the ferritin levels at the optimal cut-off value were 85.7 and
83.3% respectively. When the meningitis patients were left
out, specificity increased to 94.4%. Judgement of the values of
free haemoglobin or bilirubin (one or both elevated) gave a
sensitivity of 100% in the same group, however specificity
was 66.7% (after leaving out the meningitis patients 72.2%).
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Ferritin levels in the CSF therefore are mainly useful to con-
firm the diagnosis of a haemorrhage in the brain, not to exclude
the diagnosis.

Keywords: central nervous system haemorrhage, cerebrospinal
fluid; ferritin, free haemoglobin, bilirubin

Karakterisering en partiéle klonering van isovormen van steroid So-reductase
type I en type II bij de hond

P.N. SPAN!, A. van BOKHOVEN?, A.G.H. SMALS3, J.A. SCHALKEN? en C.G.J. SWEEP!

Zowel bij de mens als de hond is 5a-reductase, het
enzym dat testosteron omzet in dihydrotestosteron
(DHT), betrokken bij de pathogenese van benigne
prostaat hyperplasie. De hond wordt dan ook be-
schouwd als een geschikt model om de effecten van
So-reductase remmers op prostaatgroei te testen.
Echter, in tegenstelling tot bij de mens is er bij de
hond geen informatie beschikbaar over het bestaan
of de karakteristieken van So-reductase isozymen.
Daarom werden de biochemische karakteristieken
van So-reductase enzymatische activiteit in de pro-
staat van de hond geévalueerd en werden isovormen
van So-reductase type I en type II gekloneerd. Zowel
de pH gevoeligheid, enzym-kinetische karakteristie-
ken en gevoeligheid voor remming door twee van de
drie geteste So-reductase remmers, specifiek in de
mens, wezen op een grote overeenkomst tussen Sa-
reductase isozymen bij de mens en de hond. Uit de
prostaat van de hond werden twee cDNA’s geklo-
neerd welke een hoge mate van homologie met de hu-
mane So-reductase isovormen bleken te hebben. Ver-
gelijking van de weefselspecificiteit echter gaf aan
dat er geen verband was tussen 5a-reductase mRNA
expressie niveau en -enzymactiviteit in diverse hon-
denweefsels. Deze resultaten benadrukken dat de
hond een geschikt model is voor studies naar de rol
van So-reductase in neoplasmen van de prostaat,
maar dat de specificiteit van So-reductase-remmers a
priori nagegaan moet worden voor een correcte eva-
luatie van resultaten.

Trefwoorden: 5Sa-reductase, prostaat; BPH; steroiden;
isozymen
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Dihydrotestosteron (DHT) wordt beschouwd als het
belangrijkste androgeen betrokken bij de pathogenese
van Benigne Prostaat Hyperplasie (BPH) (1,2), een
veel voorkomende aandoening bij oudere mannen die
kan leiden tot mictie problemen. De vorming van
DHT uit testosteron (T) wordt gekatalyseerd door het
enzym Sa-reductase (3-oxo-5a-steroid-oxidoreduc-
tase, E.C. 1.3.1.22), waarvan twee isozymen, type |
en type II, bestaan (3). Er is veel onderzoek gedaan
naar de ontwikkeling van Sa-reductase remmers voor
de farmacologische behandeling van BPH, om zo de
groeibevorderende werking van androgenen op de
prostaat tegen te gaan (2-6). Finasteride (Proscar®),
een specifieke enzymremmer van het humane type 11
isozym, is geregistreerd voor de behandeling van pa-
tiénten met BPH (2) en wordt onderzocht voor moge-
lijke effecten op prostaatkanker (7).

De hond kan, net als de mens, bij het ouder worden
spontaan BPH ontwikkelen (1,8-11). DHT lijkt een
etiologische factor in de pathogenese van BPH in
beide species te zijn (1,2,8,12,13). Bij de hond is een
directe correlatie tussen de weefselconcentratie van
DHT en de grootte van de prostaat beschreven (13).
De hond wordt daarom vaak gebruikt als in vivo mo-
del om de rol van So-reductase en de effecten van
isozymspecifieke remmers op de pathologische groei
van de prostaat te onderzoeken (4,5,13-19). Er is ech-
ter weinig informatie over het bestaan en karakteris-
tieken van mogelijke isovormen van Sa-reductase bij
de hond. Hierdoor is de specificiteit van de geteste
Sa-reductase remmers bij de hond niet bekend en is
juiste interpretatie van hun effecten op prostaatgroei
moeilijk.

Deze studie was erop gericht de kinetische karakteris-
tieken van Sa-reductase in de prostaat van de hond te
onderzoeken, door middel van een eerder geva-
lideerde en beschreven assay (20,21). De effecten van
drie verschillende humane isozymspecifieke remmers
op de enzymactiviteit werd vervolgens in vitro geéva-
lueerd in prostaathomogenaten van de hond (22). Ver-
der werden bij de hond de isovormen gekloneerd
door middel van een gedegenereerde primer strategie.
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Tenslotte werd de weefsel So-reductase activiteit ge-
correleerd met de expressie van de beide isozymen.
Deze studie leidt tot een beter inzicht in overeenkom-
sten en verschillen tussen So-reductase van mens en
hond, en tot een betere rationale voor het gebruik van
de hond als model systeem voor prostaat hyperplasie
en BPH behandeling met differenti€le So-reductase
remming.

MATERIAAL en METHODEN

[1,2,6,7-*H]Testosteron (3,74 TBg/mmol) en [la,2a
(n)-*H]178-hydroxy-5a-androstaan-3-on (2,00 TBg/
mmol) werden verkregen van Amersham (Amers-
ham, U.K.) en [9,11-*H]50a-androstaan-3c.,178-diol
(1,48 TBg/mmol) van Du Pont-New England Nuclear
(Boston, MA). Alle radioactief gelabelde steroiden
werden voor gebruik gezuiverd met high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC, vide infra).
Testosteron (T) werd verkregen van Steraloids (Wil-
ton, NH). Diethylether (p.a.), n-hexaan (LiChrosolv)
en 2-propanol (LiChrosolv) werden gekocht bij
Merck (Darmstadt, Duitsland). Alle andere chemica-
lién waren van analytische zuiverheid. De humane
Sa-reductase type II remmer Finasteride (17o0-(V-
tert-butylcarbamoyl)-4-aza-5o-androst-1-een-3-on,
MKO906, Proscar®) en de type I remmer MK386
(4,7B-dimethyl-4-aza-5a-cholestaan-3-on) waren gif-
ten van de Merck, Sharp and Dohme Corp. (Rahway,
NJ). De humane type I remmer LY306089 ((+)(4aR)
(10bR)-8,9-dichloro-4,10b-dimethyl-1,2,3,4,4a,5,
6,10b-octahydrobenzo[f]quinoline-3-on) was een gift
van Eli Lilly and Company (Indianapolis, IN).

Weefsels

Weefsels (zie resultaten) werden verzameld van man-
nelijke Beagles (5 jaar oud) van het Centrale Dieren
Laboratorium (CDL) van de Katholieke Universiteit
van Nijmegen. Deze weefsels werden ontdaan van
vet en bindweefsel en in vloeibare stikstof verpulverd
met behulp van een microdismembrator (Braun). Dit
poeder werd gebruikt voor RNA extractie en bepaling
van Sa-reductase enzymatische activiteit. Totaal
RNA werd geéxtraheerd uit ongeveer 100 mg weefsel
poeder door middel van de LiCl/Ureum methode.

So-reductase assay

De methode voor het meten van Sa-reductase enzy-
matische activiteit werd gevalideerd en beschreven
door Span et al. (20,21). Weefsels werden gehomoge-
niseerd in 20 mM Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-
propaan-1,3-diol, Merck) / citraat monohydraat
(Merck), 10 mM MgCl, (Merck), 50 pM NADPH
(Boehringer, Mannheim, Duitsland), 0,2 M sucrose
(Merck) en 1 mM monothioglycerol (3-mercapto-1,2-
propaandiol, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA), pH 7,0. Homogenaten werden gecentrifugeerd
bij 200xg en het verkregen supernatant werd vervol-
gens nogmaals bij 106.000xg gecentrifugeerd om een
membraan preparaat te verkrijgen voor verdere expe-
rimenten. De incubatie buffer was een 200 mM Tris-
citraat buffer zoals boven beschreven, aangevuld met
2 mM NADPH, pH 7,0 of pH 4,0 tot 9,0. Radioactief
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gelabeld T werd isotopisch verdund tot een reeks van
1,8 nM tot 2,4 uM in Pyrex kweekbuizen (borosili-
caat, 12x75 mm, Corning Inc., Corning, NY) in incu-
batiebuffer. Vervolgens werden deze mengsels voor-
verwarmd tot 37°C in een schudwaterbad. Remmers
van Sa-reductase activiteit werden vanuit “stock”-op-
lossingen in ethanol (van 1 tot 10.000 nM eindcon-
centratie) tegelijk met T toegevoegd. Veertig of 80 pl
van het enzympreparaat (0,2 tot 0,8 mg eiwit) en de
juiste hoeveelheid cofactor (NADPH, 2 mM eindcon-
centratie) werd aangevuld tot 100 pl met incubatie
buffer en toegevoegd aan de buizen met substraat om
de incubatie te starten. Na 60-120 minuten werd de
incubatie begindigd door toevoeging van 100 pl 1 M
NaOH, waarna de metabolieten werden geéxtraheerd
met 4 ml ijskoude diethylether. Ge&xtraheerde meta-
bolieten werden na droogdampen van de etherfractie
gereconstitueerd in 100 pl hexaan voor HPLC.

HPLC

Gemetaboliseerde steroiden werden gescheiden op
een Hibar LiChrosorb Diol-kolom (lengte 250 mm, 5
pm, Merck), met een guard-kolom (Resolve Silica,
Waters Corp., Milford, MA). Het HPLC-systeem be-
stond uit een Waters 610 Fluid Unit, een Waters 600E
System Controller en een Waters U6K-injector. De
isocratische flow van de mobiele fase (hexaan / iso-
propanol 96:4, v/v) was 1,5 ml/min. Radioactiviteit
werd gemeten met behulp van een FloOne Beta Radio-
matic A500 radio-chromatografie detector (Packard-
Canberra Benelux, Tilburg, Nederland) met een 500
pl cel en een vloeibare scintillatie flow van 1,5 ml/
min (Aqua-Luma, Lumac-LSC, Olen, Belgi€). Het
percentage gevormd DHT en Sa-androstaan-3ou(8),
17B-diol werd gebruikt om de Soa-reductase activiteit
te bepalen.

Berekening van Enzym Karakteristieken
Geschatte omzettingssnelheden werden geplot tegen
T-concentraties, en K, en Vimax werden berekend met
een non-lineaire regressie methode tot kleinste kwa-
draten, gebaseerd op een Michaelis-Menten vergelij-
king voor twee onafhankelijke isozym-activiteiten,
met het computer programma Enzfitter. Een Eadie-
Scatchard plot van enzymsnelheid gedeeld door sub-
straatconcentratie (V/S) tegen snelheid (V) werd
gebruikt, omdat deze het meest geschikt is om iso-
zymactiviteiten te detecteren (23). De Va/Km ratio
werd berekend omdat deze overeenkomt met de en-
zymatische activiteit bij substraatconcentraties veel
lager dan de K, hetgeen meer overeenkomt met de
in vivo situatie (24,25). ICso’s werden berekend door
intrapolatie van plots van gemiddelde enzymatische
activiteit tegen remmerconcentratie.

Klonering van So-reductase isozym mRNA

Totaal RNA (2 pg) van een hondenprostaat werd met
DNase-I behandeld en een cDNA synthese werd uit-
gevoerd met behulp van random hexameren (Boeh-
ringer Mannheim) en Reverse Transcriptase (Super-
script RNase H-, GIBCO BRL, Life Technologies
Inc.). Gedegenereerde primers werden gekozen geba-
seerd op geconserveerde aminozuren in de C-termi-
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nale regio’s van humaan, aap en rat So-reductase en
gebruikt voor PCR-amplificatie. PCR-producten wer-
den gekloneerd in een TA-vectorsysteem (pcDNAII,
Invitrogen). Nucleotide sequentie analyse werd ver-
richt met behulp van Sequenase 2.0 (United States
Biochemical). Positieve sequenties werden geidentifi-
ceerd door computergeassisteerde database vergelij-
king. Specifieke primers gebaseerd op deze sequen-
ties werden gebruikt om 3?P-dATP-gelabelde probes
te genereren en om een semi-kwantitatieve RT-PCR-
assay op te zetten (zie RT-PCR).

Northern blotting

Tien pg totaal RNA van honden- en humane prostaat
werd gedenatureerd met glyoxal, elektroforetisch ge-
scheiden in 1% agarose gel en overgebracht op Hy-
bond-N+ membraan (Amersham) door middel van
capillaire blotting. Probes voor hond type I en type II
So-reductase werden door middel van de random
prime methode *?P-dATP gelabeld. De blots werden
gehybridiseerd onder lage stringentie.

RT-PCR

Totaal RNA (2 pg) van diverse weefsels (zie resul-
taten) werd met DNase-I behandeld en reverse ge-
transcribeerd (zie klonering). RT-reacties werden ge-
kwantificeerd door synchrone reacties met 3?P-dATP.
Specifieke primers voor het honden-type I isozym
waren 5’-CTGAGGAATCTCCGAAAACC-3 (sense) en 5°-rcr-
CAAGGTACCACCGGTGAT-3  (antisense). Voor het type 11
isozym van de hond was de sense primer 5’-tcacta-
GAGGGAGGCCTTTTC-3” €N 5’-ACAAGCCACCTTGTGGAATC-3  de
antisense. De standaard PCR-reactie bestond uit 35
cycli van 1 minuut/92°C, 1 minuut/55°C en 1 minuut/
72°C in aanwezigheid van 3 mM MgCl,. De specifi-
citeit van de reacties werd nagegaan met behulp van
gebiotinyleerde interne probes (bio-5’-AGAAGGTGAAG-
AGAGCGAAGG-3~ voor het type I en bio-5’-ccrgagere-
Gegeaaratar-3”° voor het type I isozym) op blots van
PCR-producten van hondenprostaat cDNA. Dit werd
gevisualiseerd met streptavidine-biotine-HRP en
ECL-detectie (Amersham). Standaarden van 0-25,6
pg insert (type I of type II gekloneerd in vector pcD-
NAII) werden gebruikt als kalibratoren (externe ijk-
lijn) in dezelfde experimenten. Reactieproducten
werden gescheiden en geanalyseerd met behulp van
elektroforese in 1,5 % agarose gels met ethidium-
bromide. Voor elk weefsel werden aparte PCR-reac-
ties verricht met GAPDH (een huishoudgen) speci-
fieke primers (26), ter controle van het gebruik van
vergelijkbare hoeveelheden cDNA.

Eiwitmeting

Eiwitwaarden werden bepaald met een methode vol-
gens Lowry et al. (27) waarbij bovine serum albu-
mine (OHRD 20/21, Hoechst-Behring, Marburg,
Duitsland) als standaard werd gebruikt. De assay was
gemodificeerd voor microtiterplaten en had een sen-
sitiviteit van 25 pg per well.

Statistiek
De statistische analyses (Analysis of Variance met
post-hoc (Bonferroni) t-tests) werden uitgevoerd met
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behulp van het SPSS statistische analyse programma
versie 6.1.3 (SPSS Benelux bv, Gorinchem, Neder-
land). Verschillen worden als significant aangegeven
bij p < 0,05 (*) of bij p < 0,01 (**). Waarden worden
weergegeven als gemiddelde +/— sd.

RESULTATEN

Validatie

Alle initi€le Sa-reductase enzymsnelheden werden
geschat door incubatie van T met een enzympreparaat
(0,2 — 0,8 mg totaal eiwit) bij 37°C gedurende 1 tot 2
uur. Onder deze omstandigheden was in de kinetische
analyse experimenten het percentueel metabolisme
van T nooit hoger dan 15%. Daar de mate van enzy-
matische omzetting van T evenredig was met zowel
de hoeveelheid eiwit als met de incubatietijd, kunnen
deze schattingen als betrouwbaar worden beschouwd.

pH-afhankelijkheid

De pH-afhankelijkheid van de 5a-reductie van T in
een homogenaat van hondenprostaat werd onderzocht
bij pH 4,0 tot 9,0. Daar het pH-optimum van type 11
Sa-reductase afhankelijk is van de substraatconcen-
tratie bij welke deze bepaald wordt (28), werd de pH-
afhankelijkheid vastgesteld met zowel 5 nM als met
800 nM T (figuur 1). Bij beide T-concentraties werd
een smalle piek van optimale Sa-reductie gevonden
bij pH 5,5. Bij pH 6,5 tot 8,0 was Sa-reductase nog
substantieel actief.

Kinetiek

De Sa-reductase activiteit werd bepaald bij pH 7,0 en
een T-concentratiebereik van 1,8 nM tot 2,4 pM. De
experimenten werden uitgevoerd op verschillende da-
gen, met homogenaten van drie verschillende hon-
den. Een Eadie-Scatchard plot van geschatte initiéle
enzymsnelheden gedeeld door substraatconcentratie
(V/S) tegen V was duidelijk non-lineair (figuur 2).
Door deze data te “fitten” aan een Michaelis-Menten
vergelijking voor twee onafhankelijke isozymen wer-
den een hoog affiniteits (laag Ky) isozym (K = 2,67
+ 1,45 nM) en een laag affiniteits (hoog K.,) isozym
(Km = 1,23 + 0,54 uM) gevonden. De maximale en-
zymsnelheid (Vmax) van het lage affiniteits isozym
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Figuur 1. pH-gevoeligheid van Sa-reductase activiteit in pro-
staathomogenaten van de hond. Enzymatische activiteit werd
bepaald zoals beschreven in Materiaal & Methoden met 5 (-@)
en 800 (-O-) nM testosteron als substraat.
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was 0,674 = 0,35 pmol/min/mg eiwit, terwijl het hoge
affiniteits isozym een maximale snelheid had van
4,75 £ 3,7 fmol/min/mg eiwit. De Vma/Km ratio’s wa-
ren 0,548 and 1,78 pl/min/mg eiwit voor respectieve-
lijk het lage en hoge affiniteits isozym.

Specificiteit remmers

De 50% inhibitieconcentraties (ICsp’s) van drie ver-
schillende humaan isozymspecifieke S5a-reductase
remmers werden vastgesteld bij twee verschillende T-
concentraties (pH 7,0). Remmers werden getest in
een concentratiereeks van 1 tot 10.000 nM. Bij 1,8
nM T waren de ICso’s van Finasteride, LY306089 en
MK386 respectievelijk ongeveer 7 nM, 900 nM en
5000 nM. Bij 500 nM T waren deze waarden onge-
veer 2000 nM, 1100 nM en 8 nM (figuur 3 en figuur
5a).

Vervolgens werden de effecten van één concentratie
van de remmer op de Soa-reductase activiteit in een
homogenaat van hondenprostaat bepaald. Deze con-
centratie van de remmer werd bepaald aan de hand
van de inhibitie plots uit een van de eerdere experi-
menten (figuur 3), waarbij slechts een parti€le rem-
ming bij 1,8 nM T gevonden werd. Bij 100 nM Finas-
teride werd het hoge affiniteits isozym bijna geheel
geremd (figuur 4a). De activiteit van het lage affiniteits
isozym was nog altijd detecteerbaar in een Eadie-
Scatchard plot van de verkregen data. LY306089 (1
pM) remde beide isozymen, gezien het feit dat een
Eadie-Scatchard plot na remming non-lineair bleef
(figuur 4b). Bij 2 pM MK?386 was alleen het hoge af-
finiteits isozym detecteerbaar (figuur 4c).

Gezien het grote aantal onbekenden in een vergelij-
king voor de remming van twee onafhankelijke iso-
zymen was het niet mogelijk het type en de mate van
remming te berekenen uit de verkregen data. Daarom
werd aangenomen dat er sprake was van non-compe-
titieve remming, en werden de data “gefit” bij vastge-
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Figuur 2. Eadie-Scatchard plot van geschatte initi¢le enzym-
snelheid (V) gedeeld door substraat concentratie (S) tegen V
van 5a-reductase activiteit in een homogenaat van de prostaat
van de hond bij pH 7,0. Substraat- (testosteron) concentraties
varieerden van 1,8 nM tot 2,4 uM. Het resultaat van één repre-
sentatief experiment wordt getoond. Twee isozym activiteiten
kunnen worden berekend, een laag K., isozym (---) en een
hoog K, isozym (@ @@®). Drichoeken wijzen naar enzymsnel-
heden bij 1,8 (A) en bij 500 (A) nM testosteron, bij welke
concentraties de ICso’s werden bepaald getoond in figuur 3.
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stelde Ki,-waarden. Deze analyse gaf een 14,3 £ 15,6
% remming van Vp.-waarden van het lage affiniteits
isozym en 91,0 £ 5,2 % remming van het hoge affini-
teits isozym door 100 nM Finasteride (figuur 5b). 1
pM LY306089 gaf een remming van 58,6 + 2,5 %
van het lage affiniteits isozym, en 39,4 + 11,2 % van
het hoge affiniteits isozym. Bij 2 pM MK386 waren
deze waarden respectievelijk 93,7 £ 6,6 en 8,8 £ 37,0
%. Variantie analyse (ANOVA) gaf aan dat er een
significant verschil was tussen de remmers in de mate
van remming van het lage (p = 0,0006) en het hoge
affiniteits isozym (p = 0,034). Een post-hoc Bonfer-
roni t-test gaf aan dat Finasteride specifiek het hoge
affiniteits isozym remde (p = 0,0028), terwijl MK386
het lage affiniteits isozym meer remde (p = 0,034).
LY306089 was niet specifiek voor één van de isozy-
men (p = 0,078).
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Figuur 3. Remming van Sa-reductase activiteit in de prostaat
van de hond door drie verschillende humaan So-reductase
subtype specifieke inhibitors (1 tot 10.000 nM), i.e. de humane
type II specifieke remmer Finasteride (A) en de humane type I
specifieke remmers LY306089 (B) en MK386 (C). ICso’s wer-
den bepaald voor Sa-reductie bij 1,8 (-@-) en 500 (-O-) nM
testosteron. Waarden zijn weergegeven als gemiddelde +/— sd
van drie verschillende experimenten.
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Figuur 4. 5a-Reductase enzymatische activiteit in homogena-
ten van de prostaat van de hond in afwezigheid (-@-) of aan-
wezigheid (-O-) van 100 nM Finasteride (A), 1 pM LY306089
(B) of 2 uyM MK386 (C). A: Finasteride remt specifiek het
lage Kp-isozym; B: LY306089 lijkt niet specifiek voor een
isozym, terwijl C: MK386 specifiek het hoge Kn-isozym remt.

Partiéle klonering

Analyse van de honden cDNA'’s, verkregen door mid-
del van een gedegenereerde kloneringsstrategie in de
prostaat van de hond, leverde sequenties met een
hoge homologie met de humane Sa-reductase isozy-
men op. De nucleotide sequenties van deze klonen
zijn ingediend bij GenBank met de accession num-
bers AF136720 en AF136721. Gezien de homologie
werd vastgesteld dat deze sequenties overeenkomen
met respectievelijk de nucleotiden 538 tot 800 van
het humane type I (M32313), en 311 tot 739 van het
humane type II 5a-reductase (M74047). Dit betreft
34 en 56% van de respectievelijke humane coderende
sequenties. Gebaseerd op deze analogie werden de
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Figuur 5. A: Grafische representatie van de IC50 waarden zo-
als beschreven in figuur 3. ICso van remming bij 1,8 (zwarte
balken) en bij 500 (gearceerde balken) nM testosteron; B:
Semi-kwantificering van de gegevens uit figuur 4. De gege-
vens werd “gefit” voor non-competitieve remming en het per-
centage daling in maximale snelheid werd gebruikt om de spe-
cifieke remming van het hoge Kn-isozym (zwarte balken) en
lage Kn-isozym (gearceerde balken) te bepalen. Balken geven
het gemiddelde + sd aan van drie verschillende experimenten
(*: p<0,05; **: p < 0,01 volgens twee-zijdige (Bonferroni) t-
test).

waarschijnlijke aminozuursequenties bepaald. Deze
partiéle aminozuursequenties bij de hond gaven een
homologie met de humane homologen van respectie-
velijk 82,8 en 87,8 % (data niet getoond).

Northern blot

Totaal RNA van de humane en hondenprostaat werd
gehybridiseerd met 3?P-dATP gelabelde probes. De
type I Sa-reductase hond-specificke probe detec-
teerde een duidelijk transcript van ongeveer 2,4 kb in
zowel humaan- als honden-RNA. De honden type II
Sa-reductase probe was niet in staat specifick mRNA
in de hondenprostaat, noch in de humane prostaat te
detecteren.

RT-PCR

Een RT-PCR werd opgezet door specifieke primers
voor de amplificatie van de honden Sa-reductase iso-
zymen te bepalen. Met behulp van deze primers werd
5 ng cDNA, verkregen uit totaal RNA uit de prostaat
van de hond, geamplificeerd. Dit gaf duidelijke pro-
ducten van 214 en 255 nucleotiden voor respectieve-
lijk type I en type II So-reductase op een ethidium-
bromide agarose gel. Gezien de homologie tussen de
isovormen, werd de specificiteit van de PCR-reactie
gecontroleerd door de PCR-producten te blotten en te
hybridizeren met interne gebiotinyleerde probes.
Deze interne probes van 21 en 20 nucleotiden voor,
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respectievelijk, het type I en type II isozym werden
geselecteerd op basis van hun specificiteit voor de
betreffende isozymen. Er werd geen signaal gevon-
den als een interne probe voor het andere isozym ge-
bruikt werd om een reactie product van een PCR-
reactie te hybridizeren, terwijl de juiste probes
duidelijke signalen gaven. Dit geeft aan dat zowel de
beide isozymprimersets, als de gebiotinyleerde in-
terne primers, specifiek zijn voor de betreffende iso-
zymen.

Weefselspecifieke expressie

In diverse hondenweefsels werd de Sa-reductase
mRNA-expressie nagegaan. Hiervoor werd van di-
verse weefsels afkomstig van één hond RNA geiso-
leerd en werd met behulp van semi-kwantitatieve RT-
PCR de expressie van type I en II Sa-reductase
bepaald (figuur 7, figuur 6a). Ook werd in deze weef-
sels de Sa-reductase activiteit bepaald bij pH 7,0 (fi-
guur 6b). Ter vergelijking zijn de Vmax/Km waarden
vermeld. Type I kwam in alle geteste weefsels in
meer of mindere mate tot expressie. In de testis werd
de hoogste expressie van deze isovorm gemeten.
Daarnaast bleek ook dat in weefsels waarin géén Sa-
reductase-activiteit te meten was, toch type I So.-re-
ductase mRNA te vinden was. Type II 5a-reductase
mRNA kwam het hoogst tot expressie in de lever van
de hond. Daarnaast werd ook in de testis een relatief
hoge hoeveelheid type II Sa-reductase mRNA aange-
toond, hetgeen niet bleek uit de enzymatische activi-
teitsmeting (figuur 6).
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Figuur 6. mRNA (A) en Vna/Kn-ratio’s (B) van type 1
(zwarte balken) en type II (witte balken) Sa-reductase in di-
verse weefsels van de hond.
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DISCUSSIE

Moore en Wilson waren de eersten die het bestaan
van twee isozymen van So-reductase postuleerden,
op basis van de aanwezigheid van twee duidelijk te
onderscheiden pH-optima in Sa-reductase-activiteit
in humane fibroblasten (29). Het zure pH-optimum is
een van de meest opvallende karakteristieken van het
type II isozym dat is geconserveerd in muis, rat, aap
en mens (3,20,21,24,25,28-30). In de door ons be-
schreven experimenten werden, in tegenstelling tot
eerdere resultaten van Liang et al. (31), twee pH-op-
tima van So-reductase activiteit gevonden in de pro-
staat van de hond. Echter, het zure pH-optimum zou
met het experimentele protocol van Liang et al, waar-
bij werd gemeten bij gehele pH-waarden en bij 1 pM
T, niet gedetecteerd zijn (zie figuur 1). De door ons
gevonden ratio van Sa-reductase activiteit bij pH 5,5
en pH 7,0 (0,8-1) komt overeen met de ratio die eer-
der is gerapporteerd in de prostaat van de rat
(20,28,30). Dit wil echter niet zeggen dat de enzyma-
tische activiteiten van de beide mogelijke Sa-reduc-
tase subtypes bij de hond in vivo, dus bij fysiologi-
sche pH (32), in de prostaat ook ongeveer gelijk zijn.
Daarom werd de Sa-reductase activiteit in de hon-
denprostaat nader onderzocht bij pH 7,0 zoals eerder
door ons is beschreven bij de mens (20,21). Eadie-
Scatchard plots van de verkregen data waren non-
lineair, hetgeen enzymatische activiteit van twee
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Figuur 7. Resultaten van de semi-kwantitatieve RT-PCR van
type I (A) en type II (B) So-reductase mRNA in diverse weefsels
van de hond. Een externe ijklijn werd gebruikt voor kalibratie.

63



aparte isozymen impliceert (23). De berekende affini-
teits-constanten (2,67 nM en 1,23 pM) zijn in de-
zelfde orde van grootte als die van respectievelijk de
ratten- en humane type II (5-10 nM) en type I (1-2
M) (3,20,21,30). De maximale omzettingssnelheden
van beide isozymen in de prostaat van de hond bij pH
7,0 (4,75 fmol/min/mg eiwit en 0,674 pmol/min/mg
eiwit), geven aan dat er een ongeveer 140 keer ho-
gere maximale enzymactiviteit van het lage affiniteits
isozym in dit weefsel aanwezig is.

De effecten van drie specifieke remmers van het hu-
mane So-reductase, namelijk het 4-azasteroid Finas-
teride, een specifieke remmer voor het humane type
II (2) maar niet specifiek in de rat (30), de benzoquio-
linone humane type I-specifieke remmer LY306089
(33) en het humane type I-specifiecke 4-azasteroid
MK386 (6) op de beide isozymen in de prostaat van
de hond werden vervolgens bepaald. ICsy’s van deze
remmers werden bepaald bij 1,8 nM en bij 500 nM T.
Volgens de Michaelis-Menten vergelijking voor twee
onafhankelijke isozymen, gebruikt om de kinetische
karakteristiecken van de isozymen te berekenen, dra-
gen beide isozymen in gelijke mate bij aan de vor-
ming van DHT bij 1,8 nM T, terwijl bij 500 nM T al-
leen het lage affiniteits isozym significant bijdraagt
(figuur 2). Bij 1,8 nM T, is de volgorde van potentie
voor de remmers: Finasteride > LY306089 > MK386.
Bij 500 nM is deze volgorde echter omgekeerd:
MK386 > LY306089 > Finasteride. De ICso van Fi-
nasteride bij 500 nM T (2 pM) is vergelijkbaar met
eerder beschreven waarden, bepaald bij hoge T-con-
centraties (5,13,31). Dus, Finasteride is een meer ef-
fectieve remmer van Sa-reductase-activiteit bij lage
substraatconcentraties, terwijl MK386 een duidelijk
lagere ICso bij 500 nM dan bij 1,8 nM T heeft.
LY306089 is even effectief bij beide T concentraties.
Om dit verder te onderzoeken werd het effect van één
concentratie van elk van de remmers op de isozym-
activiteiten nagegaan en uitgezet in een Eadie-
Scatchard plot. Finasteride bleek het hoge affiniteits
isozym sterker te remmen dan het lage. 2 pM
MK386, echter, was effectiever in het remmen van
het lage affiniteits-isozym. De derde onderzochte
remmer, LY306089, remde bij een concentratie van 1
pM beide isozymen in de prostaat van de hond in de-
zelfde mate. Deze gegevens suggereren dat Finaste-
ride in de hondenprostaat specifiek is voor het hoge
affiniteits isozym is, terwijl MK386 specifiek is voor

het lage affiniteits isozym.

Gezien de hier beschreven overeenkomsten van de
honden 5a-reductase isozymen (pH-optima, affiniteits-
constanten en de specificiteit van Finasteride en
MK?386) met die van de rat en de mens, postuleren
wij dat de door ons beschreven lage en hoge affini-
teits isozymen overeenkomen met respectievelijk het
type I en type II Sa-reductase-isozym van de hond
(tabel 1).

De Vmax/Km-ratio wordt als een reéle afspiegeling van
de potenti€le in vivo enzym activiteit beschouwd,
omdat bij de relatief lage weefsel T-concentraties de
enzymactiviteit slechts het pseudo-eerste orde gebied
bereikt (34). De hoge affiniteit (lage Km) van het hu-
mane type Il isozym voor T en de bijbehorende hoge
Vmax/Km-ratio, waren voor andere auteurs reden om
aan te nemen dat juist het type II isozym betrokken is
bij de ontwikkeling van de prostaat wanneer de T-
concentraties laag zijn (32). De beide Sa-reductase
isozymen beschreven bij de hond in het huidige arti-
kel tonen gelijkwaardige Vmax/Km-ratio’s in de pro-
staat (0,548 and 1,78 pl/min/mg eiwit voor respectie-
velijk het type I en type II), hetgeen aangeeft dat
beide isozymen, in tegenstelling tot de situatie in de
humane prostaat (21), in belangrijke mate bijdragen
aan DHT-productie in de prostaat van de hond bij
lage weefsel T-concentraties.

Isozymen van So-reductase met dezelfde karakte-
risticke pH-optima en affiniteitsconstanten zijn be-
schreven bij de muis, de rat, de aap en de mens
(3,20,21,24,25,29,30). De genetische en biochemische
overeenkomsten tussen ratten- en humane isovormen
zijn in feite groter dan de overeenkomsten tussen de
twee isozymen binnen elk van deze species (3).
Daarom is de aanwezigheid van honden Sa-reductase
isozymen zoals door ons beschreven niet onverwacht.
Echter, de specificiteit van de mensspecifieke Sca-re-
ductase remmers voor de beide isozymen bij de hond
was enigszins onverwacht. Finasteride is niet speci-
fiek in de rat; beide ratten-isozymen zijn gevoelig
voor Finasteride-remming (30). Ook de benzoquioli-
none-remmers, met als voorbeeld LY 191704 (35,36),
en het 4-azasteroid MK386 (6) gelden als niet speci-
fiek tegen de ratten-isozymen. De hier beschreven
Sa-reductase isozymen bij de hond worden echter
specifiek geremd door twee van de drie geteste rem-
mers. Dit geeft aan dat de beide isozymen bij de hond
relatief grote overeenkomsten vertonen met de hu-

Tabel 1. Biochemische karakteristieken van de So-reductase isozymen bij de hond, de rat en de mens

Hond! Rat? Mens?
Lage Hoge
Isozym: affiniteit affiniteit Type 1 Type 11 Type I Type II
pH-optimum 6,5-8,0 5,5 6,0-8,0 5,0-5,5 6,0-8,0 5,0-6,0
K (pH 7,0) 1,23 uyM 2,67 nM 1 M 5nM 2 uM 12nM
Finasteride Neg Pos Pos Pos Neg Pos
LY306089 Neg Neg (neg) (neg) Pos Neg
MK386 Pos Neg Neg Neg Pos Neg

1: dit rapport; 2: refs 6,20,30; 3: refs 2,6,21,32,33; 4: benzoquiolinone remmer LY 191704, refs 35,36
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mane isovormen.

De behandeling van BPH-patiénten met Finasteride is
niet altijd even succesvol (2,37). Deze farmacologi-
sche therapie leidt specifiek tot reductie van glan-
dulair epitheel, terwijl BPH juist voornamelijk van
stromale oorsprong is (2,38,39). Bij ratten leidt chro-
nische behandeling met Finasteride (hetgeen een niet
specifieke remmer in deze species is (30)) tot een da-
ling van zowel glandulair epitheelcellen als van fibro-
musculaire stromale cellen (40). Dit zou wijzen op
een rol van het type I isozym bij het ontstaan van
stromale hyperplasie. Echter, ondanks de eerder ge-
rapporteerde lage affiniteit van Finasteride voor 5a-
reductase bij de hond (ICso = 2,5 - 4 uM (5,13,31)),
leidt chronische Finasteride-toediening aan honden
toch tot effecten in zowel epitheel als stroma (18).
Wij toonden aan (figuur 6a) dat deze ICs¢’s, gemeten
bij hogere T-concentraties representatief zijn voor het
type I isozym van de hond. Gezien de hier beschre-
ven specificiteit van Finasteride voor het type II iso-
zym van de hond, zou dit kunnen betekenen dat rem-
ming van de honden-type II isovorm leidt tot deze
dubbele effecten. Mogelijk echter speelt hierbij de in
vivo farmacokinetiek of de gerapporteerde tijdsafthan-
kelijke remming van beide isozymen in de mens
(41,42) een rol als verklaring voor dit verschil tussen
de hond en de mens. Ook zijn de doseringen Finaste-
ride die toegediend worden aan honden in de ge-
noemde experimenten (5-45 mg/kg/dag) (18) veel ho-
ger dan de klinisch toegepaste doses bij de mens.
Daarom is het niet onmogelijk dat bij deze hoge do-
seringen beide 5a-reductase isozymen van de hond
worden geremd, waardoor apoptose van zowel epi-
theel als stroma wordt geinduceerd. Deze gegevens
suggereren dat mogelijk juist type I remmers een
goede therapie voor BPH zouden kunnen zijn, het-
geen nog dient te worden onderzocht.

Tenslotte wordt de parti€le klonering van de honden-
isovormen van So-reductase beschreven. De geklo-
neerde regio’s van de honden So-reductase isozymen
tonen wat betreft de gededuceerde aminozuur volgorde
een duidelijke homologie met de humane isovormen
van respectievelijk 82,8% en 87,8% voor het type I en
type II. Op Northern blot blijken de humane en hon-
den-type I Sa-reductase mRNA’s ongeveer even groot
te zijn (2,4 kB). De RT-PCR, specifiek voor de honden
Sa-reductase isozymen is veel gevoeliger dan de en-
zymmeting die hierboven beschreven werd. Verder is
de specificiteit van deze PCR een groot voordeel ten
opzichte van de enzymmeting. Deze laatste kan alleen
indirect een onderscheid maken tussen de isozymen
van So-reductase, hetzij op basis van pH-gevoeligheid,
affiniteit voor substraat, of remmergevoeligheid. Ech-
ter, gezien het gebrek aan correlatie tussen mRNA en
enzymactiviteitsmetingen, dient men zich af te vragen
wat de meest geschikte methode is om Sa-reductase te
kwantificeren. De verschillende methoden beschreven
in dit artikel geven zeer verschillende waarden voor de
ratio tussen type I en type II Sa-reductase in de pro-
staat van de hond: de ratio tussen pH 5,5 en pH 7 geeft
aan dat er ongeveer evenveel van beide isozymen ac-
tief is, terwijl de Vmax-waarden bij pH 7,0 aantonen dat
er 140 maal zoveel type I aanwezig is. Anderzijds is
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volgens de Vpax/Kn-ratio’s drie maal zoveel type II
aanwezig. De hoeveelheid mRNA wijst op 5 maal zo-
veel type I dan type II So-reductase in dit weefsel. De
interpretatie van deze diverse resultaten voor de in
vivo situatie blijft dus moeilijk.

CONCLUSIES

Dit is de eerste beschrijving van het bestaan van twee
isozymen van So-reductase bij de hond met pH-op-
tima, kinetische karakteristieken, remmergevoelighe-
den en nucleotide-sequenties vergelijkbaar met de hu-
mane isovormen. Twee remmers, i.e. Finasteride en
MK386, zijn specifiek voor respectievelijk het So.-re-
ductase isozym type II en I isozym bij de hond, ter-
wijl de remmer LY306089, althans in vitro, niet spe-
cifiek is. Deze remmers kunnen derhalve gebruikt
worden om bij de hond onderzoek te doen naar de
effecten van al dan niet specifieke remming van Sa-
reductase isozymen.
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Summary

Characterization and partial cloning of the canine isoforms of
steroid 5 o-reductase type I and type II. Span PN, Bokhoven A
van, Smals AGH, Schalken JA en Sweep CGJ. Ned Tijdschr
Klin Chem 2000; 25: 58-66.

In both man and dog the enzyme that catalyses the reduction
of testosterone to dihydrotestosterone, Sa-reductase, is invol-
ved in the pathogenesis of benign prostatic hyperplasia. There-
fore, the dog is considered to be a valid model to test the ef-
fects of So-reductase inhibitors on prostate growth. However,
unlike in man, no information is available on the existence or
characteristics of the canine Sca-reductase isozymes. There-
fore, we assessed the biochemical characteristics of dog pro-
static Sa-reductase, and cloned the canine isoforms of Sa-re-
ductase type I and type II. pH-dependency, enzyme kinetic
characteristics and sensitivity to two out of three tested hu-
man-specific Sa-reductase inhibitors indicated considerable
similarities between dog and human isozymes. In the dog pro-
state, two partial cDNA’s with high identity with the human
isozymes were cloned. Comparing the tissue distribution, no
correlation between enzyme activity and mRNA expression
was found in several dog tissues. These results indicate the
validity of the dog as a model for studies into the role of Sa-
reductase in prostatic neoplasia. However, the specificity of
inhibitors should be assessed a priori for a correct evaluation
of results.
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