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ABSTRAKT
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Warfarin je v sticasnosti terapeuticky Siroko pouzivané antikoagulaéné liecivo.
Vzhladom natzke terapeutické okno warfarinu je doélezité kompletne poznat’ jeho
metabolizmus v 'udskom tele. Na metabolizme warfarinu sa podielajia oxidaéné,
redukéné a konjugacné reakcie. Redukény metabolizmus warfarinu zatial' nebol
podrobne studovany. Premenou postrannej karbonylovej skupiny warfarinu vznika
redukovany metabolit warfarin-alkohol. Je zname, ze Tudské cytosolické
a mikrozomalne frakcie vykazuju reduként aktivitu voéi warfarinu, ale konkrétne
enzymy katalyzujice redukciu nie s zatial zname. Cielom tejto prace bolo
identifikovat’ enzym/enzymy podiel’ajiice sa na redukcii warfarinu a stanovit’ kinetiku
redukénych premien. LCudka cytosolickd amikrozomalna pecenova frakcia
areckombinantné enzymy AKR1Al, AKR1B1, AKR1B10, AKR1Cl, AKRI1C2,
AKR1C3, AKR1C4, CBR1 aCBR3 boli inkubované s warfarinom o roznych
koncentraciach. UHPLC kvantifikaciou vzniknutého warfarin-alkoholu boli stanovené
Specifické aktivity jednotlivych enzymov a frakcii. Bola potvrdena aktivita cytosolicke;j
a mikrozomalnej frakcie. Cytosolicka frakcia vykazovala vysSiu aktivitu v produkcii
warfarin-alkoholu nez frakcia mikrozomalna. Z testovanych enzymov boli
identifikované AKRI1C3 a CBR1 ako hlavné enzymy zodpovedné za tvorbu

warfarin-alkoholu. Ostatné enzymy vykazovali len nizku alebo Ziadnu aktivitu.
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Warfarin is widely used anticoagulant drug. Considering the narrow therapeutic
window of warfarin, it is important to fully understand its metabolism in human body.
Oxidative, reductive and conjugation reactions are involved in warfarin metabolism.
However, the reductive metabolism of warfarin has not been studied in details until
now. The reduced metabolite of warfarin, i.e. warfarin-alcohol, is produced by
the conversion of the carbonyl group of the side chain. It is known that human liver
cytosolic and microsomal fractions exhibit warfarin reductase activity but the specific
enzymes catalysing the reduction of warfarin are not known yet. The aim of this study
was to identify the enzyme(s) participating in reduction of warfarin and to describe
enzyme Kinetics. Human liver cytosolic and microsomal fractions and recombinant
enzymes AKR1Al, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4,
CBR1 and CBR3 were incubated with warfarin at various concentrations. The produced
warfarin-alcohol was quantified by UHPLC and the specific activities of enzymes
and subcellular fractions were determined. The warfarin reductase activity was
confirmed in cytosolic and microsomal fractions. The reduction of warfarin was higher
in the liver cytosol than liver microsomes. From the enzymes tested, AKR1C3
and CBR1 were found as the main enzymes participated in the production

of warfarin-alcohol. Other enzymes showed only low or no activity.
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UVvoD

Na metabolizme xenobiotik sa podiel'aju mnohé enzymy, ato predovsetkym
oxidacné, redukéné a konjugacné. Kompletné poznanie metabolizmu lie¢iv v 'udskom
tele je dolezité pre spravne nastavenie terapie. Napriek tomu, Ze redukénym enzymom
je vporovnani s enzymami oxida¢nymi venovana men$ia pozornost, v metabolizme
zohravaju tiez dolezita ulohu.

Warfarin je lie¢ivo suzkym terapeutickym oknom, preto je dolezité co
najdokladnejsie poznat’ jeho metabolizmus, ktory ovplyviiuje mnozstvo aktivnej formy
v organizme. Warfarin je z velkej miery metabolizovany oxidaénymi enzymami, avSak
je zname, ze iredukéné enzymy sa podielaju na jeho metabolizacii. Zatial’ ale neboli
urcené konkrétne enzymy redukujice warfarin.

Na Katedre biochemickych vied sa vyskumna skupina AKR|SDR zaobera
skimanim uplatnenia redukénych enzymov, okrem iného, i v metabolizme xenobiotik.
Tato praca sa zameriava na warfarin aredukéné enzymy, uplatiujuce sa pri jeho
metabolizme, so snahou identifikovat’ tieto enzymy a stanovit' kinetiku redukénych

premien.



TEORETICKA CAST

1 METABOLIZMUS XENOBIOTIK

Vicsina xenobiotik, medzi ktoré patria i lie¢iva, je z I'udského tela vylu¢ovana
po biotransformacii, len niektoré moézu byt priamo vylac¢ené bez zmeny. Metabolicka
premena moze byt tieZ potrebnd na aktivaciu molekuly lieciva. Metabolizmus lieciv
zahfna oxidacné, reduk¢né, hydrolytické a konjugacné reakcie, ktoré su katalyzované
Sirokym spektrom enzymov (Dostdlek, 2006, WatCut [online]).

Metabolizmus lie¢iv mdzeme rozdelit na dve fazy. |. faza zahfiia oxidacné,
redukéné a hydrolytické reakcie, ktoré vedu k zvySeniu polarity molekuly xenobiotika,
ato vznikom polarnych funkénych skupin (hydroxylovej, karbonylovej, karboxylovej
alebo aminoskupiny). V I. faze metabolizmu sa najcastejsie uplatiiuju oxidaéné procesy.
Dominuji  hydroxylaéné reakcie katalytované nadrodinou cytochromov P450
(CYP450), pricom je do molekuly substratu zavedena nova hydroxylova skupina.
CYP450 st membranové proteiny lokalizované v endoplazmatickom retikule
a vV mitochondriach. Podielaji sa na metabolizme xenobiotik iendogénnych latok.
Okrem hydroxylacie patria medzi oxida¢né reakcie iepoxidacie, N-oxidacie,
S-oxidacie, deaminacie a desulfuracie. Na katalyze oxidacnych reakcii sa podielaja
okrem enzymov nadrodiny CYP450 1 flavinové monooxygenazy,
alkoholdehydrogenazy, aldehyddehydrogenazy, aldehydoxiddzy, aminooxidazy,
cyklooxygenazy, peroxidazy, xantinoxidazy, superoxiddismutizy a glutathion-
peroxidazy (Ledvina et al., 2009).

Redukénému metabolizmu podliehaja molekuly obsahujiuce karbonylovu, nitro-
alebo azoskupinu, redukcii mézu tiez podliehat’ dvojité vazby. Redukciou vznikaju
polarne hydroxylové skupiny alebo aminoskupiny. Mnohé enzymy su schopné
Vv zévislosti od podmienok katalyzovat' oxida¢né aj redukéné reakcie. Medzi hlavné
redukéné enzymy patria aldo-ketoreduktazy (AKR), oxidoreduktazy s kratkym
retazcom (SDR), dalej xantioxidazy, alkoholdehydrogenazy, cytochromy P450,
aldehydoxidazy a peroxidazy (Uetrecht & Trager, 2007).

Hydrolytické reakcie zabezpeCuju rozstiepenie esterovej, amidovej, éterovej
alebo epoxidovej vizby, pricom vznika vol'na hydroxyskupina pripadne aminoskupina.

Hydrolyzované mézu byt tiez konjugaty, vzniknuté v Il. faze metabolizmu. Na katalyze



hydrolytickych reakcii sa podiel'ajui hlavne esterdzy, amidazy a éterazy (Uetrecht
& Trager, 2007; Dostalek, 2006).

II. faza biotransformacie je konjuga¢na, dochadza v nej K interakcii
medziproduktu z I. fazy s endogénnym konjuga¢nym cinidlom. Reakciou tak vznika
latka spravidla polarnej$ia, ¢o umoznuje jednoduchsie vylacenie =z organizmu.
NajcastejSie dochadza k naviazaniu zvysku kyseliny glukuronovovej, sirovej, octovej
alebo glutationu, pricom kazda reakciu katalyzuji zodpovedajice enzymy:
UDP-glukuronyltransferazy,  sulfotransferazy,  N-acetyltransferazy, glutation-S-
transferazy (Dostdlek, 2006).

Xenobiotikum nemusi podstapit’ obidve fazy metabolizmu. V pripade, ze je latka
dostato¢ne polarna, moze byt priamo vylicena bez d’al$ej biotranformacie, alebo moze

rovno podstupit’ konjugaciu (Ledvina et al., 2009).
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2 CYTOSOLICKE KARBONYL-REDUKUJUCE ENZYMY

Mnohé endogénne latky, ale i lieCiva, zlozky potravy a chemické polutanty
obsahuju karbonylova skupinu, alebo sa na karbonylové zluceniny premieniaju pocas ich
metabolizmu. Karbonylové skupiny (aldehydické a ketonické) maju vysoka vnatorna
energiu, apreto su vysoko reaktivne; Casto su tiez nositelom ucinku molekuly
(Opperman, 2007).

V porovnani s oxidacnymi enzymami CYP450 je karbonyl-redukujicim
enzymom venovana mens$ia pozornost. Avsak s rozvojom molekularnej bioldgie bolo
identifikovanych niekolko karbonyl-redukujucich enzymov, katalyzujicich premenu
ako endogénnych latok, tak aj xenobiotik, a bolo dokazané, ze karbonyl-redukujuce
enzymy plnia radu dolezitych funkcii (Hoffmann & Maser, 2007).

Vicsina T'udskych karbonyl-redukujucich enzymov je lokalizovana v cytosole.
Cytosolické enzymy katalyzujuce redukciu karbonylovej skupiny, patria do nadrodin
aldo-ketoreduktaz (AKR) a oxidoreduktaz skratkym retazcom (SDR) (Skarydovd,
2011). Za vyuzitia NAD(P)H ako kofaktoru, karbonyl-redukujice enzymy katalyzuju
premenu karbonylovej skupiny, ako stcast’ |. fazy metabolizmu endogénnych latok
i xenobiotik, atiez sa podielaji na biosyntéze endogénnych latok. Enzymy su
substratovo Specifické, ¢o znamend, Ze dany enzym katalyzuje premenu len urcitych
Specifickych substratov. Jedna molekula moZze byt tiez substratom pre viaceré enzymy
(Barski er al., 2008).

Katalyzou  karbonyl-redukujicimi ~ enzymami  dochadza  k premene
aldehydickych a ketonovych skupin na zodpovedajlice primarne alebo sekundarne
alkoholické skupiny s nizSou chemickou reaktivitou (Obrazok 1). Redukované
metabolity st hydrofilnejsie, a teda jednoduchsie eliminované z organizmu, alebo mézu
podstapit’ konjugaciu v II. faze metabolizmu (Penning, 2014a; Barski et al., 2008).

Redukéné reakcie na karbonylovej skupine su stereoSpecifické, enzymy
vyuzivaji NAD(P)H ako kofaktor. Vac¢sina AKR i SDR preferuje NADPH pred NADH.
Tak ako aj iné enzymy, aj AKR a SDR dokazu interagovat’ s oxidovanou i redukovanou
formou kofaktoru. Nakolko v metabolicky aktivnych bunkéach prevazuje redukovana
forma kofaktoru NAD(P)*, st uprednostiiované redukéné reakcie. Proces redukcie
prebieha v dvoch krokoch. Najskor je hydridovy i6n preneseny z NAD(P)H

na karbonylovii skupinu substratu, nasledne je pridany proton zaminokyseliny
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aktivneho miesta enzymu, a tym do6jde k redukcii karbonylu na alkohol (Barski et al.,
2008).

I enzym ? H
1+ R2 7 ~N L
R R R1 R2
keton NADPH NADP-  sekundarny
alkohol

Obrazok 1: Schéma redukcie keténovej skupiny na sekundarny alkohol

(podla Biocatalytic synthesis [online]).

Redukciou karbonylovej skupiny mozu vznikat i biologicky aktivnejSie latky.
Metabolizmus karbonylovej skupiny moze byt teda kl'ucovym v procese regulacie
aktivity molekuly. Karbonyl-redukujice enzymy maju preto aj protektivnu ulohu
pred toxickymi aldehydmi, vznikajucimi peroxidaciou lipidov, aregulaéna funkciu

pri steroidogenéze (Barski et al., 2008; Hoffmann & Maser, 2007).

2.1 Aldo-ketoreduktazy

Nadrodina AKR zdruzuje enzymy katalyzujuce redukciu aldehydickych
a ketonickych skupin na primarne a sekundarne alkoholy. Dodnes bolo popisanych
priblizne 190 proteinov patriacich do tejto enzymovej nadrodiny. Jednotlivé enzymy st
podla sekvencnej podobnosti rozdelené do 16 rodin, z ktorych niektoré su este d’alej
rozdelené na podrodiny (Tabulka 1). Enzymy jednej podrodiny st Struktirne
homologické aspon na 60 %. V oznaceni jednotlivych AKR je enzymova rodina
vyjadrena arabskym Cislom a podrodina velkym pismenom. U ¢loveka bolo
identifikovanych 13 réznych AKR, ktoré patria do troch rodin (Tabul'ka 2) (Penning,
2014a; Jez et al., 1997).

Vicsina AKR st metabolicky aktivne proteiny. Zucastiuju sa redukcénych
reakcii  karbonylovych  skupin monosacharidov, steroidov, prostaglandinov,
chinonovych zlucenin, medziproduktov lipidového metabolizmu atiez xenobiotik

(Penning, 2014a).
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V ramci druhu su gény pre AKR exprimované vo viacerych organoch. U ¢loveka

najvyssiu karbonyl-reduk¢nt aktivitu vykazuja bunky pecene a obliciek (Barski, 2008).

Tabul’ka 1: PrehPad rodin AKR (podla Penning, 2014a).

Rodiny Proteiny
AKR1 aldehydreduktazy, aldozareduktazy, 5B-steroidreduktazy
AKR?2 mandza a xylozareduktazy
AKR3 AKR kvasiniek
AKR4 chalkoén a kodeinonreduktazy
AKR5 reduktazy kyseliny glukonovej
AKRG6 B-podjednotky 1 napétovo riadeného draselného kanalu
AKR7 aflatoxinaldehydreduktazy
AKRS8 pyridoxalreduktazy
AKR9 arylalkoholdehydrogenazy
AKR10 AKR rodu Streptomyces
AKR11 AKR rodu Bacillus
AKR12 aldehydreduktazy pre cukry u rodu Streptomyces
AKR13 reduktazy hypertermofilnych baktérii
AKR14 reduktazy E. coli
AKR15 reduktazy rodu Mycobacterium
AKR16 reduktazy rodu V. cholera
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Tabulka 2: PrehlPad Pudskych AKR a chromozémovych lokalizacii ich génov
(podla Penning, 2014a).

Chromozémova
Gén Protein
lokalizacia
AKR1A1l aldehydreduktaza 1p33 — p32
AKR1B1 aldoézareduktaza 7935
AKR1B10 aldézareduktaza tenkého Creva 70933
AKR1B15 aldozareduktaza 7933

20a-hydroxysteroiddehydrogenaza
AKR1C1 ) ) 10p15 - 10p14
dihydrodioldehydrogenaza 1

3a-hydroxysteroiddehydrogenaza typ 3
AKR1C2 ) ) 10p15 - 10p14
dihydrodioldehydrogenaza 2

3a-hydroxysteroiddehydrogenaza typ 2
AKR1C3 17p-hydroxysteroiddehydrogenaza typ 5 10p15 - 10p14

prostaglandin F synthaza

3a-hydroxysteroiddehydrogenaza typ 1

AKR1C4 ] ) 10p15 - 10p14
dihydrodioldehydrogenaza 4

AKR1D1 3-ketosteroid-5p-reduktaza 7932 - 7033

AKRI1E2 1,5-anhydro-D-fruktozareduktaza 10p15.2

B-podjednotka 1 napétovo riadeného
AKR6A3 3026.1
draselného kanalu, ¢len 1

B-podjednotka 1 napéatovo riadeného
AKR6A5 1p36.3
draselného kanalu, ¢len 2

B-podjednotka 1 napéatovo riadeného
AKR6A9 17p13.1
draselného kanalu, ¢len 3
AKR7A2 aflatoxinaldehydreduktaza 2 1p35.1 — p36.23

AKR7A3 aflatoxinaldehydreduktaza 3 1p35.1 — p36.23

Enzymy AKR su Struktarne velmi podobné. VicSina pozostava
z jedného monoméru s vel'kostou 34 —37 kDa, avSak najnovSie dokazy potvrdili
I existenciu multimérnych foriem enzymov Vrodinach AKR2, AKR6 a AKRY.
Specifickym znakom tejto rodiny je $truktirny motiv (a/B)s sudka, tiez znamy ako
,»TIM barrel* (triozofosfatisomeraza). Je to sekundarna $truktura tvorena vnatornym

kruhom, zloZzenym z 6smich B-skladanych listov, a vonkajSou Cast'ou, pozostavajiicou
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z 6smich a-hélixov, ¢o vytvara symetrické zoskupenie (Obrazok 2). Medzi jednotlivymi
enzymami su drobné rozdiely vtomto usporiadani sposobené d’alsimi sluckami
a hélixovymi Struktarami. Varidcie v Struktarnej skladbe umoziuja vézbu rozliénych
substratov. Struktarny motiv AKR a SDR sa li§i, ale katalytické miesta su podobné.
U SDR je katalytické miesto tvorené aminokyselinami Tyr, Asn, Ser, Lys, zatial' ¢o

u AKR st to aminokyseliny Tyr, Asp, His, Lys (Jez et al., 1997; Vega, 2003).

Obrazok 2: Struktira (a/)s (IDAV: Institute for data and analysis [online]).

211 AKR1Al

Aldehydreduktaza (AKR1Al) ako kl'uCovy enzym v biosyntéze kyseliny
askorbovej, bol jednym z prvych identifikovanych enzymov nadrodiny AKR. Tento
monomérny cytosolicky enzym sa vyskytuje takmer vo vsetkych tkanivach, priCom
najvyssiu expresiu vykazuje v proximalnych tubuloch obli¢iek. U hlodavcov sa
pravdepodobne  zGcastiiuje  fyziologického procesu redukcie  D-glukuronatu
ako medzikrok v biosyntéze kyseliny askorbovej. Cudské telo vSak vitamin C nedokaze

syntetizovat’, preto eSte nie je odhalend fyziologickd tloha AKRIA1l u cloveka.
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AKR1AL1 katalyzuje tiez opa¢nu reakciu, a to oxidaciu trans-dihydrodiolovych zla¢enin
na o-chinony (Barski, 2005).

2.1.2 AKRI1B1

Z podrodiny AKRIB su ucloveka dobre charakterizované dva enzymy:
AKR1B1 a AKR1B10, zname tiez ako alddézareduktidzy zucastiiujuce sa redukcie
aldehydov na alkoholy (napr. glukozy na sorbitol, retinalu na retinol) (Rizner, 2012;
Barski et al., 2008).

AKR1B1 sa nachadza v cytoplazme, jadre, jadierku, cytosole bunky
I V extracelularnom priestore. Zucastituje sa prvého kroku metabolizmu polyolovych
sacharidovych latok, kde sprostredkovava premenu glukézy na zodpovedajuci alkohol
sorbitol. Tato premena za fyziologickych podmienok nesposobuje ziadne komplikacie,
avSak pri diabetickej hyperglykémii je produkované vacsie mnozstvo hyperosmoticky
posobiaceho sorbitolu, ktory sa kvoli pomalej redukcii sorbitoldehydrogenazou
kumuluje v bunkach, ¢o ma za nasledok hyperosmoticky stres bunky. Enzym AKR1B1
je teda povazovany za potencialny mediator komplikacii diabetu, preto je intenzivnejSie
Studovany, so snahou vyvinut lie€ivd, ktoré by inhibiciou AKR1B1 zabranovali
diabetickej retinopatii, nefropatii aneuropatii (Penning, 2014a; PhosphoSitePlus
[online], OMIM [online]).

Enzym AKR1B1 zohrava vyznamnu tlohu Vv proliferacii hladkej svaloviny ciev
pocas procesu aterosklerdzy a Vv sprostredkovani bunkovej odpovede rastovymi faktormi
a cytokinmi. Svojou Gc¢astou na syntéze prostaglandinov AKR1B1 nepriamo stimuluje
produkciu cytokinov a mediatorov zapalu (Ramana, 2002).

Specifickym znakom enzymu AKR1B1 je jeho citlivost’ k oxidacii. Oxidaciou
cysteinovych zvyskov lokalizovanych v aktivnom mieste enzymu, sa urychli katalyza.
Deje sa to v dosledku zniZenia afinity enzymu k NADPH, a preto sa rychlejsie uvolfiuje
NADP", &o je krok limitujuci rychlost’ katalyzy (Barski et al., 2008).
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2.1.3 AKRI1B10

Aminokyselinova S$truktira AKRI1BI10 je z071% identicka s AKR1B1,
substratova Specifickost’ aj citlivost’ k inhibitorom je tiez podobna AKR1B1. AKR1B10
je aldozareduktaza vyskytujica sa najméd v tenkom creve, ale tiez v hrubom Creve
a peceni (Barski et al., 2008).

Svojou aktivitou pésobi AKR1B10 proti tvorbe kyseliny retinovej, signalnej
molekuly v procese regulacie bunkovej proliferacie. Koncentracia kyseliny retinovej
v bunke je zavislda na mnozstve retinalu, z ktorého vznika ireverzibilnou reakciou.
Pri zvySenej aktivite AKRIB10 je retinal spitnou reakciou premienany na alkohol
retinol, a teda je znemoznena produkcia kyseliny retinovej (Rizner, 2012; Ruiz et al.,
2009).

Zvysend expresia enzymu AKR1B10 bola zaznamenana pri karcinéme pluc, javi

sa teda ako potencialny diagnosticky nadorovy marker (Fokumoto, 2005).

214 AKRI1C

Do podrodiny AKRIC je zaradenych 25 enzymov, ztoho 4 sa vyskytuju
ucloveka. lzoformy AKR1C1l, AKR1C2, AKR1C3 a AKR1C4 st Tludské
hydroxysteroiddehydrogenazy. Enzymy podrodiny AKR1C sa podielaja na redukeii 3-,
17- a 20-ketoskupiny steroidnych latok, ¢im sa v l'udskom tele ztcastiiuji na biosyntéze
a metabolizme adrogénov, estrogénov a progesteronu. Podielaju sa tiezZ na metabolizme
prostaglandinov, redukecii retinaldehydu a metabolizme xenobiotik. Enzymy AKRI1C st
schopné katalyzovat' nielen redukcie, ale aj opacné reakcie, ato oxidacie
dihydrodiolovych aromatickych uhlovodikov. Smer katalyzovanej reakcie zavisi
na afinite enzymu ku kofaktoru a na pomere redukovaného a oxidovaného kofaktora.
Medzi jednotlivymi AKR1C enzymami je vysoka podobnost’ v sekvencii aminokyselin
(84 — 98 %). Spektra substratov redukovanych jednotlivymi enzymami sa Casto tiez
prekryvaju (Barski et al., 2008; Penning et al., 2000).

Hlavnymi substratmi AKR1C su steroidné latky. Substrat sa musi spravne
naviazat’ do aktivneho miesta enzymu. Pre redukciu 3-ketoskupiny je potrebné, aby

do aktivneho miesta zapadol kruh A steroidného cyklu. Pri redukcii 20-ketoskupiny
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do aktivneho miesta zapada kruh D, rovnako i pri redukcii 17-ketoskupiny sa naviaze
kruh D, av§ak molekula substratu je priestorovo obratena (Penning et al., 2000).

AKRIC su cytosolické enzymy. Vsetky tieto enzymy s exprimované v peceni,
v extrahepatalnej lokalizacii sa uz ale odliSuju. V pltcach su najviac zastupené
AKR1C1 - AKRICS, v prostate AKR1C2 a AKR1C3, v prsnej zlaze AKRIC3,
v endometriu AKR1C1 — AKR1C3 (Penning et al., 2000).

Ucastou na metabolizme steroidnych horménov sa enzymy AKR1C podielaju
na regulacii koncentracii aktivnych a inaktivnych foriem hormoénov v jednotlivych
organoch. Nerovnovaha v procesoch biosyntézy a odburavania moze viest k rozvoju
benignej hyperplazie prostaty, endometrioze a Kk rozvoju hormon-dependentnych
nadorovych ochoreni (Rizner & Penning, 2014).

Na biosyntéze steroidnych horménov sa AKRIC podielaji v spoluprici
s Sa-reduktazami (SRD5A1 — SDR5A2) a 5f-reduktazami (AKR1D1). V metabolizme
androgénnych horménov sa AKRIC podielaju na tvorbe najviac farmakologicky
ué¢inného  5Sa-dihydrotestosteronu  (5a-DHT) atiez na jeho  odbtravani.
3- a 17-ketoreduktazy a uplatiuju pri premene androsten-3,17-dionu na testosteron.
Tvorba 5a-DHT 1z testosteronu je nasledne katalyzovana Sa-reduktizami. AKR1C
katalyzuju tiez inaktivaciu 5a-DHT na 5a-androstan-3a,174-diol (Penning, 2014b).

V metabolizme estrogénnych horménov AKRIC enzymy katalyzuju premenu
estronu na aktivny hormon estradiol, kedy je redukovana 17-ketoskupina estronu.
Najvyssiu katalyticka G¢innost’ v tejto premene vykazuje AKR1C3. Na metabolizme
progesteronu sa podiela AKRICI, ale i AKR1C2 a AKR1C3, katalyzujuce redukciu
progesterénu na menej aktivny 20-hydroxymetabolit (Rizner & Penning, 2014).

Enzymy AKRI1C4 a AKR1D1, s vyraznou expresiou V peceni, hraji dolezita
ulohu Vv biosyntéze zI¢ovych kyselin. AKR1D1 katalyzuje 5p-redukciu dvojitej vézby,
AKR1C4 nasledne katalyzuje redukciu 3-ketoskupiny za vzniku 5p-cholestan-
-3a,7a-diolu, prekurzoru ZI¢ovych kyselin (Penning, 2000; Russell & Setchell, 1992).

Enzymy AKRIC sa tiez podielaji na biotransformécii lieciv. Inhalacne
podavané syntetické kortikoidy budesonid a flunizolid su substratmi AKRI1C.
Dydrogesteron, pouzivany pri menstruaénych poruchach a na udrzanie tehotenstva, je
katalyzou AKR1C1 a AKR1C2 metabolizovany na 20a-hydroxymetabolit. Synteticky
hormon tibolon, pouzivany v postmenopauzalnej terapii, podstupuje bioaktivaciu
sprostredkovani enzymami AKR1C za vzniku redukovaného 3-hydroxymetabolitu.

Antineoplastika  daunorubicin  a doxorubicin  podlichajai  redukcii za vzniku
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kardiotoxickych metabolitov bez terapeutického ucinku. Polycyklické aromatické
uhl'ovodiky (PAH), polutanty z prostredia, su prostrednictvom AKRI1C aktivované
na reaktivne hydroxymetabolity schopné poSkodit DNA (Rizner & Penning, 2014;
Penning, 2007).

AKR1C1 sa nazyva tiez 20a-hydroxysteroiddehydrogendza, u cloveka sa
podiela hlavne na katalyze redukcie hormoénu progesterénu na jeho inaktivny
20-hydroxymetabolit (Barski et al., 2008).

AKR1C2 sa od enzymu AKRICI1 Struktarne odliSuje len v siedmich
aminokyselinach, pricom v aktivnom mieste sa lisi len jednou aminokyselinou. Podiela
sa na syntéze zlCovych kyselin a nasledne sa uplatiiuje ako ich transportny protein.
AKRI1C2 ma najvysSiu 3-ketoreduktazovl aktivitu, katalyzuje inaktivaciu Sa-DHT
na Sa-androstan-3a,174-diol (Penning, 2014b).

AKR1C3 pdsobi ako 17f-hydroxysteroiddehydrogenaza pri premene estrénu
na ucinny estradiol, androsten-3,17-diénu na testosteron a 5a-androstan-3,17-diénu
na Sa-dihydrotestosteron. AKRI1C3 sa uplatiiuje tiez ako prostaglandin F syntaza.
(Penning, 2014b).

AKR1C4 je najviac katalyticky aktivny enzym z podrodiny AKRI1C, pricom
jeho katalyticka ucinnost’ je 10 az 30-krat vysSia v porovnani s ostatnymi ¢lenmi
podrodiny. Tento enzym sa nachadza takmer vyhradne v pecefiovych bunkach
(Penning, 2000; Barski et al., 2008).

Indometacin, flufenamova kyselina, fenolftalein a diazepam pdsobia ako

inhibitory vSetkych I'udskych AKR1C enzymov (Maldtkova et al., 2014).

2.15 AKRI1D1

AKR1D1 (3-ketosteroid-54-reduktaza) je cytosolicky enzym podiel'ajici sa
na biosyntéze zl¢ovych kyselin a na metabolizme steroidnych hormoénov. Na rozdiel
od enzymov AKR1C, AK1D1 nekatalyzuje redukciu karbonylovej skupiny, ale podiel'a
sa na hydrogenacii dvojitej vdzby, vychadzajicej zuhlika C4 steroidného skeletu.
Po redukcii su kruhy A a B v cis-konformacii, na rozdiel od 5o-reduktaz (enzymy
SRD5A1 — SRD5A3), ktoré sprostredkuvaji redukciu vediacu k trans-konformacii.
Enzym AKRI1DI1 je najviac exprimovany v pecetiovych bunkach, ¢o zodpoveda jeho
funkénému uplatneniu (Chen & Penning, 2014).
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2.2 Karbonylreduktazy

Karbonylreduktazy (CBR) patria do nadrodiny oxidoreduktaz s kratkym
retazcom (SDR). Za vyuzitia NADPH ako koenzymu katalyzuji redukciu velkého
mnozstva ako endogénnych latok, tak aj xenobiotik. Prvykrat bola karbonylreduktaza
izolovana z 'udského mozgu. Vyskyt d’alSich karbonylreduktaz bol neskor potvrdeny
vo vSetkych tkanivach zivoCichov a tiez v niektorych pletivach rastlin, baktériach
a Vv kvasinkach (Zelinski et al., 1994, Forrest & Gonzales, 2000; Ris & Warteburg,
1973).

CBR sa podielaju hlavne na katalyze redukcie reaktivnej karbonylovej skupiny,
zahfnajucej ako aldehydy, tak aj ketony, na skupinu alkoholova. Pri niektorych
reakciach sprostredkavaju ale i oxidaciu alkoholovej skupiny, pricom sa ako kofaktor
uplatiiuje NADP*. CBR sa zadastiiuju biosyntézy i metabolizmu endogénnych latok:
prostaglandinov, streroidov, biogénnych aminov, polycyklickych aromatickych
uhlovodikov, reaktivnych aldehydov produkovanych peroxidaciou lipidov, atiez
metabolizmu lieciv, ktoré maju v Struktare karbonylovi skupinu na postrannom retazci
(napr. antracykliny doxorubicin a daunorubicin). Vznik alkoholovej skupiny
prostrednictvom tejto reakcie v 1. faze metabolizmu umoziiuje nasledni konjugaciu
a exkréciu (Hoffmann & Maser, 2007; Ahmed et al., 1981).

CBR boli povodne zaradené medzi aldo-ketoreduktazy na zaklade ich
enzymatickej aktivity a substratovej Specifity, ktorou sa im pripodobnuji, avSak
odli$uju sa v primarnej Struktare, ktora je podobna prave enzymom nadrodiny SDR.
Odlisit CBR od aldehydreduktaz a alkoholdehydrogenaz, ktoré tiez metabolizuju
podobné substraty, je mozné pomocou substratov s aromatickou ketonovou skupinou,
a tiez pomocou flavonoidovych inhibitorov (rutinu, kvercetinu, kvercitrinu) (Hoffmann
& Maser, 2007; Wermuth, 1988; Bohren et al., 1989; Sawada & Hara, 1979).

CBR boli detegované pomocou imunohistochemického farbenia vo vsetkych
tkanivach, avSak mmnozstva sa vyrazne lisili. Vysoké mnozstvo bolo detegované
vV parenchymalnych bunkach pecene, v pokoZzke, epitelidlnych bunkach Zaludka,
tenkého creva, proximalnych tubuloch obli¢iek, v centrdlnej nervovej sulstave.
V T'udskom tele su tieto enzymy Siroko distribuované na rozdiel od inych zivocichov,

u ktorych je expresia vyraznejsie lokalizovana. U ¢loveka sa vyskytuji izoformy CBR1,
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CBR3 a CBR4. Zatial’ ¢o CBR1 a CBR3 sa vyskytuji v cytosole, CBR4 je lokalizovana
Vv mitochondriach (Malatkova et al., 2012; Matsunaga et al., 2000).

Struktru CBR tvori priblizne 250 aminokyselinovych zvyskov. Napriek tomu,
7ze SDR enzymy Sa najCastejSie vyskytuju ako diméry ¢i tetraméry, CBR1 a CBR3 su
monomérne proteiny. Struktirnym znakom celej nadrodiny SDR je pritomnost
Rossmannovho zahybu, ktory je tvoreny paralelnymi Struktirami B-skladanych listov,
obklopenymi po stranach vzdy 2 — 3 a-hélixami (Obrazok 3). Podobnost’ jednotlivych
enzymov V ramci rodiny je relativne nizka: 15—30 %. CBR obsahuju na N-konci
sekvenciu GlyXXXGlyXGly, ktora sluzi na vizbu kofaktora. Dal§im typickym znakom
pre SDR je Tyr v polohe 194. Vd’aka tymto $trukturnym znakom je mozné odlisit CBR
od inych enzymov (Kavanagh et al., 2008; Forrest & Gonzales, 2000).

Obrazok 3: Schematické znazornenie Struktiry Rossmannovho zahybu (Grishin
Lab [online]).

2.2.1 CBR1

LCudska CBRI1 je monomérny protein, vyskytujici sa v cytosole, s distribuciou
hlavne v peceni, pokozke, traviacom trakte (zaludok, duodenum, jejunum),
proximalnych tubuloch obli¢iek avo vSetkych Castiach CNS (intenzivnejSie V Sedej

hmote, neurénoch, gliovych bunkach). Malé mnoZstva enzymu boli najdené aj v d’alsich
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tkanivach. Gén pre 'udska CBR1 bol prvykrat identifikovany na 21. chromozome, ¢o
bolo neskor spresnené na lokalizdciu 21922.12. CBR1 sa nachddza aj uinych
zivocichov, ako napriklad prasa, kralik, potkan, my$ (Forrest & Gonzales, 2000; Wirth
& Wermuth, 1992).

CBRI1 ma vel'mi Siroku substratovi Specifitu. Vyznamnymi substratmi CBR1 su
p- ao0-chinonové zluceniny. Medzi endogénne substraty patri menadion, ubichinon,
tokoferolchindén (antioxida¢ne poOsobiaci vitamin E) a prostaglandiny. V metabolizme
vitaminu K enzym CBR1 katalyzuje redukciu menadionu (vitamin K3) na menadiol,
ubichindn (koenzym Q) ako sucast’ respiraéné¢ho retazca je prostrednictvom CBRI1
redukovany na antioxida¢ne posobiaci ubichinol. CBR1 v metabolizme prostaglandinov
pdsobi ako prostaglandin-9-ketoreduktaza, kedy redukuje 9-ketoskupinu prostaglandinu
E, atiez sa uplatiuje ako 15-hydroxyprostaglandindehydrogenaza pri oxidacii
15-hydroxyskupiny (Maldtkova et al., 2010, Wermuth, 1981).

V metabolizme xenobiotik sa CBR1 uplatiuje pri redukcii chinénovych
zlucenin, ktoré st velmi reaktivne a mézu poskodzovat DNA a sposobovat’ oxidacny
stres v bunke. CBR1 je hlavny hepatalny enzym, metabolizujuci chinénové zluc¢eniny
odvodené od PAH. Z lieciv st substratmi CBR1 haloperidol, loxoprofén, dolasetron.
Cytostatika doxorubicin a daunorubicin su prostrednictvom CBR1 premenené
na metabolity vykazujuce kardiotoxicitu (Malatkova et al., 2010; Oppermann, 2007).

Medzi inhibitory CBR1 patri indometacin, furosemid a flavonoidy kvercetin
a rutin (Wermuth, 1981).

2.2.2 CBR3

CBR3 je tiez cytosolicky enzym, velmi podobny CBRI1 (homologia 79 %
v sekvencii aminokyselin), jeho gén je 62 kb vzdialeny od génu pre CBR1. Kl'icovym
rozdielom v Struktire je zamena aminokyseliny prolinu na pozicii 244, ktora sa
vyskytuje u CBR1, za valin, ktory je naopak typicky pre CBR3, ¢im sa zmeni
konformacia aktivneho miesta pre substrat. Tato zmena ma za nasledok vyrazne nizsiu
substratova specificitu oproti CBR1, a navyse k rovnakym substratom vykazuje CBR3
niz$iu aktivitu. Enzym bol identifikovany vo viacerych tkanivach, priCom najvicsia

expresia bola zaznamenana v pankrease. V porovnani s CBR1 je expresia CBR3
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celkovo nizsia vo viacSine tkaniv (Malatkova et al. 2010; Miura, 2008; Hoffmann
& Maser, 2007).

CBR3 sa na rozdiel od CBR1 nepodiela na redukcii 9-ketoskupiny
prostaglandinov a tiez nevykazuje 3-ketosteroidreduktazovi aktivitu. Substratmi CBR3
nie st p-chindnové zluceniny, ale len o-chinony. CBR3 sa podiela na redukcii
doxorubicinu a daunorubicinu, pricom doxorubicin je lepSim substratom pre CBR3
ako CBR1, ale CBR1 je Vv cytosole peCene zastipena priblizne v 10-krat vac¢Som
mnozstve. Okrem isatinu nebol zatial objaveny endogénny substrat pre CBR3

(Malatkova et al., 2010).

2.2.3 CBR4

CBR4 je lokalizovana v mitochondidlnej matrix. Gén pre tento enzym je
lokalizovany na 4. chromozome, konkrétne 4.q32.3. Protein je zlozeny =z 237
aminokyselin a vykazuje nizku podobnost’ s ostatnymi CBR, len 23 %.

Enzym vykazuje reduként aktivitu vo¢i 0- a p-chinénovym zliceninam.
Hlavnou odliSnostou CBR4 od ostatnych CBR je neschopnost redukovat iné
karbonylové zluceniny (alifatické a aromatické, aldehydy a ketosteroidy). Uloha CBR4
v endogénnom metabolizme nie je uplne znama, je mozna protektivna funkcia enzymu
pred cytotoxickymi chinénovymi zlG¢eninami. Nedavno bola CBR4 identifikovana
ako enzym podielajuci sa na syntéze mastnych kyselin v mitochondriach (Malatkova

et al., 2010; Matsunaga et al., 2006).
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3 WARFARIN

Warfarin je lieCivo kumarinovej Struktary vyznacujuce sa antikoagulaénymi
ucinkami (Obrazok 4). Prvykrat bol syntetizovany na univerzite vo Visconsine,
na liecebné ucely zacal byt pouzivany od roku 1950. V stcasnej modernej medicine je
warfarin stale v Sirokej miere predpisovany K prevencii zilnej trombdzy, plucnej

embolie, pri atrialnej fibrilacii a po operaciach (Burton et al.,2006).
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Obrazok 4. Chemicka Struktira warfarinu (Warfarin. In: Wikipedia: the free

encyclopedia [online]).

Farmakologicky ucinok warfarinu je sprostredkovany vézbou na vitamin
K-epoxid reduktazovy komplex (VKORC1). Naviazany warfarin inhibuje funkciu
VKORC1 anedochddza k redukcii vitaminu K, doélezitého pre aktivaciu zrazacich
faktorov (Obrazok 5) (Johnson, 2014).

Terapeuticky pouzivany warfarin je racemicka zmes (S)- a (R)-stereoizoméru.
Existencia dvoch stereoizomérov je podmienena pritomnostou chiralneho uhlika
na pozicii C9. Stereoizoméry sa odliSuju vo farmakologickej aktivite i v metabolizme.
(S)-warfarin ma silnejSie antikoagulacné ucinky, o je vysvetlované tym, ze je
3 az 5-krat silnejsim inhibitorom VKORC1 ako (R)-warfarin. Biologicky polcas
(S)-warfarinu je 2 az 4-krat kratsi ako polcas (R)-warfarinu. Jednotlivé stereoizoméry
warfarinu st enzymami |. fazy metabolizované odlisne. (R)-warfarin je metabolizovany
predovsetkym prostrednictvom redukcie karbonylovej skupiny, zatial ¢o oxidaény

metabolizmus sprostredkovany CYP450 zohrava mala tlohu. U (S)-warfarinu je naopak
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dominantny prave oxidacny metabolizmus (Kaminsky & Zhang, 1996; Hermans
& Thijssen, 1993; Choonara et al., 1986).

protrombinovy prekurzor protrombin
A" HH ﬁ"\/\ A" HH |c|> ~,
N-C-C N-C-C
&, e
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(|JOOH HOOC COOH

v- glutamylkarboxylaza

[redukovany vitamin K] [oxidovany vitamin K ]

vitamin K epoxid

reduktaza redukéné
enzymy
CYP1A2
Eiezcy CYP3A4

S-warfarin R-warfarin

warfarin

Obrazok 5: Schéma cielového posobenia warfarinu s vyznacenymi hlavnymi

metabolickymi drahami (4nsell, 2008, upravené).

Hlavne na =zaciatku terapie warfarinom hrozi riziko nadmerne znizenej
koagulécie s naslednym rizikom krvéacania, ako dosledok intraindividualnej variability
odpovede organizmu na podané lieCivo. Vzhl'adom na tizke terapeutické okno warfarinu
je dolezité co najdokladnejSie poznat’ metabolizmus warfarinu pre spravne nastavenie
davky. Rozdiely v hepatdlnom metabolizme warfarinu st vyznamnym determinantom
odlisnej farmakologickej odpovede. Uginok warfarinu je do velkej miery ovplyvneny
genetikou pacienta. Vyznamny je polymorfizmus génu pre CYP2C9, enzymu
metabolizujuceho (S)-warfarin, a génu pre VKORCI, cielového proteinu ucinku
warfarinu. V eurdpskej populacii st zname dva varianty CYP2C9, ktor¢ st zodpovedné
za tieto komplikacie: CYP2C9*2 a CYP2C9*3. Pre pacientov s tymito variantmi
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CYP2C9 je potrebné znizit' davky podavaného warfarinu na znizZenie rizika krvacania
(Sconce, 2005; Johnson, 2014).

V l'udskom tele je warfarin VI faze metabolizovany prostrednictvom
hydroxylacie molekuly alebo prostrednictvom redukcie karbonylovej skupiny. Ustredna
metabolicka drdha warfarinu prebieha za katalyzy oxida¢nych cytochréomov P450, ¢im
vznikaji monohydroxylované metabolity. Karbonylova skupina na postrannom ret’azci
podlicha redukénému metabolizmu, ktory katalyzuyj NADPH-dependentné
karbonyl-redukujuce enzymy. Takto vzniknuté metabolity d’alej podstupuju v II. faze
metabolizmu konjugaciu sprostredkovant glukuronyl- a sulfotransferazami (Kaminsky
& Zhang, 1997; Hermans & Thijssen, 1989).

3.1 Oxida¢ny metabolizmus warfarinu

Na katalyze oxidacnych reakcii warfarinu sa podielaju viaceré izoformy
CYP450, vykazujtice odlisnt stereoselektivitu a regioselektivitu. Hydroxylova skupina
je touto reakciou zavedena do jednej z piatich pozicii v molekule warfarinu, pri¢om
vznikaju 6-, 7-, 8-, 10- alebo 4’-hydroxylované metabolity. Kazda z izoforiem CYP450
produkuje niekol’ko metabolitov, ato v definovanom pomere. Jednotlivé izoformy
CYP450 sprostredkiivaji metabolickl premenu na réznych miestach, tieto enzymy sa
teda spravaju regioselektivne. CYP1A2 je stereoselektivny pre (R)-warfarin
a regioselektivny pre vznik 6- a 8-hydroxywarfarinu. Pre (S)-warfarin je prevladajucou
metabolickou drahou premena sprostredkovana CYP2C9 za vzniku 7-hydroxylovaného
metabolitu. Dominanciu katalyzy CYP2C9 v biotransformacii warfarinu potvrdzuje
I prevaha (S)-7-hydroxywarfarinu pri analyze metabolitov VIudskom mo¢i.
Na metabolizme (R)-warfarinu sa podiel'aju viaceré izoformy CYP450, dominuje
hydroxylacia v polohe C6, na ktorej sa podiel’ajii hlavne CYP1A2 a CYP3A4. Oxidaciu
(R)-warfarinu vsak katalyzuju aj izoformy CYP1Al1, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18
a CYP2C19 (Obrazok 6) (Miller et al., 2009; Zhang et al., 1995; Rettie et al.,1992).
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Obrazok 6: Metabolické cesty warfarinu katalyzované CYP450 (podia THORN,
PharmGKB [online]).

3.2 Redukény metabolizmus warfarinu

Sucastou metabolizmu warfarinu je tiez redukcia karbonylovej skupiny
na postrannom retazci. Tato premena je katalyzovana NAD(P)H-dependentnymi
karbonyl-redukujucimi  enzymami, umiestnenymi Vv endoplazmatickom retikule
av cytosole, zavzniku redukovaného metabolitu (warfarin-alkoholu) (Obrazok 7).
Uvadza sa, ze asi 15— 20 % peroralne podaného warfarinu je metabolizovanych prave
redukciou postrannej karbonylovej skupiny (Hermans & Thijssen, 1992). Koncentracie
warfarin-alkoholov v l'udskej plazme av moci neboli doteraz dostatoéne Studované,
preto nie je mozné spolahlivo odhadnut’, v akej miere sa redukéné reakcie podielaju
na metabolizme warfarinu (Maldtkova & Wsal, 2014).

Redukciou karbonylovej skupiny na alkoholicku sa v molekule objavuje d’alsie
chirdlne centrum, ¢o dava vzniku dalSich dvoch moznych stereoizomérov. Preto

redukciou racemického warfarinu mézu vzniknut' az 4 diastereoizomérne alkoholy.
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Metabolizmus karbonylovej skupiny je stereo$pecificky a stereoselektivny. Redukcii
podlichaji oba enantioméry warfarinu, avsak preferenc¢ne je redukovany (R)-warfarin.
Redukciou vznika prednostne (S)-izomér, ¢o potvrdzuje aj pritomnost’ (S,R)-warfarin-
-alkoholu ako najviac zastGpeného metabolitu v plazme. Dalsim zna¢ne zastapenym
metabolitom je (S,S)-warfarin-alkohol. V porovnani s warfarinom je farmakologicka
aktivita warfarin-alkoholu minimalne 4-krat nizsia (Malatkova & Wsol, 2014; Jones &
Miller, 2011; Hermans & Thijssen, 1989; Chan, 1972).

0O OH
>k

OH OH
X 5

1O

O "0 O "0

Obrizok 7: Struktira warfarinu (vPavo) a jeho redukovaného metabolitu
warfarin-alkoholu (vpravo) (Warfarin. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online],

upravené).

Predpoklada sa, Ze na redukcii warfarinu sa podiel'ajd minimalne 2 enzymy.
Prisa¢asnom podani sulfinpyrazonu awarfarinu  doslo k znizeniu tvorby
(S,R)-warfarin-alkoholu. Sulfinpyrazon, podany spolu s warfarinom, posobil ako
inhibitor enzymu produkujuceho (S,R)-warfarin-alkohol, kedZze po podani bol
zaznamenany pokles tvorby (S,R)-warfarin-alkoholu. Tvorba (S,S)-warfarin-alkoholu
sa nezmenila, apreto sa predpokladd, ze na jeho tvorbe sa podiela iny enzym
(Malatkova & Wsol, 2014; Toon et al., 1986)

Pri in vitro skimani metabolizacie warfarinu vykazovali karbonyl-reduktazova
aktivitu cytosolické a mikrozoémové frakcie roznych zivocisnych druhov. Ludské
mikrozomy i cytosol vykazovali preferenciu pre (R)-warfarin, ktory bol redukovany
na (R,R)/(S,R)-warfarin-alkohol. Ako inhibitory cytosolickej redukcie warfarinu boli
identifikované latky kvercetin, indometacin, prostaglandin E2 a furosemid. Na zaklade

tychto inhibitorov sa predpokladd, ze na cytosolickej redukcii warfarinu sa podiela
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enzym zrodiny AKR1 alebo nadrodiny SDR. Konkrétne enzymy podielajice Sa
na redukcii karbonylovej skupiny warfarinu ale este neboli identifikované (Hermans
& Thijssen, 1989, 1993).

3.3 Konjugacné reakcie

V 1II. faze metabolizmu warfarinu dochadza ku konjugacii hydroxylovanych
metabolitov, ktoré vznikli v 1. faze, s endogénnymi zli¢eninami. Metabolity warfarinu
st konjugované najcastejSie S kyselinou glukuronovou za katalyzy UDP-glukuronyl-
transferazy (UGT) (Obrazok 8). Aj samotny warfarin ma v molekule hydroxylovu

skupinu, ktora by mohla byt’ potencialnym miestom konjugacie (Zielinska et al., 2007).

HO\0
HO/%Q/O O. _O
= Me
OH O

Obrazok 8: Glukuronid 8-hydroxywarfarinu (Toronto Research Chemicals

[online]).

Proces konjugacie nie je u ¢loveka vel'mi preskimany. V pecenovych bunkach
potkana je 4-hydroxywarfarin prednostne konjugovany s kyselinou glukuronovou
za katalyzy UGT, avSak 6-hydroxywarfarin podstupuje konjugaciu so sulfatom
a 7- a 8-hydroxywarfarin podstupuju obidve premeny. Zatial nie je znamy enzym,
ktorého substratom by bol 10-hydroxywarfarin. VSeobecne je proces konjugacie
dolezity pre transport metabolizovanych xenobiotik do mocu a/alebo do ZI¢e a pre ich
naslednu exkréciu z tela (Zielinska et al., 2007; Ritter, 2000; Jansing, 1992).

U cloveka existuje asi 20 roznych izoforiem UGT patriacich do 2 podrodin.

Najvyssiu aktivitu v konjugacii metabolitov warfarinu vykazuje izoforma UGT1A10.
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Tento extrahepatalny enzym katalyzuje glukuronidaciu 4’-, 6-, 7- a 8-hydroxywarfarinu.
Podobnu metabolickil u¢innost ma aj izoforma UGTI1AS8, vykazuje ale vyssSiu
substratova $pecifickost pre 7- a 8-hydroxywarfarin. Z hepatalnych enzymov sa
na konjugacii hydroxylovanych metabolitov warfarinu podielaju izoformy UGT1Al
a UGT1A9 (Zielinska et al. 2007; Ritter, 2000).

V l'udskom moci bolo detegovanych 24 metabolitov warfarinu, ¢im bolo
dokazané, ze Tl'udské telo ma schopnost priamo glukuronidovat warfarin i jeho
metabolity. Vysoka koncentracia tychto glukuronidovanych metabolitov tiez dokazuje,
ze glukuronidacia je dolezitym procesom II. faze metabolizmu pre ucinné vylucenie

warfarinu (Miller et al., 2009).
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4 CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace je identifikovat enzym(y) podielajuce sa
na redukcii warfarinu a stanovit' kinetiku tychto enzymatickych premien. Jednotlivé
Ciastkové ciele prace su:

e stanovit’ optimalne podmienky na ziskavanie produktu redukcie,
e Stanovit’ mieru extrakcie warfarinu a warfarin-alkoholu,
e Studovat redukciu warfarinu v cytosole a mikrozomoch,

e identifikovat cytosolické enzymy redukujice warfarin.
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EXPERIMENTALNA CAST

5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pristroje

5.2

Minicentrifaga Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf, Nemecko)
Multipette plus (Eppendorf, Nemecko)

Thermomixer komfort (Eppendorf, Nemecko)

Trepacka Vortex Genius 3 (IKA, Nemecko)

UHPLC Agilent 1290 Infinity

Kolona Zorbax C18 Eclipse plus 2,1x50 mm, vel’kost péru 1,8 um
Ultrazvukova vana UC 005 AJ1 (Tesla, Slovensko)

Vakuovy koncentrator Eppendorf 50 301 (Eppendorf, Nemecko)

Chemikalie

Aceton (Merk, Nemecko)

Acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Amoniak 25 % (Lachema, Ceskéa Republika)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Penta, Ceska Republika)
Ethylacetat (Kulich, Ceska Republika)

Glukoza-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Glukéza-6-fosfatdehydrogenaza (Roche, Svajéiarsko)

Glycerol 85 % (Kulich, Ceska Republika)

Hexan (Merk, Nemecko)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Penta, Cesk4 Republika)
Chlorid hore¢naty (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Chloroform (Merk, Nemecko)

Kumachlor (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Kyselina chlorovodikova 35 % (Penta, Ceska Republika)
Kyselina sirova 96 % (Penta, Ceska Republika)
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Methanol (Lachema, Ceska Republika)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP™) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Warfarin (Toronto Reserch Chemicals, Kanada)

Warfarin-alkohol (Toronto Reserch Chemicals, Kanada)

5.3 Biologické vzorky

Enzymy a subcelularne frakcie boli pripravené na Katedre biochemickych vied

pred zacatim tejto prace. Stru¢né metodiky pripravy su uvedeni nizsie.

Subcelularne frakcie:
Cytosol c =10 pg/ul
Mikrozomy c=5pnug/ul

Vzorky tkaniva T'udskej pecene boli homogenizované. Homogenizat bol nasledne
centrifugovany (5000 g, 20 min.), supernatant bol podrobeny d’alSej centrifugacii
(20000g po dobu 60 min.) atretia centrifugacia (1050009, 60 min.) viedla
k oddeleniu cytosolu a mikrozomov. Centrifugacie prebichali pri teplote 4 °C.
Cytosolicka frakcia bola uskladnena pri teplote —80 °C, mikrozomalny sediment bol
po vycisteni od zvySkov cytosolu resuspendovany v 0,1 M Na-fosfatovom pufri
(pH 7,4) s 20 % glycerolom a uskladneny rovnako pri —80 °C. Koncentracia frakcii bola
urc¢ena metodou kyseliny bicinchoninovej (BCA) (Skarydova, 2013).

Purifikované rekombinantné enzymy:

AKR1A1l c=1,90 pg/ul
AKR1B1 c=1,63 pg/ul
AKR1B10 c=1,61 ug/ul
AKR1C1 c=1,84 ng/ul
AKR1C2 ¢ =1,96 ng/ul
AKR1C3 c=1,92 ng/ul
AKR1C4 c=1,77 pg/ul
CBR1 c =1,85 ng/ul
CBR3 ¢ =1,85 pg/ul
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Ludskda cDNA pecenovych buniek pre gény jednotlivych enzymov bola
amplifikovana pomocou PCR. Fragmenty PCR boli naklonované do vektorov pET28b
a nasledne prenesené do E. coli kmenia HB101, kde bola sekvencia namnozena, kmen
BL21 (DE3) bol nasledne pouzity na expresiu proteinov. Proteiny boli purifikované
na principe afinitnej chromatografie. Enzymova aktivita bola zistenda pomocou
definovanych substratov. Enzymy boli ulozené v 20 mM roztoku K-fosfatového pufru
(pH 7,4) s 20—-40 % glycerolom. Koncentracia jednotlivych enzymov bola ur¢ena
metoédou BCA (Skarydova 2013; Sambrook, 2012; Lundova 2011).

5.4 Priprava roztoku lie¢iva

Rozpustenim kryStalického warfarinu v acetone bol pripraveny zasobny roztok
s koncentraciou 50 mM.  Nariedenim tohto zasobného roztoku aceténom
a 0,1 M Na-fosfatovym pufrom boli pripravené roztoky s niz§imi koncentraciami, a tie
boli neskdr pridavané do inkubacnej siistavy. Finalna koncentracia acetonu v inkubacne;j

sustave bola 1,4%.

5.5 Inkubacia subcelularnych frakcii a enzymov s warfarinom

Regeneraény roztok (rozpis na 10 vzoriek):

e NADP* 2mg
e Glukoza-6-fosfat 6 mg
e 0,1 M MgCl; 100 pl
e 0,1 M Na-fosfatovy pufr; pH 7,4 100 pl
e 35]. glukdza-6-fosfatdehydrogenaza 5l

Inkubacna sustava (rozpis na 1 vzorku):

e subcelularna frakcia/enzym 20 pl
e regeneracny systém 20 pl
e roztok warfarinu 10 pul
e 0,1 M Na-fosfatovy pufr; pH 7,4 50 pul
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Regeneracny roztok bol pripraveny rozpustenim zodpovedajiceho mnozstva
glukoza-6-fosfatu a NADP™ v Na-fosfatovom pufri a MgCl,. Nakoniec bola pridana
glukoza-6-fosfatdehydrogenaza. Do mikroskimaviek Eppendorf bolo k 50 ul
Na-fosfatového pufru pridanych 20 pl regenera¢ného roztoku a 20 ul enzymu, pripadne
subcelularnej frakcie. V inkubacnej sustave bolo vzdy 100 ug subcelularnej frakcie
alebo 20 pg enzymového proteinu. Do kontrolnych vzoriek bolo namiesto enzymu
pridané rovnaké mnozstvo pufru. Takto pripravené vzorky boli preinkubované 5 minut
pri teplote 37 °C v thermomixéri. Nasledne bolo do kazdej skiimavky pridanych 10 pl
roztoku warfarinu. Celkovy objem inkubacnej ststavy bol 100 pl. Po 30 minatach
inkubacie bolo pridanych 40 ul 25 % amoniaku, ¢im bola enzymaticka reakcia
zastavena a vzorky boli ulozené priblizne na 10 minut do 'adu. Do kazdej skiimavky
bolo nasledne pridanych 1000 pl ethylacetatu a skimavky boli vytrepavané na trepacke
15 minit. Vzorky boli centrifugované na 13 000 otdCkach 2 minaty, aby doslo
k oddeleniu ethylacetatovej vrstvy, ktora bola nasledne odobrand do novych

mikroskumaviek a odparena dosucha pri izbovej teplote vo vakuovej odparke.

5.6 UHPLC stanovenie metabolitov

Mnozstvo metabolitu  vzniknutého metabolickou premenou  warfarinu
po inkubacii s enzymami bolo detegované pomocou UHPLC pristroja Agilent 1290
Infinity. Vzorky boli pred analyzou rozpustené za pomoci ultrazvuku v 50 pul roztoku
methanol + voda (1 : 1, v/v). Nastrek vzorky bol v objeme 1 ul. Bola pouzita kolona
Zorbax C18 Eclipse plus 2,1 x 50 mm, s velkostou péru 1,8 um, pri teplote 30 °C
a rychlosti prietoku mobilnej fazy 0,65 ml/min.
Mobilna faza: 10 mM octan amoénny : methanol (v/v) vV pomere uvedenom nizsie.

Gradient mobilnej fazy:

0-2,19 min: 70:30
2,2 — 3,19 min: 60 : 40
3,2—4,99 min: 50:50
5—7 min: 70:30
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Na detekciu bol pouzity fluorescenény detektor pri vInovych dizkach
excitacie/emisie 310 nm/390 nm. Retencné cCasy vnatorného Standardu kumachloru
(CMC), warfarinu (WAR) aredukovaného warfarin-alkoholu (WAR-OL) boli
stanovené na zaklade porovnania so standardmi.

Warfarin-alkohol bol detegovany ako 2 pary diastereoizomérov:

e warfarin-alkohol 1 (RS/SR-warfarin-alkohol),

e warfarin-alkohol 2 (RR/SS-warfarin-alkohol).

5.7 Test uéinnosti extrakcie

Pracovné roztoky:

e 25 mM roztok warfarinu v acetone a fosfatovom pufri (1 : 1, v/v), z ktorého boli
pripravené roztoky S koncentradciou 2 mM a 7 mM v 14 % acetone

e warfarin-alkohol (100 ug/ml) v methanol + voda + 0,1 M Na-fosfatovy pufer
(5:5:90, viviv)

e kumachlor (200 pg/ml) v methanol + 0,1M Na-fosfatovy pufer (1 : 9,v/v)

e AKRI1C3

Inkubacnd sustava bola pripravena podla vSeobecného postupu inkubacie
popisanom V kapitole 5.5 s 20 ug AKR1C3. Nebol ale pridany substrat a neprebiehala
inkubacia, ale do ststavy bol hned” pridany amoniak na inaktivaciu enzymu. Nasledne
bolo pridanych 10 pl roztoku warfarinu 0 koncentracii 2 mM alebo 7 mM, aby finalna
koncentracia warfarinu v sustave bola 200 uM alebo 700 uM. Do kazdej vzorky bolo
pridanych 5 ul roztoku warfarin-alkoholu (100 ug/ml) a5 ul roztoku kumachloru
(200 pg/ml). Vzorky boli vytrepané jedenkrat alebo dvakrat 1ml ethylacetatu.
Ethylacetatova vrstva bola odparena pri izbovej teplote alatky boli analyzované
pomocou UHPLC.
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5.8 Optimalizacia extrakcie I.

Pracovné roztoky:

e warfarin (1000 ug/ml) v methanole

e warfarin-alkohol (100 ug/ml) v methanol + voda + 0,1 M Na-fosfatovy pufer
(5:5:90, viviv)

e kumachlor (200 pg/ml) v methanol + 0,1 M Na-fosfatovy pufer (1 : 9, v/v)

e 8,5% roztok glycerolu v 0,1 M Na-fosfatovom pufti (v/v)

Inkubacia warfarinu prebiechala podl'a podmienok popisanych v kapitole 5.5.
Namiesto enzymu bol pridany 8,5 % glycerol v mnozstve 20 ul, aby bolo zloZenie
inkuba¢nej sustavy rovnaké ako pri beznej inkubacii s enzymom. Na zastavenie
inkubacie bolo pouzitych vzdy 40 ul jedného z ¢inidiel (25 % NH;, 1 M HCI,
1 M H,S0,). Nasledne bolo do ststavy pridanych 5 pl roztoku warfarinu (1000 pug/ml),
5 ul roztoku warfarin-alkoholu (0,1 mg/ml) a 5 ul roztoku kumachléru (0,2 mg/ml).
Na extrakciu bol pouzity ethylacetat, chloroform alebo zmes hexanu a ethylacetatu
(4:1, viv) vzdy v mnozstve 1000 pl (vid’ tabulka 3). Po odpareni boli extrahované
latky analyzované pomocou UHPLC.

Tabulka 3: Rozpis inaktivaénych a extrakénych cinidiel pre jednotlivé vzorky

v teste k optimalizacii extrakcie I.

Vzorka Zastavenie reakcie Extrakéné cinidlo
1A NH; ethylacetat
1B NH; hexan + ethylacetat (4 : 1)
1C NH; chloroform
2A HCI ethylacetat
2B HCI hexan + ethylacetat (4 : 1)
2C HCI chloroform
3A H,SO, ethylacetat
3B H,SO, hexan + ethylacetat (4 : 1)
3C H,SO, chloroform
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5.9 Optimalizacia extrakcie II.

Pracovné roztoky:

e warfarin (1000 ug/ml) v methanole

¢ warfarin-alkohol (1000 pg/ml) v 50 % methanole (v/v)

e warfarin-alkohol (100 ug/ml) v methanol + voda + 0,1 M Na-fosfatovy pufer
(5:5:90, viviv)

e kumachlor (200 pg/ml) v methanol + 0,1 M Na-fosfatovy pufer (1 : 9, v/v)

e 8,5 % roztok glycerolu v 0,1 M Na-fosfatovom pufri (v/v)

V tomto teste bola pripravena inkubacna sustava rovnako ako v postupe 5.5.
Namiesto enzymu bol pridany 8,5 % roztok glycerolu vo fosfatovom pufri. Nasledne
bolo pridanych 40 ul 1M H,SO, aroztoky analyzovanych latok: 5 ul roztoku
kumachléru (200 pg/ml), 5 ul alebo 10 ul roztoku warfarinu (1000 pug/ml) a5 ul
roztoku warfarin-alkoholu (100 pg/ml) alebo 5 pul roztoku warfarin-alkoholu
(1000 pug/ml), uktorych bola zistovana extrakéna tucéinnost’ (vid tabulka 4).
Na extrakciu bolo pouzitych bud’ 1000 ul hexanu, 2 X 800 pl hexanu alebo 2 x 800 pl

zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1, v/v).

Tabulka 4: Rozpis latok pridavanych do jednotlivych vzoriek V teste

k optimalizacii extrakcie 1.

oo Extrakény Pridané latky (ng)
Extracné ¢inidlo .
objem (ul) CMC WAR WAR-OL

Hexan 1000 1 5 0,5

Hexan 1000 1 10 5

Hexan 2 x 800 1 5 0,5

Hexan 2 x 800 1 10 5
Hexan + ethylacetat 2 x 800 1 5 0,5
Hexan + ethylacetat 2 x 800 1 10 5

CMC = kumachlor
WAR = warfarin
WAR-OL = warfarin-alkohol
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5.10 Test ucinnosti extrakcie warfarin-alkoholu Vv porovnani

S kumachlorom

Pracovné roztoky:

e warfarin-alkohol (1000 pg/ml) v 50 % methanole

o warfarin-alkohol (100 pg/ml) v methanol + voda + 0,1 M Na-fosfatovy pufer
(5:5:90, viviv)

e kumachlor (200 pg/ml) v methanol + 0,1 M Na-fosfatovy pufer (1 : 9, v/v)

V tomto teste bola pripravena inkubac¢na sustava so 100 pg cytosolu alebo
s 20 ng AKR1C3. Do reakcie nebol pridany warfarin, ale po 30 mintutach inkubacie
bolo do kazdej vzorky pridanych 40 ul 1M H,SO, a nasledne 5 pl roztoku kumachléru
(200 pg/ml) a5 plroztoku warfarin-alkoholu (100 ug/ml) alebo 2,5 ul roztoku
warfarin-alkoholu (1000 pg/ml). Celkom boli teda pripravené 4 druhy vzoriek.
Po extrakcii do zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1) a odpareni boli vzorky analyzované
pomocou UHPLC.

5.11 Test viizby na proteiny

Pracovné roztoky:

e warfarin-alkohol (0,5 pg/ml) v 14 % acetone

o warfarin-alkohol (50 pg/ml) v 14 % acetone

Inkuba¢nd ststava Vtomto teste bola pripravena podla postupu 5.5.
V sktsobnych vzorkach bol pouzity enzym AKRI1C2, kontrolné vzorky obsahovali
zodpovedajiice mnozstvo pufru. Regeneraény systém neobsahoval NADP™ ani glukézu-
-6-fosfat. Do inkubac¢nej ststavy bolo pridanych 10 pl roztoku warfarin-alkoholu
(0,5 png/ml alebo 50 ug/ml), ¢o zodpovedalo mnozstvu 5 ng alebo 500 ng. Vzorky boli
inkubované 30 min. pri teplote 37 °C anasledne bolo pridané jedno z C¢inidiel
na zastavenie reakcie: 40 ul H,SO,4 50 pl acetonitrilu alebo 40 ul NHs. Vzorky boli

extrahované do zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1, v/v).
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5.12 Screening enzymov

Pracovné roztoky:

e warfarin (2 mM) v 14 % acetone a 0,1 M Na-fosfatovom pufri

e warfarin (7 mM) v 14 % acetone a 0,1 M Na-fosfatovom pufri

Warfarin  bol inkubovany so 100 pug subcelularnej frakcie cytosolu
alebo mikrozomov alebo s 20 ug enzymov AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4,
AKR1B1, AKR1B10, AKR1A1l, CBR1 a CBR3. Kontrolné vzorky obsahovali namiesto
enzymu 20 pl pufru. Koncentracia warfarinu v inkubaénej sustave bola 200 uM
alebo 700 uM. Pripravené boli vzdy 4 paralelné vzorky. Inkubacia prebichala podla
postupu v podkapitole 5.5, zastavena 40 ul NH3 Vzorky boli extrahované do 1000 ul
ethylacetatu. Pri HPLC analyze bol nastrek vzorky 1 pl.

5.13 Stanovenie kinetiky redukcie warfarinu

Zo zasobného aceténového roztoku warfarinu s koncentraciou 50 mM boli
pripravené roztoky s koncentraciami 0,75 — 7 mM nariedenim 28 % roztokom acetonu
a 0,1 M Na-fosfatovym pufrom tak, aby bol vo vsetkych roztokoch warfarinu
zachovany obsah acetonu 14 %. Finalny obsah acetonu v inkubacnej sustave bol 1,4 %.
Inkubacia prebiehala podla popisu uvedeného Vv podkapitole 5.5. Koncentracia
warfarinu v jednotlivych vzorkach bola 75-700 uM (Tabulka 5) Na zastavenie
enzymatickej reakcie bolo pouzitych 40 ul 1 M H,;SO,4. Metabolity boli extrahované
1000 ul zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1, v/v) a po odpareni boli vzorky analyzované
pomocou UHPLC. Kinetické parametre boli zistené v programe Graph Pad Prism 6.0.
Tvorba warfarin-alkoholu bola vyhodnotena s pouzitim kinetiky Michaelis-Mentenove;j.
Enzymaticka aktivita bola vyjadrend ako Specificka aktivita, ktord predstavuje
pmol vytvoreného warfarin-alkoholu na 1 mg proteinu za 1 minttu. Vnutorna clearance
(CLint) vyjadruje ucinnost’ enzymu abola vypoCitand ako pomer Vmx & Ky
(CLint = Vimax/Km). Pre kazdy enzym boli vykonané 3 — 4 paralelné stanovenia, vysledky

boli vyjadrené ako priemer tychto stanoveni + smerodajna odchylka.
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Tabulka 5: Koncentracie warfarinu v inkuba¢nej sustave.

Koncentracia WAR (uM)
Screfanlng Kinetika
enzymov
200 75
700 150
200
300
500
700
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6 VYSLEDKY

6.1 Test ué¢innosti extrakcie

Do inkubacnej ststavy bez enzymu (ten bol nahradeny pufrom) bol pridany

warfarin, warfarin-alkohol a vnutorny S$tandard kumachlér. Reakcia bola zastavena

pridanim NHj. Bola zistovana ucinnost’ extrakcie tychto latok pri jednonasobnej

a dvojnasobnej extrakcii

mnozstva s mnozstvom pridanym do ststavy (Tabulka 6).

1000 pl ethylacetatu, a to porovnanim extrahovaného

TabuPka 6: Uinnost’ extrakcie warfarinu, warfarin-alkoholu a kumachléru.

Pridané mnozstvo

Detegované mnoZstvo

Extrakéna aéinnost’

Extrakcia (ng/nastrek) (ng/nastrek) (%)
ethylacet. WAR- WAR- WAR-

y WAR oL CMC | WAR oL CMC | WAR oL CcMC
1x1000 pl 123 10 20 19,73 143 | 16,55 | 16,0 14,3 82,8
2x1000 pl 123 10 20 | 45,10 3,58 | 20,89 | 36,7 358 | 1044
1x1000 pl 432 10 20 62,64 151 14,36 145 15,1 71,8
2x1000 pl 432 10 20 | 156,63 3,18| 20,85 | 36,3 31,8 | 104,3

WAR = warfarin

WAR-OL = warfarin-alkohol

CMC = kumachloér

Utinnost’ extrakcie warfarinu i warfarin-alkoholu bola nizka. Pri jednonasobne;j

extrakcii sa extrahovalo len 14 — 15 % warfarin-alkoholu a pri dvojnasobnej extrakcii

32 — 36 %.

Podobne nizka ucinnost' extrakcie bola aj usamotného warfarinu.

Kumachlor vykazoval vysSiu extraként u€innost’, ktora bola pri jednonasobnej extrakceii

72 — 83 % a pri dvojnasobnej extrakcii 104 %.
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6.2 Optimalizacia extrakcie I.

V tomto teste bola zistovana schopnost’ extrakcie danych latok z inkubaénej
ststavy pri roznych podmienkach s cielom najst’ také podmienky, pri ktorych by bola
extrakéna uCinnost Co najvysSia, ato predovSetkym pre redukovany metabolit
warfarin-alkohol. Na zastavenie enzymatickej premeny bolo pouzité vzdy jedno
z ¢inidiel: 25% NHz 1 MHCI, 1 M H,SO,. Ako extrakéné ¢inidlo bol pouzity
ethylacetat, roztok hexanu a ethylacetatu (4:1, viv) alebo chlorofom. U&innost

extrakcie pri jednotlivych postupoch je zaznamenana v Tabulka 7.

Tabulka 7: Utinnost extrakcie jednotlivych latok za pouZitia danych

inaktivaénych a extrak¢nych ¢inidiel.

Cinidlo o Ukinnost’ extrakcie (%)
na zastavenie reakcie Extrakené Cinidlo CMC WAR WAR-OL

NH; ethylacetat 74,7 18,0 6,7
NH; hexan + ethylacetat 0,8 0,1 0,0
NH; chloroform 0,0 0,1 0,0
HCI ethylacetat 105,0 78,4 52,7
HCI hexan + ethylacetat 105,2 78,4 70,7
HCI chloroform 0,6 0,3 0,4
H,SO, ethylacetat 102,6 77,2 47,0
H,SO, hexan + ethylacetat 105,4 78,7 71,6
H,SO, chloroform 0,5 0,3 0,3
Pri pouziti chloroformu nedoSlo takmer k ziadnej extrakcii ani jednej

z analyzovanych latok, a to nezavisle na c¢inidle pouzitom na zastavenie enzymatickej
reakcie.

Pri pouziti NH3 a extrakcii do zmesi hexanu a ethylacetatu bola extrakcia vel'mi
nizka (kumachlér 0,8 %) alebo nulova. Do ethylacetaitu boli extrahované vsetky
analyzované latky, ale Uc¢innost’ extrakcie nebola dostato¢na (kumachlor 74,7 %,
warfarin 18,0 %, warfarin-alkohol 6,7 %).

Najvyssia extrakénd ucinnost’ u vSetkych analyzovanych latok bola pri pouziti
HCI alebo H,SO4, ato pri extrakcii do ethylacetatu i do zmesi hexanu a ethylacetatu.

Pri pouziti HCI sa do ethylacetatu extrahovalo 105 % kumachloru a 78,4 % warfarinu,
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a do zmesi hexanu a ethylacetatu 105,2 % kumachloru a 78,4 % warfarinu. Pri pouziti
H,SO, sa doecthylacetatu extrahovalo 102,6 % kumachléru a 77,2 % warfarinu,
a do zmesi hexanu a ethylacetatu 105,4 % kumachloéru a 78,7 % warfarinu. Utinnost’
extrakcie pre kumachlor a warfarin bola teda v tychto 4 postupoch priblizne rovnaka.
Utinnost’ extrakcie warfarin-alkoholu sa lisila v zavislosti od pouzitého extrakéného
¢inidla. Pri pouziti HCI a extrakcii do ethylacetatu bola ucinnost’ extrakcie 52,7 %, no
pri extrakcii do zmesi hexanu a ethylacetatu sa zvysila na 70,7 %. Podobne aj pri pouziti
H,SO, sa do ethylacetatu extrahovalo 47 % warfarin-alkoholu a do zmesi hexanu
a ethylacetatu 71,6 %.

Na zaklade tychto vysledkov sa najvhodnejsie k d’alSej praci javila kombinacia
HCI alebo H,SO, azmesi hexanu a ethylacetat (4 : 1), kde bola extrakéna G¢innost’

vSetkych latok najvyssia.

6.3 Optimalizacia extrakcie II.

Bola zistovana ucinnost’ extrakcie pri pouZziti samotného hexanu atiez rozdiel
ucinnosti jednonasobnej a dvojnasobnej extrakcie. Neprebiehala inkubacia, ale hned’
bolo do inkubacnej sustavy pridanych 40 pl HySOs Nasledne bola vykonana
jednonasobnd extrakcia 1000 ul hexanu, pripadne dvojnasobnd extrakcia vzdy

800 pl hexanu alebo zmesi hexanu a ethylacetatu (Tabul’ka 8).

Tabulka 8: Ulinnost’ extrakcie jednotlivych analyzovanych litok za pouZitia

danych extrakénych podmienok.

Pridané mnozstvo «  rxe o /0

Extrakéné ginidlo fs::;k(c::g (ng/néstrek) fixtrakind (¢inost” (72)
CMC | WAR | WAR-OL | CMC | WAR | WAR-OL
Hexan 1000 1 5 05| 1130 66,1 40,3
Hexan 1000 1 10 5| 1015 56,9 34,9
Hexan 2 x 800 1 5 05| 1189 72,5 47,7
Hexan 2 x 800 1 10 5| 1110 66,8 48,3
Hexan + ethylacetat 2 % 800 1 5 05| 1172 72,8 58,4
Hexan +cthylacetat 2 % 800 1 10 5| 118,6 72,1 58,8
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Pri pouziti samotného hexanu nebola dosiahnutd vys$Sia extrakéna ucinnost
analyzovanych latok ako pri pouziti extrakénej zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1).
Dvojnasobna extrakcia bola sice Gi¢innejsia, ale hodnoty nedosahovali predchadzajacich
vysledkov (vid’ podkapitola 6.2). Dvojnasobna extrakcia roztokom hexanu a ethyacetatu
tiez nepriniesla vyrazné rozdiely, uc¢innost’ extrakcie warfarinu bola 72,8 % a warfarin-
alkoholu 58,4 %, ateda v porovnani s jednondsobnou extrakciou roztokom hexanu
a ethylacetatu bola dokonca o nieco nizsie.

Na zaklade predchadzajiacich vysledkov bola k analyze kinetiky enzymov
zvolena H,SO,4 na zastavenie enzymatickej reakcie a extrakcia do 1000 pl zmesi hexanu
a ethylacetatu (4 :1). Uginnost’ extrakcie warfarin-alkoholu nebola optimélna, ale
ziadna UcinnejSia metdda extrakcie nebola ndjdend. MnoZstvo extrahovaného

warfarin-alkoholu bolo ale dostatoéné pre zistenie aktivit enzymov a subcelularnych

frakcii.

6.4 Test viazby warfarin-alkoholu na proteiny

V tomto teste bol do inkubac¢nej sustavy pridany warfarin-alkohol v mnozstve
5ng alebo 500ng a bola sledovana jeho extrakéna ucinnost. Bola porovnavana
extrakcia z inkubacnej sustavy obsahujucej enzym AKR1C2 s extrakciou z kontrolnych
vzoriek bez obsahu proteinu, so snahou zistit, ¢i nedochadza k viazbe warfarin-alkoholu
na pritomné proteiny, co by sa prejavilo znizenim jeho extrahovaného anésledne
detegovaného mnozstva. Extrahované mnozstvo warfarin-alkoholu bolo detegované
pomocou UHPLC aporovnané s mnozstvom pridanym do reakénej sustavy (vid
Tabul’ka 9).

TabulPka 9: Extrakéna ucinnost’ warfarin-alkoholu z inkubacdnej ststavy
s enzymom a zo vzoriek bez obsahu proteinu.
Pridany Detegované (ng/inkubaciu) Extrakéna
Vzorka WAR-OL ucinnost’
(ng/inkubdciu) | WAR-OL1 | WAR-OL2 | \waR-OL (%)

AKR1C2 5 1,47 1,49 59,1
AKR1C2 500 22,53 22,16 8,9
Kontrola 5 1,60 1,64 64,8
Kontrola 500 22,56 22,64 9,0
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U vzoriek, kde bolo pridanych 5 ng warfarin-alkoholu, bola zistena extrak¢na
ucinnost’ 59,1 % (64,8 % u kontrolnych vzoriek) a u vzoriek s 500 ng pridané¢ho

warfarin-alkoholu 8,9 % (9,0 % u kontrolnych vzoriek).

6.5 Utinnosti extrakcie warfarin-alkoholu V porovnani

S kumachlorom

Bola pripravena inkubacna sustava so 100 pug cytosolu alebo 20 ng AKR1C3.
Do vzoriek bol pridany roztok warfarin-alkoholu v mnozstve zodpovedajicom 5 ng
alebo 25ng warfarin-alkoholu a1l pug kumachléoru. Nasledne bola pridana H,SO,

a vzorky extrahované do zmesi hexanu a ethylacetatu (4 : 1).

Tabulka 10: Extrakéna ucinnost warfarin-alkoholu a kumachléoru zo vzoriek

s cytosolom alebo AKR1C3.

Pridané mnoZstvo (ng) Uc&innost’ extrakcie (%)
Frakcia/enzym
WAR-OL CMC WAR-OL CMC
Cytosol 5 10 53,6 100,1
Cytosol 25 10 64,0 101,1
AKR1C3 5 10 65,2 100,1
AKR1C3 25 10 64,0 99,1

Kumachlér ako vnutorny Standard sa prakticky kompletne extrahoval (vid’
Tabulka 10). Extrak¢na G¢innost’ warfarin-alkoholu zo vzoriek s cytosolom bola 54 %
pri nizSej koncentracii pridaného warfarin-alkoholu a 64 % pri vyssej koncentracii,
ucinnost’ extrakcie warfarin-alkoholu zo vzoriek s AKR1C3 bola 64 % prinizsej

koncentracii a 65 % pri vyssej koncentracii.
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6.6 Screening enzymov

Rekombinantné enzymy AKR1A1, AKRIB1, AKRIB10, AKRIC1, AKR1C2,
AKR1C3, AKR1C4, CBR1, CBR3 a subcelularne frakcie cytosolu a mikrozémov boli
inkubované s warfarinom podl'a postupu 5.12. Reakcia bola ukon¢end NHj3 a vzorky
boli extrahované do ethylacetatu, pretoze tento experiment bol uskuto¢neny
pred optimalizaciou extrakcie. Od kazdého enzymu boli pripravené 4 paralelné vzorky.
Dve vzorky boli pouzité na vyvin UHPLC analytickej metddy a dve vzorky na samotna
analyzu. Pomocou UHPLC bolo detegované mnozstvo vzniknutého warfarin-alkoholu.
Z dvoch paraleliek bol vypocitany priemer a po od¢itani hodnoty kontroly bolo ziskana
hodnota  mnozstva  vzniknutého  warfarin-alkoholu1l  a warfarin-alkoholu 2
Vv inkuba¢nom objeme. Z tejto hodnoty bola nasledne vypocitana Specifickd aktivita
(Tabulka 11). Pripadné zaporné hodnoty vzniknuté po odpocitani hodnét kontroly boli

nahradené nulou.
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Tabulka 11: Specificka aktivita jednotlivych enzymov/enzymovych frakcii.

Koncentracia Specificka aktivita (pmol/min/mg)
Enzym/frakcia pridaného
WAR (pM) WAR-OL 1 WAR-OL 2 WAR-OL 1+2

Cytosol 200 8,38 1,02 9,40
Cytosol 700 10,61 0,86 11,47
Mikrozoémy 200 2,20 0,67 2,87
Mikrozomy 700 3,09 0,86 3,95
AKR1A1l 200 0,00 0,00 0,00
AKR1Al 700 0,00 0,00 0,00
AKR1B1 200 12,22 2,15 14,37
AKR1B1 700 17,59 1,07 18,66
AKR1B10 200 0,00 0,00 0,00
AKR1B10 700 0,00 0,00 0,00
AKR1C1 200 37,19 1,34 38,53
AKR1C1 700 45,51 0,00 45,51
AKR1C2 200 35,44 1,61 37,06
AKR1C2 700 20,14 0,13 20,27
AKR1C3 200 1749,29 145,41 1894,70
AKR1C3 700 2 599,84 138,02 2 737,86
AKR1C4 200 0,00 3,89 3,89
AKR1C4 700 0,00 2,42 2,42
CBR1 200 0,00 4,70 4,70
CBR1 700 0,00 0,40 0,40
CBR3 200 0,00 3,76 3,76
CBR3 700 0,00 0,00 0,00

Viaceré enzymy vykazovali aktivitu pri inkubacii s warfarinom. Najvyssia
aktivita v tvorbe warfarin-alkoholu 1 zo skusanych enzymov bola zistena u AKR1C3
so Specifickou aktivitou 1 749,29 pmol/min/mg pri nizSej koncentracii substratu
(200 uM) a2599,84 pmol/min/mg pri vysSej koncentracii (700 pM). Aktivitu
vykazovali tiez enzymy AKR1C1 (37,19 pmol/min/mg pri nizsej koncentracii substratu
a 45,51 pmol/min/mg pri vySSej koncentracii) a AKR1C2 (35,44 pmol/min/mg
pri nizSej koncentracii substratu a 20,14 pmol/min/mg pri vyssej), d’alej enzymovu
aktivitu vykazovala cytosolicka a mikrozomalna frakcia a AKR1B1.

Pri premene warfarinu na warfarin-alkohol 2 bola zistena najvyssia tvorba tohto
metabolitu u enzymu AKR1C3 so $pecifickou aktivitou 141,51 pmol/min/mg pri nizsej

koncentrécii substratu a 135,60 pmol/min/mg pri vyss$ej koncentracii. Dalej vykazovali

48




aktivitu v tvorbe warfarin-alkoholu, aj ked zretelne nizsiu, enzymy AKRI1C4,
AKR1C1, AKR1C2, AKR1B1, CBR1, CBR3 a cytosolicka a mikrozomalna frakcia.
Uenzymov AKRI1A1 a AKRIBI0O nebola zaznamenana tvorba

warfarin-alkoholu.

6.7 Screening enzymov II.

Enzymy AKR1B1, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C4, CBRI1, CBR3, ktoré boli
pri prvom screeningu aktivne, ale pri kinetickej analyze neprejavovali aktivitu, boli
testované pri upravenych podmienkach. Koncentracia substratu bola zvysena z 700 uM
na 1000 pM a nastrek pri UHPLC analyze bol zvySeny z 1 ul na 5 pl.

Spomedzi testovanych enzymov najvys$iu produkciu warfarin-alkoholu
vykazoval enzym CBRI, so $pecifickou aktivitou 15,13 pmol/min/mg (Tabulka 12).

Aktivity ostatnych enzymov boli nizke, pripadne takmer nulové.

Tabulka 12: Specificka aktivita enzymov pri koncentricii warfarinu 1000 pM.

Specificka aktivita (pmol/min/mg)

Enzym
WAR-OL 1 WAR-OL 2 WAR-OL 1+2
AKR1B1 0,00 0,38 0,38
AKR1C1 1,88 0,81 2,69
AKRI1C2 0,37 0,90 1,27
AKR1C4 0,14 0,66 0,81
CBR1 5,73 9,40 15,13
CBR3 0,00 0,36 0,36
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6.8 Stanovenie Kinetiky redukcie warfarinu

6.8.1 Subcelularne frakcie

Bola uskuto¢nena inkubécia 100 pg cytosolickych alebo mikrozomélnych
proteinov s warfarinom o koncentraciach 75— 700 uM. Z detegovaného mnozstva
vzniknutého warfarin-alkoholu bola vypocitana Specificka aktivita a nasledne bola
zostrojena kineticka krivka v programe Graph Pad Prism 6.0.

V Tabulke 13 st uvedené Specifické aktivity cytosolickej frakcie
pri jednotlivych koncentraciach warfarinu a na Obrazku 9 je zobrazeny graf kinetiky

produkcie warfarin-alkoholu.

Tabulka 13: Specificka aktivita cytosolickej frakcie v zavislosti na koncentracii

substratu.
Specificka aktivita
Koncentracia (pmol/min/mg)
warfarinu (uM)
WAR-OL1 | WAR-OL2 | WAR-OL 1+2
75 8,59 0,50 9,09
150 13,23 0,79 14,02
200 15,27 0,81 16,08
300 22,14 1,11 23,25
500 29,32 1,20 30,52
700 37,86 1,54 39,40
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Obrazok 9: Graf kinetiky cytosolickej frakcie vyjadrujuci zavislost’ Specifickej

aktivity cytosolu na koncentracii warfarinu.

Tabulka 14: Kinetické parametre cytosolickej frakcie.

Kinetické parametre WAR-OL 1 WAL-OL 2

V max (pmol/mg/min) 76,38 + 5,948 1,97 £0,169
Kmn (uM) 746 +£93,41 247,3+50,78
CLint (ul/mg/min) 0,102 0,008
R 0,9842 0,8837

Ako znazornuje Tabulka 14, cytosolicka frakcia vykazovala vyssiu aktivitu
v tvorbe warfarin-alkoholu 1 (Vmax = 76,38 £ 5,948 pmol/mg/min), tvorba
warfarin-alkoholu 2 bola omnoho nizsia (Vmax =1,97 £0,169 pmol/mg/min).
Vypocitana hodnota vnutornej clearance tiez ukazovala vyrazne vyssi podiel
cytosolickej  frakcie natvorbe warfarin-alkoholu1 nez  warfarin-alkoholu 2
(0,102 pl/mg/min pre WAR-OL 1 v porovnani s 0,008 pul/mg/min pre WAR-OL 2).
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V Tabulke 15 si wuvedené Specifické aktivity mikrozomalnej frakcie
pri jednotlivych koncentraciach warfarinu a na Obrazku 10 je zobrazeny graf kinetiky

produkcie warfarin-alkoholu.

Tabulka 15: Specificka aktivita mikrozomalnej frakcie v zavislosti na koncentracii

substratu.
Koncentracia Specificka aktivita
warfarinu (pmol/min/mg)
(nM) WAR-OL1 | WAR-OL2 | WAR-OL 1+2
75 2,15 1,09 3,24
150 2,83 1,32 4,15
200 3,38 1,58 4,96
300 3,22 1,83 5,05
500 4,10 2.06 6.16
700 4,12 2,72 6.84
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Obrazok 10: Graf Kinetiky mikrozomalnej frakcie vyjadrujuci zavislost’

$pecifickej aktivity mikrozomov na koncentracii warfarinu.
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Tabul’ka 16: Kinetické parametre mikrozomalnej frakcie.

Kinetické parametre WAR-OL 1 WAL-OL 2

V max (pmol/mg/min) 4,73 £0,153 4,40+ 0,377
Kwm (uM) 92,71+ 11,29 | 264,30 +53,53
CLint (ul/mg/min) 0,051 0,016
R 0,9262 0,889

Ako vidno v Tabul’ke 16, mikrozomalna frakcia vykazovala preferenciu k tvorbe
warfarin-alkoholu 1 (Vmax = 4,73 + 0,153 pmol/mg/min), tvorba warfarin-alkoholu 2
bola onieo nizsia (Vmax = 4,40 = 0,377 pmol/mg/min).

mikrozomalnej frakcie pre tvorbu warfarin-alkoholu 1 bola 0,051 ul/mg/min, teda

dvakrat nizsia v porovnani s clearance cytosolu (0,102 pl/mg/min).
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6.8.2 AKRI1C3

Bola

uskutoénena

inkubécia

20 pg

enzymu AKRIC3 s warfarinom

0 koncentraciach 75— 700 uM. V Tabulke 17 su uvedené Specifické aktivity AKR1C3

pri jednotlivych koncentracidch warfarinu a na Obrdzku 11 je zobrazeny graf kinetiky

produkcie warfarin-alkoholu.

Tabulka 17: Specificka aktivita AKR1C3 v zavislosti na koncentracii warfarinu.

K % c Specificka aktivita
oncentracia .
warfarinu (O
(uM) WAR-OL 1 WAR-OL 2 WAR-OL 1+2
75 3135,18 448,07 3 583,26
150 5457,72 723,58 6 181,30
200 6 525,55 817,38 7 342,93
300 9517,79 1223,39 10 741,18
500 11 179,67 1 322,56 12 502,24
700 11 430,56 1 349,60 12 780,16
- AKR1C3 _
= - \Warfarin-alkohol 1 (uM)
£ 15000-
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Obrazok 11: Graf kinetiky AKR1C3 vyjadrujuci zavislost® $pecifickej aktivity

enzymu na koncentracii warfarinu.
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Tabul’ka 18: Kinetické parametre AKR1C3.

Kinetické parametre WAR-OL 1 WAL-OL 2

V max (PMol/mg/min) 17 136 + 39,3 1870+ 1185
Kwm (M) 2972 39,3 221,9 + 35,16
CLin: (ul/mg/min) 57,66 8,43
R’ 0,961 0,930

Z Tabulka 18 vidno, ze AKR1C3 vykazoval vel'mi vysoku aktivitu v tvorbe
warfarin-alkoholu 1 (Vmax =17 136 + 39,3 pmol/mg/min).

Vypocitana hodnota vnutornej clearance tiez ukazovala vyssi podiel AKR1C3 na tvorbe
warfarin-alkoholu 1 nez warfarin-alkoholu 2 (CLj, = 57,66 pl/mg/min pre WAR-OL 1

v porovnani s 8,43 ul/mg/min pre WAR-OL 2).
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6.8.3 CBR1

Bola uskuto¢nena inkubacia 20pug enzymu CBR1 s warfarinom
0 koncentraciach 100 — 800 uM. V Tabulke 19 st uvedené Specifické aktivity CBR1
pri jednotlivych koncentraciach warfarinu a na Obrazku 12 je zobrazeny graf kinetiky

produkcie warfarin-alkoholu.

Tabulka 19: Specificka aktivita CBR1 v zavislosti na koncentracii warfarinu.

Koncentracia gpeciﬁcké aktivita
warfarinu (pmol/min/mg)
(M) WAR-OL 1 WAR-OL 2 WAR-OL 1+2
100 1,70 2,28 3,97
200 2,94 3,85 6,79
300 3,85 4,78 8,63
500 4,32 5,10 9,41
800 4,35 5,68 10,03
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Obrazok 12: Graf kinetiky CBR1 vyjadrujuci zavislost’® Specifickej aktivity

enzymu na koncentracii warfarinu.
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Tabulka 20: Kinetické parametre CBR1.

Kinetické parametre WAR-OL 1 WAL-OL 2

V max (PMol/mg/min) 5,786 + 0,339 7,055 + 0,376
Ky (LM) 191,8 + 31,25 175,7 + 27,04
CLin: (ul/mg/min) 0,03 0,04
R? 0,907 0,908

Z Tabulka 20 vidno, ze CBRI1 vykazovala preferenciu v tvorbe
warfarin-alkoholu 2 (Vmax = 7,055 + 0,376 pmol/mg/min), aktivita v tvorbe
warfarin-alkoholu 1  bola onie¢o nizSia (Vmax= 5,786 = 0,339 pmol/mg/min).
Vypocitana hodnota vnutornej clearance tiez ukazovala vyssi podiel CBR1 na tvorbe
warfarin-alkoholu 2 nez warfarin-alkoholu 1 (CLjy;=0,04 pl/mg/min pre WAR-OL 2
Vv porovnani s 0,03 pul/mg/min pre WAR-OL 1).
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6.9 Redukéna  aktivita  subcelularnych frakcii a enzymov
k warfarinu

Tabulka 21: Utinnost jednotlivych frakcii/enzymov v tvorbe warfarin-alkoholu 1

a warfarin-alkoholu 2 vyjadrena pomocou vnutornej clearance.

. CLint (nl/mg/min)
Frakcia/enzym
WAR-OL 1 WAR-OL 2
Mikrozomy 0,051 0,016
Cytosol 0,102 0,008
AKRI1C3 57,66 8,43
CBR1 0,03 0,04

Tabulka 21 zobrazuje vnutornti clearance mikrozomov, cytosolu, AKR1C3
aCBRI1, ktora vyjadruje ucinnost  tychto frakcii/enzymov v produkcii
warfarin-alkoholu. Cytosol vykazoval dvakrat vyS$Siu uU¢innost’ Vv produkcii
warfarin-alkoholu v porovnani s mikrozomami. V tvorbe warfarin-alkoholu bol najviac

ucinny enzym AKR1C3, druhym najucinnej$im enzymom bola CBRI1.
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Tabul’ka 22: Podiel produkcie warfarin-alkoholu 1 a warfarin-alkoholu 2

u jednotlivych frakcii/enzymov.

Mnozstvo produkovaného metabolitu (%)
Frakcia/enzym
WAR-OL 1 WAR-OL 2
Mikrozomy 51,8 48,2
Cytosol 97,5 2,5
AKR1C3 90,2 9,8
CBR1 45,1 54,9
>
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Obrazok 13: Graf zobrazujuci podiel produkcie warfarin-alkoholu 1

a warfarin-alkoholu 2 jednotlivymi subcelularnymi frakciami/enzymami.

Jednotlivé subcelularne frakcie a enzymy vykazovali odlisné preference k tvorbe
warfarin-alkoholu 1 ¢i warfarin-alkoholu 2 (vid’ Tabulka 22 anasledne Obrazok 13).
Cytosol a AKR1C3 vykazovali vyraznu preferenciu pre tvorbu warfarin-alkoholu 1
(cytosol 97,5 %; AKR1C3 90,2 %). Tvorba warfarin-alkoholu 2 bola niekol'’kokrat
nizsia (cytosol 2,5 %; AKR1C3 9,8 %). Mikrozomy vykazovali miernu preferenciu
pre tvorbu warfarin-alkoholu 1 (51,8 %) v porovnani s tvorbou warfarin-alkoholu 2
(48,2 %). CBR1 naopak vykazovala preferenciu pre tvorbu warfarin-alkoholu 2

(54,9 %) v porovnani s warfarin-alkoholom 1 (45,1 %).
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7 DISKUSIA

Redukciou karbonylovej skupiny v molekule warfarinu vznika warfarin-alkohol.
Chiralne centrum v molekule warfarinu podmienuje existenciu 2 stereoizomérov.
Redukciou karbonylovej skupiny na alkoholick(i vznika d’alSie centrum chirality a teda
Z racemickej zmesi warfarinu mézu vzniknit' 4 stereoizoméry. V tejto praci boli
detegované produkty redu¢ného metabolizmu ako 2 pary diastercoizomérov:
warfarin-alkohol 1 (RS/SR-warfarin-alkohol) a warfarin-alkohol 2 (RR/SS-warfarin-
alkohol).

Prvy screening, pri ktorom boli subcelularne frakcie a jednotlivé enzymy
inkubované s warfarinom o dvoch koncentraciach (200 a 700 uM), ukazal produkciu
warfarin-alkoholu u cytosolickej a mikrozomalnej frakcie auenzymov AKRI1B1,
AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4, CBR1 a CBR3. Najvyssia produkcia
redukovaného metabolitu bola zaznamenand u AKRI1C3 so S$pecifickou aktivitou
2 599,84 pmol/mg/min pre tvorbu warfarin-alkoholu 1 a 138,02 pmol/mg/min
pre tvorbu warfarin-alkoholu 2 pri koncentracii warfarinu 700 pM. Enzymy AKR1A1l
a AKR1B10 nevykazovali produkciu warfarin-alkoholu. U enzymov CBR1 a CBR3
vykazujucich nizku aktivitu sa da polemizovat’ nad spravnostou vysledkov, pretoze
Vv kontrolnych vzorkach k tymto inkubaciam nebol detegovany warfarin-alkohol a teda
enzymy PO odpocitani nulovej kontroly vykazovali nizku aktivitu. Avsak mnoZzstvo
warfarin-alkoholu detegované v inkubacnej ststave Stymito enzymami bolo
porovnatel'né s mnozstvom detegovanym v kontrolnych vzorkach v inych inkubaciach.

Mnozstvo warfarin-alkoholu detegované po inkubaciach s jednotlivymi
enzymami V screeningovom experimente ale nezodpovedalo skutoénému mnozstvu,
ktoré vzniklo enzymatickou premenou. V teste extrakénej ucinnosti bolo zistené, ze
pri podmienkach screeningového experimentu, teda pri pouziti NHjz na zastavenie
enzymatickej reakcie aextrakcii do 1000 pl ethylacetatu, sa extrahovalo len 14 — 15 %
warfarin-alkoholu. Bolo preto potrebné najst’ optimalnejsie podmienky, pri ktorych by
bolo zreakcie ziskané také mnozstvo warfarin-alkoholu, ktoré by c¢o najviac
zodpovedalo skuto¢nému mnozstvu vzniknutému enzymatickou premenou.

Cinidlo pouzité k zastaveniu enzymatickej reakcie mohlo ovplyviovat’ ionizaciu
warfarin-alkoholu a teda i jeho extrakciu. Preto boli okrem bazického NHj testované

i kyseliny H,SO, a HCI. Pouzitim kyselin k zastaveniu enzymatickej reakcie naozaj
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doslo k zvyseniu extrakcie vsetkych analyzovanych latok, a to nezavisle na pouzitom
extrakénom cCinidle. Vys$Sia extrakéna ucinnost’ pri pouziti kyselin sa d4 vysvetlit’
acidobazickymi vlastnostami warfarinu a warfarin-alkoholu. Obe latky st slabymi
kyselinami, v kyslom prostredi je potlacena ich ionizacia a neionizované molekuly tak
ochotnejsie prechadzaju do organickej fazy, teda do extrakéného ¢inidla.

Daldim cielom bola optimalizacia extrakéného ¢&inidla. Testovana bola teda
ucinnost’ extrakcie nielen do ethylacetatu, ale i do chloroformu ado zmesi hexanu
a ethylacetatu (4 : 1). Chloroform sa ukéazal ako nevhodny, analyzované latky sa vébec
neextrahovali, pripadne bola extrakcia velmi nizka. U€innost extrakcie warfarinu
a kumachloru bola problizne rovnaka pri extrakcii ethylacetatom i pri extrakcii zmesou
hexanu a ethylacetatu a to nezavisle na c¢inidle pouzitom na zastavenie enzymatickej
reakcie. Rozdiel v u¢innosti tychto extrakénych ¢inidiel bol prave u warfarin-alkoholu.
Kombinacia hexanu a ethylacetaitu vykazovala omnoho vysSiu extrakéni ucinnost
pre warfarin-alkohol (71 —72 %) v porovnani so samotnym ethylacetatom (priblizne
50 %). Nakol'ko sa pridavkom hexanu zvySila extrakéna Géinnost v porovnani
so samotnym ethylacetatom, bola dalej zistovana UCinnost samotného hexanu.
Pouzitim samotného hexanu sa ale nezvySila ucinnost’ extrakcie warfarin-alkoholu,
naopak doslo k miernemu poklesu. Rovnako ani dvojnasobna extrakcia do zmesi
hexanu a ethylacetatu nepriniesla zvySenie extrakcie V porovnani s jednonasobnou
extrakciou.

Na zaklade predchadzajucich vysledkov bola k d'alsim inkubacia zvolena
kombinacia H,SO,4 na zastavenie enzymatickej reakcie a extrakcia do 1000 pl zmesi
hexanu aethylacetatu (4:1), kedy bola dosiahnuta extrakénu ucinnost 71,6 %
u warfarin-alkoholu, 78,7 % u warfarinu a 105,4 % u kumachloéru. Extrakénd ucinnost’
nebola dokonald, ale nebol najdeny ucinnejsi spdsob a pre kineticku analyzu bola tato
ucinnost’ dostatocna.

Kumachlér, ako latka strukturne blizka warfarinu a warfarin-alkoholu, mal byt
pouzity ako vnutorny Standard charakterizujuci proces ziskavania warfarin-alkoholu
z inkubacnej sustavy. Pri optimalizovanych podmienkach extrakcie sa kumachlor
kompletne extrahoval, u warfarin-alkokoholu ale nebola dosiahnuta kompletna
extrakcia a preto kumachlor nemohol byt’ pouzity ako vnatorny Standard.

V d’alSom teste bola snaha zistit, ¢i nedochadza k vidzbe vzniknutého
warfarin-alkoholu na proteiny pritomné v inkubacnej sustave, ¢im by sa znizilo

mnozstvo extrahované¢ho anasledne detegovaného warfarin-alkoholu. MnoZstvo
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warfarin-alkoholu extrahovaného z inkubacnej ststavy sa vyrazne neliSilo od mnozstva
extrahovaného z kontrolnych vzoriek bez obsahu proteinu. D4 sa teda predpokladat’, ze
pocas inkubacie za pouzivanych podmienok nedochadzalo k vizbe warfarin-alkoholu
na pritomné proteiny.

Kinetickd analyza bola zhotovend u subcelularnych frakecii cytosolu
a mikrozémov a u aktivnych enzymov AKR1C3 a CBR1. U niektorych enzymov, Ktoré
boli pri screeningovom testovani aktivne, bola kinetika raz (AKR1C4) alebo dvakrat
(AKR1C1, AKR1C2, AKR1B1) zopakovana, ale ani po zopakovani nebol v reakénej
ststave detegovany warfarin-alkohol, pripadne bolo mnozstvo na hranici detekcie. Preto
bol vykonany druhy screening za pouzitia vysSich koncentracii warfarinu a pri vy$som
nastreku pri UHPLC. Bola pri niom potvrdena aktivita enzymov zaznamenand uz
pri prvom screeningu, tato aktivita bola ale u va¢siny takto testovanych enzymov vel'mi
nizka. Enzymy AKR1Al a AKR1B10 neboli aktivne v produkcii warfarin-alkoholu uz
pri prvom screeningovom teste a preto neboli d’alej skimané.

V tejto praci bola potvrdena aktivita cytosolickej i mikrozomalnej frakcie
v produkcii warfarin-alkoholu. Katalyzou cytosolickej frakcie vznikal prednostne
warfarin-alkohol 1, produkcia warfarin-alkoholu 2 bola omnoho nizsia. Mikrozomalna
frakcia vykazovala tiez vysSiu aktivitu v produkcii warfarin-alkoholu 1. Aktivita
cytosolu bola v porovani s mikrozomami priblizne dvakrat vyssia. Vysledky teda
koresponduju s pracou Hermansa a Thijssena, ktori uz v roku 1989 zaznamenali aktivitu
cytosolickej a mikrozomalnej frakcie v redukcii warfarinu, kedy obidve subcelularne
frakcie vykazovali preferenciu v produkcii warfarin-alkoholu 1, a aktivita cytosolu
vyrazne prevysovala aktivitu mikrozémov.

Najvyssia tvorba warfarin-alkoholu zo vsetkych testovanych enzymov bola
zaznamenana u AKRI1C3. Tento enzym vykazoval, rovnako ako i cytosolicka
a mikrozomalna frakcia, preferenciu ktvorbe warfarin-alkoholu1l s kinetickymi
parametrami Ve =17 136 + 39,3 pmol/mg/min a K, =297,2 + 39,3 uM. Produkcia
warfarin-alkoholu 2 bola niekolkokrat nizsia, Vmax=1 870+ 118,5 pmol/mg/min
aKmn=221,9+ 35,16 uM.

U CBR1 boli v kinetickej analyze pouzité vysSie koncentracie warfarinu, nez
U ostatnych enzymov a subcelularnych frakcii, a to 100 — 800 uM. Specificka aktivita
CBR1 bola zna¢ne nizsia v porovnani s AKR1C3. Na rozdiel od subcelularnych frakeii
a AKR1C3 bol uCBR1 preferencne tvoreny warfarin-alkohol 2 s kinetickymi
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parametramy  Vpmax =7,055 + 0,376 pmol/mg/min a Ky, =175,7 £ 27,04 uM, aktivita
v tvorbe warfarin-alkohou 1 bola 0 nie¢o nizsia.

Vinvitro stanoveni bola vnatorna clearance AKR1C3 pre tvorbu
warfarin-alkoholu mnohonasobne vysSia v porovnani s clearance CBR1. Navyse ked
uvazime expresiu proteinu, ktora je o nieco vyssia pre AKR1C3 (Bains, 2010), zda sa,
ze funkcia AKR1C3 v redukcii warfarinu bude dolezita aj in vivo.

Cytosol, mikrozomy a enzym AKRI1C3 vykazovali vacsiu aktivitu v tvorbe
warfarin-alkoholu 1, teda (R,S)- a/alebo (S,R)-warfarin-alkoholu, nez v tvorbe
warfarin-alkoholu 2, teda (S,S)- a/alebo (R,R)-warfarin-alkoholu. Predbezné vysledky
studie chiralnej redukcie warfarinu realizované na Katedre biochemickych vied ukazuju,
7ze cytosol 1AKRIC3 tvoria predovsetkym (S,R)-warfarin-alkohol. Podla
publikovanych informacii je v plazme pacientov hlavnym redukénym metabolitom
(S,R)-warfarin-alkohol ~ (maximalna  koncentracia ~ 860 ng/ml),  nasledovany
(S,S)-warfarin-alkoholom (maximalna koncentracia 130 ng/ml); enantioméry (R,S)-
a (R,R)-warfarin-alkoholu dosahuju nizkych koncentracii (Chan, 1972). Preferen¢na
tvorba warfarin-alkoholu 1 pozorovana v tejto praci teda zodpoveda podmienkam
in vivo.

Podiel produkovaného warfarin-alkoholu 1 cytosolickou frakciou bol 97,5 %.
Uenzymu AKRIC3 bol podiel produkovaného warfarin-alkoholul 90,2 %, teda
0 nieco niz$i. Je preto pravdepodobné, ze na redukcii warfarinu sa podiel'aju aj d’alSie
enzymy, zrejme z podrodiny AKRI1C, uktorych bola v screeningovom teste
zaznamenana nizka aktivita, atieto enzymy svojou aktivitou dopliiuju cytosolickt
produkciu warfarin-alkoholu 1.

Hermans a Thijssen v roku 1993 identifikovali inhibitory cytosolickej redukcie
warfarinu, a to kvercetin, indometacin, furosemid a prostaglandin E,. Na zaklade tychto
inhibitorov sa odhaduje, ze cytosolicky enzym redukujici warfarin patri do nadrodiny
SDR alebo do rodiny AKR1. V tejto praci boli identifikované reduktazy AKRI1C3
a CBR1 (¢len nadrodiny SDR), ktoré spinaji tento predpoklad.

AKR1C3 iCBRI1 st cytosolické enzymy, avzhladom nato, ze cytosol
vykazoval vyssiu reduként aktivitu ako mikrozomy, mézu byt AKRI1C3 a CBR1
povazované za hlavné enzymy zodpovedné za redukciu warfarinu v I'udskom
organizme. Pretoze tato informacia doposial’ nebola publikovand, vysledky tejto prace

vyrazne prispievaju k pochopeniu redukéného metabolizmu warfarinu.
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8 ZAVER

V ramci tejto prace boli optimalizované podmienky extrakcie. Bola zistena
extrakéna G&innost’ pre warfarin-alkohol atiez pre warfarin a kumachlor. Dalej bolo
overené, ze nedochadza k neziaducej vizbe vzniknutého warfarin-alkoholu na proteiny
pritomné v inkubaénej ststave. Optimalizované podmienky boli pouzité k identifikacii
enzymov redukujicich warfarin a K stanoveniu kinetickych parametrov tychto reakecii.

Cytosol vykazoval vyssiu aktivitu v porovnani s mikrozomami, preto boli
testované cytosolické Kkarbonyl-redukujuce enzymy. V redukcii warfarinu boli
identifikované najaktivnejSie enzymy AKR1C3 a CBR1. AKR1C3 patri do nadrodiny
AKR a CBR1 patri naopak do nadrodiny SDR.

Subcelularne frakcie cytosolu i mikrozémov vykazuji preferenciu k tvorbe
warfarin-alkoholu 1 v porovnani s tvorbou warfarin-alkoholu 2. Rovnako aj u enzymu
AKR1C3 bola zaznamenana vys$ia produkcia warfarin-alkoholu 1. CBR1 naopak
vykazoval vyssiu aktivitu v produkcii warfarin-alkoholu 2.

Podarilo sa identifikovat’ hlavné enzymy podiel’ajuce sa na redukcii warfarinu,
boli stanovené ich kinetické parametre atiez boli stanovené kinetické parametre
cytosolu a mikrozomov T'udskych peceniovych buniek. Tymto bola dokonéena prvotna
Stiidia zaoberajuce sa redukciou warfarinu karbonyl-redukujiucimi enzymami.

V stcasnosti sa pracuje na chiralnej analyze redukcie warfarinu so snahou
detailnejSie pochopit’ redukciu warfarinu v 'udskom organizme. Aj ked’ redukcia nie je
hlavnou metabolickou cestou warfarinu, predsalen ovplyviiuje antikoagulac¢nu liecbu,

a preto je nevyhnutné jej porozumiet’.
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9 ZOZNAM SKRATIEK

AKR
CBR
CLint
CMC
CNS
CYP450
E. coli
NADPH
PAH
PCR
SDR

UGT
UHPLC

VKORC1
WAR
WAR-OL
50-DHT

aldo-ketoreduktaza

karbonylreduktaza

vnutorna clearance

kumachlor

centralny nervovy systém

cytochrom P450

Escherichia coli

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

polycyklické aromatické uhl'ovodiky

polymerase chain reaction, polymerazova retazova reakcia
short chain dehydrogene/reductase, kratkoretazcova
dehydrogenaza/reduktaza

UDP-glukuronosyltransferaza

ultra high performance liquid chromatography, ultravysokouc¢inna
kvapalinova chromatografia

vitamin K epoxidreduktdzovy komplex

warfarin

warfarin-alkohol

Sa-dihydrotestosteron
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