobem ve tkénich
(Song et al. 2006). VétSina karcinomud prsu (60-80 %), alespon v pocate¢nich fazich,
exprimuje estrogenni receptor (EsR) a pro jejich rlst a vyvoj jsou nezbytné estrogeny,

zejména aktivni forma estadiol (E2) (Jansson 2009; Sasano et al. 2008).

Estrogeny ziskavaji nddoroveé bunky prsu v zdsadé hlavnimi dvéma cestami - sulfatasovou
a aromatasovou cestou, které jsou znizornény na obrazku 6. Sulfatasové cesta spociva
v pfeméné inaktivniho estron sulfatu (E1S) zkrve na estron (E1) za katalyzy
steroidsulfatasy a nasleduje jeho aktivace na E2. Aromatasova cesta zahrnuje aromatisaci
testosteronu (T) na E2 nebo 4-Adionu na E1 (Aka et al. 2009). Ktera z téchto cest je
letrozol, anastrozol) se v nékterych pfipadech nadoru prsu s tspéchem klinicky pouZzivaji.
DalSim klinicky vyuZivanym lé¢ivem pro hormon-dependentni nadory prsu je antagonista

EsR, tamoxifen (Henderson and Feigelson 2000).
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Obr. 6 - Biosyntéza estradiolu (E2) v bunkach nadoru prsu, zndzornéni tcasti jednotlivych
karbonylreduktas a dalSich nezbytnych enzyma

Pro aktivaci E1 na E2 jsou nebytné pravé karbonylreduktasy. V normalnim epitelu prsu
jsou dominantnimi formami enzyma, které udrzuji rovnovahu estron-estradiol, redukéni
17B-HSD1 a oxida¢ni 17p3-HSD2, ale v tkani rakoviny prsu je exprese 173-HSD2 vyrazné
shizena zatimco mnozstvi 17p-HSD1 je mnohem vySSi (Jansson et al. 2006). V soucasné
dobé je silnd snaha zjistit, ktery z enzym0 odpovidajicich za tvorbu E2 v nadorovych
bunfikach prsu je ten hlavni, nejvyznamnéjSi. Obecné se za tento enzym povazuje
17B-HSD1, ale v posledni dobé& se objevily i prace popisujici vyznamnou roli i dalSich
reduk&nich enzymu - 178-HSD7, 173-HSD12 a AKR1C3 (Laplante et al. 2009; Nagasaki
et al. 2009; Penning and Byrns 2009; Sasano et al. 2006; Smuc and Rizner 2009b; Song
et al. 2006). Samozfejmeé zalezi na typu pouzivanych nadorovych bunék &i buné&nych linii,
i z tohoto divodu, jsou vysledky jednotlivych védeckych skupin zatim dost nekonzistentni.
Tento vyzkum si bude Zadat jeSté velmi mnoho prace. Pokud by se podafilo nalézt
karbonylreduktasu, ktera je nezbytna pro syntézu E2 alespon v nékterych typech nadoru
prsu, pak pfipadny selektivni inhibitor pro dany enzym by byl klinicky vyuZitelny obdobné

jako inhibitory aromatasy.

U n&doru prsu je zajimavé také to, Ze vedle EsR tyto bunky exprimuji také androgenni
receptor (AR). Zda se, Ze androgeny vtkani prsu, na rozdil od prostaty, pUsobi
antiproliferaéné a pfipadné podavani androgenl spolu s antiestrogenni I1é¢bou by mohlo
prinaSet vétsi efekt v IéEbé nadord prsu (Sasano et al. 2008). Role progesteronu v nadoru

prsu zatim nebyla jednozna¢né uréena (Henderson and Feigelson 2000).
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2.3.1.2 Hormon-dependentni nddory endometria

Karcinom endometria je béZnou gynekologickou malignitou a Ctvrtym nejcastéjSim
nadorovym onemocnénim Zen. Az 80 % vSech karcinomd endometria jsou
hormon-dependentni formy (exprimuji ESR, ale i receptory progesteron (PR)) a vyskytuji
se jak pred menopausou tak po ni (Smuc and Rizner 2009a). Stejné jako nadory prsu,
i tyto karcinomy jsou estrogen-sensitivni a vznikaji pfi dlouhodobém pusobeni estrogen(
na buriky endometria, bez toho aby tento Ucinek byl vyvazen plsobenim progesteronu.
Progesteron (P) totiz zastavuje proliferaci bunék endometria a zpGsobuje jejich naslednou
diferenciaci, ¢imz brani nadorovému bujeni (Ito et al. 2006; Yang et al. 2001). Estradiol
v naddorovych bunkach endometria vznika podobnym mechanismem jako v nadoru prsu
(viz obr. 6). Je dobfe prokdzano, Ze exprese 17p-HSD2 je v burnikédch tohoto karcinomu
snizena, coz pfinaSi zvySenou koncentraci estradiolu v nadorové tkani. Navic byla
prokadzana zvySena exprese AKR1C3 (Rizner et al. 2006). S obéma pak souvisi i snizena
koncentrace ochranného P. V odpovidajicich bunéénych liniich nebyla prokazana ani
exprese 17B-HSD1 ani aromatasy, ale pomérné vysoka exprese 17p-HSD12
a steroidsulfatasy, které by mohly byt nezbytnymi v nadmérné produkci estradiolu
(Fournier and Poirier 2009; Smuc and Rizner 2009b). Velice dulezitymi se v rozvoji
a pfipadné 1é¢bé karcinomu endometria zdaji byt enzymy odpovédné za vznikajici
mnoZstvi ochranného P, tedy 17B-HSD2, AKR1C3 a hlavné AKR1C1 (Bauman et al. 2004;
Smuc and Rizner 2009a).

Obr. 7 - Ugast karbonylreduktas na deaktivaci a zpétné reaktivaci progesteronu v nadorovych
burikach endometria

Jak je patrné zobrdazku 7, AKR1C1 alC3 metabolisuji P na inaktivni
20a-hydroxyprogesteron (20a-HP). Zpétnou reakci pak katalyzuje 178-HSD2, ktery je ale
prokazatelné v nadorech endometria exprimovan snizené, naopak u AKR1C1 a AKR1C3
byla prokdzéna zvySend exprese. AKR1C1l je povazovan za pfipadny cil pro lécbu
hormon-dependentniho karcinomu endometria zvySenou koncentraci P (Bauman et al.
2004; Brozic et al. 2006; Rizner et al. 2006).
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2.3.1.3 Hormon-dependentni nadory prostaty

Prostata je jednim z cilovych organd androgenu a androgeny mohou hréat roli v rozvoji
hormon-dependentniho nadoru. Hlavni androgen v krvi je testosteron (T), ktery je tvoren
v Leydigovych burkach varlat. V cilovych tkanich, jako je pravé tfeba prostata, dochazi
k jeho pfeméné na daleko silngjsi androgen dihydrotestosteron (DHT) katalyzované
5a-reduktasou. DHT se pak vaze stejné tak jako T na AR receptor. Vedle této cesty, mize
v prostaté vznikat také testosteron intrakrinnim zplsobem pfimo v tkanich z 4-Adionu &i
DHEA produkovanymi nadledvinami (Soronen et al. 2004). Hladina androgenu je peclivé
regulovana pomoci enzymu, pokud dojde k disbalanci smérem ke zvySené produkci Ci
shizené deaktivaci aktivnich androgend, mohou zagit hrat roli karcinogen a zvySovat
proliferaci bunék avést az krozvoji karcinomu prostaty. Hlavni terapii u karcinomu
prostaty je androgen ablacni terapie, ktera spocivd ve snizeni hladiny androgend.
Chirurgickou kastraci se dosahne sice 90% sniZzeni androgent v plasmé, ale ve tkani se
koncentrace androgenu snizi vyznamné méné, coz koresponduje s jejich popsanou
tkanovou syntézou. Klinicky se pouZivaji pro snizeni koncentrace DHT inhibitory
5a-reduktasy (napf. finesterid) (Zhu and Imperato-McGinley 2009), nicméné je nutné

nalézt jesté inhibitory enzym nezbytnych pro syntézu T pfimo v tkani prostaty.

DHEA
4-ADION
AKR1C3 Adi
178-HSD2 || {25 icni03 2 3B-Adiol
S
5a-reduktasa
T DHT
%
| l
3a-Adiol

Obr. 8 - Intrakrinni produkce testosteronu v burikach nadoru prostaty a role jednotlivych
karbonylreduktas v tomto mechanismu

Jak je patrné z obrdzku 8, centrdlni roli v produkci T z 4-Adionu ma AKR1C3, ktery je
skute¢né v burikach karcinomu prostaty nadmérné exprimovan (Penning and Byrns 2009).
Oproti tomu sniZzené mnoZstvi bylo nalezeno uenzymu 17p-HSD2, ktery T deaktivuje

(Soronen et al. 2004). AKR1C3 se zda byt vyznamnym cilem protinddorové terapie
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karcinomu prostaty. Ke snaze nalézt ucinny a selektivni inhibitor tohoto enzymu a tedy
i pfipadné protinadorové léCivo se pfidala i naSe pracovni skupina. Snazili jsme se nalézt
silny a selektivni inhibitor AK31C3 ze skupiny pfirodnich latek, flavonoidu, jak je popsano
v experimentélni ¢asti a vysledcich projektu (viz ¢asti 4.2 a 5.1).

2.3.1.4 Shrnutirole karbonylreduktas v hormon-dependentnich nadorech

Obecné Ize fFici, Ze hormon-dependentni nadorova onemocnéni tvofi vyznamnou cast
nadord u Clovéka. Jako karcinogeny zde pusobi estrogeny (naddor endometria, prsu) Ci
androgeny (nador prostaty), které zvySuji proliferaci bunék a tim i moznost vzniku mutaci
DNA. Je jasné, Ze koncentrace pohlavnich hormona v tkanich je velice peclivé udrzovana
v rovnovaze k éemuz slouzi cela sit enzymut, na urcité reakci se vétSinou podili vice
enzymU. Z vySe uvedeného je jasné (viz obrazky 6-8 a pfiloha 1), Ze témito regulaénimi
enzymy jsou rGzné karbonylreduktasy, které tedy hraji v rozvoji hormon-dependentnich
nadorovych onemocnéni klicovou roli. Vyzkum a jejich pfipadné klinické vyuZiti ceka jesté
dlouha cesta, nicméné redukéni enzymy se podili na tvorbé aktivnich estrogenl ¢&i
androgend, takZe jejich inhibice se zda byt dalezitym terapeutickym zasahem do léCby
téchto nadorovych onemocnéni. Snaha o nalezeni silnych a selektivnich inhibitori enzymd
hrajicich roli v téchto nadorech je pomérné intenzivni. Byla testovana fada latek, ale Zadna
zatim nebyla tak vynikajici, aby se zacala klinicky zkouSet. Inhibitory se hledaji mezi
latkami jak pfirodniho charakteru (napf. fytoestrogeny), tak i syntetického plvodu (napf.
NSAID, pyrazolaminy). Ztoho, co zatim vime oroli jednotlivych karbonylreduktas
v hormon-dependentnich nadorech, se zda byt vyuzitelna inhibice 178-HSD1 (Allan et al.
2006; Schuster et al. 2008), AKR1C1 (Brozic et al. 2006; El-Kabbani et al. 2009)
a AKR1C3 (Byrns and Penning 2009; Krazeisen et al. 2001).

Fytoestrogeny
Fytoestrogeny jsou nesteroidni latky rostlinného puvodu, které jsou soucasti nasi stravy.
Lze je rozdélit do c&tyf hlavnich skupin - flavonoidy, kumestany, stilbeny a lignany.
V poslednich letech stale pfibyvaji dikazy o jejich prospéSném vlivu na lidské zdravi, co
se tyCe kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni a menopausy. Mechanismus
pusobeni je razny, mohou byt agonisty ¢i antagonisty estrogennich receptora (EsR),
pregnan X receptoru (PXR) a konstitutivniho androstanového receptoru (CAR). Mohou
také zasahovat do signaliza¢nich drah v burice (inhibice tyrosinkinas) a do biosyntézy
estrogenl a androgen(, protozZe inhibuji enzymy, které se U€astni téchto drah (Brozic et
al. 2006; Yao et al. 2004). Tato jejich funkce je dulezitd z hlediska terapie hormon-

dependentnich nadorovych onemocnéni.
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V experimentalni ¢asti bude popséna inhibice enzymu AKR1C3 flavonoidy (viz ¢ast 4.2
ab5.1), takZze zcelé skupiny fytoestrogent bych zde chtéla vyzvednout pravé je.
Flavonoidy jsou velkou skupinou vice nez 8 000 latek, které se dale déli do 10 skupin
podle chemické povahy. Lze je najit prakticky ve v8ech rostlinach, v lidské stravé se
vyskytuji hlavné flavanony (pfevazné v citrusovych plodech), flavony (v semenech
a Zlutych plodech), isoflavonoidy (zejména v pokrmech ze soji), antokyaniny (v jahodach
a podobnych plodech), flavonoly (sem patfi tfi nejbéznéjsi flavonoidy - kvercetin,
kemferol a myricetin). Podobné flavonoidim jsou jeSté katechiny, které se vyskytuji
prevazné v Caji a Cerveném viné (Manach et al. 2004; Yao et al. 2004). Biologicka role
flavonoidd v rostlindch neni zcela jasnd, néktefi zastupci asi plsobi jako pfirodni
fungicidy, UV-protektanty nebo pigmenty (Krazeisen et al. 2001). U ¢&lovéka pak bylo
popsano mnoho prospésnych funkci, na kterych se podili - udrzuji integritu kapilar,
inhibice karbonylreduktas mohou flavonoidy modulovat i dalSi enzymy napf. CYP450
(Hodek et al. 2002). Jejich koncentrace v plazmé c&lovéka zavisi na jeho stravovacich
navycich, pohybuji se v fadu nizkych uM az nM. O jejich koncentraci v bunikach jsou
zatim publikovany pouze velice kusé informace (Erlund et al. 2002; Manach et al. 2005;

Paganga and Rice-Evans 1997).

2.3.2 Nadory nezéavislé na hormonech

Pokud role jednotlivych karbonylreduktas v hormon-dependentnich nadorech neni zcela
jasnd aplné probadana, pak znalost jejich puasobeniv nddorech, které zavislost na
hormonech nevykazuiji, je jesté mensi. Jsou zde pouze urcité ¢astecné znalosti o tom, jak
slouc¢eniny, které karbonylreduktasy metabolizuji, zasahuji do signalnich drah v burce.
Téchto mechanismli pravdépodobné vyuZivaji iplvodné hormon-dependentni nadory,
protoZze béhem vyvoje Casto ztraci svoji zavislost na hormonech. To v dusledku musi vést

ke zméné protinadorové terapie.

2.3.2.1 Role karbonylreduktas v metabolismu prostaglandint

Prostaglandiny jsou tzv. mistni hormony, které jsou v misté potfeby rychle syntetizovany
z mastnych kyselin, pfevazné kyseliny arachidonové. V organismu ovliviuji celou fadu
procesu, jako srazeni krve, zanétlivé procesy atd. Mohou také ovliviiovat proliferaci
a diferenciaci bunék atak zasahovat ido pfipadného nadorového bujeni. Dullezitym
molekularnim pfepina¢em mezi proliferacii a diferenciaci buriky ovlivnénou prostaglandiny
se zdéa byt karbonylreduktasa AKR1C3. AKR1C3 se také nazyva prostaglandin F syntasa
(Suzuki-Yamamoto et al. 1999) a miZe katalyzovat pfeménu prostaglandinu H, (PGH,) na
prostaglandin F,4 (PGF,,) ataké prostaglandinu D, (PGD,) na 9a,11B-PGF,. Bez
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pritomnosti AKR1C3 je PGD, prevadén na 15-deoxy-A'?'*-prostaglandin J, (15dPGJ,),
ktery aktivuje receptor aktivovany peroxisomovymi aktivatory y (PPARY) a inhibuje NF- kB
signalni drahu a vede tak k diferenciaci bunky. V pfitomnosti AKR1C3 (kterd je navic
v nddorovych bunkach exprimovana ve zvySené mife) dochazi tedy ke vzniku
prostaglandint ze skupiny F,, které aktivituji prostanoid F receptor a také aktivuji MAPK
signaliza¢ni kaskadu, ¢imZ vedou k proliferaci buriky (Byrns et al. 2008; Penning and
Byrns 2009; Suzuki-Yamamoto et al. 1999). Jak je zde naznaCeno, AKR1C3 se
pravdépodobné nelcastni karcinogeneze jen hormon-dependentnich nador( tim, ze se
podili na tvorbé estradiolu a testosteronu, ale je idualezitym molekularnim pfepinacem
mezi proliferaci a diferenciaci buriky (viz obr. 9). Jeho inhibitory tedy mohou zasahovat i do

téchto déju a posouvat nadorové buriky smérem k diferenciaci (Bauman et al. 2004).

| kys. arachidonova |

PGH,
AKR1C3
PGF,,

AKR1C3 prostanoid F

PGD, 9a,11B-PGF, receptor

15dPGJ, ®

PPARYy NF-«kB MAPK kaskada

| diferenciace | proliferace

Obr. 9 - Role prostaglandint a karbonylreduktasy AKR1C3 v diferenciaci a proliferaci buriky a tedy
jejich potencialni vyznam v hormon-independetnich nadorech

2.3.2.2 Role karbonylreduktas v metabolismu kyseliny retinové

Vitamin A a jeho derivaty retinoidy jsou nezbytné pro spravny embryonalni vyvoj a také
u dospélych jsou dulezité v rastu a diferenciaci normalnich i transformovanych bunék. Bylo
prokazano, ze retinoidy se vazi na receptor pro retinovou kyselinu (RAR) a retinoid X
receptor (RXR), ty tvofi homo ¢i hetereodimery a ovliviiuji transkripci nékterych gen
a prispivaji k diferenciaci bunék. PFi snizeni hladiny kyseliny retinové (RA) v bunkéch
dochézi ve vysledku k jejich dediferenciaci. Z toho divodu se syntetické retinoidy vyuZivaji
i klinicky jako podpurné chemoprotektivni €i chemoterapeutické agens u nékterych
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nadorovych onemocnéni - akutni promyelocytarni leukemie a nador prsu (Fields et al.
2007; Soprano et al. 2004).

Diky tomu, Ze RA hraje v bunce tak dllezitou roli, je jeji hladina peclivé regulovana. Jak je
patrné na obr. 5, na jejim metabolismu se podili fada enzymua z rdznych proteinovych
nadrodin. Prvni ¢ast oxidace retinolu na retinaldehyd je reakce vratna, zatimco oxidace na
RA je reakce nevratna, proto enzymy Kkatalyzujici prvni ¢ast budou zodpovédné za
pfipadné zmény v hladiné RA (Gallego et al. 2007). Bylo napfiklad zjisténo, Ze v burikach
nadoru prostaty je hladina kyseliny retinové 5-8krat sniZzena ve srovnani s normalnimi
burikami prostaty (Kedishvili et al. 2002) a prokdzéna zvySena pfitomnost redukéni
retinoldehydrogenasy RDH11 (Lin et al. 2001). TéZ v buhkach kolorektalniho karcinomu
byla prokadzana snizend koncentrace RA anizka hladina exprese oxida¢nich enzymu
RDH5 a RDHL, které se podili na jejim vzniku (Jette et al. 2004; Nadauld et al. 2006).
Vyzkum role jednotlivych retinoldehydrogenas z SDR nadrodiny v karcinogenezi je zcela

na zacatku, protoZe vétSi pozornost byla zatim vénovana jejich funkci v oku.

Enzymem, ktery je v tomto ohledu intenzivné studovan je AKR1B10. Jeho fyziologické role
zatim nebyla prokadzana, ale byl popsan jeho podil na biotransformaci celé fady xenobiotik
(Cast 2.2.1.2) ataké vyrazna aktivita v redukci retinaldehydu (Gallego et al. 2007). Byla
prokazana jeho zvySena exprese u celé fady nadorovych bunécnych linii a nadorovych
bunék, jako je tfeba hepatocelularni karcinom, orofaryngealni karcinom, karcinom plic
a nador endometria. UvaZzuje se o tom, Ze pravé AKR1B10 muZe byt zapojen do snizeni
koncentrace RA, ktera vede k dediferenciaci bunék a pfipadnému rozvoji nadorovému
onemocnéni (Ruiz et al. 2009). Tuto hypotézu je nutné potvrdit, ale faktem je, Ze AKR1B10
je povazovan za potencialni diagnosticky marker pro nékteré nadory plic (Fukumoto et al.
2005).

2.3.3 Metabolismus karcinogennich latek

Karbonylreduktasy jsou duleZité enzymy v prvni fazi biotransformace xenobiotik. Podili se
na metabolismu celé fady l|éCiv, ale také toxikologicky vyznamnych latek jako jsou
karcinogeny nebo chinony. Vysledkem prvni faze biotransformace je vétSinou, v pfipadé
karcinogenu, ale i I&Civ, jejich detoxikace/deaktivace. V nékterych pfipadech ale mize také
dojit k zachovani ¢&i zvySeni aktivity metabolitu proti parentni latce (napf. dolasetron,
aktivace PAH) (Rosemond and Walsh 2004).

2.3.3.1 Metabolismus tabak-specifického karcinogenu NNK
V tabdku atabakovém koufi je vice nez 40 raznych karcinogenu, z nichZz nejsilngjsi

a nejucinngjsi je NNK (4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon). NNK indukuje
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u laboratornich zvifat nadory plic a pankreatu a pfedpokladad se, Ze muaze hréat roli
i v rozvoji téchto typl nadord u Clovéka (Upadhyaya et al. 2000). Aby se mohl projevit
karcinogenni potencidl NNK, je nutné jeho aktivace pomoci cytochromu P450 (CYP450).
Nasledné dochazi vzniklymi intermediaty k alkylaci DNA. Aktiva¢ni reakci pak konkuruje
detoxifikace NNK, ktera je katalyzovana karbonylreduktasami za vzniku pfislusného
alkoholu NNAL (4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanonol), ktery muZze byt také
aktivovan na alkylaéni intermediaty, ale Castéji je konjugovan s kyselinou glukuronovou
a nasledné vylou€en z organismu. Protoze NNK je asymetricky keton, vznikajici alkohol se
vyskytuje ve formé dvou enantiomeru (S)-NNAL, (R)-NNAL (Breyer-Pfaff et al. 2004).

koufeni
11B3-HSD1 AKR1C4
AKR1C1 AKR1B10
AKR1C2 CBR1
NNK NNAL
P450 UGT
reaktivni .
. - NNAL-glukuronid
intermediaty
alkylace DNA exkrece

Obr. 10 - Metabolismus tabak-specifického karcinogenu NNK u ¢lovéka. Jsou zde znazornéné dva
mozné metabolické osudy NNK - aktivace P450 nebo detoxifikace katalyzovana karbonylreduktasami

U ¢lovéka probihd detoxifikace NNK jak v cytosolu, tak v mikrosomech, pfedevSim
jaternich bunék. Zatim bylo popsano pét cytosolickych karbonylreduktas - CBR1, AKR1C1,
AKR1C2, AKR1C4, AKR1B10 a jeden mikrosomalni enzym - 113-HSD1, které se podileji
na metabolismu NNK (Atalla et al. 2000; Breyer-Pfaff et al. 2004; Maser and Bannenberg
1994). Ktery enzym ma hlavni roli v detoxifikaci NNK zatim nebylo uréeno. Nicméné je
jasné, Ze vnimavost tkani ke vzniku nadord zpusobenych NNK se muZze liSit v zavislosti na
mife konkurence aktivacni a detoxifikacni drahy (viz obr. 10). Obé& drdhy a tedy

i ndchylnost ke vzniku NNK-indukovanych nadorl muZze ovliviiovat cela fada
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faktort - rGznd mira exprese pfislusnych enzymu v tkéanich, geneticky polymorfismus,

modulace enzymové aktivity (inhibice, indukce) atd. (Hoffmann and Maser 2007).

2.3.3.2 Metabolismus aflatoxinu B1

Aflatoxin B1 (AFB1) je produktem plisné Aspergillus flavus a maze se vyskytovat pfi
Spatném skladovani v potravinach, jako jsou cerealie, ofechy, maso a ryby. Aflatoxin B1 je
hepatotoxicka a prokarcinogenni latka, ktera vyZaduje metabolickou aktivaci CYP450 (viz
obr. 11). Dochézi ke vzniku AFB1-8,9-epoxidu, ktery vykazuje karcinogenni aktivitu, tim ze
vytvaii adukty s DNA (Guengerich and Johnson 1999). Tento epoxid muize podléhat
hydrolyze na AFB1-8,9-dihydrodiol a AFB1-dialdehyd, ktery ma téz vyznamné
karcinogenni vlastnosti. AFB1-dialdehyd je detoxifikovan karbonylovou redukci,
katalyzovanou enzymy z nadrodiny AKR - u ¢lovéka se mohou podilet enzymy AKR7A2
a AKR7AS3, pficemz 7A3 vykazuje mnohem vétsi ucinnost (Jin and Penning 2007; Knight
et al. 1999).

DNA Adukty

CYP450
AFB1 AFB1-8,9-epoxid AFB1-dihydrodiol

AFB1-dialdehyd

AKR7A2
AKR7A3

netoxicke
produkty

Obr. 11 - Metabolismu alfatoxinu B1 u ¢lovéka. CYP450 aktivuje AFB1 na toxicky a karcinogeni
meziprodukt, ktery pak AKR enzymy detoxifikuji

Karbonylova redukce AFB1-dialdehydu je ddlezitym detoxifikaénim krokem, ktery chrani
Clovéka pred aflatoxinem B1 indukovanou hepatotoxicitou a karcinogenezi. U potkani
formy aflatoxinreduktasy (AKR7A1) byla popsana indukce etoxykvinem, ktera zvysila
u potkana resistenci vuc¢i aflatoxinem indukovanému hepatocelularnimu karcinomu.
U lidskych forem, zatim indukovatelnost nebyla popsédna, ale itak hraje AKR7A3

vyznamnou ulohu v ochrané pred aflatoxinem B1 (Barski et al. 2008).
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2.3.3.3 Metabolismu polyaromatickych uhlovodikt

Pfikladem, kde se karbonylreduktasy podileji na aktivaci karcinogennich latek, mize byt
aktivace polyaromatickych uhlovodikda (PAH), které jsou polutanty Zivotniho prostfedi. PAH
vyZaduji metabolickou aktivaci, ktera mlize byt katalyzovana bud CYP450 nebo pravé
AKR enzymy. AKR enzymy z PAH tvofi reaktivni a redox aktivni o-chinony. Zvlastni na
této aktivaci je to, Ze AKR1A1l aenzymy podrodiny AKR1C zde katalyzuji NADP™-
dependentni oxidaci. Vzniklé o-chinony podstupuji redoxni cyklus, pfi kterém vznikaji
toxické volné kyslikové radikaly. AKR obecné katalyzuji redukéni reakce, ale zde je

oxidace termodynamicky preferovana (Jin and Penning 2007; Penning 2004).

2.3.4 Metabolismus protinadorovych Ié€iv

Karbonylreduktasy jsou enzymy, které jsou duleZitou ¢asti prvni faze biotransformace celé
fady bézné uzivanych léciv (napf. warfarin, ketoprofen, acetohexamid, ketotifen), ale hraji
také vyznamou roli v metabolismu protinadorovych IéCiv (Rosemond and Walsh 2004). Patfi
sem klinicky pouzivana antracyklinova cytostatika jako je doxorubicin a daunorubicin a také

potenciélni IéCiva - oracin a benfluron.

2.3.4.1 Antracyklinova cytostatika

Doxorubicin (DOX) a daunorubicin (DAU) jsou antracyklinova cytostatika, ktera byla
izolovana z bakterie Streptomyces peucetius uz v Sedesétych letech 20. stoleti. Prakticky
od té doby se s uspéchem Kklinicky pouZivaji. DAU se pouZiva zejména v Ié¢bé akutnich
leukemii, zatimco DOX ma mnohem 3irSi vyuZziti, ¢asto se pouzivad v kombinaci k Ié¢bé
hematologickych malignanci, ale také fady solidnich tumord (napf. nador prsu). | pfesto,
pusobeni - vedle interkalace do DNA, inhibice tomopisomerasy se uvaZuje i o produkci
volnych kyslikovych radikald. Hlavni nevyhodou téchto cytostatik je jejich kardiotoxicita,
ktera mize vést pfi dlouhodobém pouzivani az k selhani srdce (Simunek et al. 2009).

Mechanismus jejich kardiotoxicity je stale intenzivné studovan.
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o)
HO
NH,
R: CHg - daunorubicin R: CHj - daunorubicin
R: CH,-OH - doxorubicin R: CH,-OH - doxorubicin

Obr. 12 - Schéma metabolismu antracyklinovych cytostatik. Redukce na pozici 13 vede k deaktivaci
doxorubicinu i daunorubicinu

Obé dvé cytostatika jsou redukovana za vzniku 13-hydroxy metabolitd - doxorubicinolu
resp. daunorubicinolu (Obr. 12). Tyto alkoholy vykazuji vyznamné niZSi protinadorovou
aktivitu, ale vySsi kardiotoxicitu nez parentni latky. Karbonylova redukce je tedy dilezitym
mechanismem odpovidajicim za detoxifikaci téchto antracyklinovych latek, ale
pravdépodobné iza jejich hlavni vedlejSi G€inek, kardiotoxicitu. Bylo popsano Sest
cytosolickych enzymu podilejicich se na metabolismu DOX - CBR1, AKR1Al, AKR1B1,
AKR1B10, AKR1C3, AKR1C4. Hlavnim mistem deaktivace DOX jsou jatra a enzym, ktery
tam pfevazné odpovida za jeho metabolismus. je CBR1 (Kassnher et al. 2008). DOX je
metabolizovan také v bunécné linii nadoru prsu MCF-7, hlavnim enzymem je také CBR1,
ktery je podavanim DOX indukovan (Gavelova et al. 2008). Zatim byly popsany Ctyfi
enzymy, které jsou odpovédné za metabolismus DAU - AKR1Al, AKR1C2, CBR1,
AKR1B10 (Martin et al. 2006; Ohara et al. 1995). V nedavné dobé byl ale publikovan
¢lanek, ktery uc¢ast AKR1C2 na metabolismu DAU popira (Takahashi et al. 2008).
Nicméné, za hlavni DAU reduktasu je povazovdna AKR1B10 (Balendiran et al. 2009).
Jako v pfipadé DOX i pfi v bunécné linii EPG85-257 karcinomu Zaludku byla v pfitomnosti
DAU pozorovana indukce karbonylredukéni aktivity (Ax et al. 2000).

Resistence nadorovych bunék vac&i cytostatikiim, kterd muaze byt zplsobena r{znymi
mechanismy, je hlavnim problémem protinadorové terapie. | pfi 1é¢bé antracyklinovymi
cytostatiky se rezistence vyskytuje a neni zpusobena pouze zménami v pfijmu daného
IéCiva, ale podili se na ni také zvySeny metabolismus DOX a DAU v nadorovych burikach.
Jak je uvedeno vyse, v nddorovych liniich vystavenych DOX & DAU byla pozorovana

indukce enzym( odpovidajicich za jejich biotransformaci (Ax et al. 2000; Gavelova et al.
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2008). Diky ni dochéazi ke zrychlené deaktivaci daného IéCiva atim irezistenci bunék.
Takové karbonylreduktasy, které se zdaji byt odpovédné za resistenci nddorovych bunék
vuci DOX a DAU mohou byt tedy dilezitym cilem pfi snaze zvySit odpovéd nadorovych
bunék na chemoterapii. Podavani inhibitorl karbonylreduktas spole¢né s antracykliny
muze byt vhodny zpusob pro prfekonani nadorové resistence. Bohuzel zatim nebyly
nalezeny dostate¢né silné a zaroven selektivni inhibitory pro enzymy hrajici dulezitou roli
v tomto mechanismu, i kdyZ uz mnoho latek vykazujicich inhibici bylo popsano, at uz se
jednalo o latky pfirodniho (flavonoidy) nebo syntetického charakteru (Balendiran et al.
2009; Carlquist et al. 2008).

Vedle inhibice karbonylreduktas mlze byt druhym moZnym mechanismem zlepSeni
odpovédi na chemoterapii antracykliny, modifikace molekul I€Civ tak, aby doslo ke sniZeni
jeho deaktivace karbonylovou redukci. Tomu bylo vénovano velké asili, ale nebyl zatim
nalezen analog, ktery by mél vyrazné lepSi protinadorovou Uuc€innost a nevykazoval
kardiotoxicitu. Pouze jako alternativy k DOX a DAU se pouzivaji epirubicin a idarubicin
(Simunek et al. 2009).

2.3.4.2 Metabolismus oracinu

Oracin je potencialni protinadorové I|éCivo, které vykazuje G¢innost vO&i nadorovym
bufikam fady tumor( hlodavcu ataké Clovéka (Melka 1993). Hlavnim mechanismem
Ucinku je interkalace do DNA, ale na jeho Uc€inku se podili cela fada dalSich mechanism(
(napf. inhibice topoisomerasy IlI). Nejvétsi jeho vyhodou by byla moZznost peroralniho
podavani ahlavné nepfitomnost kardiotoxicity, ktera je hlavnim problémem
antracyklinovych chemoterapeutik (Gersl et al. 1996). Na obr. 13 je hlavni
biotransformacni cesta vedouci k deaktivaci oracinu, tedy redukce na dva enantiomery
11-dihydrooracinu (DHO) (Wsol et al. 2000).
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Obr. 13 - Metabolismus potenciélniho protinadorového Ié¢iva oracinu. Redukce na pozici 11 je hlavni
detoxifikacni drahou a dochazi ke vzniku dvou enatiomer( 11-dihyrooracinu

Biotranformace oracinu probiha jak v cytosolu, tak mikrosomech lidskych hepatocytd.
Z cytosolickych enzymu se na ni podili AKR1C1-C4 (Novotna et al. 2008; Wsol et al.
2007). Jednotlivé enzymy, unichZz je zndm@& stereospecifita a celd cytosolicka frakce
lidskych hepatocytd, metabolisuji oracin se stereospecifitou pro (+)-enantiomer DHO (Wsol
et al. 2007). V lidskych jaternich mikrosomech je situace v biotransformaci oracinu zcela
jina. Dochazi k mirné preferenci tvorby (-)-DHO (60 %), pficemz zatim jediny znamy
mikrosomalni enzym podilejici se na metabolismu oracinu 113-HSD1 tvofi vétSi mnozstvi
(-)-DHO (76 %) (Wsol et al. 2004). Na zakladé této diference, kterd naznacuje UcCast
dalSiho mikrosomalniho enzymu na metabolismu oracinu, je zaloZen ijeden z cili mé
prace, tedy purifikace dosud neznamé mikrosomalni karbonylreduktasy, jak je popsano
v ¢asti 4.3 a5.2.

V bunééné linii karcinomu prsu MCF-7 byl po expozici bunék oracinem, stejné jako
v pfipadé DOX, pozorovan narast redukéni aktivity CBR1, kter4 se podili na zvySené
deaktivaci oracinu (Gavelova et al. 2008). Diky tomu, Ze se oracin klinicky nevyuZiva,
nebylo mu zatim z hlediska moZné nadorové rezistence vénovano vice Usili, ale protoze je
to latka podobna antracyklinlm je pravdépodobné, Ze by se rezistence spojend se

zvySenim metabolismu také vyskytovala.
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2.3.4.3 Metabolismus benfluronu

Benfluron (B) je potencialni protinadorové Iécivo, u kterého bylo popsana aktivita vici celé
fadé experimentalnich nadorl in vitro ain vivo. Pfedpokladany mechanismus u€inku je
interkalace do DNA. U ¢lovéka je hlavnim metabolitem dihydrobenfluron (DHB), vznikajici
redukci karbonylové skupiny. Na metabolismu se podili cytosolickd CBR1 a 113-HSD1.
Benfluron nevykazuje pfili§ pfiznivou farmakokinetiku, je pfili§ rychle deaktivovan, takZze
byl modifikovan na 3,9-dimetoxybenfluron. | tento derivat je biotransformovan stejnymi
enzymy, ale substituce zapfiCinila pomalejSi metabolismus, coZ je zde kyZzend zména,

ktera zapficinila zlepSeni protinddorovych u¢inka (Skalova et al. 2002).

2.3.5 Shrnuti role karbonyl reduktas v nadorovém onemocnéni

Jak si Ize povSimnout z pfedchozich strdnek, karbonyl reduktasy hraji roli v nadorovém
onemocnéni pomoci celé fady mechanismi. Jednak se podili na tvorbé ristovych faktort
(hormon() pro hormon-dependentni nadory, ale mohou také zasahovat do bunécné
signalizace a opét pfispivat ke karcinogenezi. Na rozvoji nAdorovych onemocnéni se podili
velké mnoZstvi molekul a mechanismd. Jak dllezita je mezi nimi role karbonylreduktas,
zatim nebylo spolehlivé uréeno. Na druhé strané karbonylreduktasy pfispivaji k detoxifikaci
karcinogennich latek (NNK, AFB1-dialdehyd), ¢imz naopak rozvoji nadorového onemocnéni
brani. Vyznam tohoto G¢inku mze v budoucnosti nabirat na vyznamu, protoZze se stéle
objevuji nové anové latky s karcinogennim potencialem, z nichz nékteré mohou byt
aktivovany nebo detoxikovany pravé redukci karbonylové skupiny. Vyznamnou roli hraji
karbonylreduktasy v rezistenci nadorovych bunék na léCbu antracyklinovymi antibiotiky.
Jako odpovéd na jejich podavani dochazi v buné&nych liniich nadorovych bunék k indukci
aktivity karbonyl reduktas a tedy i pfiliS rychlému odbourani téchto IéCiv, neZ aby se mohla

projevit jejich protinadorova uginnost.

Diky roli karbonylreduktas v rezistenci nadorovych bunék iv tvorbé aktivnich androgen
a estrogent v hormon-dependentnich nadorech se zda byt Gc¢innym prostfedkem, pro
omezeni téchto negativnich dusledkd jejich aktivity, inhibice enzymi odpovédnych za tyto
dopady. Je tedy nutné zjistit, které enzymy jsou zodpovédné jak za tvorbu hormond, tak ty
které jsou indukované podanim protinadorovych IéCiv pfimo v nddorovych burikach. Pro ty

pak nalézt dostatec¢né silny a hlavné selektivni inhibitor, ktery by se dal klinicky vyuzivat.
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3 Cil prace

Cil této disertacni prace lIze rozdélit na dvé casti, stejné tak jako jsou principialné dva hlavni
mechanismy z&sahu karbonylreduktas do rozvoje nadorového onemocnéni. Jednak hraji roli
v rozvoji nadorovych onemocnéni tim, Ze se podili na vzniku eobiotickych latek, které
ovliviiuji proliferaci a diferenciaci bunék, a pak se podili na metabolismu xenobiotickych
karcinogenu a také protinadorovych (ale také dalSich) léCiv. Obé tyto oblasti jsou velice

ddlezité a cilem této disertacni prace je pfinést nové poznatky do obou téchto oblasti.

Prvni ¢ast zahrnuje hledani specifického inhibitoru enzymu AKR1C3, ktery se zda byt
ddlezity v rozvoji hormon-dependentnich nador( prostaty a zfejmé i prsu. Cilem experiment
s rekombinantni AKR1C3 bhylo:

1) zjistit, zda se AKR1C3 podili na metabolismu oracinu a jestlize ano, stanovit redukéni

aktivitu AKR1C3 pomoci HLPC metody po inkubaci s oracinem;

2) vybrat SirSi skupinu flavonoidd a pfibuznych latek a zmapovat jejich vliv na redukéni

aktivitu;

3) pro nejsilngjSi inhibitory AKR1C3 stanovit inhibiéni koncentraci ICs, jejich selektivitu

pro AKR1C3 a pfipadné typ inhibice.

Druha ¢ast prace se zabyva purifikaci nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy, podilejici
se na metabolismu protinaddorového lé¢iva oracinu. Na zakladé rozdilu ve stereospecifité
metabolismu oracinu v celé mikrosomalni frakci lidskych hepatocytt a purifikovanou lidskou
11B-HSD1 se predpoklada, ze musi existovat jeSté dalSi mikrosomalni enzym/y G&astnici se
jeho metabolismu ato s preferenéni tvorbou (+)-enantiomeru metabolitu 11-dihydrooracinu.

Cilem experimentu zabyvajicich se purifikaci nové reduktasy bylo:

1) navrhnout a optimalizovat solubilizaci lidskych jaternich mikrosomu, ktera zajisti

zachovani aktivity cilového enzymu;

2) zavést vhodné purifikacni schéma, které umozni ziskat purifikovanou frakci

obsahujici cilovou mikrosomalni karbonylreduktasu;

3) castecné charakterizovat purifikovany mikrosomalni enzym.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialové vybaveni
4.1.1 Pouzity materiél
11-dihydrooracin (Vyzkumny Ustav pro Farmacii a Biochemii, Ceskéa republika)
1-hexansulfonat sodny monohydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)
6-aminohexanova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko)
Amicon Ultra-15 10 K, zkumavky na ultracentrifugaci (Millipore, USA)
Amoniak (Penta, Ceska Republika)
Bé&zné chemikalie v istoté p.a. (Penta, Ceska republika; Sigma-Aldrich, Némecko)
Bradfordovo €inidlo (Sigma-Aldrich, Némecko)
Coomassie R (Sigma-Aldrich, Némecko)
Detergenty (Sigma-Aldrich, Némecko; Fluka Némecko)
Dusi¢nan stfibrny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Flavonoidy adalsi fenolické  latky  (vitelin, isovitexin, 2’-hydroxyflavanon,
4’-hydroxyflavanon, 3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon, 7-hydroxyflavon, kvercetin dihydrat,
kavova kyselina, naringenin, chlorogenova kyselina, rutin hydrat, 4-hydroxybenzoova
kyselina, kvercitrin hydréat, epigallokatechin galéat, kyanin chlorid, luteolin, (+)-taxifolin hydrét,

silibinin, apigenin) (Sigma-Aldrich, Némecko; Fluka, Némecko)
Formaldehyd (Penta, Ceska republika)

Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche, Némecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chloristan sodny monohydrat (Fluka, Némecko)

Imidazol (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Isopropanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kit pro stanoveni bilkoviny BCA Quanti-Pro (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kolona BDS Hypersil Cig, 250 X 4 mm, 5 um (Thermo Electron Corporation, UK)
Kolona HiTrap Desalting 5 ml (GE Healthcare, Svédsko)

Kolona HiTrap Octyl FF (GE Healthcare, Svédsko)

Kolona HiTrap Phenyl Sepharose 6 FF (low sub) (GE Healthcare, Svédsko)
Kolona HiTrap Phenyl Sepharose HP (GE Healthcare, Svédsko)

Kolona HiTrap Q FF 1 ml (GE Healthcare, Svédsko)

Kolona OD-R Chiracel 240 x 4,6 mm (Daicel Chemical Industries, Japonsko)
Kyselina borita (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina trichloroctova (Penta, Ceské republika)

Meldolova modr (Sigma-Aldrich, Némecko)

Metanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Monosacharidy - rizné (Sigma-Aldrich, Némecko)

NADP" (Sigma-Aldrich, Némecko)

NADPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

Octan etylnaty (Sigma-Aldrich, Némecko)

Oracin (Vyzkumny Ustav pro Farmacii a Biochemii, Ceska republika)
p-jodonitrotetrazoliova sul (Sigma-Aldrich, Némecko)

Polyetylenglykol 2000 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Precision plus Protein, marker pro SDS-PAGE (Bio-rad, USA)

Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tricin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Trietylamin (Fluka, Némecko)
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4.1.2 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy Sartorius CP225D (Sartorius, Némecko)

Centrifuga Heraeus BiofugeStratos (Thermo Electron Corporation, USA)

Centrifuga Sorvall Ultracentrifuge ODT Combi (Thermo Electron Corporation, USA)
Centrifuga Avanti J-30 | (Beckman Coulter, USA)

Gel Doc XR (Bio-rad, USA)

Hlubokochladici box HeraFreeze HFU 486 TOP (Thermo Electron Corporation, USA)
Homogenizator podle Pottera a Elvehjema (B. Braun Biotech, USA)

HPLC sytém Agilent 1100 - gradientova pumpa, autosampler, odplyriovag, termostatovana

¢ast pro kolonu, fluorescenéni detektor (Agilent Technologies, USA)
Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)
Mini-Protean elektroforéza (Bio-rad, USA)

MinitfepacCka IKA lab dancer (IKA, Némecko)

Purifikator Akta purifier (GE Healthcare, Svédsko)

Software GraphPad Prizm 5.00 (Graphpad Software, USA)
Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)
Termomixér komfort (Eppendorf, Némecko)

Vakuovy koncentrator Eppendorf 5301 (Eppendorf, Némecko)
4.2 Inhibice enzymu AKR1C3 slou€éeninami ze skupiny flavonoida

4.2.1 Klonovani, exprese a purifikace rekombinantni AKR1C3

Na pfipravé rekombinantniho enzymu jsem se osobné nepodilela, ale protoze je i tato ¢ast
pro cely projekt dilezita, stru¢né zde cely postup uvedu. Tato pfiprava rekombinantniho
AKR1C3 byla provedena standardnimi technikami. cDNA pro lidskou AKR1C3 bylo
amplifikovano z komeréné dostupné full-lenght cDNA pomoci PCR. Byly pouzity primery
o nasledujici sekvenci: 5-primer: 5-GGA ATT CCA TAT GGA TTC CAA ACA CCA G-3
(obsahuje restrik&ni misto pro restrikéni enzym Ndel), 3'-primer: 5-CGC GGA TCC TTA
ATA TTC ATC TGA ATA TG-5' (obsahuje restrikéni misto pro restrikéni enzym BamHI),
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které jsou komplementarni ke koncim kodujici oblasti AKR1C3. Ziskané PCR fragmenty
byly klonovany do pCR2.1-TOPO, kodova sekvence (CDS) byla potvrzena sekvenaci
provedenou firmou MWG. Po vyStépeni CDS pomoci Ndel aBamHI restrikénich
restrikCnich endonukleas byla tato vlioZzena do expresniho vektoru pET-15b. Vektor byl
transformovan do kompetentnich E.coli BL21(DE3), které byly indukovany 1 mM IPTG za

Ucelem exprese AKR1C3.

Pro naslednou purifikaci AKR1C3 byly buriky mechanicky poruseny metodou French press
a bunécné zbytky sedimentovany ultracentrifugaci. Supernatant byl purifikovan na systému
AKTA Purifier pfimou aplikaci pomoci Ni-afinitni chromatografie. Kolona byla promyta 20 ml
startovaciho pufru arekombinantni AKR1C3 znafeny His sekvenci byl pak z kolony
eluovan pomoci 500 mM imidazolu pfidaného do pufru. Uspé&dnost exprese AKR1C3 a jeho
purifikace byla potvrzena pomoci SDS-PAGE. Enzymaticka aktivita pfipraveného AKR1C3
byla ovéfena inkubaci se substratem 5a-androstendion. Do purifikovanych frakci obsahujici
pfipraveny rekombinantni AKR1C3 byl pfidan glycerol (vysledna koncentrace 20 %)

a protein byl nakonec zkoncentrovan na 1,76 mg/ml v 20 mM fosfatovém pufru, pH 7,4.

4.2.2 Purifikace AKR1C1 a AKR1C2
Enzymy AKR1C1 a AKR1C2 purifikované z lidského jaterniho cytosolu byly ziskany od
skupiny prof. Masera z Ustavu toxikologie a farmakologie pro pfirodovédce v Kielu, kde byly

purifikovany podle postupu publikovaného Breyer-Pffaf a Nill (Breyer-Pfaff and Nill 2000).

4.2.3 Stanoveni enzymové aktivity AKR1C3

Redukéni aktivita rekombinantni AKR1C3 byla stanovena inkubaci s oracinem za
pfitomnosti NADPH-generujiciho systému. Standardni inkubace byly provedeny
v mikrozkumavkach Eppendorff, smési se skladaly vzdy z 10 pl AKR1C3 (odpovidajici
1,76 pg v inkubac¢ni smési), 40 pl NADPH-generujiciho systému a 0,1 M fosfatovém pufru
opH 7,4. ProtoZe inhibitory se rozpoustely v metanolu, bylo je5té do kontrolnich
inkubacgnich smési pfidano 5 % metanolu, aby bylo vylou¢eno ovlivnéni nasledné inhibice
flavonoidy metanolem. Reakce byly vzdy nastartovany pfidanim 20 pl roztoku oracinu
(vysledna koncentrace 0,5 mM). Celkovy objem inkubagnich smési byl 200 pl. Cas
inkubace byl 30 min a inkubovalo se pfi 37 °C. SloZeni pouzivaného NADPH-generujiciho
systému - 0,8 mM NADP*, 6 mM glukosa-6-fosfatu, 35 U glukosa-6-fosfatdehydrogenasy,
3 mM MgCl, v 0,1 mM fosfatovém pufru, pH 7,4. Po uplynuti doby inkubace byly reakce
zastaveny pfidanim 80 pl 26% NH4OH a inkubaéni smés byla ochlazena na 0 °C na ledové
tFiSti. Metabolit 11-dihydrooracin (DHO) byl extrahovan do 600 ul octanu etylnatého pfi

10 s intenzivnim michani na tfepacce. Vzorky byly nasledné centrifugovany 2 min
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v mikrocentrifuze. Organické faze byly pak pfeneseny do novych mikrozkumavek Eppendorf
a extrakty byly odpafeny pod vakuem pfi teploté 45 °C. Odparky byly nasledné rozpustény
v 250 pl mobilni faze a pfipraveny pro HPLC analyzu. Jednotlivé inkubace byly provedeny

ve Ctyfech paralelnich stanovenich.

4.2.4 Stanoveniinhibice enzymu AKR1C3 flavonoidy

Prvni sada inhibi¢nich experimentt byla provedena pro vSechny flavonoidy, jez jsme méli
k dispozici tak, Ze jejich vysledna koncentrace v inkuba&ni smési byla 20 pM. VSechny latky
byly rozpustény v metanolu na zasobni roztoky o koncentraci 1 mM, ty byly pak zfedény
smési metanol:voda 1:1 (v/v) na 0,2 mM roztoky. Pro zjiSténi miry inhibice jednotlivych latek
byly provedeny inkubace a zastaveni reakce stejnym zpusobem jak je popsano v Casti
4.2.3, jen s tim rozdilem, Ze do inkubaéni smési bylo pfidano misto metanolu 20 pl 0,2 mM
roztokd jednotlivych flavonoidu a byla tak ziskana jejich vysledna koncentrace v inkubaéni
smési 20 uM. Mira inhibice byla vyhodnocena a flavonoidy s nejvétSim inhibi¢nim efektem

na AKR1C3 byly podrobeny dalSimu testovani.

V druhé sadé inhibi¢nich experimentl byla hledana inhibi¢ni koncentrace 1Cso pro sedm
vybranych nejucinnéjSich latek. Jejich koncentrace v inkubacénich smésich byly vybrany tak
aby pokryly celé inhibiéni rozmezi. Pro jednotlivé latky bylo vybrdno 4 -5 koncentraci.
Jednotlivé inkubace byly provedeny ve Ctyfech paralelnich stanovenich.

2’-hydroxyflavanon - 1; 10; 50; 100, 500 nM

7-hydroxyflavon - 0,5; 1; 3; 7,5; 15 uM

Naringenin - 0,5; 1; 3; 7,5; 15 uM

Kvercetin - 5; 10; 20; 30 uM

Apigenin - 5; 10; 20; 30 uM

Luteolin - 10; 20; 30; 40 uM

Silibinin - 5, 10, 20, 30 uM

4.2.5 Stanoveni selektivity vybranych inhibitort pro AKR1C3

Nalezené nejsilngjSi inhibitory AKR1C3, 2’-hydroxyflavanon a 7-hydroxyflavon, byly
testovany pro zjiSténi jejich selektivity pro AKR1C3. Oba flavonoidy byly inkubovany
s AKR1C1 a AKR1C2 (stejné jako s AKR1C3 - popséano v Casti 4.2.3) ve tfech rGznych

koncentracich, aby bylo mozné stanovit ICso. Jednotlivé inkubace byly provedeny ve &tyfech

paralelnich stanovenich.
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AKR1C1: 2’-hydroxyflavanon - 0,5; 5; 20 uM
7-hydroxyflavon - 0,1; 1; 3 uM
AKR1C2: 2’-hydroxyflavanon - 5; 20; 40 uM

7- hydroxyflavon - 3; 10; 40 uM

4.2.6 Ur€enitypu inhibice

provedeny stejné, jak je popsano v ¢asti 4.2.3 pouze s tim rozdilem, Ze byly pouzity rizné
koncentrace oracinu (20; 30; 40; 80; 120 a 200 pM) apro kazdou pak koncentrace
2 -hydroxyflavanonu - 0; 100; 300; 1000 nM. Jednotlivé inkubace byly provedeny ve tfech

paralelnich stanovenich.

4.2.7 HPLC metoda pro stanoveni redukéni aktivity

Pro stanoveni redukéni aktivity enzym@ a miry jeji inhibice byla pouzita HPLC metoda na
stanoveni metabolitu oracinu 11-dihydrooracinu (DHO), ktera byla vyvinuta v pfedchozich
letech na naSi katedife (Wsol et al. 1996). Mobilni faze se sklada z 10 mM
hexansulfonanového pufru s 0,1 M TEA, pH 3,27 a acetonitrilu v poméru 75:25 (v/v). Kolona
BDS Hypersil Cyg, rychlost pratoku mobilni faze je 1,5 ml/min. DHO se méfi pomoci
fluorescenéniho detektoru pfi excitacni/emisni vinové délce 340/418 nm. DHO se eluuje
vretenénim Case 2,8 min. Detekéni limit metody je 10 pmol/ml DHO. Ukazka

chromatogramu je na obrazku 14.

4.2.8 Vypocéet inhibiéni konstanty
Inhibi¢ni G¢innost jednotlivych flavonoidd byla charakterizovana pomoci jejich ICs, které

byly vypocitany pomoci programu GraphPad Prism 5.00.

4.3 Purifikace a charakterizace nové mikrosomalni

karbonylreduktasy U€astnici se metabolismu xenobiotik

4.3.1 Priprava lidskych jaternich mikrosomu

Vzorky lidskych jater byly ziskany z Transplantaéniho centra Fakultni nemocnice Hradec
Kralové v souladu s legislativou Ceské republiky. Vzorky tkani byly skladovany pfi teploté
-80 °C a slouzily jako zdroj pro pfipravu mikrosoma. Lidské jaterni tkdn o hmotnosti 3 g byla
homogenizovana za pouZziti homogenizatoru podle Pottera a Elvehjema ve tfech objemech
0,1 M fosfatového pufru, pH 7,4. Homogenat byl centrifugovan 20 min pfi 5 000x g, aby

sedimentovalo vazivo, zbytky bunék a jadra. Vznikly supernatant byl dale centrifugovan
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60 min pfi 20 000x g, kdy sedimentuji mitochondrie a v supernatantu zustavaji mikrosomy
a cytosol. Ty se oddéli tfeti centrifugaci pfi 105 000x g, 60 min. Mikrosomy utvofi peletu
a supernatant je tvofen cytosolem. Mikrosomalni peleta se pak tfikrat resuspenduje
v jednom objemu homogenizaéniho pufru a tfikrat se centrifuguje za stejnych podminek,
aby se odstranily zbytky cytosolu. Po promyti se mikrosomalni peleta resuspenduje
v jednom objemu homogeniza¢niho pufru s 20 % glycerolu a takto pfipravené mikrosomy se
mohou uchovavat pfi -80 °C nebo ihned zpracovat. VSechny tyto centrifugace a mezikroky
se provadi pfi 4 °C aby se pfedeSlo ztratam enzymatické aktivity. Pro kontrolu pfipadné
kontaminace cytosolem se stanovuje aktivita laktatdehydrogenasy, ktera se v Cistych

mikrosomech nevyskytuje.

4.3.2 Solubilizace mikrosomu a jeji optimalizace

Solubilizaéni proces vychazi z postupu pouZzitého pfi purifikaci 11p-HSD1 (Maser et al.
2002). Tento postup byl optimalizovan, co se tyCe typu akoncentrace detergentu
v solubilizaénim pufru. Byly pfipraveny rozdilné solubilizaéni pufry, pfiéemz vSechny
obsahovaly 10 mM NaH,PO4; 1 mM EDTA; 1 M NaCl a 40 % (v/v) glycerolu; pH 7,4 a navic
rizné detergenty v raznych koncentracich. Byly vybrany Cc&tyfi rzné neionogenni
detergenty - oktaetylenglykol monododecyleter (C12ES8), etylenglykol monododecyleter
(C4ES8), dodecyl-B-D-maltosid (DDM) a Triton X-100 v koncentracich 5; 10; 20; 40 mM, coz
odpovida poméru detergent:protein 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 (w/w). Jednotlivé pufry byly smichany
s lidskymi jaternimi mikrosomy v poméru 1:1. Tato smés pak byla jemné michana 45 min na
ledu a nésledné centrifugovana v centrifuze Sorvall za pouZiti rotoru TST 60.4 pfi
38000 rpm (60 min, 4°C). Karbonylredukéni aktivita vzniklého supernatantu
aresuspendované pelety byly stanoveny pomoci inkubace s oracinem. Ug&innost
solubilizace byla vyjadiena jako % puvodni redukéni aktivity mikrosomud v supernatantu,
tedy solubilizovanych mikrosomech. Jako nejvhodnéjsi detergent se jevil triton X-100, proto

pro purifikaci byl pouZit tento detergent v poméru protein:detergent 1:2 (w/w).

4.3.3 Purifikace nové mikrosomalni karbonylreduktasy

4.3.3.1 Odsoleni solubilizovanych mikrosomu

Solubilizované mikrosomy byly odsoleny pomoci gelové filtrace. Kolona HiTrap Desalting
byla nejprve ekvilibrovana pufrem A (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol; 1 % (w/v)
Triton X-100). Nasledné byly solubilizované mikrosomomy aplikované na kolonu, kde
doslo k oddéleni proteini a soli. Separace probihala ve stejném pufru jako ekvilibrace

kolony, pratok mobilni faze byl 1,5 ml/min a eluce proteint a soli byla sledovdna pomoci
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absorbance pfi 280 nm, respektive konduktivity. Vzorky obsahujici proteiny byly pak

koncentrovany pomoci ultrafiltrace v Amicon Ultra-15 10 K zkumavkach (5 000x g, 4 °C).

4.3.3.2 Prvni purifikaéni krok - separace na Q-sefarose

Zakoncentrované odsolené mikrosomy o obsahu proteinu 5,5 mg byly aplikovany na
anion-vyménnou chromatografickou kolonu, HiTrap Q FF 1ml, kterd byla jeSté predtim
ekvilibrovana pufrem A, ktery byl pouZit i pfi odsoleni (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 % (v/v)
glycerol; 1 % (w/v) Triton X-100). Pro eluci proteint z kolony byl pouzit pufr B (20 mM
Tris-HCI pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol; 1 % (w/v) Triton X-100; 1 M NacCl). Prutok mobilni
faze byl 0,5 ml/min a objem sbiranych frakci 1 ml. Elu¢ni program byl zahjen pufrem A
(segment 0-6 ml), nasledoval postupny gradient NaCl az do koncentrace 1 M NaCl
(segment 7-22 ml) a nakonec byl aplikovan Cisty pufr B (22-26 ml). Kazda frakce byla
uschovana, byla stanovena jeji redukéni aktivita vici oracinu, stereospecifita reakce

a obsah proteina.

4.3.3.3 Optimalizace druhého purifikaéniho kroku - hydrofobné-interakéni
chromatografie

Z frakci ziskanych po separaci na Q-sefarose byla vybradna ta, kterd& méla vysokou
redukéni aktivitu a vhodné viastnosti tykajici se enzymové stereospecifity, tedy preferencni
tvorbu (+)-DHO (frakce Q12). Q12 frakce s celkovym obsahem proteint 0,27 mg byla
aplikovana na rizné hydrofobné-interakéni kolony - HiTrap Phenyl-sepharose 6 FF (low
sub), HiTrap Octyl FF a HiTrap Phenyl-sepharose HP. Tyto kolony se liSi jednak velikosti
matrice a také funk&ni skupinou navazanou na matrici. VSechny byly nejprve ekvilibrovany
pufrem C (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol; 1 M (NH4).SO,4), pak byl
nadavkovan vzorek a pro eluci byl pouZzit pufr D (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 % (v/v)
glycerol). Elu¢ni program startoval pufrem C (segment 0-5 ml), nasledoval postupné
sestupny gradient (NH;),SO, (6-20 ml) a program byl ukonéen eluci pufru D (segment
21-30ml). V pfipadé kolon HiTrap Phenyl-sepharose 6 FF (low sub) a HiTrap
Octyl-sepharose 5 FF byl pratok pufrd kolonou 1 ml/min, zatimco u kolony HiTrap
Phenyl-sepharose HP jenom 0,5 ml/min. Frakce byly sbirany po 1 ml a u kazdé byla

proméfena redukeni aktivita, strereospecifita a obsah proteind.

4.3.4 Stanoveni enzymové aktivity a enzymové stereospecifity

Redukéni aktivita jednotlivych frakci ziskanych béhem purifikaéniho procesu byla stanovena
inkubaci s oracinem za pfitomnosti NADPH-generujiciho systému. Standardni inkubace
byly provedeny v mikrozkumavkach Eppendoff, vzdy v celkovém objemu 100 ul a teploté
37 °C. Smési se skladaly z 5 pl mikrosomalni suspenze (coz odpovida 5 mg pavodni tkané)

nebo 50 pl purifikovanych frakci, 20 ul NADPH-generujiciho systému a 0,1 M fosfatovém
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pufru o pH 7,4. Reakce byly vzdy startovany pfidanim 10 pl roztoku oracinu (vysledna
koncentrace 0,5 mM). SloZeni pouzivaného NADPH-generujiciho systému-0,8 mM
NADP*; 6 mM glukosa-6-fosfatu; 35 U glukosa-6-fosfatdehydrogenasy; 3 mM MgCl,
v 0,1 mM fosfatovém pufru; pH 7,4. Po 30 min inkubaci pfi 37 °C byly reakce zastaveny
pfidanim 40 pl 26 % NH,OH a inkubaéni smés byla ochlazena na 0 °C na ledové ftFisti.
Metabolit 11-dihydrooracin (DHO) byl extrahovan do 300 pl octanu etylnatého pfi
10 s intenzivnim michani na tfepacce. Vzorky byly nasledné centrifugovany 2 min
v mikrocentrifuze. Organické faze byly pak pfeneseny do novych mikrozkumavek Eppendorf
a extrakty odpareny pod vakuem pfi teploté 45 °C. Odparky byly nasledné rozpustény
v 250 pl pfislusné mobilni faze a pfipraveny pro HPLC analyzu pro zjiSténi redukéni aktivity
nebo enzymové stereospecifity. Kontrolni inkubace bez biologického materidlu byly

provedeny pro zjiSténi miry neenzymoveé konverze substratu.

4.3.5 Stanoveni preference pro kofaktor

Vyrazné purifikovand frakce obsahujici novou mikrosomalni karbonylreduktasu po druhém
purifikaénim kroku F12 byla charakterizovana, co se tyCe preference pro kofaktor. 20 ul
frakce bylo inkubovano bud s NADH nebo NADPH. V pfipadé NADPH byl pouzit
NADPH-generujici systém (viz ¢ast 4.3.4). Pro stanoveni enzymové aktivity za pfitomnosti
NADH bylo do reakce pfidano NADH ve vysledné koncentraci 6 mM. Postup inkubace

zUstal stejny, jak je popsano v ¢asti 4.3.4.

4.3.6 Stanoveni enzymové kinetiky

Vedle stanoveni preference pro kofaktor byla frakce po druném purifikaénim kroku F12 také
charakterizovana kinetickymi parametry pro redukci oracinu. Inkubace byla provedena
v celkovém objemu 100 pl podobné jako v Casti 4.3.4 pfi stanoveni redukéni aktivity
purifikovanych frakci. 20 pl vyrazné purifikované frakce bylo inkubovano s oracinem
v koneénych koncentracich 0,05-0,8 mM za pfitomnosti NADPH-generujiciho systému
v 0,1 M fosfatovém pufru. DalSi zpracovani vzorku bylo stejné jako v ¢asti 4.3.4. Kinetické
parametry byly uréeny pomoci softwaru GraphPad Prism 5.00. Hodnoty jsou vyjadreny jako

pramér + S.D. z triplikata.

4.3.7 HPLC podminky pro stanoveni redukéni aktivity

Pro stanoveni redukéni aktivity jednotlivych purifikovanych frakci a také preference vyrazné
purifikované frakce pro kofaktor a jeji enzymovou kinetiku byla pouzita HPLC metoda na
stanoveni celkového mnoZstvi metabolitu oracinu - 11-dihydrooracinu (DHO), ktera byla

vyvinuta v pfedchozich letech na naSi katedfe (Wsol et al. 1996) a popsana v Casti 4.2.7.
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4.3.8 HPLC podminky pro stanoveni enzymoveé stereospecifity

Enzymové stereospecifita jednotlivych frakci béhem purifikace byla stanovena pomoci
chiralni HPLC metoda pro stanoveni obou enentiomerd DHO, ktera byla také vyvinuta na
nasi katedfe (Wsol et al. 1999). Mobilni faze se skladda z 0,3 M chloristanového pufru
(pH 3,0) a acetonitrilu v poméru 69:31 (v/v), kter4 protékad pfes kolonu OD-R Chiracel
240 mm x 4,6 mm rychlosti 0,5 ml/min. Enantiomery DHO jsou detekovany fluorescencné
pfi excitacni/emisni vinové délce 340/418 nm. Enantiomer (+)-DHO ma retencni ¢as 9 min

a druhy enantiomer (-)-DHO 12 min.

4.3.9 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteint v mikrosomech a ve vSech frakcich z prvniho purifikaéniho kroku byla
kvuli pfitomnosti detergentu Triton X-100 stanovovana BCA metodou (stanoveni s kyselinou
bicinchoninovou) pomoci komeréné dostupnych kitd s riznym detekénim limitem. Frakce
ziskané po druhém purifikaénim kroku byly stanoveny modifikovanou Bradfordovou
metodou podle (Georgiou et al. 2008), protoZe komeréné dostupné kity nemaji dostate¢né

nizky detekéni limit.

4.3.10 Stanoveni stability mikrosomu a purifikovanych frakci

Vybrané frakce po separaci na Q a Fenyl-sefarose byly testovany na jejich stabilitu pfi
laboratorni teploté. B&€hem prace se tyto vzorky uchovavaji na ledu, proto jsme je vystavili
jesté extremnéjSim podminkam. Jednotlivé frakce byly ponechany ve stojanku pfi
laboratorni teploté, resp. na ledu a v pravidelnych intervalech byly odebirany vzorky, které
byly ihned zamrazeny pro naslednou inkubaci s oracinem (viz ¢ast 4.3.4) a stanoveny

zmeény v redukéni aktivité v pribéhu ¢asu.

4.3.11 Elektroforéza

4.3.11.1 SDS-elektroforéza
Koncentrované a odsolené mikrosomy spole¢né s vybranymi frakcemi z Q-sefarosy (Q12)
a Fenyl-sefarosy byly analyzovany na 1,5 mm silném gelu SDS-polyakrylamidové

elektroforézy (PAGE). Bylo pouZito klasické provedeni na Tris-glycinovém SDS gelu.
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Slozeni gelu:
Separacni gel Zaostfovaci gel
12 % akrylamid (AA) 4 % AA
0,33 % bis-akrylamid (bis-AA) 0,1 % Bis-AA
0,37 M Tris-HCI pH 8,8 0,13 M Tris-HCI pH 6,8
0,1 % SDS 0,1 % SDS
0,06 % persiran amonny (APS) 0,06 % APS
0,04 % TEMED 0,04 % TEMED

Vzorky na elektroforézu byly smichany s tfikrdt koncentrovanym vzorkovym pufrem
(150 mM Tris-HCI; 6 % SDS; 18 % (w/v) glycerol; 3 % (w/v) 2-merkaptoetanol; 0,012 %
(w/v) bromfenolova modf) v poméru 2:1 azahfaty 3 min na 95°C. Vzorky byly pak
aplikovany na gel a jako elektrodovy pufr byl pouzit roztok slozeny z 0,1 M Tris-HCI pH
8,3; 1 M glycinu a 5% SDS. Separace probihala pfi 100 V v zaostfovacim gelu a pfi 200 V

v gelu separacnim. Nasledné byl gel obarven (viz ¢ast 4.3.12.1 a 4.3.12.2).

4.3.11.2 Nativni elektroforéza 1

Nativni elektroforéza 1 byla provedena stejné jako SDS elektroforéza, pouze stim
rozdilem, Ze gel, vzorkovy pufr ielektrodovy pufr byl prosty SDS. Vzorky nebyly
samoziejmé pred nadavkovani na gel prevareny a separace probihala i v separaénim gelu
pfi 100V.

4.3.11.3 Nativni elektroforéza 2
VhodnéjSi podoba nativni elektroforézy je typ 2, kde slozeni gelt a pufrd je jiné a méa pro
zachovani nativnich vlastnosti lepsi pH. Opét byl pouZit 1,5 mm gel, ktery meél &ast

zaostfovaci a ¢ast separacni.

Slozeni gelu:
Separacni gel Zaostfovaci gel
15 % AA 4% AA
0,325 % bis-AA 0,13 % bis-AA
0,375 M Tris-HCI, pH 7,0 0,125 M Bis-Tris, pH 7,0
0,1 % APS 0,1 % APS
0,023 % TEMED 0,035 % TEMED
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Vzorky byly uchovavény na ledu, aby nedochézelo k jejich degradaci a tésné pred aplikaci
na gel smichany se vzorkovym pufrem (10 mM Tris-HCI pH 7,0; 50 % (v/v) glycerol,
0,01 % brofenolova modf) v poméru 1:1. Separace probihala s elektrodovym pufrem
o slozeni 25 mM Tris-HCI pH 7,0; 0,19 M glycin pfi konstantnim proudu 25 mA za
intenzivniho chlazeni (Seymour and Lazarus 1989). Po ukonceni byl gel obarven (viz ¢ast
4.3.12.3 a4.3.12.3). Ve slozeni elektrodového pufru byla provedena pozdéji také jedna
modifikace, kdy pufr v katodovém prostoru byl zmé&nén na 125 mM Tris-HCI; 0,95 M glycin
s pridavkem 0,25 % cholatu sodného a 0,25 % Tritonu X-100 (Wittig et al. 2007).

4.3.11.4 Clear-native elektroforéza

Clear-native elektroforéza (CN-PAGE) je varianta tzv. blue-native PAGE (BN-PAGE), ktera
je obecné doporucovana pro elektroforézu membranové vazanych proteind, ale
s barvenim, které bylo pouzito (Cast 4.3.12.3) neni kompatibilni. Proto byla provedena
pravé CN-PAGE.

Slozeni gelu:
Separacni gel Zaostrovaci gel
12 % AA 4% AA
0,32 % bis-AA 0,13 % bis-AA

14 % glycerol -

0,025 M imidazol, pH 7,0 0,025 M imidazol, pH 7,0
0,5 M 6-aminohexanova kyselina (6-AHA) 0,5 M 6-AHA

0,5 % APS 0,5 % APS

0,05 % TEMED 0,05 % TEMED

Vzorky byly uchovany na ledu atésné pred aplikaci byl pfidan vzorkovy pufr (0,0375 M
imidazol pH 7,0; 0,75 M 6-AHA; 0,1 % Ponceau S) v poméru 2:1. U této elektroforézy se
liSil elektrodovy pufr v katodovém (50 mM Tricin; 7,5 mM imidazol s pfidavkem 0,05 %
cholatu sodného a 0,05 % Tritonu X-100) a anodovém (25 mM imidazol-HCI pH 7,0)
prostoru. Separace probihala za konstantniho proudu 15 mA a intenzivniho chlazeni
(Wittig et al. 2007). Po ukonc&eni elektroforézy byl gel obarven (¢asti 4.3.12.2 a 4.3.12.3).
Tento typ elektroforézy byl jeSté dale optimalizovan, co se tyCe obsahu detergent(

v katodovém pufru podle zminéného ¢lanku.
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4.3.12 Barveni elektroforetickych gelt

4.3.12.1 Barveni stfibrem dle Ohsawy

Vysoce citliva metoda stfibfeni, u které se uvadi detekéni limit az 100 pg proteinu. Barveni
je velice citlivé protoze béhem fixace dochazi ke smrsténi gelu avytlaCeni SDS
z komplexu SDS-protein. Elektroforeticky gel tloustky 1,5 mm bylo nutné nejprve fixovat
1 hodinu pomoci roztoku 5 % PEG 2000 v 50% roztoku isopropanolu. Nasledovalo barveni
ve vodném roztoku 0,2 % AgNOs;; 0,25 % NH,OH a 0,2 % NaOH po 30 minut. Po
tfinasobném kratkém oplachnuti gelu vodou nasledovalo ponofeni do vyvijeciho roztoku
(0,005% kyselina citronova a 0,02% formaldehyd) az do ztmavnuti prouzkd (cca 20 min)
(Ohsawa and Ebata 1983; Oosawa et al. 1986).

4.3.12.2 Barveni stfibrem dle Chevallet

Tato metoda je zatim jedina publikovand metoda stfibfeni elektroforetickych geld, ktera je
plné kompatibilni s hmotnostni spektrometrii (MS). Zde totiz neni pouZivané stfibro
redukovano formaldehydem, jenz pak brani MS analyze proteind, ale monosacharidy diky
kterym se metoda nazyva také ,sladké stfibfeni*“. Gel po ukonceni elektroforézy bylo
nutné nejprve fixovat pres noc v roztoku 30% (v/v) etanolu a 10% (v/v) kyseliny octové. Po
Ctyfnasobném kratkém oplachnuti vodou nasledovala senzitizace gelu pomoci 8 mM
thiosiranu sodného. Po oplachnuti vodou bylo dal§im krokem 30 minutové stfibfeni 12 mM
AgNO:;. Po stiibfeni byl gel velmi kratce oplachnut vodou a ponofen do vyvojky (2 % (w/v)
ribosa; 100 mM kyselina borita; 150 mM NaOH; 50 uM thiosiran sodny; pH 12,7), kde se
po 20-30 minutach vytvofili tmavé hnédé prouzky. Pro uchovani obarveného gelu se gel

ponofil do roztoku sloZzeného z 40% Tris a 20% kyseliny octové.

4.3.12.3 Barveni naredukéni aktivitu

Tento typ barveni vyuZzivd enzymatickou aktivitu redox enzymu, ktera po nativni
elektroforéze zustava zachovana. Dokaze tedy pfifadit elektroforeticky prouzek pouze
enzymu s pfisluSnou enzymatickou aktivitou. Tento typ barveni se pouziva hlavné pro
barveni oxidas (ziskaji se fialové prouzky na pruhledném pozadi), my jsme pouZili
v podstaté opacny postup, kdy vysledkem je tmavé fialovy gel s enzymaticky aktivnimi
prosvétlenymi prouzky. Principem metody je redukce tetrazoliové soli pomoci NADPH na
fialovy nerozpustny formasan (Gabriel and Gersten 1992). Po nativni elektroforéze byl gel
okamzité inkubovan s 0,5 mM oracinem a1 mM NADPH v 0,2 M Bis-Tris-HCI, pH 7,0
(nebo Ize rozpoustét v 10 mM fosfatovém pufru, pH 7,4) pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Gel
byl pak oplachnut vodou a vloZzen do barviciho roztoku (0,31 mM p-jodonitrotetrazolum;
0,05 mM Meldolova modrf v 0,2 M Bis-Tris, pH 7,0 nebo 10 mM fosfatovém pufru, pH 7,4)

kde byl ponechan do rana.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Inhibice enzymu AKR1C3 slou€éeninami ze skupiny flavonoida

5.1.1 Screening inhibiénich G¢€inkd flavonoidd na AKR1C3

Pro testovani inhibicniho G¢inku AKR1C3 jsme si vybrali 20 flavonoidd a pfibuznych
fenolickych latek, které se pomérné hojné vyskytuji v lidské straveé - vitelin, isovitexin,
2’ -hydroxyflavanon, 4" -hydroxyflavanon, 3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon, 7-hydroxyflavon,
kvercitin dihydrat, kavova kyselina, naringenin, chlorogenova kyselina, rutin hydrét,
4-hydroxybenzoova kyselina, kvercitrin hydrat, epigallokatechin galat, kyanin chlorid,
luteolin, (+)-taxifolin hydréat, silibinin, apigenin. Jejich struktury a vyskyt ve stravé jsou
uvedeny v pfiloze 2. Na obrazku 14 je ukazka chromatogramu HPLC metody pro stanoveni
redukéeni aktivity AKR1C3 (viz 4.7).

.-|
1ED‘

Obr. 14 - Chromatogram HPLC metody pro stanoveni celkového mnozstvi 11-dihydrooracinu (DHO),
metabolitu oracinu, ktera se pouziva pro vypocet redukéni aktivity AKR1C3 a miry jeho inhibice a také
uréeni redukéni aktivity purifikovanych frakci. Retenéni ¢éas DHO 2,8 min

Jako prvni jsme stanovili inhibiéni G€inek vSech vybranych latek na AKR1C3 pfi koncentraci
20 uM. Tuto koncentraci jsme si vybrali z toho ddvodu, abychom se pohybovali v takovych
koncentracich flavonoidd, které by pfipadné mohly mit klinicky dopad a které jsou, byt po
opakovaném podéavéani, dosazitelné v lidském organismu. Je totiz zndmo, Ze hladiny
flavonoidd v plazmé se obyc&ejné pohybuji v nizkych uM az nM koncentracich v zavislosti na

sloZeni stravy (Paganga and Rice-Evans 1997; Scalbert and Williamson 2000).
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Obr. 15 - Inhibiéni efekt vybrané skupiny flavonoidd a pfibuznych fenolickych latek v koncentraci

20 pM na aktivitu AKR1C3

Jak je vidét na obrazku 15, pét latek nevykazuje v koncentraci 20 uM Zadny inhibi¢ni efekt

na AKR1C3 a dalSich osm latek v dané koncentraci vykazuji nepfili§ velky inhibi¢ni efekt na

sledovany enzym. Nejsilngjsimi

inhibitory v koncentraci

20 pM AKRI1C3 jsou

2’ -hydroxyflavanon (98,9% inhibice), 7-hydroxyflavon (82,5% inhibice) a naringenin (71,9%

inhibice). DalSimi docela silnymi inhibitory jsou luteolin, apigenin, kvercetin a silibin (inhibice

kolem 50 %). VSechny tyto latky byly dale testovany a byla uréena jejich 1Csp.

5.1.2 Uréeni ICso vybranych inhibitordt AKR1C3 a typu inhibice

Vybrané flavonoidy byly podrobeny dalSimu testovani, byla sledovana mira inhibice

AKR1C3 pfi riznych koncentracich tak, jak je popsano v ¢asti 4.2.4 a z téchto vysledkl byly

uréeny inhibiéni koncentrace ICs, pro jednotlivé latky v softwaru GraphPad Prism 5.00. Tyto

hodnoty byly ureny ze zavislosti reduk&ni aktivity enzymu na log koncentraci inhibitoru, jak

je ukadzano na obrazku 16.
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Obr. 16 - Graf zavislost redukéni aktivity AKR1C3 na log koncentrace inhibitoru, z kterého se uréuje
poloviéni inhibiéni konstanta 1Csg

Z tabulky 1 je patrné, Ze nejsilngjSim inhibitorem je 2 -hydroxyflavanon s velmi nizkou
hodnotou ICsy. Za silné inhibitory Ize jeSté povaZovat naringenin, 7-hydroxyflavon a silibinin.

N1

Ostatni latky vykazuji vySSi hodnotu I1Csg, kolem 20 puM.

RO

Flavonoid ICs0 (UM)
2 -hydroxyflavanon 0,3
Naringenin 2,4
7-hydroxyflavon 4,9
Silibinin 6,2
Kvercetin 18,8
Apigenin 21,8
Luteolin 37,4

Pro nejsilngjsi inhibitor AKR1C3 2 -hydroxyflavanon byl také stanoven typ inhibice (viz
obr. 17). Vysledek je pomérné zajimavy, protoze zgrafu je patrné, Ze inhibice je
akompetitivni, coz znamena4, Ze inhibitor se mlize na enzym vazat, pouze v pfipadé, kdyz

uz je pfitomen substrat, nikoliv vdak na volny enzym.
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Obr. 17 - Dvaijité reciproky graf Lineweavera a Burka zavislosti rychlosti reakce na koncentraci oracinu
pfi raznych koncentracich 2"-hydroxyflavanonu. PouZzité koncentrace 2'-hydroxyflavanonu (@) 0 nM,
(m) 100 nM, (4) 300 nM, (4) 1000 nM

5.1.3 Stanoveni selektivity inhibice AKR1C3

Dva silné inhibitory 2’-hydroxyflavanon a 7-hydroxyflavon byly vybrany pro stanoveni
selektivity inhibice pro AKR1C3. Dle popsaného postupu v ¢asti 4.2.5 byly tyto flavonoidy
inkubovany vedle AKR1C3 také s AKR1C1 a AKR1C2. V tabulce 2 je uvedeno porovnani
jejich 1Csq. 2"-hydroxyflavanon inhibuje AKR1C3 20krat silnéji nez AKR1C1. Zajimavé se

s e

Tab. 2 - Selektivita inhibice AKR1C enzymu 2" -hydroxyflavanonem a 7-hydroxyflavonem

2'-hydroxyflavanon ICsy (UM)  7-hydroxyflavon ICgo (UM)

AKR1C1 6,2 0,075
AKR1C2 47,1 38,9
AKR1C3 0,3 4,9

Z vySe uvedenych vysledkd vyplyva, Ze 2’-hydroxyflavanon je silnym a selektivnim
inhibitorem AKR1C3, ktery by mohl byt diky velmi nizké hodnoté 1Cs, Kklinicky vyuZitelny

v terapii hormon-dependentnich malignit, kde je AKR1C3 ve zvySené mife exprimovan.
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5.1.4 Shrnuti a diskuse vysledki inhibice AKR1C3 flavonoidy

Jak je znazornéno na obrazcich 6, 8 a v pfiloze 1, AKR1C3 redukuje slaby estrogen estron
na aktivni estradiol a slaby androgen 4-androstendion na silny testosteron. Tyto aktivni
pohlavni hormony mohou pak stimulovat proliferaci hormon-dependentnich nadorovych
bunék prostaty, prsu a endometria. Navic AKR1C3 miZe pfispivat k proliferaci i hormon-
independetnich bunék pfes tvorbu prostaglandini ze skupiny PGF, (viz obr. 9). Z toho

davodu AKR1C3 muZze byt vhodnym cilem pro |éEbu téchto typu nddorovych onemocnéni.

V této studii jsme se snazili nalézt inhibitory AKR1C3 ze skupiny pfirodnich latek, flavonoid
a pfibuznych fenolickych latek, které se bé&zné& vyskytuji v lidské stravé. Inkubovali jsme
rekombinantni formu AKR1C3 se substratem oracinem za pfitomnosti NADPH-generujiciho
systému a jednotlivych potencialnich inhibitora. Zjistili jsme, Ze cela fada latek vykazuje
k AKR1C3 urcity inhibiéni efekt, pfic¢emz nejsilngjSim inhibitorem je 2"-hydroxyflavanon
(IC50=0,3 pM) a nasleduje naringenin (ICsp = 2,4 uM), 7-hydroxyflavon (ICso = 4,9 uM)
a silibinin (ICsp = 6,2 uM). Ostatni latky uz maji hodnoty I1Cs, vy3si, 20 a vice uM. Tyto
vysledky jsme se snaZili porovnat s jiz publikovanymi vysledky (Krazeisen et al. 2001).
Krazeisen et al. pouzivali pro stanoveni ICsq jiné podminky, kde jako substrat AKR1C3
pouzivali 4-androstendion a detekce byla zaloZzena na scintilaci. | kdyz hodnota I1Csy na
podminkach stanoveni zavisi, mélo by byt mozné vysledky alespon kvalitativhé porovnavat.
Jako nejlepsi inhibitory AKR1C3 se jejich v studii ukazaly byt zearalenon (ICso = 4 uM),
kumestrol (ICsqo = 4 uM) a kvercetin (ICso = 9 uM). V porovnani s naSimi zavéry si zde
kvercetin vede Iépe, zajimaveé je takeé to, Ze zde 7-hydroxyflavon (ICso = 24 uM) a naringenin
(ICso = 33 puM) nevykazovaly pfilis dobré inhibi¢ni viastnosti. Jediny apigenin vykazuje
v obou studiich podobnou G¢innost inhibice. 2"-hydroxyflavanon bohuzel nebyl testovan.

Pro¢ jsou mezi vysledky takové rozdily, neni bohuzel znamo.

V nedavné dobé byly také publikovany prace, kde jsou inhibitory enzym( AKR1C latky na
bazi nesteroidnich antiflogistik (NSAID). Bylo zjisténo, Ze nejlepSimi inhibitory AKR1C3 jsou
latky  odvozené od indometacinu - nejvy$Si  uc€innost  byla nalezena  pro
N-(4-chlorobenzoyl)-melatonin (CBM) (ICsp = 11,4 upM), ktery vykazuje selektivitu pro
AKR1C3 a navic neinhibuje prostaglandin-H,-synthasu. Oproti tomu pro AKR1C1l se
nejlepSimi inhibitory ze skupiny NSAID zdaji byt derivaty kyseliny salicylové (Byrns et al.
2008; Byrns and Penning 2009). | my jsme vramci studie otestovali selektivitu zatim
alespon dvou nejucinngjSich inhibitord pro AKR1C3. 2"-hydroxyflavanon vykazuje selektivitu
pro AKR1C3 vzhledem k AKR1C1 (20krat nizSi inhibice) a AKR1C2 (velice slaba inhibice).
Prekvapivé vysledky byly nalezeny pro 7-hydroxyflavon, protoZe se ukézalo, Ze je 65krat
silngjSim inhibitorem AKR1C1 (ICso = 0,075 pM) nez AKR1C3 (ICs = 4,9 uM). Itento

vysledek maze byt potencialné klinicky vyuzitelny, protoze AKR1C1 pravdépodobné hraje
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dualezitou roli v hormon-dependentnim nadoru endometria (viz ¢ast 2.3.1.2). Navic je tento
vysledek ve shodé s vysledky publikovanymi Brozic et al., kde se také ukézalo, Ze

nejsilngjSimi inhibitory AKR1C1 jsou pravé 7-hydroxyflavon (ICso = 14 pM) a naringenin
(ICs0 = 14,2 uM) (Brozic et al. 2006).

Nase vysledky z in vitro experimentd ukazuji, Zze flavonoidy jsou silnymi inhibitory AKR1C3
a AKR1C1. Ale jaka by byla situace in vivo? Je mozné dosahnout takovych koncentraci
flavonoidd ve tkanich? BohuZel jsou tyto informace prakticky neznamé, i plasmatické
koncentrace pfi normalni dieté a dieté s vySSim obsahem zeleniny a ovoce jsou znamé
pouze pro nékteré flavonoidy. Napfiklad koncentrace naringeninu je norméalné pomeérné
nizka (4,8 nM), ale po 5tydenni dieté s obsahem zeleniny a citrust doSlo ke zvySeni jeho
hladiny na 113 nM (Erlund et al. 2002). Po jednorazové davce grapefruitového dzusu
vzrostla hladina naringeninu v priméru az na 6 uM. Zde byly pozorovany velké
interindividualni rozdily, pfi€emz maximalni koncentrace dosahla az 14,8 puM (Erlund et al.
2001). V naSi studii jsme nalezli pro inhibici AKR1C3 naringeninem in vitro hodnotu
ICs0 = 2,4 UM, takZe je pravdépodobné, Ze takovych hodnot, které by ovliviiovaly AKR1C3
a tedy metabolismus hormonu in vivo by bylo pro naringenin a snad i pro ostatni flavonoidy

mozné dosahnout.

Zavérem tedy Ize fici, ze jsme nalezli silny a selektivni inhibitor AKR1C3
2’ -hydroxyflavanon, ktery by diky velice nizké hodnoté ICs, = 300 nM mohl byt klinicky
vyuzitelny pro |é¢bu hormon-dependetnich nadorli, pokud se potvrdi jeho vyrazna

selektivita.

5.2 Purifikace a charakterizace nové mikrosomalni

karbonylreduktasy U€astnici se metabolismu xenobiotik

Teoreticky podklad daného projektu, ktery se zabyval purifikaci nové lidské jaterni
mikrosomalni karbonylreduktasy, kter4 se Uc€astni metabolismu oracinu, byl popsan v &asti
2.3.4.2, kter4 pojednava o metabolismu oracinu ataké v Casti 3, kde byly vytyCeny cile
prace. Stru¢né zde zopakuji, ze nova mikorosomalni karbonylreduktasa byla purifikovana na
zakladé rozdilu ve stereospecifité redukce oracinu mezi lidskou jaterni mikrosomalni frakci
a dosud jedinou popsanou lidskou mikrosomalni karbonylreduktasou, ktera se podili na
biotransformaci xenobiotik, 118-HSD1. Tento rozdil poukazuje na nutnou uc€ast dalSiho
dosud neznamého mikrosomalniho enzymu na biotransformaci oracinu, tentokrat
s preferenci pro (+)-enantiomer DHO (Wsol et al. 2004). Tato situace je zachycena na
obrazku 18.
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Obr. 18- Stereospecifita biotransformace oracinu lidskymi jaternimi mikrosomy a lidskou
purifikovanou 11B-HSD1. Jejich rozdil ukazuje na pfitomnost dalSiho zatim neznamého
mikrosomalniho enzymu s preferenci pro tvorbu (+)-DHO

Oracin je v tomto projektu pouzivan viceméné jen jako modelovy substrat, protoze je snadno
redukovatelny a z pfedchozich let mame k dispozici jednoduchou a velice citlivou HPLC
metodu pro stanoveni jeho metabolitu. Pfedpokladame ale, Ze ziskané vysledky budou mit

Vv,

obecnéjsi platnost, tedy Ze se nebudou dotykat pouze biotransformace oracinu.

5.2.1 Optimalizace solubilizace

Naprosto stéZejni krok pro praci s membranové vazanymi proteiny je jejich uvolnéni do
roztoku se sou€asnym zachovanim funkénosti, tedy solubilizace. Membranové proteiny jsou
ze své podstaty vzdy alesponi do ur€ité miry hydrofobni, takZze prace s nimi v bézné
pouzivanych vodnych roztocich neni zcela jednoducha. Pfirozené jsou zasazené v lipidové
membrané, takZe i ve vodnych roztocich je jim nutné zajistit prostfedi, které splfiuje jejich
hydrofobni naroky a pomuaze zachovat jejich pfirozenou funkci. Komponenty, které toto
dokazou zaijistit, jsou detergenty, které jsou pro praci s membranové vazanymi proteiny
naprosto nezbytné. Detergenty jsou amfipatické molekuly, které ve vodnych roztocich
vykazuji jedine¢né vlastnosti. Spontanné tvofi sférickou micelarni strukturu, v jejimz centru
jsou hydrofobni &asti detergentu ana povrchu hydrofilni ¢asti. Vytvari tak strukturu
podobnou bunéfné membrané, do které se membranové proteiny vloZi aive vodném
roztoku jsou tak v prostfedi, které umoZzni zachovani jejich vlastnosti. Detergenty samy
o0 sobé by mohly byt téma celé disertacni prace, je jich obrovské mnoZstvi a déli se do

nékolika skupin. Obecné plati, Ze neexistuje Zadny univerzalni detergent, vzdy zavisi na
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typu membranového proteinu, takZe nalezeni vhodného detergentu pro danou aplikaci

odpovida metodé pokus-omyl (Maire et al. 2000; Seddon et al. 2004).

Protoze jsme se snazili solubilizovat mikrosomy a v nich obsazeny protein, o kterém jsme
vlastné nic, kromé stereospecifity pro (+)-DHO, nevédéli, nebylo ani jednoduché vybrat
vhodny solubilizaéni postup. VySli jsme z postupu pouzivaného skupinou prof. Masera pfi
solubilizaci 11B-HSD1 (Maser et al. 2002), ktery se zda byt zatim nejpodobné&jSim
enzymem, ktery byl zlidskych jater UspéSné purifikovan v aktivnim stavu. Slozeni
solubilizaéniho pufru (typ a koncentrace detergentu) bylo optimalizovano pro naSe potfeby.
Je nutné zaveést takovou solubilizaci, ktera umozni uvolnit enzym z membréany, ale zaroven
zachova jeho trojrozmérnou strukturu atim ifunkci. Byly vybrany &tyfi rlzné neiontové
detergenty z rtznych podskupin a z nich byly podle postupu v &asti 4.3.2 pfipraveny razné
solubilizaéni pufry a stanovena jejich U€innost. Koncentrace detergentd byla zvolena tak,
aby pomér detergent:protein byl 1:1, 2:1, 3:1, 4:1. Redukéni aktivita byla stanovena
v supernatantu (solubilizované mikrosomy) iv peleté. Soucet obou redukénich aktivit

nedava bohuzel 100 %, protoZe peletu nebylo mozné dokonale resuspendovat.
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Obr. 19 - Stanoveni nejvhodnéjSiho detergentu pro solubilizaci lidskych jaternich mikrosoma pro
potfeby purifikace nové lidské jaterni mikrosomalni karbonyreduktasy. Uginnost jednotlivych
detergent( je vyjadiena jako % pUvodni redukéni aktivity mikrosomu v supernatantu

v s

Z obrazku 19 je patrné, Ze nejucinnéjSi detergenty jsou Triton X-100 a C12ES8, které

dosahuji 90% vytéZzku puvodni redukéni aktivity mikrosomi. C12E8 dosahuje takovych
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vytézka az pfi pomérné vysoké koncentraci, kterd by pak pfinaSela obtiZe v dalSim postupu,
proto byl pro dalSi praci byl vybran Triton X-100 v koncentraci 10 mM odpovidajici poméru
protein:detergent 1:2. V solubilizacnim postupu pouzivaném pfi purifikaci 113-HSD1 byl
k solubilizovanym mikrosomdm pfidavan jesté iontovy detergent, cholat sodny, ktery jsme
my vynechali, protoze by dochazelo zbyteéné ke zvySovani iontové sily, coz by interferovalo
s prvnim purifikaénim krokem, kterym je iontové-vyménna chromatografie. Diky vysokému
obsahu NaCl v solubilizaénim pufru bylo nutné solubilizované mikrosomy odsolit pomaoci
gelové filtrace na sefadexu G-25. Po odsoleni byly pak mikrosomy zakoncentrovany pomaoci

ultrafiltrace ve zkumavkach Amicon.

5.2.2 Purifikace nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy

Purifikace nezndmého proteinu, u néhoz nejsou znamé vlastnosti, které by se daly vyuZit pfi
navrzeni purifikaniho postupu, je pomérné obtizna. Proto bylo nutné vychazet z obecné
doporuc¢ovanych kombinaci chromatografickych purifikacnich krokd. Pro neznamy protein je
jako  nejvhodnéjSi popsana kombinace iontové-vyménné chromatografie (IEX)
a hydrofobné-interakéni chromatografie (HIC) (Anonymous 2001), proto jsme tuto
kombinaci pouzili také. Na obrazku 20 je schéma jednotlivych krokd purifikaéniho

schématu, jak uz bylo popsano v experimentalni ¢asti.

Lidska jaterni tkan

v
Mikrosomy

v
Solubilizavané mikrosomy

gelova filtrace
¥

Odsolené mikrosomy

zakoncentraovani
v

Q-Sefarosa

flow through® Q12 frakce frakce

a2, Q3 y Q11,313
Fenyl-Sefarosa |

F11 frakce
L

Nova karbonylreduktasa

Obr. 20 - Schéma postupu pro purifikaci nové lidské jaterni mikrosomalni karbonyl reduktasy
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| kdyZ schéma na obrdzku 20 vypadd pomérné jednoduSe, neni tento postup tak
jednoduchy uz kvali obtizim prace s mikrosomalnimi proteiny, jak bylo nazna¢eno v Casti
5.2.1.

U vSech frakci béhem celého purifikacniho postupu muselo byt stanoveno nékolik
parametrl - redukéni aktivita, stereospecificita redukce oracinu a obsah proteinu. Stanoveni
redukeni aktivity bylo popséno v ¢asti 4.3.4 a 4.3.7 a chromatogram HPLC metody pro
stanoveni celkového mnozstvi DHO, ktery se pro vypocet redukéni aktivity pouZiva je na
obrazku 14. Stanoveni enzymoveé stereospecifity bylo také popsano v experimentélni ¢asti
(Césti 4.3.4 a 4.3.8) a chromatogram chiralni separace a stanoveni obou enantiomerd DHO
je na obrazku 21.

Obr. 21 - Chromatogram chirdlni HPLC metody pro stanoveni obou enantiomerd 11-dihydrooracinu
(DHO), ktera byla pouzivana pro zjiSténi enzymové stereospecifity

5.2.2.1 Prvnikrok purifikace - separace na Q-sefarose

Solubilizované mikrosomy byly odsoleny a koncentrovany a az po té aplikovany na kolonu
s Q-sefarosou. Separacni schopnost Q-sefarosy je zaloZena na principu iontové vyménné
chromatografie, a pro prvni purifikaéni krok byla kolona vybrana na zakladé obecnych
doporuceni pro purifikaci neznamych proteind. Jako funkéni skupiny jsou na sefarosové
matrici navazané kvarterni amoniové ionty (Q), jedna se tedy o anion-vyménnou
chromatografii. Pufry, které byly pouzivané pro tuto separaci, také obsahuji Triton X-100
v koncentraci, kterd odpovidd poméru protein:detergent 1:2 vzhledem ke koncentraci
proteinu odsolenych koncentrovanych mikrosoma. Triton X-100 je pfitomny kvali tomu, aby
uz jednou uvolnéné proteiny z membrany byly stéle v prostfedi, které je vhodné pro
zachovani jejich aktivity a nedochéazelo zbyte¢né k jejich deaktivaci. Navazané proteiny
byly z kolony vymyvany pomoci zvysSujiciho se gradientu NacCl, pficemz byl gradient volen
na zakladé obecnych doporu€eni z pfirucky k pouzivané koloné. Obrazek 22 ukazuje

rozlozeni reduké&nich aktivit ve frakcich ziskanych po prvnim purifikaénim kroku. Frakce,
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které jimame na zacatku (Q1-Q3) jsou oznaCovany jako tzv. protékajici frakce, tedy frakce
obsahuji proteiny, které viabec neinterakuji s funkéni skupinou kolony (Q). Z hlediska

M vew s

z kolony vymyvany postupnym gradientem NacCl.

Obr. 22 - RozloZeni redukénich aktivit ve frakcich ziskanych po prvnim purifikaénim kroku tedy
separaci na Q-sefarose

Celkovy vytézek redukéni aktivity po tomto kroku byl 80 % pavodni redukéni aktivity
aplikované na kolonu. U frakci, které mély vyznamnéjSi redukéni aktivitu, byla stanovena

i jejich stereospecifita pro redukci oracinu (viz tab. 3).

Tab. 3 - Enzymova stereospecifita frakci, ziskanych separaci odsolenych koncentrovanych lidskych
mikrosom(l na Q-sefarose, v metabolismu oracinu

Frakce (+)-DHO/(-)-DHO

Q2 56/44
Q3 70/30
Q4 77123
Q10 77123
Q11 78/22
Q12 82/18
Q13 73/27
Q14 74126
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Jak je patrné ztab. 3, nejlepSi charakteristiku co se tykd ocekavané enzymové
stereospecifity purifikované mikrosomalni karbonylreduktasy méla frakce Q12, ktera tvofila
82 % (+)-DHO a zéroven je to také frakce s nejvysSi redukéni aktivitou. Jak je vidét na
obrazku 22 a jak bylo naznaceno i na obrazku 20, mimo Q12 frakce, ktera byla pouZita pro
druhy purifikaéni krok, jsme ziskali i dalSi frakce, které by se daly v budoucnu vyuzit pro

dalSi purifikani schéma.

5.2.2.2 Optimalizace druhého purifikaéniho kroku

Pro druhy krok purifikace bylo nutné nalézt nejvhodnéjsSi hydrofobné-interakéni
chromatografickou (HIC) kolonu. Na trhu je Sirok& nabidka liSici se velikosti matrice
a navazanymi hydrofobnimi funk&nimi skupinami. Testovali jsme tfi rGzné kolony, abychom
mohli vybrat tu, kterd se pro naSe Ucely jevi jako nejvhodnégjsi. Jako prvni byla testovana
HiTrap Phenyl-sepharose 6 FF low sub (pro jednoduchost byla pojmenovana Fenyl low).
Podminky separace jsou popsany v Casti 4.3.3.4. Tato kolona ma sefarosovou matrici
o velikosti 90 um, na které jsou navazany fenylové funkéni skupiny. Rozlozeni redukénich

aktivit ve frakcich ziskanych po separaci na této koloné je na obrazku 23.

Obr. 23 - RozlozZeni redukénich aktivit ve frakcich ziskanych po separaci frakce Q12 na koloné HiTrap
Phenyl-sepharose 6 FF low sub (Fenyl low - frakce znaceny FL)

Je vidét, Ze vétSina redukéni aktivity je soustfedéna ve frakcich FL2 a FL3, coZ jsou tzv.

protékajici frakce, takze je jasné, Ze vétSina proteind ve vzorku, ziskaném po prvnim
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purifikaénim kroku na Q-sepharose s kolonou Fenyl low neinteraguje, takZze vlastné

nedochazi k déleni proteind.

Druhou zkouSenou kolonou byla HiTrap Octyl 4 FF (pro jednoduchost byla oznacena
pouze Oktyl), podminky separace jsou také uvedeny v ¢asti 4.3.3.4. Oktyl kolona je
naplnéna sefarosovou matrici o velikosti 90 um s navazanymi hydrofobnimi oktylovymi
skupinami. VSechny ziskané frakce byly opét testovany na redukéni aktivitu a vysledek je

na obrazku 24.

Obr. 24 - Rozlozeni redukénich aktivit ve frakcich ziskanych po separaci frakce Q12 na koloné HiTrap
Octyl 4 FF (Oktyl - frakce znaceny O )

Zde uz doSlo k ur€itému rozdéleni proteinu, protoZze od frakce 6 jsou proteiny vazané na
kolonu vymyvany pomoci snizujici se koncentrace siranu amonného. Ale itak je vétSina
redukeni aktivity v pocate€nich frakcich, kde proteiny pouze volné projdou kolonou, takZze

ani Oktyl kolona se nezda byt vhodnou pro nase potfeby v druném purifikacnim kroku.

Pokud se vétSina proteinl vymyva na zaatku a nedochazi k interakci mezi proteiny
a funkénimi skupinami kolony je mozné hydrofobni interakce pfi separaci zvysit. Existuje
pro to nékolik moznosti, je mozné zménit sul, kterd je pro vznik hydrofobni interakci
nezbytnd, popf. zvysit pouze jeji koncentraci. Tyto moZnosti jsme ale nemohli vyuZit,

protoZze (NH,),SO, je jedna z nejsilngjSich soli poskytujici hydrofobni interakce a pfi
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zvySeni koncentrace nad pouzivany 1 M, hrozi vysoké riziko precipitace proteinu a tedy
i zniCeni jeho aktivity. DalSimi moznostmi jsou zvySeni teploty i vyraznéjSi snizeni pH,

které opét mohou poskodit nativni konformaci proteinu a tedy i jeho aktivitu.

Protoze uz nebylo mozné jednoduSe zvysit silu hydrofobnich interakci u pouzivanych
kolon, bylo mozné jesté vyzkouSet kolonu s vySSi hustotou navazanych funkénich skupin
tedy v tomto pfipadé HiTrap Phenyl-sepharose HP kolonu (pro jednoduchost oznacena
Fenyl HP), ktera se od pfedchozi Fenyl low také lisi ve velikosti matrice (34 pm). Stejné
jako u predchozich dvou kolon, i zde byly stanoveny redukéni aktivity u jednotlivych frakci

a jejich rozlozeni je znazornéno na obrazku 25.

Obr. 25 - Rozlozeni redukénich aktivit ve frakcich ziskanych separaci rakce Q12 na koloné HiTrap
Phenyl-sepharose HP (oznagena Fenyl HP - frakce znacené jen F)

Kolona Fenyl HP se jevila jako nejvhodné&jSi pro tento typ separace, protoZe bylo ziskdno
pouze nékolik redukéné aktivnich frakci, pfi¢emz proteiny obsaZené v téchto frakcich
interaguji s hydrofobnimi fenylovymi skupinami, protoZe se vSechny eluuji az v oblasti
snizujiciho se gradientu siranu amonného. Proto byl tento typ separace vybran pro druhy
purifikacni krok. Vtab. 4 jsou uvedeny enzymové stereospecifity jednotlivych frakci

ziskanych po separaci na Fenyl HP, které méli vyraznéjsi redukeni aktivitu.
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Tab. 4 - Enzymové stereospecity frakci ziskanych separaci frakce Q12 z prvniho purifikaéniho kroku
na Fenyl-sefarose HP, v metabolismu oracinu

Frakce (+)-DHO/(-)-DHO

F10 86/14
F11 86/14
F12 85/15
F13 85/15

Frakce F11 byla jiz vyrazné purifikovana frakce a obsahovala lidskou mikrosomalni
karbonyl reduktasu. Méla také ocekavanou stereospecifitu, tvofila 86 % (+)-DHO a navic
méla i z frakci po Fenyl HP nejvySsi redukéni aktivitu. Pro aplné vycisténi frakce by mohli
nasledovat dvé rizné cesty. Mohl by byt bud zafazen dalSi purifikaéni krok, ktery by
pfinesl| dalsi ztraty cilového proteinu. Diky uz tak nizké koncentraci proteinu ve frakci F11
je lépe ale zvolit jinou moznost. Alternativou muze byt rozdéleni proteint frakce F11 na
elektroforéze, izolace aidentifikace elektroforetického prouzku odpovidajiciho nové
mikrosomalni karbonylreduktase. O tuto druhou mozZnost jsme se pokusili a vysledky jsou

uvedeny v ¢asti 5.2.5.

5.2.2.3 Shrnuti purifikace

Purifikaéni postup je shrnut v nasledujici tabulce 5. Pro jednotlivé kroky byla uréena
specifickd aktivita, coz je enzymaticka aktivita vztazend na koncentraci proteinu v dané
frakci. Tento parametr musi béhem uUspésné purifikace vzristat. | v pfipadé purifikace
nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy specificka aktivita vzrusta, ale vysledné

precisténi je ,jen" tfiasedmdesatindsobné.

Tab. 5 - Shrnuti purifikaéniho postupu pro purifikaci nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy

celkova

Krok bilkovina celkova redukéni Specificka aktivita precisténi stereospecifita
(mg) aktivita (nmol/30 min) (nmol/(30 minmg))  (x-nasobek) ((+)-DHO/(-)-DHO)
Mikrosomy 14,7 151 10 - 40/60
Odsolené
a koncentrované 55 47,3 9 1
mikrosomy
Q-sefarosa 0,27 6,7 25 3 82/18
Fenyl- 0,0015 0,95 633 73 86/14

sefarosa HP

V porovnani s raznymi publikovanymi purifikacemi proteind je toto Cislo pomérné nizké,
bézné se dosahuje precisténi fadu nékolika set, ale zde je to zpusobeno tim, Ze oracin

neni specificky substrat pro dany enzym. Jak je patrné z ¢asti 2.3.4.2, na metabolismu
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oracinu se podili fada lidskych enzym jak z cytosolu, tak z mikrosoma. V mikrosomech je
mimo nami purifikované mikrosomalni karbonylreduktasy pfitomna jeSté minimalné
11B-HSD1 a mozZn4 i dalSi karbonylreduktasy, které se na jeho metabolismu podili. Tim je
specifickd aktivita mikrosom0 (resp. odsolenych koncentrovanych mikrosoma) umeéle
zvySena a vysledné precisténi je proto pomérné nizké. Kdyby byl purifikacni postup
zopakovan se specifickym substratem pro dany enzym, bylo by také pravdépodobné
dosazeno nasobné vétSich hodnot precisténi. Vysledkem purifikaéniho postupu bylo
ziskani vyrazné precisténé frakce, kterd metabolisuje oracin se stereospecificitou
(+)-DHO/(-)-DHO 86:14, tedy ve shodé s plvodni myslenkou. Nasledujici vysledky se

zabyvaji charakterizaci této frakce a ziskanim vzorku pro naslednou identifikaci enzymu.

5.2.3 Charakterizace ¢astec¢né purifikované frakce

| kdyz ziskand frakce obsahovala mimo nové azatim neznamé mikrosomalni
karbonylreduktasy i nékteré necistoty, bylo vhodné ji alespon caste¢né charakterizovat, aby
bylo jasné, jak vyznamnou roli by mohla hrat v metabolismu oracinu a zda splfuje vlastnosti

karbonylreduktas.

5.2.3.1 Stanoveni preference ke kofaktoru

Karbonylreduktasy jsou obecné NAD(P)H-dependentni enzymy, mohou tedy vyuZivat jak
NADH tak NADPH kofaktor. Vzhledem k distribuci téchto kofaktor( v burice (diskutovano
v 2.2.1), ale preferenéné vyuzivaji pfi redukénich reakcich NADPH. Bylo zjisténo, Ze nova
lidsk& mikrosomalni karbonylreduktasa je NADPH-dependentnim enzymem, jak je

znéazornéno na obrazku 26.

Obr. 26 - Porovnani redukéni aktivity nové mikrosomalni karbonyreduktasy v metabolismu oracinu za
pritomnosti kofaktoru NADPH nebo NADH
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5.2.3.2 Stanoveni kinetickych parametru

Pro frakci obsahujici novou mikrosomalni karbonylreduktasu byly stanoveny také kinetické
parametry, aby bylo mozZné porovnat jeji Gc€innost a pfipadny vyznam v metabolismu
oracinu vuc¢i enzymam, jejichz u€ast na biotransformaci oracinu byla jiz popsana (viz ¢ast
2.3.4.2). Ziskany graf Michaelis-Mentenové spolu s vypocitanymi kinetickymi parametry je
na obrazku 27.

Do grafu Michaelis-Mentenové pro novou mikrosomalni karbonylreduktasu a oracin byla
pfidana navic kinetika i 11p-HSD1, ktera se jako zatim jedinou zndmou mikrosomalni
karbonylreduktasou podilejici se na metabolismu oracinu. Z tohoto porovnani je naprosto
ziejmé, Ze nova mikrosomalni karbonylreduktasa vykazuje k oracinu daleko vySSi afinitu
i aktivitu a bude tedy hrat pfinejmensSim v metabolismu oracinu mnohem vyznamnéjsi roli
nez 11B-HSD1.

Obr. 27 - Michaelis-Mentenové graf zavislosti redukéni aktivity nové lidské mikrosomalni
karbonylreduktasy na koncentraci substratu oracinu a z ného uréené kinetické parametry daného
enzymu pro reakci s oracinem. Cervené je navic pro porovnani pridana kinetika 118-HSD1 s oracinem

Pokud porovndme Kkinetické parametry nové mikrosomalni karbonylreduktasy vedle
11B-HSD1 také s cytosolickymi enzymy, které se také podili na metabolismu oracinu, tak
i zde je jasné, Ze parametry tohoto nového enzymu jsou lepSi nez parametry vétSiny

cytosolickych enzymu (viz Pfiloha 3). Jediny enzym, u kterého jsou znamy kinetické
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N1

parametry pro oracin, ktery vykazuje vyssi aktivitu vici oracinu je AKR1C1 (Wsol et al.
2007). Je tedy ziejmé, Ze jsme ziskali frakci s enzymem, ktery bude hréat duleZitou roli
v metabolismu oracinu a s nejvétsi pravdépodobnosti i metabolismu dalSich 1é€iv, protozZze

obecnym rysem vSech karbonyreduktas je jejich Siroka substratovéa specifita.

5.2.4 Stanoveni stability mikrosomu a purifikovanych frakci

PFi praci s enzymatickymi frakcemi je dulezité zajistit, aby nedochazelo zbyte¢né ke ztraté
jejich aktivity v dusledku jejich degradace. VSechny enzymatické frakce byly bé&hem
popsané prace uchovavany pfi praci na ledu, aby nedochazelo zbyte¢né k aktivaci
proteinas a degradaci cilovych proteinl. Abychom védéli, jak rychle dochéazi k poklesu
aktivity ve vychozim materialu pro purifikaci tedy v lidskych jaternich mikrosomech,
otestovali jsme jejich redukéni aktivitu k oracinu v ¢ase a zjistili jsme uspokojivé vysledky.
Ani po 3 hodinach na ledu nedoslo k vyznamnému poklesu jejich redukéni aktivity vyjadirené

redukci oracinu (obr. 28).

Obr. 28 - Stanoveni ¢asového pribéhu stability redukéni aktivity lidskych jaternich mikrosoma
k oracinu na ledu

Skute¢nost, Ze byly mikrosomy vzdy pfi praci rozmrazovany audrzovany na ledu
a nasledny solubilizaéni proces byl také provadén na ledu, je pfinosna pro cely purifikaéni
proces, protoZze nedochazi jesSté pred zacatkem purifikace zbyteéné ke ztratam vytézkd. Pri
pfipravé byly mikrosomy oddéleny a navic i promyty od cytosolu, takZe doSlo s nejvétsi

pravdépodobnosti i k odmyti vétSiny cytosolickych proteas. Je ale moZzné, Ze po solubilizaci
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se urcité mnozstvi cytosolickych proteas uvolni z vnitfni ¢asti mikrosomi. Proto by bylo

vhodné otestovat jesté pfipadné stabilitu solubilizovanych a odsolenych mikrosomd.

Vedle toho jsme jeSté stanovili stabilitu frakci ziskanych po prvnim a druhém purifikacnim
kroku (Q12, F11). Vtomto pfipadé jsme frakce wvystavili extrémnéjSim
podminkam - laboratorni teploté. V idealnim pfipadé by totiz uz na zacatku purifikace mély

byt degradacni proteasy odstranény.

Obr. 29 - Stanoveni prabéhu ¢asové stability redukéni aktivity frakcei po prvnim a druhém purifikacénim
kroku pfi laboratorni teploté

Zde uzZ je, na rozdil od mikrosoml uchovavanych na ledu, patrny jisty pokles redukéni
aktivity. V pfipadé frakce po separaci na Q-sefarose doslo k 13% poklesu v redukéni
aktivité vac&i oracinu, zatimco v pfipadé frakce po separaci na Fenyl-sefarose dokonce
k 38% poklesu aktivity (viz obr. 29). Hlavné v pfipadé frakce po Fenyl-sefarose je tento
pokles spiSe neZz proteasami, které uz by uz nemély byt pfitomné, zpisoben spis tim, ze
membranové vazané enzymy ve vodném roztoku interaguji se sténou nadob, ve kterych
jsou uchovany. A ¢im menSi je koncentrace proteinu v roztoku, tim vétsi je tato tendence,
ktera plati obecné za nizkych koncentraci i pro cytosolické proteiny (Scopes 1994). Proto je
nutné vzdy pred pouzitim purifikované frakce dobfe promichat. Navic pokud by byly tyto
poklesy aktivity zplisobené proteasami, tak na ledu, kde jsou tyto frakce bézné pfi praci
uchovavany, by byly poklesy aktivity téméFf zanedbatelné. Vedle stanoveni této ¢asové
stability by bylo vhodné stanovit jeSté stabilitu purifikovanych frakci pfi jejich opakovaném
rozmrazovani azmrazovani ataké dlouhodobou stabilitu redukéni aktivity pfi jejich
uchovani pfi -20 °C a -80 °C.

62



Vysledky a diskuze

5.2.5 Elektroforéza

V pfedchozi praci jsme pouze na zakladé znalosti rozdilu ve stereospecificitach
metabolismu oracinu vyrazné purifikovali a charakterizovali novou lidskou mikrosomaini
karbonylreduktasu. Jak se uk&zalo, v metabolismu oracinu ma tento enzym s nejvétsi
pravdépodobnosti vyznamnou roli a miGze se podilet na metabolismu i dalSich IéCiv. Proto
je dulezité tento enzym identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Jak je
diskutovano vy3e, je pro kone¢né precisténi frakce mozné pouzit bud dalSi purifikacni krok
nebo elektroforézu. Diky tomu, Ze kazdy purifikacni krok pfinaSi ztraty cilového proteinu,

rozhodli jsme se pro elektroforézu.

5.2.5.1 Nativni elektroforéza

ProtoZze jsme neznali vlastnosti cilového proteinu, jako je jeho molekulova hmotnost,
rozhodli jsme se vyuzit nativni elektroforézy s naslednym barvenim na reduk&ni aktivitu
(postup popsan v Casti 4.3.12.3). Principem je redukce tetrazoliové soli NADPH na
nerozpustny fialovy formasan. Tento typ barveni se pouziva hlavné pro barveni enzymu na
oxidacni aktivitu, kdy vznikne prdhledny gel s oxidacné aktivnimi prouzky. V naSem
provedeni bysme méli ziskat tmavé fialovy gel s prosvétlenymi redukéné aktivnimi
prouzky. Tento typ barveni by nam pomohl pfifadit redukéné aktivni prouzek
k purifikovanému proteinu, zatimco necistoty by se timto typem barveni nebarvily. Protoze
neni zndmo a otestovano, zda je takové barveni na redukéni aktivitu kompatibilni s MS,
rozhodli jsme se tento problém obejit tim, Ze byly pfipraveny vzdy dva shodné kousky
gelu, které si zrcadlové odpovidaly. Jeden byl vzdy obarven pomoci barveni na redukéni
aktivitu a druhy klasickym barvenim kompatibilnim s MS (Coomassie blue nebo tzv.
,Sladké stfibfeni“). PFilozenim gelt k sobé by se zjistilo, zda redukéné aktivni prouzek
odpovida urcitému prouzku na gelu, ktery byl obarveny klasickym MS kompatibilnim

barvenim a takovy prouzek by byl podroben MS analyze.

,,,,,,

Elektroforéza membranové vazanych protein0 je obecné obtiznéjSi nez proteind
cytosolickych, protoZze membranové véazané proteiny nékdy neputuji do gelu a zustavaji
v davkovaci jamce nebo na gelu dochazi kjejich agregaci a precipitaci. Obecné
doporu€ovanym typem nativni elektroforézy pro membranové vazané proteiny je tzv.
blue-native elektroforéza (BN-PAGE). Pro zvy3eni solubility membranové vazanych
proteind je v gelu 6-aminohexanova kyselina (6-AHA) a zaporny naboj proteint a tudiz
jejich pohyb k anodé je zajistén smichanim vzorku proteinu s Coomassie blue (Reisinger
and Eichacker 2006; Wittig et al. 2006). Vzorek s navdzanym Coomassie blue by sice
putoval k anodé, ale také by ztratil svoji aktivitu, takze spojeni této metody s barvenim na

redukéni aktivitu neni mozné.
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Modifikaci BN-PAGE elektroforézy je tzv. clear-native elektroforéza (CN-PAGE), ktera je
diky pfitomnosti 6-AHA v elektroforetickém gelu téZ vhodnd pro membranové proteiny.
Navic se zde ke vzorku nepfiddvd Coomassie blue, ale Ponceau S, kter4 se na proteiny
nevaze tak pevné jako Coomassie blue a nedochazi tak k jejich deaktivaci. Nezajisti vSak
zaporny naboj proteinu, takZze pohyb proteinl k anodé je zde zajistén jinym zplsobem. Do
elektroforetického pufru v katodovém prostoru se pfidava aniontovy a neiontovy detergent,
které udeéli proteinllm zaporny naboj. Detergenty jsou ale natolik jemné, Ze nedochazi
k jejich denaturaci jako u SDS elektroforézy (Wittig et al. 2007; Wittig and Schagger 2005).
Tento typ elektroforézy jsme vyzkouseli s mikrosomy a pozitivni kontrolou (rekombinatni
AKR1C3) stim, Ze do katodového pufru jsme pfidali bud 0,05 % deoxycholatu sodného
a0,05 % Tritonu X-100 nebo kombinaci 0,05 % deoxycholatu sodného a 0,01 %
dodecyl-B-maltosidu, které by mély zajistit vhodny pohyb proteinu a zaroven proteiny

nedenaturovat.

Obr. 30 - Test clear-native elektroforézy s mikrosomy a pozitivni kontrolou (AKR1C3) s naslednym
barvenim na redukéni aktivitu a barvenim stfibrem

Vysledkem barveni na redukéni aktivitu by mél byt tmavé fialovy gel s prosvétlenymi
redukéné aktivnimi prouzky, ale gel po tomto barveni zlstal cely svétly, nedoSlo ke vzniku
fialového formasanu. Pouze &ast gelu v oblasti mikrosomd ztmavla, ale rozhodné nebyla
tmavé fialova (viz obr. 30). | pfi opakovanych testech této elektroforézy se nepodafilo nikdy
ziskat tmavé fialovou barvu gelu, z &ehoz usuzujeme, ze zfejmé nékterd slozka

elektroforézy interferuje s timto typem barveni.
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DalSi moznosti byla klasicka nativni elektroforéza, tedy vlastné SDS elektroforéza, pouze
stim, Ze se nepfidava do gelu, elektrodového a vzorkového pufru SDS, jinak sloZeni
zUstava stejné. Tento typ elektroforézy je popsan v experimentalni ¢asti 4.2.11.2. Tuto
nativni elektroforézu bylo mozné spojit s barvenim na redukéni aktivitu. V testovaci
elektroforéze s mikrosomy a pozitivni kontrolou jsme ziskali cely fialovy gel, bez
prosvétlenych redukéné aktivnich prouzkd. To bylo zplsobeno pravdépodobné tim, Ze
u této elektroforézy ma gel pH kolem 9,0. Takové extrémni pH vétSiné enzymu nevyhovuje
a dochazi tak ke ztraté aktivity, a proto tyto gely pro barveni na enzymatickou aktivitu

obecné nedoporucuji, coz jsme si potvrdili i my.

V publikovanych pracich jsme nalezli nativni elektroforézu, kter4 byla pfimo spojena
s barvenim na enzymatickou aktivitu oxidas (Seymour and Lazarus 1989). Tento typ
nativni elektroforézy je v experimentalni ¢asti nazyvan jako nativni elektroforéza 2 (Cast
4.3.11.3). Zde ma nativni elektroforeticky gel ielektrodovy pufr pH kolem pH 7,0.
Problémem této elektroforézy je pouze to, na rozdil od BN-PAGE ¢&i CN-PAGE, Ze zde
neni zajistén chod proteint k anodé, ale dochazi k jejich pohybu podle isoelektrického
bodu (pl). Provedli jsme testovaci elektroforézu s mikrosomy a pozitivni kontrolou

(AKR1C3) a ziskali jsme z naSeho pohledu idealni vysledek, jak je vidét na obrazku 31.

M AKR1C3

Obr. 31 - Nativni elektroforéza. Leva ¢ast gelu byla obarvena pomoci barveni stfibrem, zatimco prava
¢ast gelu barvenim na redukéni aktivitu. M - mikrosomy

Pravd Cast gelu byla obarvena na redukéni aktivitu, byl ziskan tmavé fialovy gel

s vyraznym prosvétlenim AKR1C3 a se ¢tyfmi dobfe patrnymi redukéné aktivnimi prouzky

(navic byly patrné jesté dva velmi tenké redukéné aktivni prouzky, které jsou na fotografii
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Spatné viditeIné) v mikrosomech. TakZe Ize fici, Ze tento typ nativni elektroforézy je dobfe
spojitelny pravé s timto typem barveni. Leva ¢ast gelu je obarvena stfibrem (Cast 4.3.12.2)
av pfipadé reélného, purifikovaného, vzorku by byl prouzek odpovidajici redukéné
aktivnimu prouzku analyzovan na MS. Bohuzel v pfipadé realného vyrazné purifikovaného
vzorku jsme takovy vysledek nedostali a zatim nebylo zjisténo z jakého divodu. Mohlo
dojit k tomu, Ze purifikovany membranové vazany protein neputoval do gelu, mohl také na
gelu precipitovat a ztratit tak svou aktivitu, nebo také jeho redukéni aktivita byla pod
detekénim limitem metody. DalSim problémem muZe byt to, Ze pl purifikovaného proteinu
muze byt vétsi nez 7 a pak by tento protein putoval v elektrickém poli smérem ke katodé
a tedy mimo gel. Tento typ nativni elektroforézy jsme se pokusili jeSté modifikovat pouzitim
katodového elektrodového pufru, jako v pfipadé CN-PAGE tedy s pfidavkem detergenentt
pro zajisSténi pohybu proteind k anodé, ale ani tento pokus se nezdafil. Davody nelspéchu
zatim nebyly odhaleny, ale je ur€ité nutné stanovit pl purifikované frakce, aby bylo jisté,
zda purifikovany protein putuje smérem do gelu a pak vylougit dalSi moznosti netspéchu.
Nicméné se zda, Ze s urCitymi Upravami (napf. co se tyCe pH elektroforetického gelu) by
bylo mozné tuto metodu pro precisténi vyrazné purifikované frakce, izolaci cilového

proteinu a jeho naslednou identifikaci pouZzit.

5.2.5.2 SDS elektroforéza

Soubézné s nativni elektroforézou jsme se snazili také o SDS elektroforézu i pfesto, ze by
v pfipadé, Ze by vyrazné purifikovana frakce po fenyl-sefarose obsahovala celou fadu
elektroforetickych prouzkd, mohlo byt obtizné identifikovat prouzek odpovidajici cilové
karbonylreduktase. SDS elektroforézu jsme provedli obvykle pouzivanym zplasobem, jak je
popsano v ¢asti 4.3.11.1. Diky nizké koncentraci proteind ve vyrazné purifikované frakci po
druhém purifikacnim kroku bylo jasné, Ze nebude mozZné pro barveni gelu pouzit barveni
pomoci Coomassie, které je sice dobfe kompatibilni s MS, ale ma pfiliS vysoky detekéni
limit. Proto byla hledana metoda stfibfeni, kter4 by byla dostate¢né citliva a kompatibilni
s MS. Stfibfeni dle Ohsawy (viz ¢ast 6.12.1) mélo docela nizky detekéni limit, ale tato
metoda nebyla kompatibilni, jako prakticky v3echny silver stain metody, s MS. Nedavno
byla publikovana nova metoda barveni stfibrem (Chevallet et al. 2008), ktera je plné
kompatibilni s MS diky tomu, Ze stfibro se neredukuje formaldehydem, ale pouZivaji se
rizné monosacharidy. Diky tomu se také nazyva ,sladké stfibfeni“ a jako nejcitlivéjSi se
jevila redukce ribosou. SDS elektroforézu obsahujici jak vychozi mikrosomy, tak i vzorky
po jednotlivych purifikaénich krocich jsme obarvili pomoci této metody stfibfeni s redukci

ribosou.

Jak je patrné na obrazku 32, frakce po druhém purifikacnim kroku, na fenyl-sefarose,

neobsahovala Zadny prouzek, popf. jsme ziskali elektroforézu s prouzky v oblasti
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vysokych molekulovych hmotnosti, které odpovidali keratinGm. Proto byl stanoven
detekéni limit metody pomoci AKR1C3 abylo zjisténo, Ze detekeni limit je 2ng
proteinu/elektroforeticky prouzek. Z toho je ziejmé, Ze vzorek po druhém purifikaénim
kroku obsahoval velice nizkou koncentraci nové mikrosomalni karbonylreduktasy a celou
fadu riznych necistot napf. keratiny v nizkych koncentracich, které také na gelu nejsou

vidét.

Obr. 32 - SDS elektroforéza obarvena ,sweet silver stain®, tedy stfibfenim s redukci ribosou. V pravé
Casti gelu je detekéni limit metody - 2ng/prouzek. M - marker, MS - mikrosomy, QS — Q-sefarosa,
FS - fenyl-sefarosa

Pro zvySeni mnozstvi davkovaného proteinu na elektroforézu ve vzorku po druhém
purifikacnim kroku jsme se pokouseli také vzorek precipitovat. Klasicka precipitace
s trichloroctovou kyselinou (TCA) diky pfitomnosti detergentu Triton X-100 (v pufrech C
a D Triton X-100 sice neni obsazen, ale je v pomérné vysoké koncentraci ve frakci Q12,
takZe frakce po Fenyl HP obsahovaly Triton X-100 pochéazejici z pravé Q12) nefunguje,
nedochazi vubec k precipitaci. Proto jsme hledali publikované metody pro precipitaci
vzork( s Tritonem X-100, a nasledné jsme obé nalezené metody vyzkouSeli. PFi pouziti
metody, kde se pouzivala vedle 5% TCA jesté 0,3% SDS pro odstranéni vlivu Tritonu
X-100 (Retz and Steele 1977) k precipitaci sice doSlo, ale vytézky byly pomérné nizké.
Dalsi metodou, kterd umozZriuje precipitaci v pfitomnosti Tritonu X-100 je metoda, kde
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precipitatnim agens je 10% TCA a 4 M NaCl (Alam A. 2007), bohuzZel po této precipitaci
zustavalo ve vzorku pfilis mnoho soli, coz se téZ pro elektroforézu nehodi. Navic vSechny
proteiny neprecipituji stejné, takze pfi precipitaci smésného vzorku muze dojit k tomu, Ze
cilovy protein vibec nebude precipitovat, coz se da obtizné zjistit. Proto je precipitace
vhodna spiSe pro vzorky obsahujici jednu bilkovinu a pro tu se podminky precipitace

optimalizuji k dosaZeni co nejvétsiho vytézku.

BohuZel vhodnou elektroforetickou metodu pro rozdéleni bilkovin ve frakci po druhém
purifikaénim kroku, kterd obsahuje cilovou novou lidskou mikrosomélni karbonylreduktasu,
jsme zatim nenalezli. Na prvni pohled jednoduchym feSenim by bylo zacit purifikaci
z vétSiho mnozstvi mikrosomut, ale ani to neni jak jednoduché, protoZze pfi zvySeni
mnozstvi mikrosomu je nutné vSechny kroky purifikace, alespon ¢astec¢né optimalizovat.
Pred timto FeSenim se pokusime zjistit pl cilového proteinu a vyfeSit i pfipadné dalSi
problémy nativni elektroforézy ve spojeni sredukénim barvenim, ktera se jinak zda
elegantnim FeSenim umoznujici isolaci a identifikaci nové lidské mikrosomalni

karbonylreduktasy.

5.2.6 Shrnuti vysledku purifikace a charakterizace nové mikrosomalni
karbonylreduktasy U€astnici se metabolismu xenobiotik

Analyzou genomu clovéka, ale itfeba bakterie E.coli bylo zjisténo, Ze asi 30 % v3ech
proteind, které je tvofi, jsou integralni membranové proteiny (Wallin and von-Heijne 1998).
Membranové proteiny zastavaji v organismech fadu dulezitych fyziologickych funkci, ale
informace o nich jsou ve srovnani s cytosolickymi proteiny pomérné stfidmé. Je to
zpusobeno fadou problém, které prace s nimi pfinasi (jak uz bylo diskutovano v ¢astech
4.3.2 a4.3.11.4), navic jsou v burikdch obsazeny v pomérné malych mnozstvich a ziskani
jejich rekombinantnich forem v aktivhim stavu je téZz Casto spojeno s fadou problémda.
| pfesto je studium membranovych proteind jednou z dulezitych c&asti studia proteind

a mlze pfinést fadu zajimavych a potencialné klinicky vyuzitelnych vysledk.

V tomto projektu, jsme si dali za cil purifikovat novou mikrosomalni karbonylreduktasu, ktera
se podili na metabolismu oracinu, pfiemz jeji stereospecifita by méla byt opaéna, nez
u 11B-HSD1, tedy cilovy enzym by mél byt stereospecificky pro tvorbu (+)-DHO. Tento
projekt byl zaloZzen na mySlence, Ze rozdil v enzymové stereospecifité redukce oracinu mezi
lidskymi mikrosomy a purifikovanou 118-HSD1 ukazuje na pfitomnost dalSiho
mikrosomalniho enzymu, podilejiciho se na jeho metabolismu (Wsol et al. 2004).
V purifikaci tohoto enzymu bylo nutné pfekonat fadu obtizi spojenych s tim, Ze cilovy enzym
je membranové vazany protein, o kterém jsme navic nevédéli nic mimo enzymové

stereospecifity v metabolismu oracinu. Pomoci dvoukrokové purifikace jsme ziskali vyrazné
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purifikovanou frakci, obsahujici novou lidskou mikrosomalni karbonylreduktasu, ktera
skute¢né redukuje oracin s preferencni tvorbou 86 % (+)-DHO. Izoloce a identifikace na MS

bude soucasti dalSiho projektu.

Velice vyznamné je to, Ze byly stanoveny jeji kinetické parametry (viz ¢ast 5.2.3.2) pro
redukci oracinu a ukazalo se, Ze tento enzym bude hrat v metabolismu oracinu velice
vyznamné misto. Ukazalo se, Ze tento novy enzym je pro redukci oracinu daleko U&innéjsi
a vykazuje k nému také vyssi afinitu nez 113-HSD1 a navic vykazuje také lepSi parametry
nez vétSina cytosolickych enzym( podilejicich se na metabolismu oracinu (viz pfiloha 2).
Z vysledkd je patrné, Ze mame frakci s enzymem, ktery se bude v jaternich burikach
vyznamnou mérou podilet na metabolismu oracinu. Navic se da s velkou pravdépodobnosti
oCekavat, Ze jeho aktivita nebude omezena pouze na oracin, ale bude se podilet na
metabolismu dalSich xenobiotik obsahujici karbonylovou skupinu, protoZze Siroka
substratova specifita je charakteristickym rysem vSech karbonylreduktas. V sou€asné dobé
testujeme, zda se tento enzym podili nha metabolismu pfibuznych protinadorovych |éCiv ze
skupiny antracyklind - doxorubicinu a daunorubicinu. Z pfedbé&Zznych experimentd se zda,
Ze tato nova mikrosomalni karbonylreduktasa se bude podilet na metabolismu
daunorubicinu a tedy muze potencialné hrat roli v rezistenci nadorovych bunék vaci tomuto
IéCivu, ktera je hlavni prekazkou protinadorové terapie antracykliny. V delSim ¢asovém
horizontu bude nutno tuto karbonylreduktasu identifikovat a pfipravit jeji rekombinantni
formu pro dalSi charakterizaci. Ztoho je patrné Ze tento projekt otevira Siroké pole
pusobnosti a mize v budoucnu vyznamné prispét ke znalostem membranové véazanych

enzymu a v idealnim pfipadé i zlepSeni protinadorové 1éCby.

Tento zatim neznamy enzym bude s nejvétSi pravdépodobnosti enzym z nadrodiny SDR,
protoZe ta jako jedina obsahuje karbonylreduktasy vazané na membranu ER. Jedinou
dosud znamou mikrosomalni karbonylreduktasou, kter4d se podili na metabolismu
xenobiotik je 11B-HSD1, u ostanich mikrosomalnich forem byl popsan jen metabolismus
eobiotik. Jak je diskutovano uz v Casti 2.2.2.2, zlidského genomu je zndmo celkem
73 lidskych forem SDR, z nichZ pouze 14 je dobfe charakterizovano, ostatni jen do urcité
miry nebo dokonce prakticky vabec. Z uvedenych 73 SDR proteinu je jich 17 vazanych na
ER au 31 zastupcu nebyla zatim ur€ena subcelularni lokalizace. TakZe i pfesto, Ze ne
vSichni zastupci SDR nadrodiny jsou reduktasy, je zde pomérné Siroké pole plsobnosti. Je
mozné, Ze naSe zatim neznama mikrosomalni karbonylreduktasa je jednou z malo
charakterizovanych zastupcd SDR nadrodiny, ale muze byt také enzymem, ktery uz je
dobfe charakterizovany, co se tyka jeho role v endogennim metabolismu, jen znalosti o jeho
roli v biotransformaci chybi. Timto problémem jsme se hloubéji zabyvali a o potencialnich

mikrosomalnich karbonylreduktasach v metabolismu xenobiotik jsme pfipravili souhrnny
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clanek, ktery je pfipraven k publikovani. Z téchto potencialnich enzymu by pfipadaly
v Uvahu redukéni formy retinoldehydrogenas, diky tkafové distribuci pak hlavné RDH12,
RDH14 a retSDR1 (Belyaeva and Kedishvili 2002; Haeseleer et al. 2002). U RDH12 byla jiz
popsana vyznamna UuUCast na metabolismu produktd lipidové peroxidace, jako je
cis-6-nonenal a trans-2-nonenal (Belyaeva et al. 2005). DalSi z potencialnich enzymu jsou
redukéni formy 17B-HSD, jako je 17p-HSD7,12 a diky tkanové distribuci vyhradné v jatrech
mozné také 17p-HSD13 (Horiguchi et al. 2008; Luu-The et al. 2006; Torn et al. 2003).
Nedéavno se objevila prakticky prvni prace, kde je popsano, Ze se redukéni 17p-HSD podili
na metabolismu xenobiotika, syntetického testosteronu (Prasad et al. 2009). Navic jsou zde
také enzymy jako napf. Hep27, u kterého byl jiz podil na metabolismu nékterych xenobiotik
popsén, ale zatim neni zndma jeho subcelularni lokalizace (Shafqgat et al. 2006). Z vySe
uvedeného je jasné, Ze na poli mikrosomomalnich karbonylreduktas je mnoho véci, které
zUstavaji zatim nezndmé, a nas projekt mozna bude jednim téch, ktery pfinese nové

poznatky do této oblasti.
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6 Zaver

Vzhledem k vyzkumu na naSi katedfe a projektim feSenych v této disertaéni préci, byla role
reduktas v nddorovém onemocnéni omezena prakticky pouze na skupinu enzymu redukujici
karbonylové slouceniny. V teoretické casti disertani prace byly predstaveny nadrodiny
enzymu, ve kterych lze nalézt karbonylreduktasy a také hlavni mechanismy, kterymi tyto

enzymy mohou zasahovat do rozvoje a Ié€by nddorového onemocnéni u ¢lovéka.

Cil této disertani prace se da rozclenit na dvé ¢asti, které se obé podafilo splnit. V prvni
¢asti se podafilo nalézt silny inhibitor, ze skupiny pfirodnich latek flavonoidd, enzymu
AKR1C3, ktery hraje pravdépodobné vyznamnou roli vrozvoji hormon-dependentniho
nadorového onemocnéni prostaty a prsu. Timto inhibitorem AKR1C3 je 2"-hydroxyflavanon,
ktery diky velice nizké hodnoté ICs, = 300 nM, predstavuje latku, ktera je potenciélné klinicky
vyuzitelnd pfi 1é€bé pfisluSnych nadorovych onemocnéni. Bylo také zjisténo, Ze tato latka
inhibuje z AKR1C enzym0 selektivné pouze AKR1C3. Kvdli potencialnimu vyuZiti by bylo
vhodné také zjistit, zda se 2"-hydroxyflavanon nepodili také na inhibici dalSich enzymu napf.
enzym( metabolismu prostaglandind. Vedle silného inhibitoru AKR1C3 jsme pfi testovani
selektivity jeho nejsilngjSich inhibitord, nasli také silny inhibitor enzymu AKR1C1,
7-hydroxyflavon s hodnotou ICsq = 75 nM. AKR1C1 hraje vyznamnou roli v rozvoji
hormon-dependetnim nadoru endometria, takZe i tento inhibitor je diky své nizké hodnoté

ICso potenciélné klinicky vyuZitelny pfi 1é¢bé takovych nadoru.

V druhé &asti se podafilo vyrazné purifikovat novou mikrosomalni karbonylreduktasu, ktera
se Uuc€astni metabolismu protinadorového I|éCiva oracinu a pravdépodobné i dalSich
karbonylovych [é€iv. Tento vysledek byl ziskdn diky pouZziti jemné a ucinné solubilizace
lidskych jaternich mikrosomu a nasledného dvoukrokového purifikacniho schématu. Ziskana
nova mikrosomalni karbonylreduktasa vykazuje oCekdvané vlastnosti, tedy metabolisuje
oracin se stereospecificitou (+)-DHO/(-)-DHO 86:14. Bude hrat pravdépodobné v jeho
metabolismu velice vyznamnou roli, protoZe jeji kinetické parametry pro tuto reakci jsou
mnohem lepsi nez u vétSiny dosud znadmych enzymu Gcastnicich se metabolismu oracinu.
S nejvétSi pravdépodobnosti se tento enzym bude podilet také na metabolismu dalSich
protinadorovych  xenobiotik napf. podobnych protinadorovych 1éCiv.  doxorubicinu
a daunorubicinu a mohl by tak potencialné hrat roli v rezistenci nadorovych bunék. | presto,
Ze se zatim nepodafrilo dany enzym identifikovat, pfinasi tato prace naprosto nové poznatky,
protoZe zatim jedinou znamou karbonylreduktasou podilejici se na metabolismu xenobiotik je
11B-HSD1. Z téchto duvodu je naprosto nezbytné dokoncit izolaci a naslednou identifikaci

tohoto enzymu pomoci hmotnostni spektrometrie.
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Po identifikaci enzymu se oteviou Siroké moznosti vyzkumu tohoto enzymu, kdy dany enzym
muZe byt pfipraven v rekombinantni formé& a dale charakterizovan smérem ke specifickym
xenobiotickym substratim ¢&i selektivnim inhibitordm. Vedle toho mdlzZe byt také napfr.
zkoumana jeho exprese a modulace v tkanovych liniich nadorovych bunék, exprese
v lidskych tkanich a nadorovych burikach. Moznosti je cela fada a jen budoucnost ukaze,

jakeé vlastnosti a role v organismu bude mit tento enzym.

72



Souhrn

7 Souhrn

Reduk&énim enzymdm byla dlouhou dobu vénovana pouze mala pozornost, ale dnes uz je
jasné, Ze jsou vyznamnou souc€ésti endogenniho metabolismu ataké prvni faze
biotransformace xenobiotik. DuleZitou skupinou redukénich enzymu jsou karbonylreduktasy,
které se fadi do dvou nadrodin - dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)
a aldo-ketoreduktasy (AKR). Jejich role v nddorovém onemocnéni je dnes intenzivné
studovana a lze fict, Ze jejich pusobeni v nddorovém onemocnéni Ize principialné rozdélit do

dvou oblasti.

Bylo zjisténo, Ze vyznamnou roli hraji karbonylreduktasy v hormon-dependentnich
nadorovych onemocnénich prsu, endometria a prostaty. Pro tyto nadory jsou rdstovymi
faktory aktivni estrogeny respektive androgeny, dochazi tak ke zvySenému déleni buriky
atedy i zvySené moznosti vzniku mutaci v duleZitych genech, které mohou vyustit
v nadorové bujeni. Pravé karbonylreduktasy se spolu s dalSimi enzymy (jako napf.
aromatasou) podili na vzniku aktivnich pohlavnich hormonu, proto mize byt jejich inhibice
dalezitym cilem Ié€by tohoto typu nador. Nicméné je nutné urcit, které enzymy jsou klicové
pro tvorbu téchto rastovych faktord v jednotlivych typech hormon-dependentnich nadoru.
Vedle hormon-dependentnich nadord se karbonylreduktasy uplatiuji také u nadorovych
onemocnéni, kde hormony jako rlstové faktory nepusobi. Tato oblast je jeSt€ méné
teprve zacinaji objevovat. Bylo prokazano, Ze vedle metabolismu estrogenl a androgenl se
enzym AKR1C3 podili také na metabolismu prostaglandin( a dava vznik takovym typam,
které zasahuji do bunécné signalizace tak, Ze dochazi ke zvySeni proliferace buriky. Vedle
toho se karbonylreduktasy také ucastni metabolismu kyseliny retinové, kterd je nezbytna jak
pro spravny embryonalni vyvoj, tak pro diferenciaci bunék u dospélych. Jeji hladina je velice
peclivé udrZzovana, na jejim metabolismu se podili celd fada enzymu vcetné reduk&nich
retinoldehydrogenas. VSechny zmény v expresi enzymU podilejici se na tomto metabolismu
mohou vést ke sniZzeni koncentrace kyseliny retinové, nésledné dediferenciaci bunék
a nadorovému zvratu. Mimo retinoldehydrogenas z SDR nadrodiny se uvaZuje také v tomto

mechanismu o roli AKR1B10.

Druhym mechanismem, kterym karbonylreduktasy zasahuji do nddorového onemocnéni je
jejich podil na prvni fazi biotransformace karcinogennich latek a protinadorovych I[€Civ.
Razné enzymy redukujici karbonylové skupiny se podili na deaktivaci nejsilngjSiho
tabak-specifického karcinogenu NNK ataké aktivované formy aflatoxinu Bl
(aflatoxinB1-dihydrodiolu), ¢&imZz naopak brani vzniku nadortd indukovanych témito
karcinogeny. Vedle toho se karbonylreduktasy také podili na biotransformaci
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protinddorovych 1é¢iv, jako jsou Kklinicky uZivana cytostatika doxorubicin a daunorubicin
a potencialni protinddorova Ié¢iva oracin a benfluron. Redukce karbonylové skupiny zde
zpuUsobuje deaktivaci 1éCiv a maze byt také zodpovédna za rezistenci nadorovych bunék na

|écbu doxorubicinem a daunorubicinem.

Cil této prace se da rozdélit na dvé casti, stejné tak jako mechanismus plsobeni
karbonylreduktas Ize rozdélit do dvou c¢asti. Cilem prvni ¢&asti je nalezeni silného
a selektivniho inhibitoru, ze skupiny flavonoidd, enzymu AKR1C3, ktery pravdépodobné
hraje vyznamnou roli v rozvoji hormon-dependentnich nadord prostaty a prsu. V druhé ¢asti
je cilem purifikace a charakterizace nové mikrosomalni karbonylreduktasy, ktera se podili na
metabolismu protinadorového Ié€iva oracinu a pravdépodobné i dalSich l€Civ. Cile obou &asti
se nam podafilo splnit a vysledky tak pfispély ke znalostem obou mechanismud pusobeni

karbonylreduktas v nddorovém onemocnéni.

Podafilo se nalézt silny inhibitor enzymu AKR1C3 2"-hydroxyflavanon, ktery ma velmi nizkou
hodnotu ICsy = 300 nM. Navic je tato latka z AKR1C enzymU selektivni pouze k AKR1C3
adiky témto skute€nostem muiZe byt potencialné klinicky vyuZitelna pfi 1é€b& hormon-
dependentnich nadort prostaty a prsu. Navic bylo zjiSténo, Ze 7-hydroxyflavanon daleko
silngji inhibuje AKR1C1 neZ AKR1C3. Hodnota ICs, = 75 nM pro AKR1C1 ukazuje na to, Ze
tato latka mize byt potencialné vyuzita v Ié¢bé hormon-dependentniho nadoru endometria,
kde hraje AKR1C1 duleZitou roli. Vedle toho jsme vyrazné purifikovali novou mikrosomalni
karbonylreduktasu, kter4 se Uc€astni metabolismu oracinu a pravdépodobné i dalSich I1éCiv.
Pro redukci oracinu timto novym enzymem byly stanoveny kinetické parametry a jejich
porovnanim s ostatnimi oracin redukujicimi enzymy se ukazalo, Ze tato nova mikrosomalni
karbonylreduktasa bude hrat v metabolismu oracinu velice vyznamnou roli. S nejvétsi
pravdépodobnosti se bude také G€astnit metabolismu dalSich pfibuznych karbonylovych
xenobiotik napf. protinddorovych |é¢iv doxorubicinu a daunorubicinu a potencialné tak
pfispivat k rezistenci nadorovych bunék na jejich 1éEbu. Tato prace pfinasi naprosto nové
poznatky, protoZze zatim jedinou mikrosomalni karbonylreduktasou, kter4 se podili na
metabolismu xenobiotik je 118-HSD1. Z téchto vSech duivodu je nezbytné v budoucnu tento

enzym izolovat a identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie.
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8 Summary

Only a small attention was paid for long time to reducing enzymes, but today it is clear that
these are an important part of the endogenous metabolism and also the phase |
biotransformation of xenobiotics. The significant group of reducing enzymes are carbonyl
reductases that belong to two superfamilies — short chain dehydrogenases/reductases (SDR)
and aldo-keto reductases (AKR). Their role in cancer is now intensively studied and their

functions in cancer it is possible to divide into two main sections.

It is known that carbonyl reductases play a substantial role in hormone-dependent cancers
as prostate, breast or endometrial cancer. Active estrogens or androgens are important
growth factors for these cancers because they evoke increasing of cell proliferation so that
elevated possibility of mutations of important genes and development of cancer. Carbonyl
reductases along with other enzymes (e.g. aromatase) participate in formation of these
active sex hormones in extragonadal tissues, so an inhibition of such enzymes may be a
target of anticancer therapy of hormone-dependent cancers. It is necessary to determine
which enzymes are essential for the formation of active sex hormones in particular types of
cancers. Besides hormone-dependent cancers, carbonyl reductases play also role in cancers
that have not sex hormones as growth factors. This area is only poorly understood in
comparison with hormone-dependent cancers and just recently some information appears. It
was proved that enzyme AKR1C3, besides metabolism of sex hormones, also takes part in
metabolism of prostaglandins and generates such types of prostaglandins that affect cell
signalization to increase of cell proliferation. Carbonyl reductases also contribute to the
metabolism of retinoic acid which is essential either for correct embryonic development or
differentiation of adult tissues. Its concentration is carefully maintained and many different
enzymes, including reductive retinol dehydrogenases, participate in its metabolism. All
alterations in expression or activity of these enzymes can lead to decrease of level of retinoic
acid resulting in dedifferentiation of tissues and possibly in cancer progression. Besides
retinol dehydrogenases from SDR superfamily also AKR1B10 probably play an important

role in this mechanism.

The second mechanism, by which carbonyl reductases are involved in cancer, is their role in
phase | biotransformation of carcinogens and anticancer drugs. Various carbonyl reductases
participate in deactivation of the most potent tobacco-specific carcinogen NNK and also
activated form of aflatoxin B1 (aflatoxin B1 dihydrodiol), thereby protect cell from a formation
of NNK or aflatoxin Bl-induced tumors. Carbonyl reducing enzymes play arole in
biotransformation of clinically used cytostatic drugs doxorubicin and daunorubicin and

potential anticancer drugs oracin and benfluron. The reduction of carbonyl groups of these
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drugs leads to their inactivation and may be connected with resistance of cancer cells to

doxorubicin or daunorubicin anticancer therapy.

The aim of this doctoral thesis ,, The role of reductases in cancer” is possible to divide into two
parts as well as mechanisms of action of carbonyl reductases in cancer. The aim of the first
part is to find a potent inhibitor of the enzyme AKR1C3 that probably acts as an important
contributor to development of hormone-dependent cancers of prostate or breast. The goal of
the second part is purification and characterization of new microsomal carbonyl reductase(s)
participating in metabolism of anticancer drug oracin and probably other carbonyl
xenobiotics. Both aims have been successfully fulfilled and results contribute to the
knowledge of both mechanism of action of carbonyl reductases in cancer.

It has been found a potent inhibitor of AKR1C3 — 2’-hydroxyflavone with very low
ICs0 = 300 nM. This inhibitor is selective to only AKR1C3 enzyme, from the group of AKR1C
subfamilyand therefore it is a good potential for clinical use in a therapy of hormone-
dependent cancers of prostate or breast. Moreover, it has been discovered that 7-
hydroxyflavone is more potent inhibitor of AKR1C1 than AKR1C3. The value of ICso = 75 nM
points to possible use in atreatment of hormone-dependent endometrial cancer where
AKR1C1 plays an important role. Alongside it, a new microsomal carbonyl reductase
participating in metabolism of anticancer drug oracin has been partly purified and
characterized. Its kinetic parameters for reduction of oracin have been determined and
compared with kinetic parameters of reductases that participate in metabolism of oracin. It
can be concluded that the new microsomal carbonyl reductase will probably play very
important role in metabolism of oracin when its kinetic parameters are compared with others
already published. Most likely the new enzyme will also contribute to the metabolism of other
similar carbonyl drugs as antracycline cytostatic drugs doxorubicin and daunorubicin, and
possibly play a role in resistance of cancer cell to antracycline therapy. This project achieves
entirely new results, because only one known microsomal carbonyl reductase yet that takes
part in metabolism of xenobiotics is 118-HSD1. Due to these reasons it is imperative to
isolate and identify the new microsomal carbonyl reductase by mass spectrometry in near

future.
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Priloha 1: Podil jednotlivych forem karbonylreduktas na intrakrinni produkci aktivnich

androgenu a estrogenu v lidskych tkanich z prekurzor produkovanych nadledvinami
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Priloha 2: Struktury a vyskyt flavonoidd a pfibuznych fenolickych latek pouzivanych pfi
hledani hledani inhibitoru enzymu AKR1C3 (Atanasov et al. 2006; Atanasov et al. 2008;
Brozic et al. 2006; Pietta 2000)
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PFiloha 3: Porovnéni kinetickych parametri dosud znamych enzym0 podilejicich se na metabolismu oracinu

Vmax Km CI—int
Enzym Forma DHO (nmol/30min/mg)  (uM)  (ml/30min/mg) Reference
Novy mikrosomalni  vyrazné .. vepHo 813 +23 42+ 6 195 (Skarydova et al. 2009)
enzym purifikovany
11B-HSD1 purifikovany (+)-DHO 25+1 190 + 10 0.1 (Wsol et al. 2004)
(-)-DHO 75+3 150 £ 20 0.5
AKR1C1 purifikovany (+)-DHO 19200 + 2100 160 + 30 123 (Wsol et al. 2007)
(-)-DHO 360 £ 60 60 + 20 6
AKR1C2 purifikovany (+)-DHO 900 + 90 90 + 20 9 (Wsol et al. 2007)
AKR1C3 rekombinantni celkové DHO 169+6 110+ 11 15 (Novotna et al. 2008)
AKR1C4 purifikovany (+)-DHO 147 +3 150 £ 40 15 (Wsol et al. 2007)
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ABSTRACT

AKR1C3 (also known as 17p-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 or 3a-hydroxysteroid dehydroge-
nase type 2) functions as a 3-keto, 17-keto and 20-ketosteroid reductase and as a 3a-, 17B- and
20a-hydroxysteroid oxidase. Relatively high mRNA expression of AKR1C3 was found in human prostate
and mammary gland where it is implicated in regulating ligand access to the androgen and estrogen
receptor, respectively. AKR1C3 is an interesting target for the development of agents for treating hormone-
dependent forms of cancer like prostate cancer, breast cancer, and endometrial cancer. However, only a few
clinically promising and selective inhibitors have been reported so far. Very potent inhibitors of AKR1C3
are the non-steroidal anti-inflammatory drugs, e.g. indomethacin or flufenamic acid. Also dietary phy-
toestrogens such as coumestrol, quercetin, and biochanin were reported to inhibit the enzyme in low
micromolar concentrations. In this study, some dietary flavonoids and other phenolic compounds were
tested for their ability to specifically inhibit AKR1C3. Carbonyl reduction of the anticancer drug oracin,
which is a very good substrate for AKR1C3 and which could be well monitored by a sensitive HPLC system
with fluorescence detection, was employed to determine the inhibitory potency of the compounds. Our
results reveal that AKR1C3 could be potentially un-competitively inhibited by 2’-hydroxyflavanone, whose
ICso value of 300 nM is clinically promising. Moreover, since the inhibition is selective towards AKR1C3,
2’-hydroxyflavanone could be useful for treating or preventing hormone-dependent malignancies like
prostate and breast cancer.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Carbonyl reducing enzymes can be divided into two distinct
protein superfamilies, the short-chain dehydrogenases/reductases
(SDR) and the aldo-keto reductases (AKR) [1,2]. The AKR superfam-
ily represents NAD(P)(H)-dependent oxidoreductases metabolizing
a range of substrates including aliphatic aldehydes, monosaccha-
rides, steroids, prostaglandins, polycyclic aromatic hydrocarbons
and isoflavonoids [3]. Mammalian AKRs are found predominantly
in the AKR1 and AKR7 families [4].

The AKR1C subfamily members (hydroxysteroid dehydro-
genases, HSDs) function in endogenous steroid or eicosanoid
regulation and in xenobiotic metabolism [1,5]. They act predom-
inantly as ketosteroid reductases by converting potent steroid
hormones into their cognate inactive metabolites and vice versa
and have thus a role in the pre-receptor regulation of steroid hor-
mone action [5,6]. Whereas the human isoforms share at least 84%
amino acid sequence identities, AKR1C1 and AKR1C2 differ by only
seven amino acids [7].

* Corresponding author. Tel.: +420 739488218.
E-mail address: vladimir.wsol@faf.cuni.cz (V. Ws6l).

0009-2797/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbi.2008.10.015

AKR1C1 acts preferentially as a 20a-HSD by inactivation of pro-
gesterone. It may therefore have a role in the development of breast
and endometrial cancers [8]. AKR1C2 functions as peripheral 3a-
HSD by inactivation of 5a-dihydrotestosterone [6].

A number of enzymatic properties have been assigned to
AKR1C3 which has been referred to as both 3a-hydroxysteroid
dehydrogenase type 2 and 173-hydroxysteroid dehydrogenase type
5 [5]. AKR1C3 works as a 3-ketosteroid reductase (converting the
potent androgen 5a-dihydrotestosterone into the weak andro-
gen 3a-androstanediol), and as a 17-ketoreductase (converting the
weak androgen A“-androstene-3,17-dione into the potent andro-
gen testosterone and the weak estrogen estrone to the potent
estrogen 17[3-estradiol) [7]. AKR1C3 has also been referred to as
prostaglandin F, synthase [9].

Since AKR1C3 is predominantly expressed in the breast
and prostate, and produces proliferative steroid hormones and
prostaglandins, it may contribute to the growth of prostate
and breast cancers. AKR1C3 is thus an interesting target for
the development of agents for treating hormone-dependent
forms of cancer. However, only a few inhibitors have been
reported so far. Very potent inhibitors are indomethacin, N-
(4-chlorobenzoyl)-melatonin, flufenamic acid and some related
non-steroidal anti-inflammatory drugs [10]. The enzyme can be
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inhibited also by dietary phytoestrogens (such as coumestrol,
quercetin and biochanin) and the mycoestrogen zearalenone, as
well as by some other compounds like benzodiazepines, benzo-
furanes and phenolphthalein derivatives [11].

Phytoestrogens are plant-derived, non-steroidal compounds
which can act as agonists or antagonists of estrogen receptors and
they can modulate the activities of the key enzymes in estrogen
biosynthesis. They are structurally divided into four main groups:
flavonoids, coumestans, stilbens and lignans, where the flavonoids
are classified into at least 10 chemical groups [8,12].

Flavonoids are found in almost all plant families in leaves,
stems, roots, flowers and seeds. Flavanones, flavones, isoflavonoids,
flavans, anthocyanins and flavonols are especially common in
the diet. Flavonols are the most abundant flavonoids in foods
(quercetin, kaempferol and myricetin are the three most common
flavonols). Flavanones are mainly found in citrus fruits and flavones
in celery. Catechins are present in large amounts in green and
black teas and in red wine. Anthocyanins are found in strawber-
ries and other berries. Isoflavones are almost found in soy foods
[12].

The biological roles of flavonoids in plants are not fully
understood. Some of them are thought to act as natural fungi-
cides, UV-protectants and flower pigments [13]. As regular
constituents of the diet, they have some clinically relevant func-
tions: maintenance of capillary wall integrity, capillary resistance,
antihypertensive, anti-arrhythmic, anti-inflammatory, anti-allergic
and hypocholesterolaemic activity, platelet and mast cell stabiliza-
tion, anti-hepatotoxic, anti-fertility and anti-tumor properties [14].
Very little is known about the intake of flavonoids from food, as
is their bioavailability and metabolism in humans. Their plasma
concentration is depending on the diet. Individual flavonoid con-
centrations in subjects consuming diets similar to the habitual diet
of the general population range from nM to low wM. The bioavail-
ability of flavonoids in tissues may be much more important than
their plasma concentration, but these data are still very scarce, even
in animals [15,16].

In the present study, we tested several dietary flavonoids and
phenolic compounds for their inhibitory effect towards AKR1C3.
For evaluating their inhibitory potencies, we measured the carbonyl
reduction of the anticancer drug oracin as a specific substrate [17],
in combination with a very sensitive HPLC method and fluores-
cence detection [18]. 2’-Hydroxyflavanone was found to be a strong
inhibitor of AKR1C3. The low ICs¢ value together with its selec-
tive inhibition of AKR1C3, in comparison to AKR1C1 and AKR1C2,
predetermine 2’-hydroxyflavanone as a potential drug for clinical
use.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Flavonoids and phenolic compounds (vitexin, isovitexin,
2’-hydroxyflavanone, 4’-hydroxyflavanone, 3-hydroxyflavone, 5-
hydroxyflavone, 7-hydroxyflavone, quercetin, caffeic acid, narin-
genin, chlorogenic acid, rutin, 4-hydroxybenzoic acid, quercitrin,
epigallocatechin gallate, cyanin chloride, luteolin, taxifolin, sili-
binin and apigenin) were obtained from Fluka (Prague, Czech
Republic) and Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic). Oracin and
DHO (11-dihydrooracin) were provided by the Research Institute for
Pharmacy and Biochemistry (Prague, Czech Republic). NADP* and
glucose-6-phosphate were purchased from Sigma-Aldrich (Prague,
Czech Republic), glucose-6-phosphate dehydrogenase was from
Roche (Mannheim, Germany). All other chemicals were of highest
purity commercially available.

2.2. Cloning, overexpression and purification of recombinant
AKR1C3

The generation of recombinant AKR1C3 was performed accord-
ing to standard techniques (Sammbrook, Maniatis). In brief, the
cDNA for human AKR1C3 was amplified from a commercially avail-
able full length by PCR. The primers used were designated to anneal
at the 5'- and 3’-ends of the coding region and had the following
sequences: 5'-primer = 5'-GGA ATT CCA TAT GGA TTC CAA ACA CCA
G-3’ (containing a Ndel restriction site) and 3’-primer = 5'-CGC GGA
TCCTTAATATTCATCTGA ATATG-3' (containing a BamHI restriction
site). The PCR fragment obtained was cloned into pCR2.1-TOPO and
the sequence confirmed by MWG. The fragment was then cloned
into the bacterial expression vector pET15b by use of the Ndel
and BamHI restriction sites. Overexpression of AKR1C3 was per-
formed in E. coli strain BL21(DE3) by induction with 1 mM IPTG. For
enzyme purification, cells were mechanically disrupted in a French
press and the cell debris were sedimented by ultracentrifuga-
tion. The supernatant was directly applied to a Ni-agarose affinity
chromatography column of an AKTA Purifier system (Pharmacia
Biotech). The column was washed with 20 ml of starting buffer and
the His-tagged AKR1C3 was then eluted by using 500 mM imida-
zole supplementation to the buffer. The successful overexpression
and purification was monitored by SDS-PAGE. Enzyme activity was
checked with 5a-androstanedione as the substrate. Active fractions
containing the purified protein were pooled, supplemented with
glycerol (final concentration 20%) and the protein concentrated to
1.76 mg/ml in a 20 mM phosphate buffer, pH 7.4.

2.3. Purification of AKR1C1 and AKR1C2

Enzyme purification was carried out as described by Breyer-
Pfaff and Nill [19]. Human liver samples were either from livers
excluded from transplantation for medical reasons or excess nor-
mal tissue obtained on partial hepatectomy for tumor metastases.
Briefly, human liver cytosol corresponding to 5-7 g of liver was gel
filtrated on a Sephadex G-100 column and active eluates were fur-
ther separated by ion exchange chromatography on Q Sepharose
into three fractions (Q1-Q3). Activity was assessed by reduction
of Z-10-oxonortriptyline, 4-benzoylpyridine or oxidation of S-1-
indanol in the presence of NADPH or NADP*, respectively. AKR1C1
was purified from fraction Q1 after ion exchange chromatography
on CM Sepharose and chromatofocusing on PBE 94. AKR1C2 was
purified from fraction Q2 after ion exchange chromatography on
CM Sepharose following affinity chromatography on BioGel HTP
and chromatofocusing on PBE 94.

2.4. Enzyme activity measurements

Oracin in the final concentration of 0.5 mM was incubated with
recombinant AKR1C3 (1.76 g in one assay) in the presence of a
NADPH generating system (final concentrations: 0.8 mM NADP*,
6 mM glucose-6-phosphate, 35 U glucose-6-phosphate dehydroge-
nase, 3mM MgCl,, 0.1 mM phosphate buffer, pH 7.4) in 0.1 mM
phosphate buffer, pH 7.4. The reaction was carried out in the pres-
ence of different flavonoids in final concentrations ranging from
10nM to 40 wM (0.5 mM stock solutions of flavonoids in methanol
were diluted in a mixture of water:methanol 1:1 to final concen-
trations indicated below). Reaction mixtures in a volume of 200 .1
were incubated for 30 min at 37°C and then stopped by adding
80 .l of 25% ammonia and cooling to 0°C. Samples were extracted
with 600 pul of ethyl acetate by shaking for 10 s and centrifugation
for 2min at 13,000 rpm, and the organic phases were evaporated
under vacuum. Residues were dissolved in 250 .1 of mobile phase,
100 .1 were applied to an HPLC column and analyzed. The same
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method was used for the activity determination of the enzymes
AKR1C1 and AKR1C2.

First set of inhibition experiments was a screen of various
flavonoids in a fixed concentration of 20 wM. The degree of
inhibition was compared with non-inhibited control reactions
(incubation of AKR1C3 in the absence of flavonoids). The flavonoids
possessing the highest inhibitory effect were chosen for further
testing.

For the second set of inhibition experiments (determination of
IC5p values), the seven most potent flavonoids were chosen. The
final concentrations of these flavonoids in the reaction mixture
were proposed to cover the entire inhibitory range of the com-
pounds. Four to five different concentrations of each inhibitor were
selected: 2’-hydroxyflavanone: 10, 50, 100, 500 nM, and 1 pM; 7-
hydroxyflavone: 0.5, 1, 3, 7.5, and 15 pM; naringenin: 500nM, 1, 3,
7.5, and 15 wM; quercetin: 5, 10, 20, and 30 wM; apigenin: 5, 10, 20,
and 30 wM; luteolin: 10, 20, 30, and 40 pM.

The third set of inhibition experiments was performed with
the two most potent flavonoids, 2’-hydroxyflavanone and 7-
hydroxyflavone, to examine the selectivity of inhibition towards
AKR1C3. Both flavonoids were incubated with AKR1C1 or AKR1C2
(as described above for AKR1C3) in final concentrations given

below. The extent of inhibition was compared with that of the non-
inhibited reaction. Three different concentrations of each inhibitor
were chosen to determine the ICsq values: 2’-hydroxyflavanone:
AKR1C1: 0.5, 5, and 20 uM; 2’-hydroxyflavanone: AKR1C2: 5,
20, and 40 puM; 7-hydroxyflavone: AKR1C1: 0.1, 1, and 3 puM; 7-
hydroxyflavone: AKR1C2: 3, 10, and 40 ..M.

2.5. HPLC conditions

High-performance liquid chromatography was carried out using
an Agilent 1100 Series chromatographic system consisting of
a gradient pump, autosampler, degasser, thermostated column
department and fluorescence detector (Agilent Technologies, USA).
For HPLC assessment of DHO, a method of Wsol et al. [ 18] was used.
The mobile phase consisted of 10 mM hexane sulphonate buffer
with 0.1 M triethyl amine:acetonitrile (75:25, v/v), pH 3.27. Flow
rate was 1.5 ml/min and as chromatographic column, BDS Hypersil
Cy8,250 mm x 4 mm, 5 wm (Thermo Electron Corporation, UK) was
employed. DHO was measured by fluorescence detection using an
excitation wavelength of 340 nm and an emission wavelength of
418 nm. Limit of quantification for DHO was 10 pmol/ml.

Fig. 1. Occurrence and structures of the most potent tested inhibitors to AKR1C3 (See Refs. [20,21]).
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2.6. Inhibition constant calculation 2.7. Inhibition mechanisms
Inhibition potencies of flavonoids were characterized by deter- 2’-Hydroxyflavanone was used to determine the mechanism
mining their IC5¢ values using the GraphPad Prism Version 5.00 of enzyme inhibition. Assays were carried out in volumes of

computer software. The ICsy values were calculated from the 200 pl by using the same conditions as with the enzyme activ-
response of specific activities from the log concentration of the ity measurements. Final concentrations of 2’-hydroxyflavanone

inhibitor. The values are given as mean £ S.D. from n =3 to 4 exper- were 100, 300, and 1000 nM. Experiments were performed in
iments. This program was also used for drawing Fig. 5. triplicates.
Compound Main sources Structure

5-Hydroxyflavone Red and yellow ;‘ruits, vegetables Q\?,O
181 HO
3-Hydroxyflavone Red and yellow fruits, vegetables
[8] H
Q

Epigallocatechin gallate Apples, hops, tea, beer
4*-Hydroxyflavanone Red and yellow fruits and
vegetables [8]
Quercitrin Berries, tea, apple, onion, lettuce
Hi qHHQ
Tsaviiexiti Aspalathus linearis (rooibos), Ho L I
barley H

OH

Coffee, apples, pears, berries,

Chlorogenic acid
artichoke, aubergines

OH

HO

Vitexin Citrus fruits 5] H

HO. ; H
OH

Fig. 2. Occurrence and structures of compounds with inhibitory effect less than 50% to AKR1C3.
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3. Results

In the present study, several flavonoids and phenolic compounds
were tested for their ability to effectively and selectively inhibit
human AKR1C3. We chose compounds commonly occurring in the
diet: vitexin, isovitexin, 2’-hydroxyflavanone, 4'-hydroxyflavanone,
3-hydroxyflavone, 5-hydroxyflavone, 7-hydroxyflavone, quercetin,
caffeic acid, naringenin, chlorogenic acid, rutin, 4-hydroxybenzoic
acid, quercitrin, epigallocatechin gallate, cyanin chloride, luteolin,
taxifolin, silibinin and apigenin. Their occurrence and structures are
summarized in Figs. 1-3.

First, we examined the inhibitory effect of the compounds in
final concentrations of 20 wM. Results are shown in Fig. 4. The
most potent inhibitor of AKR1C3 was 2’-hydroxyflavanone (98.9%
inhibition). Very strong inhibitors were also 7-hydroxyflavone
(82.5% inhibition) and naringenin (71.9% inhibition). Quite
potent inhibitors were quercetin, silibinin, apigenin and lute-
olin with inhibitory effects of about 50%. Caffeic acid, rutin,
4-hydroxybenzoic acid, cyanin chloride and taxifolin did not display
significant inhibition at 20 WM concentration.

The compounds with inhibitory effects of about 50% and higher
were then tested in different concentrations (listed above) to infer
their inhibition constants. Results are shown in Table 1. The most
potent inhibitor was 2’-hydroxyflavanone with an ICsy value of
0.3 wM. The dependence of the response on log c of the inhibitor is
shown in Fig. 5.

AKR1C3 is inhibited by 2’-hydroxyflavanone in an un-
competitive manner which is shown in Fig. 6.

Table 1

ICso values of selective flavonoids inhibiting AKR1C3.

Compound 1G5 (1M)
2'-Hydroxyflavanone 0.3
Naringenin 24
7-Hydroxyflavone 49
Silibinin 6.2
Quercetin 18.8
Apigenin 21.8
Luteolin 374
Table 2

Stereoselective inhibition of AKR1C enzymes by 2’-hydroxyflavanone and 7-
hydroxyflavone.

2'-Hydroxyflavanone ICsq (M) 7-Hydroxyflavone ICsq (M)

AKR1C1 6.2 0.1
AKR1C2 47.1 38.9
AKR1C3 0.3 4.9

Very potent inhibitors were naringenin (2.4 M ICsg), 7-
hydroxyflavone (4.9 wM ICsg) and silibinin (6.2 wM ICsp). The rest
of the flavonoids displayed ICsg values of about 20 wM and higher.

The two most potent inhibitors, 2’-hydroxyflavanone and 7-
hydroxyflavone, were further examined regarding their selectivity
of inhibition towards AKR1C3. Therefore, they were incubated in
different concentrations (listed above) with AKR1C1 and AKR1C2,
inaddition to AKR1C3. Comparison of the ICsq values is summarized
in Table 2. The inhibitory extent of 2’-hydroxyflavanone towards

Fig. 3. Main sources and structures of compounds with no inhibitory effect to AKR1C3.
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Fig. 4. Inhibitory effect of flavonoids and phenolic compounds in final concentrations of 20 wM towards AKR1C3.

Fig. 5. The inhibitory effect of 2’-hydroxyflavanone towards AKR1C3.

AKR1C1 (6.2 wM IC5¢) was 20 times lower than the inhibitory effect
towards AKR1C3 (0.3 .M ICsg). By contrast, the inhibitory potency
of 7-hydroxyflavone towards AKR1C1 (0.075 wM IC5¢) was 65 times
higher than that towards AKR1C3 (4.9 wM ICsp). The low inhibition

Fig. 6. Lineweaver-Burk double-reciprocal plot of the initial velocity versus
the reciprocal concentration of oracin at different fixed concentrations of 2’'-
hydroxyflavanone. The 2’-hydroxyflavanone concentrations were 0 nM (®), 100 nM
(m),300nM (a), and 1000 nM (4).

of AKR1C2 by both flavonoids does not reveal any clinical impor-
tance. Combined, because of its high potency and selectivity of
AKR1C3 inhibition, 2’-hydroxyflavanone might be useful for clinical
therapy of malignancies where AKR1C3 is overexpressed.

4. Discussion

The human AKR1C isozymes are involved in the pre-receptor
regulation of steroid hormone action by regulating the concentra-
tion of active and inactive androgens, estrogens and progestins in
target tissues [22-24]. AKR1C isozymes catalyze the reduction of
ketosteroids at the C3, C17 or C20 positions [7]. Selective inhibitors
of AKR1C isoforms provide tissue-specific effects of steroid hor-
mones [6].

AKR1C3 reduces the weak androgen androstenedione to the
potent androgen testosterone and the weak estrogen estrone to
the potent estrogen 17[3-estradiol and may stimulate proliferation
of prostate and breast cancer cells [25]. AKR1C3 is thus an inter-
esting target for the development of drugs treating or preventing
of hormone-dependent forms of cancer [10,11]. Recently, several
groups of scientists paid close attention for developing efficient
and selective inhibitors of AKR1C isozymes on the base of NSAID
structures, e.g. indomethacin or flufenamic acid [6,10].

In the present study, inhibitory effects of some flavonoids
and phenolic compounds towards AKR1C3 were examined. These
compounds were incubated with AKR1C3 in the presence of
a NADPH generating system and oracin as a “specific” sub-
strate. The carbonyl-reduced metabolite resulting from AKR1C3
activity, dihydrooracin (DHO), was measured by HPLC and very
sensitive fluorescence detection. Most of the flavonoids and
phenolic compounds displayed significant inhibition of AKR1C3,
albeit with differing activities. The most potent inhibitor was
2’-hydroxyflavanone with an ICsy value of 0.3 uM, followed by
naringenin (2.4 uM ICsg), 7-hydroxyflavone (4.9 wM ICsq) and sili-
binin (6.2 uM ICsp). Quite potent inhibitors were also quercetin
(18.8 WM ICs5¢) and apigenin (21.8 WM ICsq).

Since we used a very sensitive fluorescence detection system
and the specific substrate oracin, we compared our results with ICsg
values already published by others [13]. The substrate used in the
latter study was androstenedione and a scintillation-based detec-
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tion system for both 3a- and 17f3-reduction. The highest inhibition
was reported for zearalenone (4 M ICsq), coumestrol (5 M ICsg)
and quercetin (9 WM ICsgp). Surprisingly, 7-hydroxyflavone (24 uM
ICs0) and naringenin (33 M ICsg) did not display as good inhibi-
tion compared to our results. The reason for this discrepancy is
unknown at present. The ICsq value of apigenin did not differ.

Importantly, specific inhibition of AKR1C3 would help to
unravel its role in steroid hormone and prostaglandin-dependent
cancer development. Recently, an indomethacin analogue N-(4-
chlorobenzoyl)-melatonin has been identified as a specific inhibitor
of AKR1C3 with an ICsg value of 11.4 M [10].

In the present study, the most potent flavonoids identified
in a first experimental inhibitor screen were tested for the abil-
ity to selectively inhibit AKR1C3. Interestingly, the inhibitory
effect of 2’-hydroxyflavanone towards AKR1C1 (6.2 wM ICsg) was
20 times lower than that towards AKR1C3 (0.3 uM ICsp). Inhi-
bition of AKR1C2 by 2’-hydroxyflavanone was very low. These
results predetermine 2’-hydroxyflavanone for a potential clinical
use as a selective inhibitor of AKR1C3. On the other hand, the
inhibitory potency of the second compound, 7-hydroxyflavone,
towards AKR1C1 (0.075 wM IC5g) was 65 times higher than towards
AKR1C3 (4.9 M ICsp). This finding could also have clinical impor-
tance, because 7-hydroxyflavone is apparently very efficient and
selective for AKR1C1 inhibition.

Our results show that some flavonoids are potent inhibitors of
AKR1C3 and AKR1C1 in vitro, but there are only limited data avail-
able of whether these flavonoids can affect these enzymes in vivo.
Plasma concentrations of the majority of flavonoids are not known,
neither from normal diet nor from high-vegetable diet. Plasma
concentrations of naringenin have been reported from healthy vol-
unteers. Whereas the baseline concentration of naringenin was
very low (4.8 nM), it increased to 113 nM after a 5 weeks high-
vegetable diet (with moderate amounts of citrus) [26]. After single
ingestion of grapefruit juice (8 ml/kg) the mean plasma concentra-
tion of naringenin even rose to 6 WM. However, big inter-individual
differences in terms of bioavailability were observed in this study,
e.g. the highest concentration of naringenin observed after grape-
fruit juice drinking was 14 M [27]. According to the present
investigation, the ICsg value of naringenin for AKR1C3 was 2.4 uM
in vitro, hence, we would expect that concentrations of naringenin,
and probably those of other flavonoids as well, may reach sufficient
levels to affect AKR1C3 and hormone metabolism in vivo.

In conclusion, our results show that AKR1C3 could be a potential
target for inhibition by dietary flavonoids and phenolic com-
pounds. Especially 2’-hydroxyflavanone seems to be of potential
clinical importance due to its IC5yp value of 300 nM. Moreover,
2’-hydroxyflavanone displays high selectivity towards AKR1C3 as
compared to AKR1C1 and AKR1C2.
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1. Introduction

ABSTRACT

Carbonyl reducing enzymes play important roles in the biotransformation and detoxification of endo- and
xenobiotics. They are grouped into two protein superfamilies, the short-chain dehydrogenases (SDR) and
aldo-keto reductases (AKR), and usually are present in the cytoplasm of a cell. So far, only one membra-
neous carbonyl reductase has been described, 113-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (113-HSD1),
which is located in the endoplasmic reticulum and which significantly contributes to the metabolism of
a variety of carbonyl containing drugs and toxicants. Oracin is a new and prospective anticancer drug
bearing a prochiral carbonyl moiety. The main metabolic pathway of oracin is carbonyl reduction to 11-
dihydrooracin (DHO) which, however, eliminates the therapeutic potential of the drug, because the two
DHO enantiomers formed have significantly less anti-tumor activities. Therefore, the oracin inactivating
enzymes should urgently be identified to search for specific inhibitors and to enhance the chemother-
apeutic efficacy. Interestingly, the calculation of enzyme specific activities and stereospecificities of
(+)-DHO and (—)-DHO formation strongly suggested the existence of a second, hitherto unknown micro-
somal oracin carbonyl reductase in human liver. Therefore, the aim of the present study was to provide
proof for the existence of this new enzyme and to develop a purification method for further characteri-
zation. First, we succeeded in establishing a gentle solubilization technique which provided a favourable
detergent surrounding during the further purification procedure by stabilizing the native form of this
fragile protein. Second, we could partially purify this new microsomal carbonyl reductase by a two step
separation on Q-sepharose followed by Phenyl-sepharose. The enzyme turned out to be NADPH specific,
displaying kinetic values for oracin carbonyl reduction of K, =42 M and Vinax =813 nmol/(30 min x mg
protein). Compared to the microsomal fraction, the enzyme specific activity towards oracin could be
enhanced 73-fold, while the stereospecificity of (+)-DHO formation shifted from 40% to 86%. Consider-
ing these data for 113-HSD1, as described in previous reports, it is clear that the microsomal carbonyl
reductase investigated in the present study is new and has a great potential to significantly impair the
chemotherapy with the new anticancer drug oracin.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

is therefore essential and is carried out mostly by two-electron
reduction to the corresponding hydroxyl group. Carbonyl reducing

Carbonyl groups are found in many endogenic compounds
and xenobiotics and often are the determining factor of their
biological activity. Metabolic conversion of the carbonyl moiety

Abbreviations: SDR, short-chain dehydrogenases/reductases; AKR, aldo-keto
reductases; 113-HSD1, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1; DHO, 11-
dihydrooracin; CBR, carbonyl reductases; RDH, retinol dehydrogenases; BCA,
bicinchoninic acid protein assay; TCA, trichloroacetic acid; CLi,, intrinsic clearance.
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enzymes are grouped into two distinct protein superfamilies, the
short-chain dehydrogenases/reductases (SDR) and the aldo-keto
reductases (AKR) based on similar amino acid sequences and three-
dimensional structures. The AKR superfamily comprises more than
one hundred monomeric, soluble and cytosolic enzymes which can
be found in all life forms (Jez et al., 1997; Jez and Penning, 2001),
and only 13 human forms have been described so far. The SDRs
represent one of the largest protein superfamilies, a heterogeneous
group of more than 46,000 members, also present in all life forms
(Oppermann et al., 2001; Hoffmann and Maser, 2007; Persson et
al.,, 2009). SDRs are mainly oligomeric proteins, some of which dis-
tribute as membrane-bound forms in the endoplasmic reticulum,
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mitochondria or peroxisomes besides a great variety of cytosolic
forms. Around 70 members have been identified within the human
genome (Oppermann et al., 2001; Kallberg et al., 2002), where
only 2/3 of the human SDRs have been characterized to at least
some extent (regarding expression, substrate specificity, genomic
features). Nevertheless, a significant portion of human SDRs still
remains to be clarified and annotated (Wu et al., 2007).

The role of several carbonyl reducing enzymes in the
metabolism of eobiotics is quite well known and widely studied.
Their physiological substrates are steroid hormones, bile acids,
retinoids and prostaglandins (Jez et al., 1997; Jez and Penning,
2001). Much less is known about the role of carbonyl reducing
enzymes in the metabolism of xenobiotics. Carbonyl reduction is
a significant step in phase I biotransformation, since the hydroxyl
group generated is more hydrophilic and the metabolite can be
conjugated and excreted more easily. It has been shown that
many pharmacologically and toxicologically significant substrates
undergo this biotransformation step which can have diverse conse-
quences - inactivation (e.g. warfarin, alfatoxin B1, doxorubicin) or
activation (e.g. dolasetron) of a drug (Maser, 1995; Breyer-Pfaff and
Nill, 2004; Matsunaga et al., 2006). A list of drugs that are at least
partially metabolised through carbonyl reduction was published
(Rosemond and Walsh, 2004).

Overall, 12 human carbonyl reducing enzymes exhibiting activ-
ity toward different xenobiotics have been reported so far, seven
of which are from the AKR superfamily and five from the
SDR superfamily. From these, only AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3,
AKR1C4, AKR1B10, CBR1 and 113-hydroxysteroid dehydrogenase
1(11B-HSD1) play a significant role in the metabolism of carbonyl-
containing drugs (Martin et al., 2006; Matsunaga et al., 2006). It is
probable that several more enzymes displaying pluripotency for
eobiotics and xenobiotics exist, but they are still awaiting their
discovery.

So far, only 113-HSD1 of all known xenobiotic carbonyl metab-
olizing enzymes is found in the microsomal membrane. This
enzyme was purified in active form from mouse and human liver
using a gentle solubilization technique (Maser and Bannenberg,
1994; Maser et al., 2002). Besides 113-HSD1, there are several
other microsomal members of the SDR superfamily. They belong
to either the group of retinol dehydrogenases (RDHs) or 17f3-
hydroxysteroid dehydrogenases (173-HSDs). The RDHs include 10
human members - all of them are associated with the endoplasmic
reticulum and have activity towards retinoids (Liden and Eriksson,
2006). These enzymes have been extensively studied particularly
for their function in the retina, but some are also expressed in
extraocular tissues like liver, kidney and lung. Five human mem-
bers (RDH11, RDH12, RDH14, retSDR1 and prRDH) have prevalent
reductive activity towards retinal. Very interesting is the fact that
mouse RDH11 and human RDH12 participate in the metabolism of
toxicologically active aldehydes such as cis-6-nonenal and trans-2-
nonenal, which are produced by lipid peroxidation of unsaturated
fatty acids in tissues undergoing oxidative stress (Kasus-Jacobi et
al., 2003; Belyaeva et al., 2005).

The only two microsomal 17(3-HSDs are the type 3 and
type 7 isoforms which are both involved in the metabolism of
steroid hormones (Lukacik et al., 2006). 17(3-HSD3 has been found
almost exclusively in testis, whereas 173-HSD7 is predominantly
expressed in human liver. Besides metabolizing steroids the latter
also participates in postsqualene biosynthesis of cholesterol, but
has no activity towards xenobiotics so far (Marijanovic et al., 2003).

In the near future, some of these microsomal enzymes
with known physiological function may turn out as carbonyl
reducing enzymes for xenobiotics. Moreover, some hitherto non-
characterized members from the 70 human SDRs may also associate
with the endoplasmic reticulum and may turn out to have activity
towards carbonyl-bearing xenobiotics.

Oracin is one of the prospective anticancer drugs bearing a
carbonyl moiety. The main mode of action is DNA intercalation,
but also several other mechanisms have been demonstrated (inhi-
bition of topoisomerase II, stimulation of aerobic consumption
of glucose and, to a lesser extent, formation of lactate in tumor
cells and induction of apoptosis) (Melka, 1993; Miko et al., 2002).
Oracin has a significant toxicity against a wide spectrum of tumors
and leukaemia cells both in vitro and in vivo (Melka, 1993). The
main advantages of this novel cytostatic drug are the possibility
of oral administration, the combination of different anti-tumor
mechanisms, the absence of cardiotoxicity (Gersl et al., 1996),
very low hepatotoxicity and beneficial pharmacokinetics. Due to
its important biological activities and positive properties, the bio-
transformation of oracin has been intensively studied in common
laboratory animals (Wsol et al., 1996, 1998; Szotakova et al., 1996)
as well as in human liver (Wsol et al., 2000). The main metabolic
pathway is carbonyl reduction of oracin to 11-dihydrooracin (DHO),
although the basic structure of oracin contains two carbonyl
groups. The second one, at position 5, represents a cyclic lactam
which is hard to reduce. The carbonyl group in oracin is pro-
chiral and its reduction leads to the formation of two enantiomers
of DHO (Fig. 1). Importantly, this metabolic step eliminates the
therapeutic potential of the drug, because the DHO enantiomers
have significantly less anti-tumor activities. Therefore, the par-
ticipating enzymes are urgently sought for which then specific
inhibitors could be identified to enhance the chemotherapeutic
outcome.

The stereospecific formation of DHO occurs in both the micro-
somal and cytosolic fractions. Stereospecificity depends on species
and is also affected by gender (Wsol et al., 1998). In human liver
cytosol oracin is metabolised by enzymes of the AKR1C subfam-
ily. Purified AKR1C2 and AKR1C4 produce exclusively the (+)-DHO
enantiomer, whereas AKR1C1 is responsible for the production of
both enantiomers with preferable formation of (+)-DHO. AKR1C1 is
also more efficient in biotransformation of oracin in comparison to
AKR1C2 and AKR1C4 (Wsol et al., 2007). AKR1C3 was not purified
from human liver, but a recombinant form of this enzyme was also
shown to participate in the metabolism of oracin (Novotna et al.,
2008).

Until today, only one human liver microsomal enzyme has been
reported to participate in the biotransformation of oracin - 113-
HSD1 which is a member of the SDR superfamily. This enzyme
purified from human liver reduces oracin to (—)-DHO and (+)-
DHO in a ratio of 76:24. However, whole human liver microsomes
metabolise oracin with different stereospecificity, where the for-
mation of (—)-DHO (60%) predominates over (+)-DHO (40%). The
difference in (+)-DHO formation between purified 113-HSD1 and
whole microsomes can only be explained by the existence of at least
one additional enzyme, which obviously displays high stereospeci-
ficity for (+)-DHO production (Fig. 2).

The aim of the present study was providing proof for the exis-
tence of an additional oracin carbonyl reducing enzyme in human
liver microsomes that participates in the inactivation of the drug. To
reach this goal, at least the partial purification of this novel enzyme
in active form was envisaged. For our studies, we took advantage of
the hypothesis from Wsol et al. (2004) that the difference in stere-
ospecificity between purified 113-HSD1 and whole human liver
microsomes is caused by at least one other microsomal enzyme.
This enzyme should exhibit an opposite stereospecificity compared
to 11B-HSD1 and should preferably form (+)-DHO. We used a chi-
ral HPLC method for the determination of both DHO enantiomers
as a sensitive marker. The partially purified enzyme was character-
ized in terms of its kinetic parameters in oracin carbonyl reduction
and its cofactor preference. As a result, we provide evidence for the
existence of a hitherto unknown carbonyl reducing enzyme which
contributes to oracin inactivation to a rather high extent.
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Fig. 1. Metabolic conversion of the pro-chiral molecule oracin to (+)-DHO and (—)-DHO enantiomers.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and chromatography columns

Oracin, rac-DHO, (+)-DHO and (—)-DHO were obtained from the Research Insti-
tute for Pharmacy and Biochemistry (Prague, Czech Republic). Enzyme purification
was carried out with Sephadex G-25, Q-sepharose and Phenyl-sepharose low sub-
columns obtained from GE Healthcare (Uppsala, Sweden). Enzymatic tests were
performed with NADP*, glucose-6-phosphate from Sigma-Aldrich (Prague, Czech
Republic) and glucose-6-phosphate dehydrogenase from Boehringer Mannheim
(Mannheim, Germany). Acetonitrile (HPLC grade) was obtained from Sigma-Aldrich
(Prague, Czech Republic) and sodium perchlorate monohydrate and sodium hex-
anesulphonate monohydrate were from Fluka (Prague, Czech Republic). Detergents
were supplied from Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic). Other chemicals were
of the highest purity commercially available.

2.2. Preparation of human liver microsomes

Human liver samples were obtained following routine surgical procedures in
accordance with Czech legislation. These tissues samples were stored at —80°C and
served as source for microsomes. 3 g of human liver samples were homogenized
in three volume of 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, using a glass-Teflon Potter-
Elvehjem homogenizer. The homogenate was centrifuged at 5,000 x g for 20 min
to sediment ligament, cell debris and nuclei. The supernatant at this stage was cen-

Fig. 2. Stereospecificity of oracin carbonyl reduction in human liver microsomal
fraction and purified human 113-HSD1. From differences in stereospecificities it is
anticipated that at least one other human microsomal enzyme contributes to the
metabolism of oracin with preferential formation of (+)-DHO (dark section). The
anticipated ratio for the new enzyme was calculated based on the known ratios of
the complete microsomal fraction to that known from purified 113-HSD1.

trifuged at 20,000 x g for 60 min to sediment mitochondria. The supernatant after
the second centrifugation was used again for a third centrifugation at 105,000 x g
for 65 min to separate the cytosol and microsomes. Microsomal pellets were three
times resuspended in one volume of the homogenization buffer and again three
times centrifuged at the same conditions to remove traces of cytosol. All centrifuga-
tion steps were carried out at 4 °C. After a final washing of microsomes, microsomal
pellets were resuspended in one volume of 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, with 20%
(v/v) glycerol and stored at —80°C. All steps between centrifugations were made
in a cooling room at 4°C to avoid enzyme inactivation. The absence of contami-
nating cytosolic enzymes in microsomes was proven by determination of lactase
dehydrogenase activity which has no activity in pure microsomes.

2.3. Optimization of the solubilization process

Optimization of the solubilization process was carried out with respect to
the choice and concentration of a detergent in the solubilization buffer. Differ-
ent solubilization buffers were prepared that all consisted of 10 mM NaH,POy,
1mM EDTA, 1M NaCl and 40% (v/v) glycerol, pH 7.4, but contained different
detergents in various concentrations. Four different types of non-ionic deter-
gents were chosen—octaethyleneglycol monododecylether (C12E8), ethyleneglycol
monododecylether (C4E8), dodecyl-B-p-maltoside (DDM) and Triton X-100 in con-
centrations of 5, 10, 20,40 mM, corresponding to detergent:proteinratios of 1:1, 2:1,
3:1 0or 5:1 (w/w). Respective buffers were mixed with the same volume of microso-
mal suspension. This mixture was gently stirred on ice for 45 min and subsequently
centrifuged in Sorvall TST 60.4 rotor (Du Pont, USA) at 38,000 rpm for 60 min at 4°C.
The carbonyl reducing activity toward oracin, protein content and specific activity
were determined in each supernatant and the corresponding dissolved pellet.

2.4. Partial purification of the unknown microsomal enzyme

2.4.1. Solubilization of microsomes

For solubilization of membrane-bound proteins the microsomal suspension
was diluted with an equal volume of the solubilization buffer consisting of 10 mM
NaH,;PO4, 1 mM EDTA, 1 M NacCl, 40% (v/v) glycerol and 0.66% (w/v) of the non-ionic
detergent Triton X-100, pH 7.4. The solution was gently stirred for 45 min on ice and
subsequently centrifuged in Sorvall TST 60.4 rotor (Du Pont, USA) at 38,000 rpm for
60 min at 4°C.

2.4.2. Desalting of microsomes

HiTrap desalting 5 ml columns (GE Healthcare, Sweden) were equilibrated with
buffer A (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10% (v/v) glycerol and 1.98% (w/v) Triton X-100).
Solubilized microsomes were applied to the column to remove salts from the pro-
tein sample. Separation was also performed with buffer A, flow rate at 1.5 ml/min
and the elution was monitored by measuring the absorbance at 280 nm and con-
ductivity. Samples containing protein were concentrated by Amicon Ultra-15 10K
tubes (Millipore, USA) that were centrifuged at 5,000 x g at 4°C.

2.4.3. Separation on Q-sepharose

The concentrated desalted microsomes corresponding to 5.5mg of protein
were loaded onto an anion-exchange chromatography column, HiTrap Q-Sepharose
FF 1ml (GE Healthcare, Sweden), previously equilibrated with buffer A (20 mM
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Fig. 3. Flow chart of the partial purification of the “unknown” carbonyl reductase.
Besides fraction Q12 that was used for further purification, other fractions from
Q-sepharose purification with less reducing activity towards oracin were obtained.

Tris-HCl, pH 8.0, 10% (v/v) glycerol and 1.98% (w/v) Triton X-100). The second buffer
for elution of the proteins was buffer B (buffer A+1M NacCl). The flow rate was
0.5ml/min and the volume per fraction was 1 ml. The elution started with buffer
A (segment 0-6 ml) and subsequently with a progressive gradient of NaCl to reach
the final concentration of 1M NaCl (segment 7-22 ml) which was equal to buffer
B (segment 23-26 ml). Each fraction was collected and its oracin reducing activity
was determined.

2.4.4. Separation on Phenyl-sepharose

The fraction obtained after Q-sepharose chromatography with the highest
enzyme activity regarding (+)-DHO formation (Q12 in Fig. 3) (total protein amount:
0.27 mg) was applied to a HiTrap Phenyl-sepharose 6 FF (low sub) 1 ml column (GE
Healthcare, Sweden). For protein separation, the following buffers were used: Buffer
C (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10% (v/v) glycerol, 1 M ammonium sulphate, 0.11% (w/v)
Triton X-100) and buffer D (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10% glycerol, 0.11% (w/v) Triton
X-100). The flow rate was 1 ml/min and the volume per fraction was 1 ml. Before the
sample was loaded, the column was equilibrated with buffer C. The elution started
with buffer C (0-5ml), continued with a linear decreasing gradient of ammonium
sulphate to final concentration of 0 M (segment 6-20 ml) which was equal to buffer
D (segment 21-30ml). Each fraction was collected and tested for oracin reducing
activity. A detailed scheme of the purification procedure is shown in Fig. 3. All purifi-
cation steps were carried out at 4°C and the samples were continuously kept on
ice. The profile of protein elution was controlled by measurement of absorbance at
280 nm and conductivity.

2.5. Enzyme assay

Carbonyl reducing activities in fractions during the purification process were
tested by incubation with oracin. Standard incubation mixtures of microsomes and
fractions after each purification step were prepared in Eppendorf microtubesat 37 °C
in a total volume of 100 .l as follows: 5 .l of the liver microsomal suspension (corre-
sponding to 5 mg of wet tissue) or 50 wl fractions from the purification process were
incubated with oracin as the substrate (at final concentrations of 0.5 mM) and 20 .l
of NADPH-generating system (final concentrations: 0.8 mM NADP*, 6 mM glucose-
6-phosphate, 35 units glucose-6-phosphate dehydrogenase, 3 mM MgCl,) in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4. Reactions were started by adding 10 pl of 5mM oracin.
After 30 min incubation at 37 °C the reactions were terminated by adding 40 w1 26%
ammonia solution and cooling to 0°C. 11-Dihydrooracin (DHO) was extracted with
300 wl ethyl acetate, each microtube was vigorously shaken for 10s on a lab dancer
test tube shaker and centrifuged for 2 min in a microcentrifuge. Organic phases were
transferred to new Eppendorf microtubes and extracts were evaporated to dryness
under vacuum. Dry samples were dissolved in 250 .l mobile phase prior to their
HPLC injection. Control experiments without biological material were performed to
determine non-enzymatic substrate conversion. Specific activities are expressed as
nmol of DHO formed per mg of protein within 30 min.

2.6. Metabolite determination by HPLC

After enzymatic conversion of oracin to DHO, the total amount of this metabolite
and also its enantiomers were detected on a HPLC Agilent 1100 Series chromato-
graphic system consisting of a gradient pump, autosampler, degasser, termostated
column department and fluorescence detector (Santa Clara, USA). A method of
Wsol et al. (1996) was used for the determination of the total amount of DHO
(column: BDS Hypersil Cig, 250 mm x 4 mm, 5 um; mobile phase: a mixture of
a buffer consisting of 10 mM hexanesulphonate and 0.04 mM triethyl amine, pH
3.27 with an acetonitrile:water ratio of 75:25 (v/v); flow rate 1.5 ml/min; fluo-
rescence detection: excitation/emission wavelengths of 340/418 nm, respectively).
Several chiral stationary phases (CSP) were tested to separate DHO enantiomers
and finally the CSP on base of substitutive cellulose was the best choice. DHO
enantiomers were detected as described in Wsol et al. (1999) (column: OD-R Chira-
cel 240 mm x 4.6 mm; mobile phase: 0.3 M ammonium perchlorate, pH 3.0 and an
acetonitrile:water ratio of 69:31 (v/v); flow rate 0.5 ml/min; fluorescence detec-
tion: excitation/emission wavelengths of 340/418 nm, respectively). Fig. 4 shows an
example of chiral DHO separation of fraction P4 after Phenyl-sepharose.

2.7. Cosubstrate determination of the partially purified enzyme

The partially purified oracin carbonyl reductase was characterized in terms
of its cosubstrate preference. 20 ul of the enzyme solution was incubated with
either NADPH or NADH. In case of NADPH, the NADPH-generating system (described
above) was used. For assessing the enzyme activity with NADH, the latter was added
to final amounts of 6 mM in the reaction mixture.

2.8. Determination of enzyme kinetics

The fraction after Phenyl-sepharose containing the new microsomal enzyme
was also used to determine the kinetic parameters of oracin carbonyl reduction.
Assays were carried out in a total volume of 100 .l corresponding to the proce-
dure during enzyme purification. In brief, 20 1 of the partially purified enzyme was
incubated with oracin in final concentrations ranging from 0.05 to 0.8 mM and an
NADPH generating system in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. The kinetic constants
were determined using the GraphPad Prism 5.0 computer software. The values are
given as mean £ S.D. from triplicates.

2.9. Protein determination

Protein concentrations in liver microsomes and all fractions during the purifi-
cation process were determined by the BCA method (bicinchoninic acid assay).
Fractions obtained after separation on Phenyl-sepharose were precipitated by
trichloracetic acid (TCA) and natrium chloride (NaCl) solution prior to the BCA
assay. Altogether, 500 wl of 10% TCA containing 4 M NaCl was added to 50 pl of
each sample, vigorously shaken and, after 15min precipitation at room temper-
ature, centrifuged at 14,500 rpm for 15 min. Supernatants were discarded without
damaging the pellets, which were then dissolved in water for protein determination
by BCA.

2.10. SDS electrophoresis

Concentrated and desalted microsomes along with selected fractions after
each purification step (Q12, P4 in Fig. 3) were analyzed by SDS-PAGE on 1.5 mm
Tris-glycine gel (12% (w/v) separating gel and 4% (w/v) focusing gel). Samples were
mixed with three times concentrated sample buffer (150 mM Tris-HCl, 6% (w/v)
SDS, 18% (w/v) glycerol, 3% (w/v) 2-mercaptoethanol, 0.012% (w/v) bromphenol-
blue) in given ratio 2:1. 5 .l of concentrated and desalted microsomes were mixed
with 2.5 ul of sample buffer and 40 pl of fraction samples were mixed with 20 I of
sample buffer. Prepared samples were completely loaded on the gel. Electrophoresis
was performed using a Mini-Protean system (Bio-Rad, USA) at 100V in focusing gel
and at 200V in separating gel. The gel was stained with a new silver stain (Chevallet
et al., 2008). Silver was reduced with p-ribose.

3. Results
3.1. Optimization of solubilization

In the search for the new microsomal enzyme participating in
the metabolism of the anticancer drug oracin, a purification scheme
was developed that led to a 73-fold increase in specific activity
compared to solubilized, concentrated and desalted human liver
microsomes as the primary sample. A previously identified micro-
somal enzyme, 113-HSD1, which was shown to catalyze oracin
carbonyl reduction, was purified from mouse and human liver by
using the non-ionic detergent Emulgen 913 (Maser et al., 2002).
In these studies a gentle solubilization procedure was developed
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Fig. 4. Chiral separation of DHO enantiomers of sample P4 after Phenyl-sepharose
on HPLC. A very selective fluorescent method allows the detection of only reduced
oracin metabolites.

to stabilize the architecture and functionality of the enzyme. In
the present study, this solubilization procedure was used and opti-
mized with respect of the type and concentration of the detergent.
Four different non-ionic, mild detergents were taken whose suc-
cess of solubilization was determined by assessing the reducing
activity toward oracin in the resulting supernatants. Results are
expressed as % of DHO formation compared to the primary activ-
ity in microsomes (Fig. 5). It turned out that the best detergent for
solubilization of the searched enzyme was Triton X-100 in a con-
centration of 10 mM which corresponded to a detergent:protein
ratio of 2:1 (w/w).

This approach yielded almost 90% of the primary reducing activ-
ity obtained in microsomes. It should be noted that the total sum
of activity in the corresponding supernatant and pellet is usually
below 100%, a fact which is probably caused by incomplete disso-
lution of the pellet. In comparison to the purification of 113-HSD1,
the addition of sodium cholate was left out, because due to the first
purification step (ion-exchange) the increase of ionic strength was
unwanted. Salts in a sample interfere with protein separation on
ion-exchange chromatography. Therefore, an additional gel filtra-
tion on Sephadex G-25 was employed for desalting the solubilized
microsomes. Desalted microsomes were concentrated by ultrafil-
tration in Amicon tubes.

3.2. Purification of the new membrane-bound carbonyl reducing
enzyme

Desalted and concentrated microsomes were loaded onto a
Q-sepharose column. The buffers applied for protein separation
contained Triton X-100 in a concentration corresponding to the
detergent:protein ratio that was employed for solubilization. Frac-
tions obtained were tested for oracin carbonyl reduction, and for
enzymatically active fractions their stereospecificity and specific

Fig. 5. Determination of the most suitable detergent for solubilization of human liver microsomes. Microsomal suspensions were diluted with solubilization buffers con-
taining different detergents—octaethyleneglycol monododecylether (C12E8), ethyleneglycol monododecylether (C4E8), dodecyl-f3-p-maltoside (DDM) and Triton X-100 in
concentrations of 5, 10, 20, 40 mM (which correspond to a detergent:protein ratio of 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 (w/w)). The success of solubilization is expressed as % of remaining
enzyme activity compared to that in microsomes towards oracin. Reducing activity was tested in both the resulting supernatants and corresponding pellets.
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Fig. 6. Distribution of reducing activity towards oracin in particular fractions after
the first purification step on Q-sepharose column. Fractions Q11 and Q12 have
similar reducing activity towards oracin, but the Q12 fraction displays higher stere-
ospecificity to (+)-DHO. Fraction Q12 was used for the second purification step. Some
other fractions (Q2, Q3, Q11, Q13) also show moderately high reducing activity, but
with different stereospecificity.

Fig. 7. Cosubstrate preference of enzyme activity towards oracin after Phenyl-
sepharose. The activity of the partially purified enzyme was tested in the presence
of either NADPH or NADH. Values are given as means + S.D. from n =3 experiments.

activity were determined. The total yield of activity after this chro-
matographic step, expressed as the sum of reducing activity toward
oracinin all active fractions, was 80% of the primary reducing activ-
ity applied onto the Q-sepharose column (Fig. 6).

The fraction with the highest oracin reducing activity that also
exhibited preferential formation of the (+)-DHO enantiomer (82%)
was loaded onto a Phenyl-sepharose column. Also at this chro-
matographic step the 2:1 detergent:protein ratio (w/w) (Triton
X-100) was kept in all buffers. Corresponding to the previous sep-
aration, the oracin carbonyl reducing parameters, specific activity
and stereospecificity, were determined after Phenyl-sepharose. The
total yield of reducing activity was 77% compared to that loaded
onto the column. One particular fraction not only produced very
high amounts of (+)-DHO (86%), but also showed an extensively
increased specific activity. Compared to microsomes, the specific
activity of the partially purified new enzyme could be enhanced to
about 73-fold. A synopsis of the purification stepsis givenin Table 1.

3.3. Cosubstrate preference determination

The fraction obtained from Phenyl-sepharose metabolized
oracin with preferential formation of (+)-DHO (86%), which is in
accordance with our original hypothesis. For further characteriza-
tion of the new microsomal enzyme we determined the cosubstrate
preference. It could be shown that the enzyme is strongly NADPH-
dependent, since it shows significantly higher oracin reducing
activity in the presence of NADPH (765 + 50 nmol/(30 min x mg))
than with NADH (52 4+ 20 nmol/(30 min x mg)) (Fig. 7).

Fig. 8. Kinetic profile of DHO formation catalyzed by the partially purified enzyme
after Phenyl-sepharose. Values are given as means + S.D. from n =3 experiments.

Fig. 9. Stereospecificity of the new enzyme for oracin carbonyl reduction. The par-
tially purified enzyme obtained after Phenyl-sepharose metabolises oracin to DHO
ina(+)-DHO/(—)-DHO ratio of 86:14, a fact which corresponds perfectly to our initial
hypothesis.

3.4. Kinetic characterization of the new carbonyl reducing
enzyme

The enzyme kinetics of oracin carbonyl reduction in the par-
tially purified fraction was studied in a substrate concentration
range between 0.05-0.8 mM. The Michaelis-Menten constant (Kp,)
and the maximum velocity (Vmax) for the total amount of DHO
produced were calculated according to the Michaelis-Menten
equation (Fig. 8).

The new membrane-bound NADPH-dependent carbonyl reduc-
ing enzyme is characterized by a Ky of 41.6+5.9 uM, a Viax of
813.1 £22.5nmol/(30 min x mg) and an intrinsic clearance value,
expressed as enzymatic efficiency (CLj, ), of 19.5 ml/(30 min x mg).
Interestingly, the preferential production of (+)-DHO (86%) corre-
sponds well to the hypothesis of our project (Fig. 9).

4. Discussion

Analyses of genomic sequences suggest that 30% of the pro-
teins produced by Homo sapiens, Escherichia coli, Sacharomyces
cerevisiae and others would be integral membrane proteins (Wallin
and Von-Heijne, 1998). However, there is dearth of information
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Table 1

Summary of the partial purification of the unknown microsomal enzyme with activity toward oracin from human liver.

Step Total protein (mg) Total reducing activity Specific activity (nmol/(30 min x mg protein)) Purification Stereospecificity
(nmol/30 min) (x-fold) ((+)-DHO?/(—)-DHO)?
Microsomes 14.7° 151 - 40/60
Desalted and concentrated 5.5b 473 1 -
microsomes
Q-sepharose 0.27° 6.7 3 82/18
Phenyl-sepharose 0.0015¢ 0.95 73 86/14
2 DHO-11-dihydrooracin.
b Determined by BCA protein assay.
¢ Samples were first precipitated with 10% TCA and 4 M NaCl and then determined by the BCA method.
Table 2
Kinetic parameters for DHO production catalyzed by all known oracin carbonyl reducing enzymes known so far.
Enzyme Form DHO? Vmax (nmol/30 min/mg) K (M) CLin (ml/30 min/mg) Ref.
New microsomal enzyme Partially purified Total DHO 813 £ 23 42 £ 6 19.5 This study
11B-HSD1 Purified (+)-DHO 25+ 1 190 £+ 10 0.1 Wsol et al. (2004)
(—)-DHO 75+ 3 150 + 20 0.5
AKR1C1 Purified (+)-DHO 19,200 + 2,100 160 + 30 123 Wsol et al. (2007)
(-)-DHO 360 + 60 60 + 20 6
AKR1C2 Purified (+)-DHO 900 + 90 90 + 20 9 Wsol et al. (2007)
AKR1C3 Recombinant Total DHO 169 + 6 110 £ 11 1.5 Novotna et al. (2008)
AKR1C4 Purified (+)-DHO 147 £ 3 150 + 40 1.5 Wsol et al. (2007)

2 DHO-11-dihydrooracin.
b CL;, - intrinsic clearance; expressed as enzymatic efficiency.

about their properties, three-dimensional structure and behaviour
within the membrane. A major problem in elucidating their func-
tion is that membrane proteins usually occur in low abundance
within the cell such that it is difficult to obtain sufficient amounts.
Moreover, since membrane proteins are generally not soluble in
aqueous solutions it is important for their characterization to trans-
fer them into an environment that mimics the hydrophobic nature
of their transmembrane segments (Seddon et al., 2004). In many
cases, this is achievable with detergents which, above the criti-
cal micellar concentration form micelles analogous to the bilayers
of biological membranes. Detergent micelles usually contain one
molecule of protein per micelle and are obtained after solubilization
of the membranes (Bhairi, 1997). The choice of a suitable detergent
that releases the membrane-protein from biological membranes
together with preservation of its native form and biological activ-
ity is very important and is often the result of an endless process
of trial and error. This is because particular membrane-bound pro-
teins have different solubilization requirements. On the other hand,
membrane proteins are of major interest, because many of them
play vital roles in myriads of different cellular functions (Seddon et
al., 2004).

In the present study, we aimed at extending the knowledge
about human membrane-bound carbonyl reducing enzymes by
purification and characterization of a new oracin reductase from
human liver endoplasmic reticulum. The study was based on a
hypothesis of Wsol et al. (2004) that the difference in stereospeci-
ficity of DHO enantiomer formation between the only hitherto
purified membrane-bound human enzyme, 11B-HSD1, and the
whole human liver microsomal fraction is caused by at least
one additional membrane-bound enzyme with reductive activity
towards oracin and preferential formation of (+)-DHO. As a first
step to prove this hypothesis it was necessary to solubilize the novel
enzyme in active form. Maser et al. successfully purified 11(3-HSD1
from mouse and human liver microsomes by a gentle solubiliza-
tion method (Maser and Bannenberg, 1994; Maser et al., 2002),
which we took as a starting point. First, it was necessary to opti-
mize the solubilization protocol for our purpose, i.e. to find the
most favourable detergent for the expected variant enzyme species.
Since there is no versatile detergent for all cases and there are
no general rules for the choice of a specific detergent to a given

membrane protein so far, it was necessary to choose the most suit-
able detergent by trial and error. We started with four different
types of non-ionic, mild detergents and tested their effect on the
unknown oracin carbonyl reducing enzyme. The best detergent
for solubilization of the new enzyme was Triton X-100 in a deter-
gent:proteinratioof 2:1 (w/w), which preserved 90% of the primary
reductive activity toward oracin compared to that in microsomes.
A similar solubilization efficiency was reached with the detergent
C12E8, but in concentrations of 30-40 mM which corresponds to
detergent:protein ratios of 3:1 resp. 5:1 (w/w). These relatively
high detergent concentrations usually interfere with chromato-
graphic protein separation and should be avoided here, since the
selected detergent:protein ratio for solubilization would automat-
ically be used in the subsequent purification step. In addition, a
detergent:protein ratio of 2:1 is generally recommended (Scopes,
1994).

For successful chromatographic separation of proteins in an
active state the combination of ion-exchange chromatography
(IEX), hydrophobic-interaction chromatography (HIC) and gel fil-
tration (GF) in sequence is recommended (Anonymous, 2001). We
followed this recommendation and have chosen the most appro-
priate chromatographic matrices and buffers which consisted of
separation on Q-sepharose (strong anion-exchange matrix) as the
first purification step followed by separation on Phenyl-sepharose.
Buffers with Triton X-100 provided a favourable detergent sur-
rounding to obtain a maximum yield of the target enzyme which
was tested towards oracin carbonyl reduction throughout the
purification.

Finally, we obtained the partially purified enzyme that exhib-
ited a high stereospecificity (86%) for production of (+)-DHO. This
enantiomeric ratio of 86% production of (+)-DHO has never been
observed so far, such that the responsible enzyme has to be
regarded as a novel microsomal carbonyl reductase. The purified
fraction displayed a 73-fold increase in specific activity compared
to human liver microsomes. It should be noted that the increase
in specific activity during the purification would even be higher,
considering that oracin is not the substrate for a single enzyme in
microsomes, and that at least 113-HSD1 contributes to this activ-
ity. Also, it cannot be ruled out that in microsomes more than
two enzymes are active with oracin carbonyl reduction. However,
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although the specific activity of the novel membrane-bound car-
bonyl reductase is rather high, it was impossible to detect the
enzyme in the P4 fraction on a SDS gel stained by silver stain. This
can possibly be explained by the fact that the catalytic efficiency of
the new enzyme is considerably higher than that of the other oracin
reductases (Table 2). Moreover, it is to be suspected that the active
fraction from Phenyl-sepharose also contains a certain amount of
keratins and some other impurities as well. Therefore the deter-
mined protein concentration must not necessarily reflect enzyme
concentration.

As already mentioned, so far only one microsomal enzyme, 113-
HSD1, was known to participate in the metabolism of oracin (Wsol
et al,, 2004). It should be noted, however, that several cytosolic
enzymes also take part with different efficiency in the biotrans-
formation of oracin: these are AKR1C1-AKR1C4 (Wsol et al., 2007;
Novotna et al., 2008) and AKR1B10 (Martin et al., 2006).

On the other hand, when the enzyme kinetic parameters of all
known oracin carbonyl reductases published so far are compared, a
great contribution in the metabolism of oracin can be expected for
the new membrane-bound enzyme described here. Compared to
microsomal 113-HSD1, the new carbonyl reductase displays a five
times lower Ky, and a more than one order of magnitude higher
Vmax- This corresponds to a two orders of magnitude higher intrin-
sic clearance value for oracin than that calculated for 11(3-HSD1.
Moreover, when comparing the kinetic data with cytosolic reduc-
tases, it is clear that the described microsomal enzyme contributes
to the deactivation of the anticancer drug oracin to a rather high
extent.

In conclusion, the present study reports on the purification
and characterization of a new human microsomal carbonyl reduc-
tase with activity toward the anticancer drug oracin. The partially
purified enzyme catalyzes the reduction of oracin in a stereospe-
cific manner (86% production of (+)-DHO) and also with higher
efficiency and affinity compared to microsomal 113-HSD1 and
compared to cytosolic carbonyl reductases. It is to be concluded,
therefore, that the present novel carbonyl reductase will signifi-
cantly contribute to the biotransformation of oracin in humans.
Moreover, it is possible that the enzyme also plays an important
role in the deactivation of similar anticancer drugs bearing a car-
bonyl moiety (doxorubicin, daunorubicin). For the above reasons it
is imperative to finally identify the novel enzyme’s nature and to
infer its role in drug resistance during cancer chemotherapy.
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