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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Linda Lastovkova
Skolitel: prof. Ing. Vladimir Ws6l, Ph.D.

Nazev prace: Inhibic¢ni studie lidské membranove vazané karbonylreduktasy

Karbonylreduktasy jsou dulezitou skupinou enzymu, které se podili jak na
metabolismu endogennich latek, tak xenobiotik. Jednim z takovych xenobiotik je i
potencidlni protinadorové 1éCivo oracin, které je ucinkem ftady karbonylreduktas
metabolizovdno na dva enantiomery dihydrooracinu. Takovym enzymem je i nova
lidskd mikrosomalni karbonylreduktasa, kterd byla v neddvné dobé purifikovana na
Katedfe biochemickych véd FaF UK. Cilem této prace bylo nalézt n€které inhibitory
tohoto enzymu a odlisit ho tak od jiné mikrosomalni karbonylreduktasy
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1.

Flavonoidy jsou latky produkované rostlinami a na lidsky organismus maji fadu
jak pozitivnich tak negativnich u¢inkl. Jednim z nich je i inhibice riznych enzymu.
Mezi tyto enzymy patii i karbonylreduktasy. Inhibice riznymi flavonoidy byla popsana
pro fadu z nich.

Inhibi¢ni studie nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy byla provedena
pravé se souborem latek patfici mezi flavonoidy. Nejsiln€jSim inhibitorem z dané
skupiny latek byl kvercetin nasledovany apigeninem, silibininem, luteolinem, kyselinou
chlorogenovou a rutinem. Byl také stanoven vliv kvercetinu a kyseliny
18B-glycyrretinové  (inhibitor 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1) na chiralni

biotransformaci oracinu v lidské jaterni mikrosomalni frakci.
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Carbonyl reductases are an important group of enzymes that participate in
metabolism of both endogenous substances also xenobiotics. Potential anticancer drug
oracin is one of such xenobiotics that is metabolised by various carbonyl reductases to
two enantiomers of dihydrooracin. The new human microsomal carbonyl reductase also
takes part in biotransformation of oracin. This enzyme was recently purified on
Department of biochemical sciences (Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové). The aim
of this study was to find some inhibitors of the new enzyme and distinguish it in terms
of inhibitors from another microsomal carbonyl reductase 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase 1.

Flavonoids are substances produced by plants, they have a different both
positive and also negative effect on human organism. One of such effect is inhibition
effect on diverse enzymes. Carbonyl reductases also fall in this group. It has been
described inhibitory effect of different flavonoids on carbonyl reductases.

Inhibition study of the new human micorosomal carbonylreductase was made
with a group of flavonoids. The strongest inhibitor from the group of substances was
quercetin and further apigenin, silibinin, luteolin, chlorogenic acid and rutin. Effect of
quercetin and also 18B-glycyrrhetinic acid (an inhibitor of 11p-hydroxysteroid
dehydrogenase 1) on biotransformation of oracin in whole human liver micorosomal

fraction was also determined.
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1. UVOD

Rakovina je druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti u dospélych hned po onemocnéni
srdce a cév a u deéti hned po urazech. Je to onemocnéni, pii kterém dochazi
k nekontrolovatelnému ristu bunék. Velky diraz se klade na vcasné zjisténi
onemocnéni a nasledné na ucinnou lécbu. S kazdym novym léCivem proto vyvstavaji
otazky moznosti ovlivnéni jeho metabolismu. Proto je dulezité hledat rizné enzymy
ovlivitujici dané 1é¢ivo a nasledné zjistit i moznosti ovlivnéni daného enzymu latkami
hraji roli v téchto onemocnéni, stavaji redukéni enzymy, a proto jsou v popiedi zajmu

zkoumani.



2. TEORETICKA CAST

Enzymy jsou jednoduché ¢i slozené bilkoviny, které katalyzuji chemické
premény v zZivych organismech. Enzymy urcuji povahu i rychlost chemickych reakcei a
vytvareji tak v zivych organismech harmonickou souhru chemickych funkci. Aktivita
enzymd, spocivajici v ovlivnéni rychlosti chemickych reakci snizovanim jejich
aktivacni energie, je zavisla zejména na koncentraci substratu, teploté, pH, aktivatorech

a inhibitorech (Internet4).

2.1 INHIBICE ENZYMU

Aktivitu enzyma lIze snizit piipadné zcela zniCit destrukci drastickymi
fyzikélnimi a chemickymi faktory, které rozrusi strukturu a vazby uvnitié proteinové
molekuly, jako jsou var, silné hydroxidy a kyseliny, organicka rozpoustédla, detergenty
a koncentrované roztoky mocoviny a guanidinu. Takové rozruSeni struktury vSak k
inhibici v uZ§im slova smyslu nepocitdme. Stejné tak k inhibici nefadime vliv tézkych
kovl a jodoacetamidu, které se vazi na SH-skupiny cysteinovych zbytkd a obsazuji je,
ani efekt diisopropylfluorofosfatu, ktery blokuje na povrchu enzymu nevratné a
nespecificky OH-skupiny serinu. Faktory uvedené v tomto odstavci nejsou faktory
biologickymi a za normdlnich okolnosti nemaji k enzymlm zijiciho organismu pfistup.

Jako skute¢ny inhibitor oznacujeme latku, kterd snizuje aktivitu enzymu, aniz by
jej destruovala. Enzymy jsou specificky inhibovany mnohymi molekulami, coz
predstavuje jednu z cest regulace metabolismu (Ledvina a kol. 2006).

Jednou z charakteristik inhibitori je poloviéni inhibi¢ni koncentrace (ICsp), tj.
koncentrace inhibitoru, pfi které za danych podminek dochazi k 50 % poklesu aktivity
sledovaného enzymu.

Specifické inhibice mohou byt reverzibilni, nebo ireverzibilni. Rozdil spo¢iva v
sile vazby inhibitoru (I) na enzym (E) za vytvoieni komplexu IE. Rozeznava se nékolik

typt inhibice a jejich charakter se da zjistit studiem kinetiky (Ledvina a kol. 2006).

2.1.1 Kompetitivni inhibice
Pfi tomto typu inhibice se substrat S a inhibitor I vazi na stejné misto, tj. na
aktivni misto, a o n¢ soutézi. Kompetitivni inhibitor se sice v zavislosti na své

koncentraci navaze na aktivni misto enzymu, ale neni schopen se pfeménit na produkt.
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Rozsah inhibice zavisi na poméru koncentraci [S] a [I]. Cim vice je molekul
kompetitivniho inhibitoru, tim vét$i je zébrana pro pfistup pfirozeného substratu. To
musi zpomalovat tvorbu produktu. V tvahu je tfeba brat také afinitu substratu a
inhibitoru k danému enzymu.

Kompetitivni inhibice je reverzibilni. Lze ji prakticky Gplné odstranit, jestlize
koncentrace piirozeného substratu silné vzroste. Pak uz se inhibitor jako soutézni
partner neuplatni, nenajde prakticky zadné volné misto pro vazbu na molekule enzymu.
Kompetitivni inhibitory jsou latky chemicky pfibuzné piirozenému substratu. Jen
takové slouceniny maji schopnost véazat se do aktivniho mista. Jde Casto o Cleny téze
homologické fady. Pak ovSsem kazdy z inhibitord vytvari komplex EI s jinou afinitou.
Kompetitivni inhibitory se pouZzivaji pti vyzkumu podstaty aktivniho mista a v 1écebné
praxi muiZze ,nepfirozeny*“ analog substratu blokovat Uc¢inek specifického enzymu.
Napriklad 1é¢ivo methotrexat je chemicky podobné kyselin¢é dihydrolistové
(dihydrofolatu) nutné pro syntézu tymidinu, a tim i DNA. Vysledkem podani

methotrexatu je zastava rustu rychle se délicich rakovinnych bunék (Ledvina a kol.

2006).
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ENZYM SUBSTRAT INHIBITOR

Obr. 1. Kompetitivni inhibice.

2.1.2 Nekompetitivni inhibice
Nekompetitivni inhibitor snizuje aktivitu enzymu tim, Ze ,znetvofi“ jeho
konformaci. VaZe se na enzym na jiné misto, nez je aktivni misto. Jestlize je vazba

inhibitoru nekovalentni, je inhibice vratnd (kdyZz se dodatecné snizi koncentrace
10



inhibitoru), ale pfi kovalentni vazbé¢ je uz inhibice nevratna, inhibitor nelze od enzymu
odpoutat. Pak inhibitor vystupuje v uloze ,,enzymového jedu®.

Pti nekompetitivni inhibici se na enzym vaze soucasn¢ substrat (do aktivniho
mista) i inhibitor, nenastdva soutéz mezi substratem a inhibitorem. Mirnou deformaci
molekuly v aktivnim misté zpisobenou vazbou inhibitoru se zpomali tvorba produktu.
Nekompetitivni inhibitor je obvykle latka, kterd se substratem nema zadnou podobnost.
Tak napf. na proteolytické enzymy piisobi latky z vajecného bilku a ze sojovych bobii.

Nevratné plisobi nervové jedy, jodacetamid a mnoh¢ insekticidy.

2 E> - §>

ENZYM SUBSTRAT INHIBITOR

Obr. 2. Nekompetitivni inhibice.

Vsechny typy inhibice je mozZné rozeznat studiem kinetiky inhibovaného
enzymu, a to podle kiivek (pfimek) zavislosti koncentrace substratu na rychlosti.
Nejlépe se pro tento Gcel hodi dvojité reciproké vyneseni podle Lineweavera-Burka
suzitim pfevracenych hodnot, tj. 1/v a 1/[S]. RozliSeni kompetitivni inhibice od

nekompetitivni ukazuje obr. 3.
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Obr. 3. Vliv inhibitord (I) na rychlost enzymové reakce (Ledvina a kol. 2006).

Pii kompetitivni inhibici se méni hodnota Ky, (zvySuje se na zdanlivou Kp),
protoze tu je zabrana ptistupu substratu do aktivniho mista. Naproti tomu velmi vysoké
hodnoty koncentrace substratu prakticky efekt inhibitoru eliminuji, na ose y se piimka
neinhibované a inhibované reakce protinaji v jednom bodé¢.

Nekompetitivni inhibice poskytuje jiny obraz. Hodnota K, zlistdva beze zmény
bez ohledu na pfitomnost inhibitoru (dikaz, Ze pfistup substratu do aktivniho mista neni
omezen), avSak rychlost reakce je niZsi za jakychkoliv koncentraci substratu, inhibici
nelze nadbytkem substratu odstranit.

Jsou prokazany také ptipady smiSené inhibice, kterd vykazuje soucasné prvky

kompetitivni a nekompetitivni inhibice (Ledvina a kol. 2006).

2.1.3 Akompetitivni inhibice
Akompetitivni inhibice sniZuje maximalni rychlost i Kp, ale neméni jejich
vzdjemné pomeéry. Inhibice plsobi tim zplsobem, Ze inhibitor se vdZe na komplex

enzym - substrat a zabranuje jeho pfeméné na produkt a enzym (Internet2).
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2.2 REDUKCNI ENZYMY

2.2.1 Redukéni metabolismus

Az donedavna byly v popfedi zajmu piedevSim oxida¢ni reakce, V poslednich
letech se vSak pozornost obraci také k redukénimu metabolismu. Oxidoreduktasy tvofi
prvni tiidu enzyma dle mezinarodni klasifikace enzymt (EC). Reduktasy jsou v ramci
bunky vétsinou lokalizovany v cytosolu (rozpu$téné), v mensi mife v mitochondriich a
v membran¢ endoplasmatického retikula. Jako koenzymy vyzaduji ¢asto NADPH ¢i
NADH. V metabolismu 1é¢iva mize mit redukéni preména nekolik ucinkd, a to
aktivacni, deaktivacéni, toxika¢ni nebo detoxika¢ni (Wsol a kol. 2008).

Redukéni premény xenobiotik zahrnuji redukce karbonylovych skupin, dvojnych
vazeb, N-oxidt, sulfoxidt, disulfidd, redukce aromatickych nitro- a azo-sloucenin,
redukéni dehalogenaci, redukce hydroxamovych kyselin. Nékteré redukéni reakce
V anaerobnim prostfedi jsou katalyzovany cytochromem P450. Ackoliv je to enzym,
ktery je soucasti mikrosomalnich monooxygenas, bylo zjisténo, ze katalyzuje i redukéni
reakce jako napt. redukci chloramfenikolu nebo p-nitrobenzoové kyseliny. Nekteré
reduktasy katalyzuji piemény produktt, které vznikly jinymi enzymy 1. faze

metabolismu (Kvasni¢kova a kol. 1995).

2.2.2 Zarazeni reduktas v ramci metabolismu xenobiotik

Metabolismus xenobiotik je bézné rozdélovan do tii fazi. Pti reakcich 1. faze
vznik4 metabolit s vhodnou funk¢ni skupinou a spadaji sem reakce oxidacni, redukéni a
hydrolytické. Reakce 2. faze jsou reakce syntetické s endogenni slouceninou za vzniku
konjugatu. Tieti faze zahrnuje transport substratu a produktu pies cytoplasmatickou
membranu.

Xenobiotika mohou byt metabolizovana mnoha zptusoby. Mezi reakce |. faze
patii oxidace, redukce, hydrolyza, hydratace. Tyto pochody mohou ovliviiovat
farmakologickou ¢i toxikologickou aktivitu 1é¢iva a proto jsou tyto reakce v popiedi
zajmu vedy (Skalova a kol. 2008).
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2.2.3 Redukce karbonylové skupiny

V organismu probihaji reduk¢éni pfemény eobiotik i xenobiotik. Mezi redukéni
pfemény endogennich latek (eobiotik) patfi zejména pfemény prostaglandinti, steroidd,
jantarové kyseliny (meziprodukt metabolismu neurotransmiteru GABA), glukézy a
produktt lipidové peroxidace (Barski a kol. 2009). Karbonylové redukci mohou
podléhat aldehydy, ketony a chinony (viz Obr. 4). Vznikajici alkohol je poté lehce

konjugovan a eliminovan z organismu (Hoffman a Maser 2007).
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Obr. 4. Metabolické premény sloucenin obsahujici karbonylovou skupinu. A)
Aldehydy jsou oxidovany na karboxylové kyseliny, coZz je realizovdno pomoci
aldehyddehydrogenas (ALDH), nebo jsou redukovany na primarni alkoholy pomoci
aldehydreduktas (patficich do SDR nebo AKR nadrodiny). Alkoholdehydrogenasy
katalyzuji reversni reakce (vétSinou enzymy z MDR nadrodiny, ale i z SDR nadrodiny).
B) Reversibilni pfeména mezi ketony a sekundarnimi alkoholy je dosazena pomoci
enzymu patficich do SDR, AKR a MDR nadrodiny. C) Stuptiovitd jednoelektronova
redukce chinonl riznymi reduktasami (DH/Red) vede k semichinonovému radikalu a
poté k hydrochinonu. Dvouelektronova redukce vede rovnou k hydrochinonu bez
meziproduktu semichinonu. Tuto reakci katalyzuje chinonreduktasa (QR) (Oppermann
a Maser 2000).
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Redukce karbonylové skupiny je vyznamnou biotransformac¢ni preménou mnoha
1€¢iv a hraje také vyznamnou roli pii deaktivaci nékterych farmakologicky vyznamnych
substanci (Wsol a kol. 2008). Karbonylova skupina muze ovlivnit terapeutickou
ucinnost, prodlouzeni farmakodynamického efektu nebo mulze byt samotna aktivita
1é¢iva zapric¢inéna redukci karbonylové skupiny. Z hlediska toxicity hraje redukce
karbonylové skupiny dulezitou roli v toxicité 1é¢iv doxorubicinu a daunorubicinu.

Redukci karbonylovych sloufenin se nedostavalo takové pozornosti jako
oxida¢nimu systému cytochromu P450. Diky rozvoji molekularni biologie zabyvajici se
redukci karbonylovych sloucenin, bylo identifikovano a charakterizovano nékolik
karbonyl redukujicich enzymt, vcetné pluripotentnich hydroxysteroiddehydrogenas
(HSDs), které zahrnuji krom¢ metabolismu xenobiotik s karbonylovou skupinou také
katalyzu oxidoredukénich reakei fyziologickych steroidnich substrat.

Enzymy katalyzujici redukci sloucenin s karbonylovou skupinou se vyskytuji
vSude v pfirodé, nejsou piitomny jen v organismech savca, ale i v rostlinach, bakteriich,
kvasinkach, rybach a hmyzu. Tyto enzymy jsou dukladnéji prozkoumany u savct, napr.
kralikt, mysi, opic, kutat, prasat, psi a skotu.

Lidské karbonylreduktasy se vyskytuji v mnoha rozdilnych tkanich, jako jsou
jatra, plice, srdce, ledviny, mozek, vajeéniky a nadledviny a projevuji Sirokou
substratovou specifitu jak pro xenobiotické aldehydy a ketony, tak pro fyziologické
karbonylové slouceniny, jako jsou biogenni aldehydy, prostaglandiny a steroidni
hormony (Hoffman a Maser 2007).

Védecka spolecnost vytvorila nazvoslovi pro enzymy, které je tvoreno tzv. EC
gislem. Cislo EC (z anglického Enzyme Commision number) je numerické klasifika¢ni
schéma pro enzymy zalozené na chemickych reakcich, které katalyzuji. Kod kazdého
enzymu je sloZen z pismen "EC" néasledovanych ¢tyimi ¢isly oddélenymi teckami. Tato
Cisla reprezentuji progresivné ptesnéj$i klasifikaci enzymu (Internet6). EC 1. je
oznaceni pro oxidoreduktasy. EC 1.1. oznacuje pisobeni na CH-OH skupiné (donor)
(Internet7). EC 1.1.1. oznacuje pfitomnost NAD nebo NADP (akceptor). A ¢tvrté Cislo
jiz oznacuje urcity enzym napt. EC 1.1.1.1. je alkoholdehydrogenasa (Internet8).

Nyni se enzymy redukujici karbonyl déli do tfi proteinovych nadrodin. Jsou to
dehydrogenasy/reduktasy se stredné dlouhym retézcem (MDR),
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym tetézcem (SDR) a aldoketoreduktasy (AKR)
(Hoffman a Maser 2007).
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2.2.3.1 Dehydrogenasy/reduktasy se stiredné dlouhym fetézcem (MDR)

MDR zahrnuji cca 11000 enzymu rozdélenych do 8 rodin na zakladé
podobnosti sekvence. Mezi nejdulezitéjsi rodiny patéi alkoholdehydrogenasy,
cinnamoldehydrogenasy, AcCoA reduktasy, threonindehydrogenasy,

polyoldehydrogenasy a chinonoxidoreduktasy (Persson a kol. 2008).

2.2.3.2 Aldo-keto reduktasy (AKR)

AKR nadrodina zahrnuje enzymy, které se podileji na biosyntéze, metabolismu a
detoxifika¢nich reakcich v organismu (Barski a kol. 2009). AKR predstavuje
NADP(H)-dependentni oxidoreduktasy. Tato proteinova nadrodina zahrnuje mimo jiné
aldosoreduktasy (EC 1.1.1.21), aldehydreduktasy (EC 1.1.1.2) a nékteré HSDs (EC
1.1.1.x), z nichz n¢které byly diive nazyvany dihydrodioldehydrogenasy (EC 1.3.1.20).
Tyto enzymy jsou monomerické proteiny obsahujici (a/B)s-soudek, maji okolo 320
aminokyselin a nemaji Rossmannuv zahyb. Aktivni misto enzymi AKR nadrodiny
obsahuje konzervativni tetradu aminokyselin tyrosinu, histidinu, asparaginu a lysinu.
Nachézeji se témét v kazdém zijicim organismu. AKR enzymy se podileji na
metabolismu steroidu, cukrt, prostaglandint, polycyklickych aromatickych uhlovodiki
a velkého mnozstvi nesteroidnich aldehydu a ketont (Hoffman a Maser 2007).

Siroka substratova specifita AKR proteinii byla provazena nejasnostmi a
velkym poctem synonym, proto byl ustanoven novy nazvoslovny systém pro AKR
proteinovou nadrodinu. Clenové AKR nadrodiny se déli na zdkladé aminokyselinové
sekvence do 15 rodin: AKR1 - AKR15. Sav¢i AKR jsou pievazné zarazeny v AKR1 a
AKR?7, zatimco ¢lenové rodin AKR2 - AKR5 a AKR8 - AKR15 jsou sou¢asti rostlin,
kvasinek a bakterii. AKR6 rodina tvoii 3-podjednotku napétové ftizenych draslikovych
kanali. Rada savéich AKR enzymil miize byt potencialnim terapeutickym cilem a na
zakladé jejich struktury mohou byt navrZena léCiva s poZadovanou specifitou a
klinickou ucinnosti (Hoffman, 2007). U ¢lovéka se nachazi 15 enzymu z AKR
nadrodiny (viz Tab. 1) (Internet5).
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Tab. 1. Zastupci AKR nadrodiny, které se vyskytuji u ¢loveka.

AKR | Enzym Vyskyt

1A1 | Aldehydreduktasa Jatra

1B1 | Aldosoreduktasa Placenta

1B10 | Aldosareduktasa tenkého stieva Tenké stievo, jatra

1B15 | Protein ptibuzny aldosareduktase

1C1 | 200-HSD Jatra
1C2 | 30-HSD typ 3 Jatra
1C3 | 30-HSD typ 2, 17B-HSD typ 5 Jatra
1C4 | 30-HSD typ 1 Jatra
1D1 | D4-3-ketosteroid-5p-reduktasa Jatra
1E2 Protein charakteristicky pro tkan varlat Varlata

6A3 | B-podjednotka napétove fizenych draslikovych kanalt

6A5 | B-podjednotka napétove fizenych draslikovych kanalt

6A9 | B-podjednotka napétoveé tizenych draslikovych kanalt

7A2 | Aflatoxinaldehydreduktasa Jatra

7A3 | Aflatoxinaldehydreduktasa Jatra

2.2.3.3 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym ietézcem (SDR)

SDR piedstavuji jednu z nejrozséhlejSich enzymovych nadrodin, kterd ¢ita pres
46000 clenti. Z hlediska fylogenetického vyvoje maji malo identickych sekvenci.
V lidském organismu bylo identifikovano pfes 70 SDR genli. SDR se podileji na
metabolismu velkého mnozstvi sloucenin. Mezi né patii napt. steroidni hormony,
prostaglandiny, retinoidy, lipidy a fada xenobiotik. SDR zahrnuji nejstarsi proteinové
rodiny, které prispivaji do nezbytnych funkci a interakci vSech forem zivota (Persson a
kol. 2009).

Tyto enzymy se vyskytuji jako rozpusténé nebo v mnoha ptipadech

membranové vazané proteiny. VEtSinou jsou to homodimery nebo homotetramery.
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VSechny SDR proteiny obsahuji velmi konzervativni primarni strukturni elementy,
omezené jistymi segmenty v sekvenci, které ukazuji na aktivni misto, reakéni
mechanismus a oblast pro vazbu substratu ¢i kofaktoru. Analyza trojrozmérnych
struktur poukazuje na vazbu kofaktort NAD(H) ¢i NADP(H) na klasické Bap uskupeni
Rossmannova zahybu, coz je charakteristické i pro mnoho dalsich dehydrogenas. V
zavislosti na jejich prevladajici funkci dehydrogenasy nebo reduktasy, se pouziva jako
koenzym bud” NAD" nebo NADPH.
pfeména signalnich molekul na aktivni nebo neaktivni formu (Hoffman a Maser 2007).
Mezi SDR proteiny patii napi. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1 a typ 2
(Wsdl a kol. 2008) a karbonylreduktasa 1, 3 a 4 (Persson a kol. 2009).

Tab. 2. Charakteristika jednotlivych nadrodin enzymd, které se podileji na metabolismu

karbonylovych slou¢enin (Oppermann a Maser 2000).

Nazev Funkce Koenzym Struktura AKtivni
nadrodiny misto
MDR Alkoholova oxidace, | Vétsinou Rossmanniv (Zn*™),
chinonova redukce, | NAD(H) zahyb, (vétSinou)
endogenni dvoudoménova His, Ser
dehydrogenasy/reduktasy struktura, zavisla
na Zn*

AKR Oxidace a  redukce | NADP(H) | (a/B)s—soudek, Tyr, Asp,
endogennich a exogennich bez Rossmannova | Lys, His,
karbonylovych sloucenin, zahybu (Glu)
alkoholi a dvojné vazby
C-C

SDR Oxidace a redukce | NAD(P)(H) | o/ zahyb, | Tyr, Lys,
endogennich a exogennich jednodoménovy Ser
karbonylovych sloucenin, Rossmanniv
lyasy a epimerasy zéhyb
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2.3 ORACIN

Oracin, 6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-
indeno[1,2-c]isochinolin, je potencialni cytostatické 1é¢ivo pro peroralni uziti. Jeho
hlavni mechanismus ptsobeni je podobny jako u anthracyklinovych cytostatik a spociva
v interkalaci do struktury DNA. Nicmén¢, Siroké spektrum nadoru, které jsou citlivé
k oracinu, poukazuje na vice mechanismt vedoucich k inhibici syntézy DNA a RNA a
naslednému snizeni obsahu proteinti v nadorovych buiikach. K témto mechanismim
patfi inhibice topoizomerasy II (EC 5.99.1.3), stimulace aerobniho vyuziti glukézy,
snizeni obsahu laktatu v nadorovych bunkach a indukce apoptdzy (Wsol a kol. 2004).

Obr. 5. Molekula oracinu.

2.3.1 Protinadorové piisobeni

Protinadorové piisobeni bylo studovéno na mysich a potkanech za pouziti deseti
riznych experimentalnich naddord pfi ordlnim i parenteralnim uziti. U Sesti typti nadort
oracin prodluzoval praimérné pieziti zvirat. V in-vitro experimentech bylo odhaleno
ptimé cytotoxické ptsobeni na pét druht zvifecich nadori. Tato studie byla provedena i
s péti lidskymi nadory a u tfech typli nadorli bylo prokézano snizeni nadorové tkang.

Hlavni vyhody tohoto nového cytostatika je moznost peroralniho wuziti,
kombinace riznych mechanismii protinadorového ptisobeni, chybéni kardiotoxicity,
negativni vysledek Amesova testu mutagenicCity, velmi nizka hepatotoxicita a piizniva

farmakokinetika (Wso6l a kol. 2004).

2.3.2 Biotransformace oracinu
Vzhledem kslibné biologické aktivit¢é a pfiznivé farmakokinetice byla

biotransformace oracinu intenzivngji studovana. Hlavnim metabolitem oracinu je
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11-dihydrooracin,  6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5-ox0-11-hydroxy-5,6-dihydro-
11H-indeno[1,2-c]isochinolin (DHO). Tento chiralni metabolit je formovan redukci na

prochiralni karbonylové skupiné na pozici 11 molekuly oracinu.

oy
L

O H

Oracin

Obr. 6. Metabolismus potencialniho protinadorového 1é¢iva oracinu. Redukce na pozici
11 je hlavni detoxifika¢ni drahou a dochdzi ke vzniku dvou enantiomert

11-dihydrooracinu (Wsol a kol. 2004).

Biotransformace oracinu byla studovana jak in-vitro tak in-vivo na rtznych
druzich zvifat a v lidské jaterni tkani. Bylo zjisténo, ze DHO je stereospecificky
formovan jak v cytosolické tak i v mikrosomalni frakci. Stereospecifita je ovlivnéna
pohlavim laboratornich zvirat (Wsol a kol. 2004).

V lidském jaternim cytosolu je oracin metabolizovan enzymy z AKR1C
nadrodiny. Purifikovana AKR1C2 a AKR1C4 produkuje vyhradné¢ (+)-DHO
enantiomer. AKRIC1 produkuje obé formy enantiomeru s pievahou (+)-DHO
(Skarydova a kol. 2009). AKRIC3 nebyla purifikovana z lidskych jater, ale jeji
rekombinantni forma je také zapojena do metabolismu oracinu (Novotna a kol. 2008).

Na zéklad¢ induk¢nich a inhibi¢nich studiich s mikrosomalnimi frakcemi bylo

zjisténo, ze 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1 (11p-HSD1) (EC 1.1.1.146) se
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ucastni karbonylové redukce oracinu v jaterni tkani potkana. 11B-HSD1 je
mikrosomalni enzym, ktery hraje fyziologickou roli v reversibilnich oxidoredukénich
reakcich glukokortikoid. Je to multifunkéni enzym, ktery katalyzuje také redukci
nesteroidnich karbonylovych sloucenin, a proto je dulezity pii detoxifika¢nich
procesech xenobiotik. 11B-HSD1 z lidskych jater se také ticastni karbonylové redukce
oracinu v mikrosomech (Wsol a kol. 2004).

11B-HSD1 je jediny dobfe popsany mikrosomalni enzym, ktery se mimo
metabolismu eobiotik ucastni také metabolismu xenobiotik. Bylo zjisténo, Ze oracin je
timto purifikovanym enzymem metabolizovan se stereospeciftou (+)-DHO/(-)DHO
24/76 zatimco lidské jaterni mikrosomy se podili na biotrasfromaci oracinu S odliSnym
pomérem (viz Tab. 3). Rozdily ve stereospecifité metabolitli oracinu mezi lidskymi
jaternimi mikrosomy a purifikovanou lidskou 11B-HSD1 vedly k purifikaci dalsi
mikrosomalni karbonylreduktasy, ktera produkuje metabolity oracinu v poméru
enantiomert (+)-DHO/(-)-DHO 86/14. (Skarydova a kol. 2009).

Tab. 3. Rozdil ve stereospecifité mikrosomalnich karbonylreduktas a celé lidské jaterni

mikrosomalni frakce v metabolismu oracinu (Skarydova a kol. 2009).

(+)-DHO (-)-DHO
Lidské jaterni mikrosomy | 40 60
118-HSD1 24 76
Purifikovana neznama | 86 14
reduktasa

2.4 FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou chemické slouCeniny pattici do rozsahlé skupiny rostlinnych
fenolli. V soucasné dob¢ je znamo okolo 8000 zéastupcti flavonoidnich latek a stale se
objevuji nové (Internetl). Flavonoidy byly objeveny vroce 1930 Albertem Szent-
Gyorgyim, laureatem Nobelovy ceny, jako slou¢eniny s vyraznou antioxidacni aktivitou
(Ferguson a kol. 2001). Zakladem je flavan (Obr. 7) skladajici se ze dvou benzenovych
jader spojenych pyranem. Pfirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji v podobé

O-glykosida, jejich molekula se tady da ,,rozdé€lit“ na cukernou a necukernou cast
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(aglykon). Flavonoidy délime podle zdkladni struktury na sedm subkategorii (viz
Obr. 8). Jejich antioxida¢ni aktivita zavisi na po¢tu a poloze hydroxylovych skupin v
molekule a také na jejich glykosylaci. Optimalni vlastnosti byly nalezeny u flavonoidt s
o-hydroxy skupinou v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu , 4-oxo funkéni skupinu v kruhu C a
3 a 5 —OH skupiny na kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravé flavonoly, které se
vyskytuji v bézn¢ konzumovaném ovoci, zelenin¢ a dalSich rostlinnych produktech
(citrusové plody, cibule, papdja, brokolice, vinné hrozny, listova zelenina, ¢aj, ¢okolada,

s6ja, obilniny), a to zejména kvercetin a kemferol (Internetl).

Obr. 7. Struktura flavanu (Internet3).

0 0] o
O O oAy )
o g Sl S
Flavanon Flavon Flavonol Antokyanidin
O
070
Isoflavanon Isoflavon Chalkon

Obr. 8. Rozdé¢leni flavonoidu dle struktury.
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Flavonoidy patii mezi vyznamné antioxidanty. Zabraiuji peroxidaci lipidd,
likviduji volné kyslikové radikaly, vazi a inaktivuji nckteré prooxidacni ionty kovi
(zelezo, méd’) (Internetl). Jejich plsobeni je zakladem prevence nemoci souvisejicich
s oxidativnim poSkozenim membran, proteini a DNA (Ferguson a kol. 2001). Jedna se
pfedevSim o kardiovaskuldrni onemocnéni, nadorovd onemocnéni a také zanéty.
Ukazuje se, Ze pfi terapii a prevenci zminénych onemocnéni je konzumace potravin
obsahujicich flavonoidy vhodné€j$i nez podavani samotnych antioxidantd, jako je
vitamin C a E (Internetl). V posledni dobé¢ se v odborné literatuie objevuji krom¢ jinych
také epidemiologické studie vlivu konzumace kakaa a cokolady na kardiovaskularni
systém. Vyplyva z nich, ze kakao a ¢okolada zvySuji plazmaticku antioxidacni kapacitu
a redukuji protrombogenni aktivitu (Internetl). Flavonoidy byly navrzeny k uzivani
jako chemopreventivni dopln€k pii srdecnich a jaternich onemocnénich a také pfi
onemocnénich rakovinnych. Antioxidacni ptisobeni flavonoidi je prospésné i pii Sedém
zakalu a makularni degradaci (Sanderson a kol. 1999). Byl téz popsany rozhodujici
efekt na regula¢ni enzymy a receptory v organismu.

Mnoh¢é flavonoidy jsou potencidlnimi inhibitory biosyntézy prostaglandinii
(Hodek a kol. 2002). Flavonoidy maji inhibi¢ni efekt na aktivitu mnoha enzymu: B-
glucuronidasy, lipoxygenasy, cyklooxygenasy, oxidem dusnatym indukované syntasy,
monooxygenasy, thyroidperoxidasy, xanthinoxidasy, mitochondrialni succinoxidasy a
NADH-oxidasy, fosfodiesterasy, fosfolipasy A, a proteinkinasy (Moon a kol. 2005).
Flavonoidy inhibuji i u¢inek fosfodiesterasy, ktera zprostiedkovava adhezi leukocytt
efektu (Hodek a kol. 2002). Flavony (chrysin, baicalein, galangin), flavanony
(naringenin) a izoflavony (genistein, biochanin A) inhibuji aktivitu aromatasy (CYP19).
Tim klesa biosyntéza estrogenli a produkce antiestrogennich plsobku, dilezitych pfi
rakoviné prsu a prostaty. Flavonoidy aktivuji detoxifikacni enzymy faze 1I, UDP-
glucoronyltransferasu a glutathion-S-transferasu, v cemz také spociva protirakovinné
piisobeni. Rada flavonoidii véetné fisetinu, galanginu, kvercetinu, kaemferolu a
genisteinu reprezentuje potencialni nekompetitivni inhibitor sulfotransferasy 1Al.
Sulfotransferasa 1A1 hraje roli v sulfation-indukované karcinogenit¢ (Moon a kol.
2005).

Slouceniny flavonoidni struktury byly oznafeny jako cytotoxické. Bylo

identifikovano nékolik mechanismi pisobeni flavonoidd, které hraji roli v cytotoxicite.
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Protinadorova aktivita nékolika flavonoidi (pinostrobin, kvercetin, myricetin, morin) je
pfipsana inhibici topoisomerasy I a II (Hodek a kol. 2002). Flavonoidy zpomaluji
bunéénou proliferaci disledkem vazby na estrogenni receptory (Primiano a kol. 2001).
Kompletni zastava ristu bunék pii androgené nezavislé rakoviné prostaty byl pozorovan
pii 1écbe kaemferolem (Knowles a kol. 2000). Alternativnim mechanismem ucinku
flavonoidt je spusténi apoptozy (Galati a kol. 2000).

Nékolik flavonoidii vykazuje antivirovy a antibakterialni uc¢inek. Kvercetin je
ucinnym inhibitorem HIV1-proteasy a reverzni transkriptasy (Hodek a kol. 2002).
Hesperidin ptedchazi proniknuti rotaviru do bun¢k (Bae a kol. 2000). Experimenty
potvrzuji inhibici rustu ptisobenim myricetinu na Burkholderia cepacia, vankomycin-
resistentnich enterokokti a lékaisky dulezitych mikroorganismi jako je Klebsiella
pneumoniae a Staphylococcus epidermis (Xu a Lee 2001).

I kdyz flavonoidy vykazuji pfevazné prospéSnou aktivitu, existuji i flavonoidy, u
nichz byl zjistén nepfiznivy ucinek. Proto vyvstava i otazka bezpecnosti flavonoidl

(Walle a kol. 2001).

2.4.1 Vliv flavonoidii na enzymy I. faze biotransformace

2.4.1.1 Flavonoidy a cytochrom P450

Cytochrom P450 monooxygenasovy systém (CYP) je mnohofunk¢ni oxidasovy
systém, ktery hraje kliCovou roli v metabolismu hydrofébnich endogennich slou¢enin
jako jsou steroly, prostaglandiny a mastné kyseliny a xenobiotik, kam patii napt. 1é¢iva,
karcinogeny a imise (Nebert a Dieter 2000). Ptrestoze CYP pievazné vede k tomu, Ze
zbavuje xenobiotika toxicity, existuji i reakce, kdy se uvoliiuji volné radikaly, které
mohou byt pfi¢inou toxicity. Flavonoidy ovliviiuji CYP tfemi cestami:

1) flavonoidy indukuji biosyntézu CYP,

2) flavonoidy ovliviluji enzymatickou aktivitu CYP

3) flavonoidy jsou metabolizovany CYP.

Pro porozuméni metabolismu flavonoidii v organismu je dilezité prozkoumat
induk¢ni efekt na CYP, vazbu na CYP a CYP-meziprodukty (Walle a kol. 2001).

Flavonoidy mitizou meénit plazmatické koncentrace 1éCiv, coz muze vést
k nadmérné davce 1é¢iva nebo ke ztraté terapeutického ucinku (Van der Weide a Staijns

1999). Dalsi zajimavosti je zahrnuti flavonoidi do procesu karcinogenese. Flavonoidy
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muzou zvysit CYP zprostfedkovanou karcinogenni aktivitu indukci CYP. Metabolity
flavonoidd se mohou kovalentn¢ vazat na DNA a proteiny. Na druhou stranu inhibice
CYP zprostiredkované karcinogenni aktivity volnych radikali je prospésna u tady

flavonoida (Hodek a kol. 2002).

¢ Interakce flavonoidu a 1é¢iv

CYP3AA4, prevladajici lidsky jaterni a stfevni cytochrom P450, je zodpovédny za
metabolismus vice nez poloviny léCiv. Soubézné podévani flavonoidii a klinicky
uzivanych 1é¢iv zpusobuje mezi flavonoidy a 1éCivy interakce, které muazou vést ke
zmén¢ farmakokinetiky, a to mlze vést ke zvyseni toxicity 1éCiv nebo ke snizeni jejich
terapeutického ucinku v zavislosti na struktife flavonoidu (Tang a kol. 2001). Jak jiz
bylo uvedeno metabolicka aktivita CYP3A4 je stimulovana vazbou efektoru (flavonoid)
a substratu (1é€ivo). Kromé dobie znamého syntetick¢ho 7,8-benzoflavonu je jesté
nckolik dalSich flavonoidd, napt. flavon a tangeretin, popsano jako aktivatory enzymi.
Existuji také inhibitory CYP3A4 jako flavonolignan, sylimarin nebo hyperforin.
Podobné naringenin, flavonoid obsazeny v grepfruitovém dzusu, projevuje inhibi¢ni
efekt na CYP3A4. Naringenin a bergamotin pak zpusobuji snizeni jaterniho
metabolismu u nékterych 1é¢iv Reprezentativni piipad ovlivnéni CYP3A4 zahrnuje
flavon-dependentni stimulaci metabolismu zoxazolaminu a inhibice metabolismu
felodipinu (Hodek a kol. 2002).

e Metabolismus flavonoidi a jejich genotoxicita

Metabolismus flavonoidi v lidském organismu stejné jako u experimentalnich
zvitat, ktery zahrnuje enzymy prvni i druhé faze, je komplexni a ne zcela jasny.
Flavonoidy z ovoce a zeleniny pfijaté s potravou jsou prvné metabolizovany ve stievé
pomoci sttevni mikroflory. Zde jsou flavonoidni glykosidy casto roz$t€peny na volné
flavonoidy (aglykony). Glykosidy i aglykony jsou absorbovany (Hollman a Katan
1997). Druhym dualezitym mistem transformace flavonoidli jsou jatra. Tato tkan je
bohata na enzymy prvni a druhé faze. Flavonoidy jsou postupné hydroxylovany a/nebo
O-demethylovany cytochromem P450 a pak jsou podrobeny konjugaci katalyzovanou
enzymy druhé faze (Rice-Evans 2001). Degradacni produkty flavonoidd se vyskytuji

hlavn¢ ve stfevé. Rozstépeni flavonoidi ma za nasledek degradacni produkty, rizné
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fenolické kyseliny, které jest¢ vykazuji aktivitu vychytavacli volnych radikali. Tyto
metabolity jsou absorbovany a nasledné detekovany v moci (Hodek a kol. 2002).

U flavonoidii je udavan 1 negativni ucinek, jako je mutagenicita a lipidova
peroxidace (Sahu a Gray 1994). Mutagenicita flavonoidt se zda byt zavisla na poctu a
pozicich hydroxylovych skupin v kruhu B. Hydroxyla¢ni reakce zprostfedkované CYP
mohou zvysSovat genotoxicitu u vyslednych produkti. Genotoxicita je pfedpokladana u
sloucenin, které obsahuji volnou hydroxylovou skupinu na pozici 3 kruhu C, pozici 7

kruhu A a obsahujici strukturu pyrogalolu nebo katecholu v kruhu B (Silva a kol. 2000).

¢ Flavonoidy jako inhibitory aromatasy

Nekteré flavonoidy jsou podle svoji struktury fazeny k fytoestrogentim.
V organismu vykazuji estrogenni nebo antiestrogenni aktivitu. Tyto flavonoidy jsou
schopné, tak jako piirozené estrogeny, navazat se na estrogenni receptor a ovlivnit jeho
aktivitu. Proto flavonoidy putisobi jako prevence osteopordozy a ostatnich
menopauzalnich symptomd. Flavonoidy majici antiestrogenni efekt vykazuji
protirakovinovou aktivitu, hlavné v tkanich, které jsou vystaveny ptsobeni pohlavnich
hormont. Proto jsou flavonoidy jako inhibitory steroidnich enzymi a modulatory
estrogennich receptorti dikladnéji studovany pro vyuziti v prevenci a 1é€bé nékterych
typt rakoviny nebo menopausalnich symptomii.

CYP19, aromatasa, je dalSim ¢lenem nadrodiny enzymii cytochromu P450, ktery
je inhibovan flavonoidy. Tento enzym katalyzuje jedinecnou reakci, aromatizaci kruhu
A muzskych pohlavnich hormont. Tfemi nasledujicimi oxida¢nimi reakcemi aromatasa
pfeméni C19-androgeny, androstendion a testosteron na C18-estrogeny, estron a
estradiol. Aromatasa byla detekovana v membrané endoplazmatického retikula
vajecnikd, prostaty, varlat, placenty a prsni tkan¢ a v daleko men§im mnozstvi v mozku,
kostech, pokozce a tukovych buiikéch. ProtoZe estrogeny jsou znamé jako bunécné
proliferatory a jejich metabolity jsou karcinogenni, proto byva exprese aromatasy
spojovdna s nadorovou iniciaci a progresi. Aromatasa je atraktivnim cilem pro
selektivni inhibici biosyntézy estrogenil a zarovenl by to nemélo zasahovat do produkce
ostatnich steroidi. Mezi flavonoidy s inhibi¢ni aktivitou na aromatasu patii napf.
3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon, 7-hydroxyflavon, apigenin, luteolin, kvercetin a
4-hydroxyflavanon (Hodek a kol. 2002).
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2.4.1.2 Inhibi¢ni Wuclinek flavonoidd na nékteré enzymy ze skupiny

karbonylreduktas

e AKRI1C1

AKRI1C1l je cytosolicky enzym, ktery hraje dulezitou roli v metabolismu
progesteronu. Progesteron je nezbytny pro podporu téhotenstvi. Plisobenim AKRI1C1 je
pfeménovan na neaktivni progestin (20a-hydroxyprogesteron). S AKRICI1 je spojeny
pted¢asny porod vedouci k détské nemocnosti a umrtnosti. ZvySend aktivita AKR1C1
v endometriu a v prsni tkani vede k pievaze prolifera¢né puisobicich estrogeni, k rozvoji
endometriosy nebo nadoru endometria ¢i nadoru prsu. AKRI1CI1 hraje také dulezitou
roli v mozkové ¢innosti. Ovliviiuje obsazeni GABAa (y-aminomaselna kyselina)
receptord. AKR1C1 redukuje neuroaktivni steroidy (3a,5a-tetrahydroprogesteron a Sa-
tetrahydrodeoxykortikosteron) a jejich  prekurzori  (Sa-dihydroprogesteron a
progesteron) na neaktivni 20a-hydroxysteroidy. Eliminace neuroaktivnich steroidi
pomoci AKRICI souvisi s premenstruacnim syndromem a s dal§imi neurologickymi
poruchami (Dhagat a kol. 2007).

7-hydroxyflavon, naringenin, 3,7-dihydroxyflavon, kaempherol, genistein a
biochanin A jsou nejsilnéjsimi inhibitory AKR1C1 ze skupiny flavonoida s hodnotami
ICs0 okolo 20uM. 5-hydroxyflavon, tamoxifen a flavanon nevykazuji inhibic¢ni efekt na

AKRICI (Brozi¢ a kol. 2006).

e AKRI1C3

Cytosolickd AKR1C3 pfeménuje neucinny androgen androstendion na ucinny
androgen testosteron a také neti¢inny estrogen estron na ucinny estrogen 17f3-estradiol.
Tim reprezentuje zajimavy terapeuticky cil pii 1écbé hormon-dependentnich forem
rakoviny, jako je rakovina prostaty, prsu a endometria (Brozi¢ a kol. 2006). Velmi
uéinnymi inhibitory jsou indomethacin, N-(4-chlorobenzoyl)-melatonin a flufenamova
kyselina ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (Byrns a Penning 2009).

Byla popséna také fada inhibitori ze skupiny flavonoidi a piibuznych
fenolickych latek. Nesubstituovand skoficova kyselina (ICso je 50 uM) je inhibitorem
AKRIC3, stejné tak jako 3.,4,5-trimethoxyskoficova kyselina (ICsp je 49 uM) a
3-trifluoromethylskoticova kyselina (ICsp je 43 uM). Nejlepsim inhibitorem ze skupiny

derivath kyseliny skoficové je a-methylskoficova kyselina (ICso je 6,4 uM). Kavova
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kyselina (inhibice byla 18%) a m-kumarova kyselina (inhibice byla 34%) byly oznaceny
jako slabé inhibitory (Brozi¢ a kol. 2006).

2’-hydroxyflavanon byl oznafen jako velmi silny inhibitor. Pro ICsy byla
zjisténa hodnota 0,3 uM a navic byla prokdzana selektivita v ramci podrodiny AKR1C
(Skarydova a kol. 2009).

Utinnymi inhibitory AKR1C3 byly shledany také kumestrol (ICso je 5 pM),
zearalenon (ICsp je 4 uM), flavon kvercetin (ICsp je 9 uM) a isoflavon biochanin A
(ICs0 je 14 uM) (Krazeisen a kol. 2001).

e AKR1B10

AKRI1B10 se ucastni regula¢nich mechanisma pti nadorech plic, jater, jicnu,
délohy a pii kolorektalnim karcinomu. To poukazuje na jeho potencialni roli jako
nadorového markeru. Tento enzym je cilem pro prevenci a 1écbu vyse uvedenych typl
nadort skrz jeho mozné inhibitory.

Mezi jeho inhibitory patii myricetin (ICsp je 6,8 uM), genistein (ICsg je 5,5 uM),
chrysin (ICspje 2,1 uM) a kvercetin (ICsp je 1,9 uM) (Endo a kol. 2010).

e AKRI1B1

AKRI1BI1 patii do AKR nadrodiny. Byl identifikovan jako marker u nékterych
typt rakoviny. AKR1B1 metabolizuje glukosu na sorbitol a podili se také na
chronickych komplikaci diabetu jako je retinopatie, nefropatie a neuropatie.

Mezi jeho inhibitory patfi myricetin (ICsp je 0,61 uM), genistein (ICsp je 0,55
uM), chrysin (ICsp je 0,29 uM) a kvercetin (ICsqje 0,23 uM) (Endo a kol. 2010).

e 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1

Cytosolicka 17B-HSD typ 1 se vyskytuje ve vajecnicich, placenté, prsni tkani,
prostaté, lymfocytech, kostech a endometriu. Ve vajecnicich zprostredkovava produkci
estradiolu a v periférnich tkanich reguluje jeho mistni hladinu (Brozi¢ a kol. 2008).
17B-HSD typ 1 se podili na transformaci estronu na estradiol a hraje tedy kli¢ovou roli
Vv estrogen-dependetnich onemocnéni jako je nddorové onemocnéni prsu (Poirier 2010).

Kumestrol se ukazal jako nejsiln€jsi inhibitor 17B-HSD typ 1 s hodnotou ICs
0,2 uM. Mezi slabé inhibitory patii 4,4°-dihydroxybifenyl, genistein, B-sitosterol a -
sitostanol (Poirier 2003). Dalsimi inhibitory jsou apigenin (ICsg je 0,71 pM), kemferol
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(ICso je 1,05 uM), genistein (ICso je 2,21 uM), naringenin (ICsy je 4,96 uM) a
7-hydroxyflavon (ICspje 5,25 uM) (Schuster a kol. 2008).

e 17pB-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 3

Mikrosomalni 17B-HSD typ 3, nazyvana téz testikularni 173-HSD, transformuje
C19 steroid 5-androsten-3p,17B-diol na testosteron. Inhibice tohoto enzymu piedstavuje
zajimavy cil pro blokaci biosyntézy testosteronu, coz muze mit efekt u androgen-
dependetnich onemocnéni.

Inhibi¢ni u¢inek na tento enzym vykazuje 18B-glycyrretinova kyselina, kde byly
naméfeny hodnoty ICsp 4 uM a dale flavonoidy 7-hydroxyflavon (ICsp je 9 uM) a
biochanin A (ICsp je 10,8 pM) (Poirier 2003).

. 17B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 7

Mikrosomalni 178-HSD typ 7 se podili na redukci estronu na estradiol a
dihydrotestosteronu na 3B-diol (Poirier 2003). Byla také popsana jeho ucast v syntéze
cholesterolu (Nagasaki a kol. 2009, Lukacik a kol. 2006).

U tohoto enzymu nebyly zatim prokazany zadné silné inhibitory ze skupiny
flavonoida (Poirier 2003).

e 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1

11B-HSD typ 1 je mikrosomalni enzym, ktery hraje fyziologickou roli v redukci
inaktivniho glukokortikoidu kortisonu na aktivni kortisol. Kromé¢ toho se ukazuje, Ze je
to multifunkéni enzym, ktery katalyzuje redukci nesteroidnich karbonylovych sloucenin
a detoxifikaci riznych xenobiotik, aldehydt a ketoni (Wsol a kol. 2004). Nadmérna
exprese 11B-HSD typ 1 ma souvislost s centralni obezitou a metabolickym syndromem.
Inhibitory 11B-HSD typ 1 by mohli mit pozitivni efekt pii 1écbé visceralni obezity a
diabetu 2. typu. Vyznamnym inhibitorem 113-HSD typ 1 je kyselina 18B-glycyrretinova
(ICs0 je 1,57 uM). Inhibitory ze skupiny flavonoida jsou flavanon (ICsq je 18 uM),
4’-hydroxyflavanon (ICsp je 34 uM) a 2’-hydroxyflavanon (ICspje 10 uM) (Schweizer a
kol. 2003).
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e Karbonylreduktasa 1 (CBR1)

Lidska CBRI1 hraje dulezitou roli v metabolismu steroidu, prostaglandind,
chinoni a xenobiotik, pfi syntéze tetrahydrobiopterinu, neuroprotekci, protekci
rakoviny plic souvisejici s tabdkovym koufem, chemoterapeutické rezistenci a
detoxikaci insekticidnich latek. Je tedy pifitomna v mnoha biologickych procesech a
proto se dostava do stale vétsiho zajmu védy (Lastovkova 2008). Enzymova aktivita
CBR1 mutze byt inhibovana celou fadou rozmanitych latek jako je indometacin,
furosemid, etakrynova kyselina atd. (Hoffman a Maser 2007).

Mezi inhibitory CBR1 ze skupiny flavonoidt patii rutin (ICso je 2,1 puM),
kvercitrin (1Cso je 6,5 uM) a kvercetin (ICsp je 6,2 uM) (Carlquist a kol. 2008).

2.4.1.3 Vliv flavonoidi na chinonreduktasu

Chinonreduktasa (QR) katalyzuje dvouelektronovou redukeci chinonli na
hydrochinon a ptedchézi tak vzniku radikdlu semichinonu a vzniku redoxnimu cyklu
chinontl, jez ma za nasledek vznik volnych kyslikovych radikali. Z toho vyplyva, ze
indukce QR flavonoidy miize byt spojena s chemoprevenci rakovinného bujeni.

Chalkon (+)-tephropurpurin z rostliny Tephrosia purpurea je potencialnim
induktorem QR. Flavonoidy obsazené v chmelu (prenylchalkony a prenylflavanony)
mizou indukovat QR Vv bunééné linii Hepalclc7 zatimco flavanon naringenin byl
neucinny pii  indukci QR. Chalkony obsazené vchmelu xanthohumol a
dehydrocykloxanthohumolhydrat indukuji aktivitu QR. V potravé zastoupeny morin
zvySuje aktivitu QR v jatrech, stievé a jazyku. Flavonoid pinostrobin obsazeny v medu
a Vthajském zazvoru reprezentuje potencidlni induktor QR wusavch. Silymarin
signifikantné zvysuje aktivitu QR v jaterni a stfevni tkdnich krys. Genistein zvySuje
aktivitu QR, coZ bylo pozorovano u lidskych stfevnich rakovinnych bun€k Colo205.
V potravé obsaZeny genistein a diadzein jsou schopné zvySovat aktivitu QR v tlustém

stfevé u samic krys in-vivo (Moon a kol. 2006).

2.4.2 Vliv flavonoidi na enzymy II. faze biotransformace
Aktivace enzymi II. faze biotransformace, UDP-glukuronyltransferasy (UGT),
glutathion-S-transferasy (GST) a sulfotransferasy flavonoidy ma za nasledek

detoxifikaci karcinogenl a predstavuje jeden z mechanismu jejich antikancerogenniho

efektu (Moon a kol. 2006).
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2.4.2.1 UDP-glukuronyltransferasa (UGT)

Glukoronidace katalyzovana rodinou UGT je dulezitou metabolickou cestou
endogennich steroidd, ZluCovych kyselin, 1é¢iv a karcinogenti. UGT jsou rozdéleny do
dvou rodin ozna¢ovanych UGT1 a UGT2. Enzymy z rodiny UGT1 vétSinou katalyzuji
glukuronidaci exogennich slouc¢enin (1é¢iva, pesticidy atd.), zatimco enzymy patfici do
rodiny UGT2 se podili na glukuronidaci endogennich sloucenin (steroidni hormony a
zlucové kyseliny). Vyjimkou je lidskda UGT1A1, ktera metabolizuje toxicky produkt
rozpadu hemu bilirubin) i katecholové estrogeny a flavonoidy. U ¢lovéka proces
glukuronidace probiha ptedevsim v jatrech a v mensi mife i ve stievech a ledvinach.

V lidskych jaternich HepG2 burikéach a v lidskych stfevnich buiikach linie Caco2
je vysoky stupenn indukce UGT1A1l pisobenim chrysinu. Podobné je indukovana
glukuronidace zprostiedkovnda UGTI1A1 kvercetinem. Tato indukce je specificka.
UGT1A6, UGT1A9 a UGT2B7 neni chrysinem ovlivnéna. Dva z flavonoidi, které
indukuji CYP1Al, galangin a isorhamnetin, nemaji efekt na aktivitu UGT1A1.

Polymethoxyflavon tangeretin je nejvice u¢innym inhibitorem UGT1A1, ktery
zprostiedkovava estradiol-3-glukuronidaci v lidskych jaternich mikrosomech. Podobné
inhibuje estradiol-3-glukuronidaci naringenin. Flavon a kvercetin je slabym inhibitorem
estradiol-3-glukuronidace. Chrysin, flavanon, nobiletin a silymarin maji nejvétsi
inhibi¢ni efekt na estradiol-3-glukuronidaci pfi substratové koncentraci 25 uM (Moon a
kol. 2006).

UGT je indukovéana nékterymi vybranymi flavonoidy (biochanin A, diadzein,
formononetin, genistein, prunetin, apigenin, galangin, kemferol, neringenin a kvercetin)
od 5 uM v buné&nych liniich LNCaP nadoru prostaty. LNCaP burky byly vystaveny
pusobeni flavonoidi po dobu Sesti dnl. Tyto flavonoidy stimuluji aktivitu
testosteronové UGT. Biochanin A je nejvice potencialnim indukturem UGT. Produkce a
spusténi prostatického specifického antigenu PSA (markr nadoru prostaty) jsou zavislé
na testosteronu a biochanin A mize zna¢n¢ snizit koncentraci PSA v disledku zvyseni
glukuronidace testosteronu. Tato studie naznaCuje, Ze ovlivnéni hormonalniho

metabolismu flavonoidy mize byt dilezité v prevenci a 1é¢bé nadoru prostaty (Moon a
kol. 2006).
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2.4.2.2 Glutathion-S-transferasa

Lidské cytosolické glutathion-S-transferasy (GST) jsou rodina dimernich
biotransformaénich enzymu délicich se do &ty tfid. Hlavni funkci GST je vazba a
transport velkého mnozstvi Skodlivych sloucenin. GST hraji dblezitou roli
v detoxifikaci karcinogenti. GST jsou pfitomny v mnoha tkanich u riznych druhu.
Velké mnozstvi je téz pfitomno v lidskych epitelech gastrointestindlniho traktu.
Zapojeni GST do prevence rakovinného bujeni dokazuje negativni korelace mezi
enzymovou aktivitou GST a vyskytem nadoru v mukose podél lidského
gastrointestinalniho traktu. Z toho vyplyva, ze indukce GST flavonoidy muze byt
spojena s chemoprevenci rakovinného bujeni.

Genistein reguluje GST skrz estrogenni receptor (ER)/ARE-dependentni gen
s expresi in-vitro. Flavon obsazeny v potravé zvySuje aktivitu GST. Dlouhodobé
piijimani extraktu ze zeleného Caje zvySuje cytosolickou aktivitu GST u samic Krys.
V potravé zastoupeny morin zvysuje aktivitu GST v jatrech, stievé a jazyku. Na druhou
stranu u kvercetinu byla pozorovana efektivni inhibice lidské placentarni GST
(GSTP1-1).

Silymarin signifikantné¢ zvySuje aktivitu GST v jaterni a stfevni tkani Kkrys.
V potravé obsazeny genistein a diadzein jsou schopné zvySovat aktivitu GST

Vv ledvinach u samic krys in vivo (Moon a kol. 2006).

2.4.2.3 Sulfotransferasa

Cytosolické sulfontransferasy katalyzuji sulfatovou konjugaci velkého mnozstvi
hormont, neurotransmiterii a xenobiotickych sloucenin. Jsou zapojeny do II. faze
biotransformace xenobiotik i do inaktivace endogennich sloucenin jako jsou steroidy,
thyroidni hormony, katecholaminy a Zlucové kyseliny. Zaroven je ale sulfatace kli¢ovy
krok v bioaktivaci velkého mnoZstvi mutagenti a karcinogenu. Sulfataci aktivované
karcinogeny jako jsou allylalkoholy, benzylalkoholy a N-hydroxyarylaminy a jejich
sulfatové estery kovalentné vazi nukleové kyseliny a dalsi makromolekuly.

Flavonoidy byly navrzeny jako chemoprotektivni slouc¢eniny sulfat-indukované
karcinogenese, protoze vykazuji inhibi¢ni efekt na sulfontransferasovou aktivitu (napf.

fisetin, galangin, kvercetin, myricetin, kempferol, chrysin, apigenin a genistein).
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Kvercetin inhibuje sulfataci resveratrolu v lidskych jatrech a duodenu in-vitro.
Resveratrol je polyfenolicka sloucenina vyskytujici se ve vin¢. Ma protektivni efekt na
kardiovaskularni systém a ptsobi prospé$né pii rakovinném onemocnéni.

Equol je moznym inhibitorem estrogenni sulfontransferasy. 4’-hydroxylova
skupina equolu se piekryva s 3-hydroxy skupinou 17p-estradiolu (Ez). Kvercetin
konkuruje v této inhibici 17p-estradiolu v lidském prsnim epitelu (Moon a kol. 2006).

2.4.3 Potencidlni chemopreventivni a terapeuticky ucinek flavonoidii

Flavonoidy reprezentuji Sirokou skupinu sloucenin s biologickou aktivitou, ktera
vyplyva hlavné z jejich antioxida¢nich vlastnosti a schopnosti ovlivnit n¢kolik enzymu
nebo bunéénych receptorti. Navzdory omezenym znalostem mechanismu u¢inku
flavonoida v lidském téle vykazuji epidemiologické studie pfiznivé ucinky na lidsky
organismus napt. vysoka konzumace zeleného ¢aje v Japonsku nebo konzumace vina ve
Francii hovoii ve prospéch prevence pied onemocnénim srdce a nadorovym
onemocnénim. Podobné rozsahlé vystaveni populace v Asii flavonoidim ze soji
pravdépodobné svéd¢i o snizeni incidence estrogen-dependentni rakoviné prsu a
prostaty a o snizeni menopauzalnich symptomi. Nicméné povédomi o mozné toxicité
rostlinnych ptipravki a fytoestrogent obsazenych v potrave pouziti vyrazné omezuje ve
srovnani s 1é¢ivy. Rada flavonoidii ma mutagenni a/nebo prooxidadni efekt a mize
zasahovat do biochemickych cest. Je velké mnozstvi dostupnych dat o pouziti in-vitro,
ale o mnoho mén¢ je studiich na zvitatech. Tyto vysledky v§ak mohou byt rozdilné od
ucinki v lidském téle na zéklade rozdilného bakteridlniho a jaterniho metabolismu mezi
jednotlivymi druhy (Ferguson a kol. 2001). Studie v§ak prokazuji, ze dlohodoby pfijem
flavonoidii v potravé je nezbytny. Zda se, Ze mlada soja obsahuje nejvyssi davky
fytoestrogenil, které ovSem miiZou v citlivém Zivotnim obdobi indukovat toxicitu
(Sheehan a kol. 1998).

Spolehlivd data o nasledcich plsobeni flavonoidi na lidsky organismus jsou
omezena (Hodek a kol. 2002). Dalsi obavy jsou vyiéeny ohledné¢ interakci mezi
potravou piijmutymi flavonoidy a pfedepsanymi léCivy. Uziti urcitych rostlinnych
produkti muze pozménit farmakokinetiku urcitych 1é¢iv nebo zvysit toxicitu 1é¢iv

(Venkataramanan a kol. 2000).
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Siroké studie vztahti mezi strukturou a funkci flavonoidi poskytuji cennou
inspiraci pfi vyvyjeni novych léCiv s chemopreventivnimi ucinky a/nebo k léceni

onemocnéni srdce a rakovinnych onemocnénich (Hodek a kol. 2002).
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3. CIL PRACE

Cilem této rigordzni prace je nalézt mozné inhibitory nové lidské mikrosomalni

karbonylreduktasy, ktera byla v nedavné dob¢ purifikovana na Katedfe biochemickych

véd FaF HK z lidskych jater. Jednotlivé dil¢i cile jsou:

1)

2)

3)
4)

Otestovat inhibi¢ni G¢inky vybrané skupiny latek flavonoidniho charakteru
na vySe uvedeny purifikovany enzym.

Otestovat inhibi¢ni uCinky 18B-glycyrretinové kyseliny (inhibitoru
11B-HSD1) na vyse uvedeny enzym.

Nalézt ICsp pro nejsilngjsi inhibitory.

Zjistit vliv nalezeného silného inhibitoru na biotransformaci oracinu v lidské

jaterni mikrosomalni tkéni.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

4.1.1 Pouzity material

1-hexansulfonat sodny monohydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

18B-glycyrretinova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko)

Amoniak (Penta, Ceska Republika)

Bézné chemikalie v &istotd p.a. (Penta, Ceska republika; Sigma-Aldrich, Némecko)

Flavonoidy a dalsi fenolické latky (Sigma-Aldrich, Némecko; Fluka, Némecko):
vitexin

Isovitexin
2’-hydroxyflavanon
4’-hydroxyflavanon
3-hydroxyflavon
5-hydroxyflavon
7-hydroxyflavon

kvercetin dihydrat

kavova kyselina

naringenin

chlorogenova kyselina

rutin hydrat
4-hydroxybenzoova kyselina
kvercitrin hydrat
epigallokatechin galat
kyanin chlorid
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luteolin

taxifolin

silibinin

apigenin

Etylacetat (Sigma-Aldrich, Némecko)

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

Metanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

NADP™ (Sigma-Aldrich, Némecko)

Oracin (Vyzkumny tstav pro Farmacii a Biochemii, Ceska republika)
11-dihydrooracin (Vyzkumny ustav pro Farmacii a Biochemii, Ceska republika)

Trietylamin (Fluka, Némecko)

4.1.2 Pripravované roztoky a pufry
0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,4:

Pro ptipravu tohoto pufru byly pfipraveny dva roztoky. Do prvniho roztoku bylo
navazeno 3,58 g 0,1 M Na;HPO4.12H,0 a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 100 ml
vody. Do druhého roztoku bylo navazeno 0,39 g 0,1 M NaH;P0O,.2H,0 a toto mnoZzstvi
bylo rozpusténo v 25 ml vody. Postupné byly oba roztoky slity az na pH 7,4. Roztok se

uchovaval v lednici.

10 mM hexansulfonanovy pufr + 0,1M Triethylamin, pH 3,27:

Pro ptipravu tohoto roztoku bylo navazeno 2,0624 g hexansulfonanu sodného
monohydratu. Toto mnozstvi se rozpustilo v900 ml vody. Ptidalo se 7,1 ml
triethylaminu (TEA). Poté se upravilo pH na 3,27 pomoci 85% kyseliny fosfore¢né.
MnozZstvi se doplnilo do 1000 ml vody. Roztok se prefiltroval pies nylovovou

membranu (0,45 um) a uchovaval v lednici.

0,1 M MqgCly:
Bylo navazeno 1,017 g MgCl,.6H,0 a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 50 ml

vody. Roztok se uchovaval v lednici.
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5 mM oracin:
Bylo navazeno 1,85 mg oracinu a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 1 ml vody.

Roztok se uchovaval v lednici.

0.3 M Chloristan amonnv, pH 3.0

Pro pfipravu tohoto roztoku bylo navazeno 35,25 g chloristanu amonného a
rozpusténo v 900 ml vody. Poté se upravilo pH pomoci koncentrované kyseliny
chlorist¢ na hodnotu 3,0. MnozZstvi roztoku se doplnilo na 1000 ml. Roztok se

prefiltroval pfes nylovovou membranu (0,45 pm) a uchovaval v lednici.

NADPH-generaéni systém

NADPH-generacni systém je tfeba pfipravit pied kazdou inkubaci novy. Pii
piipravé NADPH generaéniho systému bylo vzdy navazeno 4 mg NADP" a 12 mg
glukosa-6-fosfatu do mikrozkumavky Eppendorf na analytickych vahach. Tyto navazky
byly rozpustény v 200 ul 0,1 M MgCl; a 200 pl 0,1 M Na-fosfatového pufru, pH 7,4.
Vysledné koncentrace v roztoku jsou 0,8 mM NADP”, 6 mM glukosa a 3 mM MgCl..
Tésné pred inkubaci bylo do mikrozkumavky Eppendorf ptidano 10 pl glukosa-6-fosfat
dehydrogenasy. Toto mnozstvi NADPH-genera¢niho systému staci do reakénich smési

pro inkubaci 20 vzorkd.

Roztoky inhibitoru

Nejprve byly ptfipraveny 1 mM zasobni roztoky potencialnich inhibitort.
Navazky, které byly vypocitany na zdkladé¢ hodnoty molekuldrni hmotnosti, byly
rozpu$tény v 1 ml 100% metanolu. Nekteré flavonoidy se hiife rozpoustély. Pro lepsi
rozpu$téni bylo pouZito ultrazvukové lazné. Poté byly zasobni roztoky jednotlivych
latek 5x zfedény na koncentraci 0,2 mM, pro fedéni byla pouzita smés metanol:voda
1:1.
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Tab. 4. Ptehled pouzitych flavonoidl, zpusob uchovavani (pt-pokojova teplota, led-

lednice, m-mrazak), molekularni hmotnosti a navazky na 1ml 1mM roztoku.

Inhibitor Uchovavani | Mr Navazky (mg)
Vitexin pt 432,38 0,432
2’-hydroxyflavanon pt 240,3 0,240
4’-hydroxyflavanon pt 240,3 0,240
3-hydroxyflavon pt 238,25 0,238
5-hydroxyflavon pt 238,25 0,238
7-hydroxyflavon pt 238,25 0,238
Kvercetin dihydrat pt 338,26 0,338
Kavova kyselina pt 180,16 0,180
Naringerin pt 272,26 0,272
Chlorogenova kyselina pt 354,31 0,354
Rutin hydrat pt 610,52 0,610
4-hydroxybenzoova kys. pt 138,12 0,138
Kvercitrin hydrat led 4484 0,448
Epigallokatechin gallat led 458,4 0,458
Kyanin chlorid led 646,98 0,646
Luteolin led 286,2 0,286
Taxifolin m 304,3 0,304
Silibinin m 482,4 0,482
Apigenin m 270,24 0,270
18p-glycyrretinova kyselina | pt 470,7 0,470

4.1.3 POMUCKY A PRISTROJE

e Pomicky

V prabéhu experimentu byly pouzivany kadinky, odmérné banky, odmérné valce,
mikrozkumavky Eppendorf, automatické pipety a Spicky, multipipeta, stojanky, 1zicka,

navazovaci lodicka, parafilm, stopky a dalsi laboratorni pomucky.
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e Prfistroje

Centrifuga Eppendorf MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Inkubator Eppendorf Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)

Ultrazvukova lazen Ultrasonic compact cleaner UC 005 AJ1 (Tesla, Ceska republika)
pH-metr Thermo Orion model 410A (Thermo, USA)

Magnetickd michacka (Lavat, Ceské republika)

Ultradestila¢ni piistroj Milli Q (Prograd 2)(Millipore, USA)

Analytické vahy Scaltec SBC22, (Denver Instrument GmbH, Némecko)

Predvazky KERN KB (Kern, Némecko)

Vyrobnik ledu Scotsman AF 80 (Scotsman, Italie)

Ttepaci zafizeni Minishaker IKA MS2 (IKA, USA)

Vakuovy koncentrator Eppendorf 5301 (Eppendorf, Némecko)

HPLC Agilent 1100 - gradientova pumpa, autosampler, odplyfnovac, termostatovana
¢ast pro kolonu, fluorescenéni detektor (Agilent, USA)

4.2 METODY

4.2.1 Purifikace nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy

Nova lidska mikrosomalni karbonylreduktasa byla pfipravena podle postupu
popsaného v ¢lanku Skarydova a kol 2009. Purifikace byla provedena na katedfe
biochemickych véd. Lidské jaterni mikrosomy byly homogenizovany a solubilizovany
pomoci solubiliza¢niho pufru obsahujiciho detergent Triton X-100. Pfed prvnim
purifika¢nim krokem byly solubilizované mikrosomy odsoleny pomoci gelové filtrace.
Prvnim purifikacnim krokem byla iontové-vyménna chromatografie na Q-sepharose.
Vsechny ziskané frakce byly testovany na aktivitu vii¢i oracinu a zjiSténa stereospecifita
této reakce. Frakce, ktera nejlépe spliiovala pfedpoklady (dostatecna aktivita vici
oracinu a stereospecifita ve prospéch (+)-DHO) byla podrobena druhému purifikaénimu
kroku na Fenyl-sepharose. Vsechny frakce byly testovany obdobné jako v pifedchozim
kroku. Byla ziskdna frakce, ktera se podilela na biotransformaci oracinu se
stereospecifitou (+)-DHO/(-)-DHO 86/14 a obsahovala novou lidskou mikrosomalni
karbonylreduktasu. Tato frakce byla pouzita pro nasledujici studii vlivu potencialnich

inhibitort na jeji aktivitu.
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4.2.2 Inkubace vzorku neznamé reduktasy s oracinem pro stanoveni

redukéni aktivity

4.2.2.1 Inkubace vzorku pro stanoveni enzymatické aktivity vii¢i oracinu
Purifikovana frakce obsahujici novu lidskou karbonylreduktasu byla uchovana
v mrazaku pfi teploté -80°C. Pied inkubaci byly vzorky vyndany z mrazaku na led a
nechaly se samovoln¢ rozmrazit. Po rozmrazeni byly vzorky promichany na tfepacce a
dany zpét na led. K 10 ul vzorku nové mikrosomalni karbonylreduktasy bylo piidano 60
ul Na-fosfatového pufru, pH 7,4 a 20 ul NADPH-genera¢niho systému. Proporce mezi
vzorkem a fosfatovym pufrem se mohou ménit, ale vzdy musi byt zachovano mnozstvi
NADPH-genera¢niho systému, oracinu a celkového objemu reakéni smési 100 pl. Pro
kontrolu bez metanolu (K) se do mikrozkumavky k 10 ul vzorku ptidalo 20 ul NADPH-
generaéniho systému a 60 pl Na-fosfatového pufru, pH 7,4. Pro kontrolu s metanolem
(KM) se do mikrozkumavky k 10 pl vzorku pfipipetovalo 20 ul NADPH-genera¢niho
systému, 10 pl smési metanol:voda 1:1 a 50 ul Na-fosfatového pufru, pH 7,4. Reak¢ni
smés byla preinkubovédna v termobloku pii 37°C po dobu 5 min. VSechny reakce byly
nastartovany piidanim 10 pl 5 mM oracinu. Reakce v jednotlivych mikrozkumavkach
Eppendorf byly startovany piesné po 30 s. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu

30 min.

4.2.2.2 Zastaveni inkubace a extrakce DHO

Reakce byla ukoncena ptesné po 30 min pfidanim 40 pl 25 % amoniaku a 300 pl
ethylacetatu. Casovy interval mezi jednotlivymi mikrozkumavkami Eppendorf byl 30 s.
Obsah mikrozkumavek Eppendorf se ihned po ukonceni tiepal na tiepacce presné 15 s a
byl dan na led. Mikrozkumavky Eppendorf byly centrifugovany pii 13 000 otackach po
dobu 2 min. Do nové mikrozkumavky Eppendorf byla napipetovdna horni organicka
vrstva. Vzorky byly odpafeny na vakuové odparce pii 45°C po dobu 20 min.

Nasledovala ptiprava vzorkid k HPLC analyze.

4.2.2.3 Prehled ucinku potencidlnich inhibitori na aktivitu nové mikrosomalni
karbonylreduktasy
Postup odpovida kapitole 4.2.2.1 a 4.2.2.2. Inkubaéni smés obsahovala 10 pul

vzorku nezndmé karbonylreduktasy, 50 ul Na-fosfatového pufru, pH 7,4, 10 pl 0,2 mM
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roztoku inhibitoru a 20 ul NADPH-generacniho systému. Reakce byla nastartovana
pfidanim 10 pl 5 mM roztoku oracinu. Od kazdého inhibitoru byly testovany tii

paralelni vzorky.

4.2.2.4 Stanoveni I1Cs vybranych inhibitori

Postup odpovida kapitole 4.2.2.1 a 4.2.2.2. Vysledné koncentrace jednotlivych
inhibitorti v reak¢ni smeési byly 50 uM, 30 uM, 10 uM, 5 uM a 1 uM. Inkubacéni smés
obsahovala 10 pl vzorku neznamé karbonylreduktasy, Na-fosfatovy pufr, pH 7,4, roztok
inhibitoru (viz Tab. 5) a 20 ul NADPH-genera¢niho systému. Reakce byla nastartovana
pfidanim 10 pl 5 mM roztoku oracinu. Od kazdého inhibitoru byly testovany tfi

paralelni vzorky.

Tab. 5. Mnozstvi Na-fosfatového pufru, pH 7,4 a roztoku inhibitoru v reakéni smési.

Vysledna koncentrace | Mnozstvi Na-fosfatového | Mnozstvi roztoku
inhibitoru (uM) pufru, pH 7,4 (ul) inhibitoru (pl)

50 50 10 (0,5 mM)

30 54 6 (0,5 mM)

10 58 2 (0,5 mM)

5 50 10 (0,05 mM)

1 58 2 (0,05 mM)

4.2.3 Achiralni analyza na HPLC

4.2.3.1 Mobilni faze
Mobilni faze byla pfipravena smichanim 10 mM hexansulfonanového pufru +
0,1M TEA, pH 3,27 a acetonitrilu v poméru 75:25. Nadoba, ve které byla mobilni faze

se prekryla parafilmem, aby se zabranilo tekani acetonitrilu.

42




4.2.3.2 Priprava vzorku k analyze

K odparkim bylo pifidano 125 upl mobilni faze a byly rozpustény na
ultrazvukové ldzni. Rozpousténi bylo vizudlné kontrolovano. Poté byly vzorky
napipetovany do inzertd. Inzerty byly vlozeny do vialek a ty byly uzavieny vicky

S tésnénim.

4.2.3.3 Samotna achiralni analyza

Pro stanoveni aktivity vii¢i oracinu a také miry inhibice jednotlivych flavonoidi
bylo pouzito HPLC. Metoda byla popsana Wso6lem a kol. v roce 1996. Pro separaci se
vyuziva kolona BDS Hypersil C18, DHO se mé&fi pomoci fluorescenéniho detektoru pii
excitacni/emisni vinové délce 340/418 nm a K jeho eluci dochazi v retenénim Case 2,8

min. Detek¢ni limit metody je 10 pmol/ml DHO.

4.2.4 Vypocet inhibi¢ni konstanty 1Cs
Inhibi¢ni G¢innost jednotlivych flavonoidl byla charakterizovana pomoci jejich

ICs0, které byly vypocitany pomoci programu GraphPad Prism 5.00.

4.2.5 Inkubace vzorki mikrosomi s oracinem pro stanoveni enzymové

stereospecifity

4.2.5.1 Samotna inkubace mikrosomii s roztoky inhibitoru

Vzorky lidskych jaternich mikrosomd se uchovavaji v mrazaku pii teploté
-80°C. Pted inkubaci byly vzorky vyndany z mrazdku na led a nechaly se samovolné
rozmrazit. Po rozmraZeni byly vzorky promichdny na tfepace a dany zpét na led.
Ke 2 ul vzorku mikrosomt bylo pfidano 20 pul NADPH-genera¢niho systému, 0,1 M
Na-fosfatovy pufr, pH 7,4 a roztok inhibitoru. Proporce mezi vzorkem a fosfatovym
pufrem se mohou ménit, ale vzdy musi byt zachovano mnozstvi NADPH-genera¢niho
systému, oracinu a celkovy objem reakéni smési 100 pl. Zaroven se vzorky se pripravi
mikrozkumavky pro kontrolu. Tyto  mikrozkumavky obsahovaly 20 ul

NADPH-genera¢niho systému a 70 pl Na-fosfatového pufru, pH 7,4. Reakcni smési
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byly preinkubovany v termobloku pti 37°C po dobu 5 min. Reakce byly nastartovany
pfidanim 10 pl 5 mM oracinu. Reakce Vv jednotlivych mikrozkumavkach Eppendorf

byly startovany ptesn¢ po 30 s. Vzorky byly inkubovany pti 37°C po dobu 30 min.

Tab. 6. Mnozstvi Na-fosfatového pufru, pH 7,4 a roztoku inhibitoru v reakéni smési.

Inhibitor Koncentrace Na-fosfatovy pufr, | Roztok inhibitoru
inhibitoru (uM) | pH 7.4 (ul) (ul)

18B-glycyrretinova 5 58 10 (0,05 mM)

kyselina

Kvercetin 20 64 4 (0,5 mM)

4.2.5.2 Zastaveni inkubace a extrakce DHO

Reakce byla ukoncena ptesné po 30 min ptidanim 40 pl 25 % amoniaku a 300 pl
ethylacetatu. Casovy interval mezi jednotlivymi mikrozkumavkami Eppendorf byl 30 s.
Obsah mikrozkumavek Eppendorf se ihned po ukonceni tfepal na tfepacce piesné 15 s a
byl dan na led, aby doslo k tiplnému ukonceni reakce. Mikrozkumavky Eppendorf byly
centrifugovany pii 13 000 otackach po dobu 2 min. Do nové mikrozkumavky
Eppendorf byla napipetovana horni organicka vrstva. Vzorky byly odpafeny na vakuové

odparce pii 45°C po dobu 20 min.

4.2.6 Chiralni analyza na HPLC

4.2.6.1 Mobilni faze
Mobilni faze se sklada z 0,3 M chloristanového pufru (pH 3,0) a acetonitrilu v
poméru 69:31 (v/v). Nadoba, ve které je mobilni faze, se prekryla parafilmem, aby se

piedeslo nadmérnému tékani acetonitrilu.

4.2.6.2 Priprava vzorki k analyze

K odparkiim bylo pfiddno 125 upl mobilni fidze a byly rozpusStény na
ultrazvukové ldzni. Rozpousténi bylo vizudln€ kontrolovano. Poté byly vzorky
nepipetovany do inzertl. Inzerty byly vloZzeny do vialek a ty byly uzavieny vicky

S tésnénim.
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4.2.6.3 Samotna chiralni analyza

Enzymova stereospecifita mikrosomt a jeji piipadné ovlivnéni ptitomnosti
inhibitort byla stanovena pomoci chirdlni HPLC metody pro stanoveni obou
enantiomert DHO, ktera byla také vyvinuta na katedie biochemickych véd Faf HK
(Wsol a kol. 1999). Pro separaci se pouzivala kolona OD-R Chiracel 240 mm x 4,6 mm,
enantiomery DHO byly detekovany fluorescenéné pii excitacni/emisni vinové délce

340/418 nm. Retenéni ¢as enantiomeru (+)-DHO je 9 min a (-)-DHO 12 min.
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5. VYSLEDKY

5.1 Charakteristika purifikované frakce

Pro stanoveni inhibi¢niho G¢inku vybrané skupiny latek flavonoidl a ptibuznych
latek byla pouzita purifikovana frakce po druhém purifikaénim kroku purifikacniho
schématu, které je uvedeno v casti 4.2.1. Parametry této purifikované frakce byly
zméfeny v ramci purifikaéniho procesu na katedfe biochemickych véd Faf HK. Tato
frakce obsahujici novou mikrosomalni karbonylreduktasu méla obsah bilkovin 1 pg/ml
a vykazovala vu¢i oracinu specifickou aktivitu 1090 ng DHO/mg/30 min.
Stereospecifita redukce oracinu na metabolit DHO byla stanovena (+)-DHO/(-)-DHO
86/14.

5.2 VyuzZivané HPLC metody

Pro stanoveni redukéni aktivity vaci oracinu a také stanoveni miry inhibi¢niho
ucinku vybrané skupiny latek byla vyuZivana HPLC metoda pro stanoveni celkového
mnozstvi metabolitu DHO (viz sekce 4.2.2). Piiklad ziskaného chromatografického

zaznamu na obrazku 10.
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Obr. 10. Chromatogram standardu 11-dihydrooracinu.
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Pro stanoveni stereospecifity lidské jaterni mikrosomalni frakce a jeji ovlivnéni
vybranymi inhibitory (viz sekce 4.2.5) byla vyuzita chiralni HPLC metoda (viz sekce

4.2.6). Piiklad ziskaného chromatogramu je uveden na obrazku 11.

-11-dihyd i
(+) ihydrooracin ~ /\

.
= P e -

T T T
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Obr. 11. Chromatogram enantiomert 11-dihydrooracinu.

5.3 Stanoveni inhibi¢niho ucinku vybrané skupiny ldtek

Purifikovana frakce byla rozpipetovana do mikrozkumavek Eppendorf
z Gspornych divodu po 10 pl. Nejprve byla u tfech ndhodné vybranych vzorki ovéfena
aktivita vic¢i oracinu a také ovétfen vliv metanolu, ktery se pouziva jako rozpoustédlo
potencidlnich inhibitord. Protoze bylo potvrzeno, ze aktivita frakce byla pfi jejim
uchovéani pii -80°C zachovana bylo mozné provést prizkum Uc¢inku jednotlivych latek
z vybrané skupiny. Bylo zji$téno, Ze metanol ovliviiyje aktivitu enzymu, 5% metanolu
v reakéni smési snizuje aktivitu enzymu o 24%, takZe jako referen¢ni hodnoty pro
zjisténi ucinku inhibitorti byly pouzity kontrolni vzorky obsahujici metanol, aby byl
eliminovan jeho u¢inek na enzym. Sledovani inhibi¢niho G¢inku bylo provedeno pti
koncentraci 20 pM jednotlivych potencidlnich inhibitorti v reakénich smésich. Mimo
flavonoidt a jim pfibuznych latek byla do piehledu pfidana také 18B-glycyrretinova
kyselina, inhibitor 113-HSD1. Flavonoidy se obecné¢ v organismu pohybuji ve velmi
nizkych koncentracich a tato koncentrace byla zvolena jako hrani¢ni, aby piipadné
nalezené inhibitory a jejich 1Cso méli z hlediska situace v organismu smysl. Inkubace se
vS§emi potencialnimi inhibitory byla provedena, jak bylo popsano v sekci 4.2.2.3. Od
kazdého inhibitoru se vytvoftily tfi paralelni vzorky. Vysledky byly zpracovéany a jsou

znazornény na obrazku 12.
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Obr. 12. Inhibi¢ni efekt flavonoidd, ptibuznych fenolickych latek a 18B-glycyrretinové

kyseliny v kone¢né koncentraci 20 uM na novou mikrosomalni karbonylreduktasu.

Jak je z obrazku patrné nejvyssi inhibi¢ni u¢inek na novou mikrosomalni
karbonylreduktasu vykazuji kvercetin, apigenin, chlorogenova kyselina, rutin, luteolin a
silibinin. Pro tyto latky byla dale stanovena polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace 1Csq pro
dany enzym. Na druhou stranu byly nalezeny i takové latky, které prakticky nemaji vliv

na aktivitu studovaného enzymu jako je vitexin ¢i 2’-hydroxyflavanon.

5.4 Stanoveni polovi¢ni inhibicni koncentrace I1Cx, pro vybrané latky

Pro dalsi zkoumani jsme si tedy vybrali Sest vySe uvedenych latek s nejvyssi
mirou inhibice vii¢i studovanému enzymu. Koncentrace jednotlivych latek byly zvoleny
podle vysledkl screeningu na 1, 5, 10, 30, 50 uM v reakéni smési. Na nasledujicich
obrazcich (obr. 13-18) jsou uvedeny grafy inhibice jednotlivych inhibitorti. Hodnoty
ICso byly stanoveny v programu GraphPad Prizm, aby bylo mozné tyto hodnoty odecist

bylo nutné pro kontrolni vzorky bez inhibitoru do programu zadat velmi nizkou hodnotu
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inhibitoru, v nagem piipadé 10* uM jinak nebylo mozné ziskat smysluplnné hodnoty
|C5o.
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Obr. 13. Inhibi¢ni u¢inek rdznych koncentraci kvercetinu na novou lidskou

mikrosomalni karbonylreduktasu.
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Obr. 14. Inhibiéni uCinek ruznych koncentraci apigeninu na novou lidskou

mikrosomalni karbonylreduktasu.
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Obr. 15. Inhibi¢ni ucinek raznych Kkoncentraci silibininu na novou lidskou

mikrosomalni karbonylreduktasu.
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Obr. 16. Inhibi¢ni uc¢inek ruznych koncentraci luteolinu na novou lidskou

mikrosomalni karbonylreduktasu.
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Obr. 17. Inhibi¢ni u¢inek riznych koncentraci kyseliny chlorogenové na novou lidskou

mikrosomalni karbonylreduktasu.
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Obr. 18. Inhibiéni G¢inek ruznych koncentraci rutinu na novou lidskou mikrosomalni

karbonylreduktasu.
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Tab. 7. Souhrn ziskanych hodnot ICsy pro nejlepsi nalezené inhibitory nové lidské

jaterni mikrosomalni karbonylreduktasy.

Inhibitor ICso (UM)
Kvercetin 9,3
Apigenin 9,9
Silibinin 12,1
Luteolin 13,2
Kyselina chlorogenova 14,2
Rutin 27,7

Pokud se podivame na ziskané nejsilngjsi inhibitory z hlediska struktury (viz
Obr. 19) tak je patrné, Ze jednotlivé inhibitory jsou strukturné odlisné. Zatimco
kvercetin patii mezi flavonoly tak apigenin a luteolin mezi flavony. Silibinin a kyselina
chlorogenova jsou strukturné zcela odlisné. Pouze rutin je kvercetinu podobny, je jeho

glykosidem, ale navazany cukr zfejme brani vétSimu inhibi¢nimu tc¢inku.

52



OH

Kvercetin Apigenin

HO

Kys. chlorogenova Rutin

Obr. 19. Struktury nejsilngj$ich  inhibitorit nové lidské  mikrosomalni

karbonylreduktasy.

5.5 Vliv vybranych inhibitorit na metabolismus oracinu v lidské jaterni

mikrosomalni frakci

Lidské jaterni mikrosomy obsahuji vedle nami zkoumané nové lidské
karbonylreduktasy také 11B-HSDI1. Pro zjisténi vlivu inhibitori na metabolismus a
stereospecifitu biotasformace oracinu jsme pouzili dobie znamy inhibitor 113-HSD1
18B-glycyrretinovou kyselinu v koncentraci 5 uM. Jako silny inhibitor nami sledované
karbonylreduktasy jsme vybrali kvercetin v koncentraci 20 puM. Byla provedena
inkubace mikrosomu s jednotlivymi inhibitory (viz 4.2.5) a nasledné byla provedena
chiralni analyza na HPLC (viz 4.2.6).
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Z Obr. 20 je patrné, ze pritomnost kyseliny 18f3-glycyrretinové o koncentraci 5
uM pfineslo 73% snizeni aktivity lidskych jaternich mikrosomi, zatimco pfitomnost

kvercetinu zpiisobila pouze 17% sniZeni aktivity.

100+ I

90-
80-
70-
60-
50-
40
30-

%

Obr. 20. Vliv vybranych inhibitori na metabolismus oracinu v lidské jaterni

mikrosomalni frakeci.

Vedle aktivity viaci oracinu byla pfitomnosti inhibitori zménéna také
stereospecifita redukce. Doslo ke zméné¢ z poméru (+)-DHO/(-)-DHO 45:55 u
neinhibované jaterni mikrosomalni frakce ke zméné ve prospéch (+)-DHO (70%) v
ptipadé kyseliny 18B-glycyrretinové a lehké navySeni ve prospéch (-)-DHO (62%) u

kvercetinu jak je zndzornéno na obrazku 21.
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Obr. 21. Ovlivnéni stereospecifity jaterni mikrosomalni frakce ptitomnosti inhibitort
11B-HSD1  (18B-glycyrretinovd  kyselina) a nové lidské  mikrosomalni
karbonylreduktasy (kvercetin).
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6. DISKUSE

Inhibitory mohou hrat v organismu dtleZzitou roli a to jak pozitivni tak negativni.
Zalezi na tom, ktery enzym inhibuji a jakou selektivitu viici nému vykazuji. Existuje
fada inhibitord enzymu, které se klinicky vyuzivaji v terapii nc¢kterych onemocnéni
napf. statiny jsou inhibitory HMG-CoA reduktasy v terapii hypercholesterolemie. Na
druhou stranu napftiklad inhibice nékterych biotransormacnich enzymt mohou vést k
prodlouzeni ucinku a zvyseni toxicity ur¢itych 1éCiv. Flavonoidy a pfibuzné latky maji v
organismu fadu riznych funkci - udrzuji integritu stény kapilar, ptisobi proti vysokému
cholesterolu a brani rozvoji nékterych forem nadoru. Tyto funkce jsou zpisobeny fadou
mechanismt jako je jejich interakce s nékterymi receptory, antioxidacni funkce nebo
interakce s enzymy (Skarydova a kol. 2009b, Brozi¢ a kol. 2006b). Pravé na inhibice
karbonylreduktas latkami ze skupiny flavonoidi byla zamétena tato prace. V teoretické
¢asti byly popsany funkce flavonoidl se zdliraznénim jejich inhibi¢niho ¢i indukéniho
plsobeni na rizné biotransformacéni enzymy.

V in-vitro experimentech mohou inhibitory slouzit k potlaceni vlivu nékterych
enzymi nebo kjejich rozliSeni. Tato inhibi¢ni studie nové lidské mikrosomalni
karbonylreduktasy, kterda nebyla zatim identifikovadna, byla provedena, aby se mimo
rozdilt ve stereospecifité (viz ¢ast 2.3.2) dalo na odli$nost tohoto enzymu od 11p-HSD1
poukazat i dal$i charakteristikou. Na zacatku experimentti s novou karbonylreduktasou
bylo tfeba piekonat obtize spojené S tim, Ze se jednd o membranové vdzany enzym,
ktery ma tendenci nebyt volné v roztoku, ale vadzat se na povrchy. Proto pii pfeliti
vzorku ze zkumavky doSlo ke ztrat€ aktivity a bylo se nutné takového kroku vyvarovat.
I pfes nizkou koncentraci proteinu ve frakci obsahujici novou mikrosomalni
karbonylreduktasu byla redukéni aktivita pomérné vysoka a tak byla celd frakce
rozpipetovana do mikrozkumavek Eppendorf po 10 pl, protoze se jedna o cenny
material a bylo nutné provést co nejvic experimentll. Vzhledem k velmi nizkému
detekénimu limitu HPLC metody pro stanoveni redukéni aktivity, ale nebyl se
stanovenim metabolitu DHO zadny problém.

Pro stanoveni inhibitoru nové lidské mikrosomalni karbonylreduktasy byla
zvolena skupina flavonoidi a piibuznych latek, protoZe u celé fady z nich byl popsén

inhibi¢ni efekt na rizné jak cytosolické tak mikrosomalni karbonylreduktasy. Skupina
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byla vybrana tak, aby pokryvala rizné skupiny latek fazené mezi flavonoidy a podobné
fenolické slouceniny. Navic k nim byla priddna 18B-glycyrretinova kyselina, ktera je
dobie zndmym, pomérné silnym, i kdyz ne zcela selektivnim inhibitorem 11B-HSD1
(Maser a kol. 2002).

Bylo zjisténo, Ze nejsiln¢jSim inhibitorem nové lidské mikrosomalni
karbonylreduktasy z vybrané skupiny latek je kvercetin s ICsp = 9,3 uM nasledovany
apigeninem, silibininem, luteolinem a kyselinou chlorogenovou, které maji vSechny
hodnoty ICsp do 15uM (viz tabulka 7). Posledni z podrobné&ji zkoumanych latek, rutin
ma uz hodnotu vyssi. Pokud tyto vysledky porovname s publikovanymi vysledky pro
11B-HSD1 (viz tabulka 8), pak i1 pfes to, ze hodnoty ICso zalezi na podminkach
stanoveni a neni mozné jejich hodnoty jednoduSe porovnavat, se ukazuje, Ze se jedna i
podle popsanych inhibitort o jiny enzym. Zatimco u nami sledovaného enzymu byla
inhibice kvercetinem a apigeninem prokdzana tak na aktivitu 11p-HSDI tyto latky
nemaji vliv. Stejné tak u 11B-HSD1 jsou silnymi inhibitory 18B-glycyrretinova kyselina
a 2’-hydroxyflavanon, ale jejich efekt na novou mikrosomalni karbonylreduktasu byl

pomé&rné ¢i velmi slaby (Schweizer a kol. 2003).

Tab. 8. Porovnani inhibiéniho u¢inku nékterych flavonoidd a kyseliny 18p-
glycyrretinové na novou mikrosomdlni karbonylreduktasu a 11p-HSD1. Vysvétlivky:

? - nebylo popsano, ox/red — v oxida¢nim/redukénim sméru.

Novy enzym 11B-HSD1 (Schweizer 2003)
Kvercetin 9,3 neinhibuje
Apigenin 9,9 neinhibuje
Silibinin 12,1 ?
Luteolin 13,2 ?
Chlorogenova kyselina 14,2 ?
Rutin 21,7 ?
2'-hydroxyflavanon >> 20 10
18B-glycyrretinova kyselina >20 1,57/0,0034 (Ox/red)
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Teoreticky by bylo mozné podle prokazanych inhibitord vytipovat, o jaky enzym
jde, pokud patii mezi ty uz popsané, ale obecné u fady zejména mikrosomalnich
enzymu jsou tyto znalosti velmi kusé. Naptiklad u mikrosomalni 173-HSD7 nebyly
z4dné informace ohledné¢ vlivu flavonoidi na jeho aktivitu zatim publikovany.
U dalsiho mikrosomélniho enzym 17B8-HSD3 byl popsan pouze inhibi¢ni vliv
7-hydroxyflavanonu, baicaleinu a biochaninu A. Tento enzym je navic skoro vyhradné
exprimovan ve varlatech (Poirier 2003). Obecné plati, ze flavonoidy inhibuji celou fadu
karbonyl reduk¢nich enzymii a zfejmé nebudou dostateéné selektivni pro zadny z nich.
Naptiklad kvercetin, ktery je nejsiln¢jSim inhibitorem nami sledovaného enzymu
inhibuje s riznou mirou také cytosolické enzymy CBR1 (Carquist a kol. 2008),
AKRICI (Brozic a kol. 2006b), AKR1C3 (Skarydova a kol. 2009b, Krazeisen a kol.
2001), AKR1B1 a AKR1B10 (Endo a kol. 2010) zatimco Zadny vliv nema na aktivitu
jiz zminéné 11B-HSD1 a cytosolické 173-HSD1 (Schuster a kol. 2008). Pokud bychom
chtéli porovnavat inhibi¢ni vliv uréité latky, bylo by samoziejmé idedlni jednou
metodou stanovit I1Cs pro vSechny sledované enzymy, coz diky tomu, ze metabolizuji
rizné substraty tak neni zcela mozné.

Abychom zjistili vliv nalezenych inhibitori v komplexnéjsim vzorku, sledovali
jsme vliv kvercetinu na reduk¢ni aktivitu celé lidské mikrosomalni frakce. Pro srovnani
jsme podobny experiment provedli také s kyselinou 18B-glycyrretinovou (viz sekce
4.2.5). V piitomnosti 20 pM kvercetinu doslo k poklesu celkové redukéni aktivity o
17%, zatimco v piipadé 18B-glycyrretinové kyseliny o 73%. Nizsi pokles v piipadé
kvercetinu je zplsoben pomeérné nizkou koncentraci vzhledem ke stanovené ICsy,
zatimco koncentrace 18B-glycyrretinové mnohondsobné prevySovala ICsq pro
11B-HSD1. Nicméné doslo i k ocekavané zméné ve sterospecifité¢ redukce oracinu.
V ptitomnosti kvercetinu, ktery inhibuje novou karbonylreduktasu, kterd vykazuje
stereospecifitu pro (+)-DHO, doslo skutecné ve stercospecifité mikrosomalni frakce
v redukci oracinu ke zméné ve prospéch (-)-DHO, i kdyz nebyla tato zména diky
diskutované nizké koncentraci piili§ velkd. Naopak v ptitomnosti 18B-glycyrretinové
kyseliny byla stereospecifita redukce oracinu vyrazné posunuta ve prospéch (+)-DHO.
Znalosti ohledné¢ metabolismu oracinu v lidské jaterni mikrosomalni frakci jsou
pomérné omezené, z mikrosomdalnich enzymi byla popsana jen 11B-HSD1 a nami
zkoumana mikrosomalni karbonyl reduktasa, ale je vic nez pravdépodobné, Ze existuje

vic enzymil. Tyto enzymy mohou téZ metabolizovat oracin se stereospecifitou pro
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(+)-DHO, coz naznacuji dalsi ziskané frakce béhem purifika¢niho procesu, které nebyly
zatim dale vyuzity, coz by vysvétlovalo, pro¢ v piitomnosti kvercetinu doslo jen k malé
zméné stercospecifity ve prospéch (-)-DHO. Tento experiment by bylo jesté vhodné
zopakovat s n¢€kolika riznymi koncentracemi inhibitori, aby mohl byt sledovan vliv

t&chto latek v zavislosti na koncentraci.
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7. ZAVER

V dnesni dob¢ jsou stile objevovany nové lidské enzymy nebo nové funkce
téchto enzymda. Je tedy dualezité znat jejich strukturu a jejich vlastnosti. Mnoho z nich
hraje dulezitou roli v patogenezi riznych onemocnéni nebo v metabolismu riznych
1é¢iv. Budou-li tyto procesy pochopeny, usnadni se tak navrhovani specifickych 1é¢iv
ptisobicich piimo na dané struktury a bude zkvalitnéna farmakoterapie nemoci.

Touto praci byl vytvofen piehled moznych inhibitori neznamé mikrosomalni
karbonylreduktasy a byl urCen jeji nejsilngjsi inhibitor kvercetin. Tento inhibitor se
velmi ¢asto vyskytuje vV bézné pouzivanych potravinach, ovoci, zelening a v doplicich
stravy. Nicmén¢ dokud nebude enzym identifikovan a nebude urCena jeho funkce
V organismu, neni mozné délat dal§i zévéry ohledné piipadného vyznamu inhibice.
V tuto chvili Ize nalezené inhibitory vyuzit jen v in-vitro experimentech K rozliseni

purifikovanych frakci nebo potlaceni vlivu daného enzymu.
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8. ZKRATKY

AcCoA Acetylkoenzym A

AKR Aldoketoreduktasy

ALDH Aldehyddehydrogenasy

CBR Karbonylreduktasa

CYP Cytochrom P450 monooxygenasovy systém

DHO Dihydrooracin

DNA Deoxyribonukleové kyselina

E Enzym

E2 17B-estradiol

EC Mezinarodni kéd pro oznacovani enzymu (Enzyme Comission
codes)

GABA Kyselina y-aminomdselna

GST Glutathion-S-transferasa

HMG-CoA Hydroxymethylglutarylkoenzym A

HPLC Vysokorychlostni kapalinovéa chromatografie

HSD Hydroxysteroiddehydrogenas

I Inhibitor

ICso Inhibiéni konstanta

K Kontrola

Km Micheliasova konstanta

KM Kontrola s metanolem

MDR Dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem
NADH Nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

pH Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontii
QR Chinonreduktasa

RNA Ribonukleova kyselina

S Substrat

SDR Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem

UGT UDP-glukuronyltransferasa
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Priloha 1: Vyskyt jednotlivych flavonoidl pouzitych v experimentalni ¢asti.

Nazev flavonoidu

Misto vyskytu

Vitexin

Hloh obecny, mucenka opletni, kakaovnik obecny, kukufice,
¢ajovnik ¢insky, rooibos, pohanka obecna, s6ja, majoranka,

oregano (Internet9).

2’-hydroxyflavanon

Cervené a zluté plody ovoce a zeleniny (Skarydova a kol.

2009h).

4’-hydroxyflavanon

Cervené a zluté plody ovoce a zeleniny (Skarydova a kol.

2009D).

3-hydroxyflavon

Synteticky (Internet10).

5-hydroxyflavon

Cervené a zluté plody ovoce a zeleniny (Skarydova a kol.

2009D).

7-hydroxyflavon

Cervené a zluté plody ovoce a zeleniny (Skarydova a kol
2009b).

Kvercetin

Repik lékaisky, cibule kuchyniska, &esnek kuchyisky, kopr
vonny, celer, medvédice lékatska, kien selsky, oves sety,
mesicek 1ékatsky, Cajovnik ¢insky, kmin, rybiz cerny, hefmanek
pravy, grep, Safran, mrkev obecnd, pohanka obecna, fenykl
obecny, jahodnik obecny, so6ja lustinatd, jabloit doméci, chmel
otac¢ivy, pupalka dvouletd, olivovnik evropsky, meruiika,

Svestka, hruSen, zazvor (Internet9).

Kévova kyselina

Bez Cerny, echinacea, lipa, bfiza, mrkev, med, Salvéj 1€katska,
jablka, medunika, mata, vinnd réva, vlaSské otechy, bortvky,

zelena kava, roibos (Internet9).

Naringerin

Grep, pomeran¢, chmel, ostropestfec maridnsky, pieslicka,
Cajovnik, citrony, soOja, petrzel, broskvon, matefidouska

(Internet9).

Chlorogenova

Bez cerny, roibos, echinacea, mrkev, meduiika, mata, zelena

kyselina kava, lipa, arty¢ok zahradni, brambory, pivo, biiza, jablka,
rajCata, Cajovnik, bfectan (Internet9).
Rutin Citrusové plody, lipa, arty¢ok zahradni, pivo, bfiza, rajcata,

ttezalka teckovana, pohanka, chiest, jablka, broskve,
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nektarinky, lesni plody, kiwi, banany, vyluh ze zeleného a

¢erného Caje (Internet9).

4-hydroxybenzoova

Boruvky, tfezalka teCkovana, jeCmen, pupalka, ryze, ostruzinik

kyselina malinik, cibule, cesnek, medvédice lékarskd, mrkev, fenykl,
hrach, vinna réva, zdzvor, kien selsky, jitrocel, pohanka, oves
sety, mésicek lékaisky, ¢ekanka, sdja (Internet9).

Kvuercitrin Repik 1ékaisky, kopr vonny, medvédice lékaiskd, biiza

bélokora, cajovnik cinsky, Cekanka, grepfruit, hloh obecny,
mrkev obecnd, sja lustinatd, chmel otacivy, tiezalka teckovana,
lilek rajce, jablon domaci, mata dlouholista, pepfovnik cerny,
merunika obecnd, broskvoil obecnd, rybiz Cerny, Spenat sety,

kakaovnik obecny, lipa, bortivka, vinna réva (Internet9).

Epigallokatechin

Cajovnik ¢insky, bortivky, vinna réva (Internet9).

Kyanin Zézvor, vinna réva (Skarydova a kol. 2009b).

Luteolin Celer, btiza bélokora, fepik 1ékatsky, paprika, hefmanek pravy,
mrkev obecnd, tfezalka teCkovand, levandule lékarska, jablon
domaci, mata peprna, bazalka, olivy, jitrocel, rozmaryn
1¢katsky, Salvej 1€katska, ostropestifec mariansky, lilek brambor,
kakaovnik obecny, vinna réva, kozlik 1ékatsky (Internet9).

Taxifolin Preslicka rolni, vi$n¢€, ostropestfec mariansky (Internet9).

Silibinin Ostropestfec mariansky, cibule, ananas, celer, kmin, kokos,
jahodnik, ¢ocka, mata, mandlon, rozmaryn, brambory, zazvor
(Internet9).

Apigenin Cesnek kuchyfisky, kopr vonny, celer, Gajovnik &insky, ving,

hefmanek pravy, mrkev obecna, jablonn domaci, bazalka prava,
olivy, petrZel zahradni, Salv¢j 1ékarska, ostropestiec mariansky,

kakaovnik obecny (Internet9).
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Flavonoids as inhibitors of a new human microsomal carbonyl reductase participating in
metabolism of xenobiotics

Skarydova, Lucie, Lastovkova, Linda and Wsol, Vladimir

Department of Biochemical Sciences, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Charles University in
Prague, Heyrovskeho 1203, 500 05 Hradec Kralove, Czech Republic :
Phone: 00420737987467 E-mail: lucie.skarydova@fafcunicz Fax:

Flavonoids are naturally occurring polyphenolic compounds that are produced by plants. They may
confer health benefits with respect to cardiovascular diseases, cancer etc. One important way is that
flavonoids modulate enzyme actiities. Some of the enzymes modulated are key enzymes in the
metabolism of eobiotics. Others take part in phase I and phase Il biotransformation of xenobiotics.
Carbonyl reducing enzymes are inhibited by some flavonoids as well. The inhibition of carbonyl
reductases by flavonoids has been reported especially for cytosolic carbonyl reductases (e.g. CBR1,
17beta-HSD1) but the inhibition has been described also for membrane-bound carbonyl reductases
(e.g. 11beta-HSD1). The potency of particular flavonoids is diverse for various enzymes however no
flavonoid has been determined, so far, as a specific and potent inhibitor for certain carbonyl reducing
enzymes.

Knowledge of membrane-bound carbonyl reductases is generally not as widespread as that of

! cytosolic forms. There are several membrane-bound carbonyl reductases that participate in

| metabolism of eobiotics but it has been reported that there is only one well-known carbonyl reductase

i that contributes significantly to the metabolism of drugs - 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase 1
(11beta-HSD1). Recently our workgroup purified a new microsomal carbonyl reductase from human
liver [1] that was proven to metabolize some xenobiotics (oracin, daunorubicin, idarubicin).

‘ The fraction containing the new enzyme was incubated with the anticancer drug oracin in the
presence of an NADPH-generating system and particular flavonoids. The reductive activity was
measured by the HPLC method for the determination of oracin metabolite 11-dihydrooracine. A set of

' flavonoids was dissolved in a mixture of water/methanol and screening of their inhibition potency was
performed at a concentration of 20 uM. The flavonoids possessing the highest inhibition efficiency

' were further tested in concentrations ranging from 1 to 50 uM and their inhibitory effect on the new

| enzyme was characterized by IC50 values..

The highest potency in the inhibition of the new human microsomal carbonyl reductase displayed
quercetin, caffeic acid and apigenin. Their IC50 values ranged from 2.3 to 5.1 uM. Although the new
enzyme has not been fully identified so far, it is clear from this inhibition study that, among other
characteristics, it differs from 11beta-HSD1. It has been reported that quercetin and apigenin do not
| inhibit 11beta-HSD1 or do so with very low potency. Other substances that display weaker inhibition
effect on the new microsomal carbonyl reductase are silibinin, chlorogenic acid and rutin. All
mentioned substances are commonly present in the human diet but there is still a lack of information
about the intake from food and bioavailability in humans.

This work was supported by Grant Agency of Charles University (GAUK 45508/C/2008).
[1] Skarydova et al. (2009), Toxicology, 264, 52-60.
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