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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Tereza Tuckova
Skolitel: RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D.
Nazev prace: Zakladni charakterizace lidskych enzymd DHRS7B a DHRS7C

Lidské enzymy z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym retézcem, anglicky
»short-chain dehydrogenase/reductase” (SDR) se ucastni mnoha fyziologickych
pochodd, jako je metabolismus lipidl, sacharid(, aminokyselin, steroidnich hormon,
retinoid(, prostaglandin(i a dalSich. Mimoto hraji roli také v patogenezi nékterych
onemocnéni, napriklad hormon-dependentnich nadord, metabolického syndromu
a diabetu mellitu. Navic se nékteré enzymy podileji na biotransformaci xenobiotik.
Nicméné asi 30 % zastupcl SDR bohuZel nebylo doposud vibec charakterizovano. Lidské
dehydrogenasy/reduktasy DHRS7B a DHRS7C patfi mezi nedostatecné popsané SDR.
Na zakladé bioinformatickych dat se predpoklad3, Ze se jedna o membranové vazané
proteiny s redukéni aktivitou. Cilem této prace bylo urcit jejich zakladni biochemické
vlastnosti. Vysledky ukazuji, Ze oba enzymy interaguji s membranou endoplazmatického
retikula ajsou orientovany do cytosolu. Byl proveden prvotni screening enzymové
aktivity. U DHRS7B i DHRS7C prevladala redukéni aktivita, kterd dosahovala vyssich
hodnot v pfitomnosti NADH jako kofaktoru a byla detekovéna napfiklad vici estronu,
androstendionu, progesteronu, glukéze, glyceraldehydu, prednisonu, ketoprofenu nebo

ketotifenu.
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Charles University
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Title: Basic characterization of human enzymes DHRS7B and DHRS7C

Human enzymes of the short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamily
play an important role in wide range of biochemical pathways. They are involved
in metabolism of lipids, saccharides, amino acids, steroid hormones, retinoids,
prostaglandins etc. Besides physiological processes, they take part in development
of several serious diseases, e.g. hormone-dependent cancer, metabolic syndrome,
diabetes mellitus. Moreover, SDR enzymes contribute to biotransformation
of xenobiotics. Nevertheless, approximately 30 % of SDRs remain completely
uncharacterized. Human dehydrogenase/reductase SDR family members 7B (DHRS7B)
and 7C (DHRS7C) belong to poorly characterized members of the SDR superfamily.
According to in silico predictions, both enzymes are membrane bound and involved
in reductive reactions. The aim of this study was to determine their basic biochemical
properties. The results show that both enzymes interact with the membrane
of endoplasmic reticulum and face cytosol. The pilot screening of enzymatic activity was
performed. Reducing activity was detected towards e.g. estrone, androstendione,
progesterone, glucose, glyceraldehyde, prednisone, ketoprofene or ketotifene for both

enzymes with higher values in the presence of NAD(H) as cofactor.
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UvoD
1 UvoD

0d 90. let, kdy byl zaveden pojem ,,SDR* (short-chain dehydrogenase/reductase)
(Persson et al., 2009) abylo uréeno prvnich 20 zastupcl dehydrogenas/reduktas
s kratkym tetézcem, postupoval vyzkum velmi rychle. Diky vyuziti algoritmu skrytého
Markovova modelu bylo identifikovdano na 47 000 ¢len( této nadrodiny. V roce 2012 se
nachdzelo v databdzi UniProt vice nez 160 000 zdznamU (Persson and Kallberg, 2013)
a tfi roky poté jiz pres 670 000 zaznamu (Jérnvall et al., 2015). SDR nadrodina je tedy
jednou z nejrozsahlejsich proteinovych rodin (Persson and Kallberg, 2013). Zastupci SDR
se vyskytuji ve vSech formach Zivota. Nalezneme je u Archea, bakterii ieukaryot

(Bray et al., 2009).

U ¢lovéka se SDR enzymy ucastni mnoha fyziologickych pochod( (napfiklad
syntézy steroidnich hormon( nebo cyklu vidéni), ale hraji roli také v patogenezi
nékterych onemocnéni. Poruchy funkce téchto enzymd nebo zmény v jejich expresi
mohou vést krozvoji metabolického syndromu, Cushingova syndromu nebo
hormon-dependentnich nador( prsu a prostaty. Navic se nékteré enzymy podileji
na biotransformaci xenobiotik. Diky tomu predstavuji néktefi ¢lenové SDR nadrodiny
potencidlni terapeutické cile. Nicméné znacnd cast znich je jen pomérné malo
charakterizovdna. Mezi takové zdastupce patifi i DHRS7B a DHRS7C. Je nezbytné
charakterizovat tyto enzymy na drovni tkanové ibunééné lokalizace a uréit jejich
biologickou aktivitu. To ndm umozni pochopit jejich funkce v (pato)fyziologickych

procesech (Stambergova, 2013) a nasledné vyuzit tyto poznatky pro dalsi vyzkum.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Nadrodina SDR enzymi
Vétsinu enzymO SDR nadrodiny predstavuji oxidoreduktasy katalyzujici
NAD(P)(H)-dependentni reakce se substraty jako jsou napfiklad steroidy, retinoidy,
lipidy, polyoly, prostaglandiny nebo i xenobiotika. Radi se sem ale také lyasy, isomerasy,
dekarboxylasy, dehalogenasy, dehydratasy, sulfotransferasy nebo epimerasy

(Kavanagh et al., 2008; Bray et al., 2009).

Jednotlivi zastupci mezi sebou vykazuji pomérné nizkou sekvencni identitu,
jen 20-30 %. Presto u nich mlizZeme pozorovat urcité spole¢né znaky (Bray et al., 2009;
Kallberg et al., 2010). Polypeptidovy fetézec je tvoren pfiblizné 250 aminokyselinami.
U zastupcl s prodlouzenym C-koncem to mizZe byt az 350 aminokyselin (Persson and
Kallberg, 2013). Aktivni misto, které je tvofeno pro SDR typickou katalytickou tetradou
(Tyr-Lys-Ser-Asn) (Persson and Kallberg, 2013), se nachazi na strukturné variabilnim
C-konci. Diky této variabilité mohou SDR vdzat a metabolizovat rozlicné substraty
(Obrazek 1) (Bray et al., 2009). Na strukturné konzervativnim N-konci se naléza jedno
z dllezitych mist provazbu kofaktoru, nikotinamidadenindinukleotidu (NAD(H)),
pfipadné nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP(H)) —motiv bohaty na glycin
(Thr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly), ktery umoziiuje vazbu pyrofosfatové casti kofaktoru. Blizko
tohoto motivu jsou v fetézci prfitomné kyselé nebo zasadité zbytky aminokyselin urcujici
NAD(P)(H) preferenci (Kavanagh et al., 2008; Bray et al., 2009; Stambergova, 2013).
V ptipadé enzym( preferujicich NAD(H) se jedna o kyselé zbytky aminokyselin. Enzym

preferujici NADP(H) naopak obsahuje zbytky zdsaditych aminokyselin (Bray et al., 2009).

Mechanismus vétsiny reakci katalyzovanych SDR enzymy je sekvencné usporadany
— dvousubstratovy (tzv. bi-bi). Pfi ném se kofaktor vaze na enzym jako prvni. Poté se
vaze substrdt a po probéhnuti reakce se odpoji produkt. Jako posledni odstupuje

kofaktor (Kavanagh et al., 2008).



TEORETICKA CAST

Steroid |somerase

R
Carbenyl- alcohol oxidoreduction
MADs MNADH
] HQ _—
)l\ RAD(F)(H) HADP) H
R1 R2 _ R R2 HO o
Decarboxylase
Enoyl-CoA reduction id 3
NADPi(H) HADE) — o
Rz CoA  —= R -CoA s ;
\/f \/\“/S ~— L
=] H OH
l\_. -
H
Dehalogenase H b
H
H+, Cl- H,
J— upP
ol /\(‘\CI J o 3 H OH
OH DB
Epimerase
Dehydratase NAD+
\aa./
HADH &
NADH o HH
C=N reduction
0 oG0P
H H
o
N R
N =
XY
HMNT N7 TN
H
NAD(P)H
NAD(P)+
(o}
N_r
HN |
EN
HN™ "N H

Obrazek 1 - Reakce katalyzované enzymy z SDR nadrodiny (Kavanagh et al., 2008).
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Obrazek 2 - Rossmannuv zahyb.

B-sklddané listy jsou zndzornéné modre, a-helixy ervené.

Kofaktory jsou zakresleny pomoci konformacnich vzorc(.

A — ,Classical” SDR (3a,20B-hydroxysteroiddehydrogenasa; PDB 2hsd),

B — ,Extended” SDR (galaktosaepimerasa; PDB 1xel) (Kavanagh et al., 2008).

SDR maiji typické usporadani terciarni struktury poukazujici na evolucni pfibuznost
s dehydrogenasami/reduktasami se stfedné dlouhym fetézcem, anglicky
,medium-chain  dehydrogenases/reductases” (MDR). Jadro enzymu tvofi
tzv. Rossmann(v zahyb sloZeny ze 6-7 paralelné usporadanych B-skladanych listl, které
jsou z obou stran obklopeny 3-4 a-helixy (Obrazek 2) (Kavanagh et al., 2008; Persson
and Kallberg, 2013).

Zastupci SDR nadrodiny se mohou vyskytovat ve formé monomer(, dimer( nebo
tetramerd. Na rozdil od jinych nadrodin enzym, napfiklad MDR, SDR nepotrebuji ke své

funkci Zadny iont kovu (Persson and Kallberg, 2013).

11
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2.2 Klasifikace a nomenklatura SDR nadrodiny
Vzhledem ke skutecnosti, Ze se jedna o velice rliznorodou skupinu enzymd, jejiz
pocet clenli se neustdle zvySuje, bylo nutné zavést systém klasifikace a jednotnou
nomenklaturu. Pomoci algoritmu skrytého Markovova modelu (Hidden Markov Model,
HMM) byl vytvofen semi-automaticky klasifikacni systém, ktery rozfazuje proteiny

do rodin (Persson et al., 2009; Kallberg et al., 2010; Persson and Kallberg, 2013).

SDR z celé Zivocisné Fise tak byly rozdéleny do 464 rodin (Persson and Kallberg,
Cisly. Dale jsou cislovany rodiny, které se vyskytuji u savcl a jinych eukaryot. Nasleduji
rodiny pritomné u bakterii a Archea. Jako posledni se Cisluji rodiny, které nalezneme
pouze u bakterii, sefazené podle jejich snizujiciho se poctu zdstupcl (Perssonetal.,

2009).

Na zakladé charakteristickych motivl je uskutecriovano dalsi déleni na 7 typQ.
Kazdy z nich ma pfifazené pismeno, které se promitne v ndzvu enzymu — C=,,classical”,
E=,extended”, A=,atypical, I=,intermediate”, X=,complex”, D=,divergent”

a U=,unassigned” (Obrdazek 3) (Persson and Kallberg, 2013).

V nomenklature je na prvnim misté nazev nadrodiny (SDR), nasleduje Cislo rodiny
(u clovéka 1-47) a pismeno uddvajici typ. Posledni &islo znaci konkrétniho zastupce.

Kazdy enzym ma tedy své vlastni oznaceni (Obrazek 4) (Persson et al., 2009).

Nékdy je za posledni C(islici uvedeno pismeno ,P“ které znaci pseudogen.
Hvézdicka (*) vyjadiuje, Ze se u enzymu rozlisuji jednotlivé polymorfismy (napftiklad

SDR11E1*1, SDR11E1*2, SDR11E1*3) (Persson et al., 2009).

12
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Obrazek 3 - Typy SDR enzymdi.

Cisla uvadéji pocty ¢lent (a) a rodin (b) jednotlivych typ(, v obdélnicich jsou uvedeny
informace o prevladajici aktivité jejich zastupcu a specificka sekvence aktivniho mista

(Persson and Kallberg, 2013).
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Obrazek 4 - Nomenklatura SDR enzym.
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2.3 Lidské SDR enzymy
V lidském genomu bylo nalezeno 80 SDR gen( pro enzymy SDR nadrodiny, které
Ize, jak jiz bylo zmifovdno u nomenklatury, rozdélit do 47 rodin (Persson and Kallberg,
2013; Bhatia et al., 2015). Nejvétsi pocet zastupcl se radi ke ,classical” (54 ¢lenq)
a ,extended” (11 ¢lend). DalSich 8 ¢lenl bylo prozatim pfifazeno k ,atypical”, dokud

nebude znamo vice informaci o jejich strukture (Bray et al., 2009).

Na zdkladé analyzy sekvenci a predikce sekundarni struktury byla skupina

»Classical“ ddle rozdélena do tfi klastri (Obrazek 5) (Bray et al., 2009).

Do klastru 1l (C1) se fadi 18 zastupcl. Primérna délka jejich polypeptidového
fetézce je ~281 aminokyselin. Vétsina téchto enzyma neni lokalizovana v membrané.
Siroké spektrum substratd zahrnuje latky souvisejici s koenzymem A (CoA),

prostaglandiny a molekuly podobné chinonu (Bray et al., 2009).

Vétsinu zastupct z klastru 2 (C2) (19 zastupcud) a klastru 3 (C3) (17 zastupcu)
predstavuji membrdnové vazané proteiny. Od enzymU zCl se liSi pritomnosti
transmembranové jednotky. Délka polypeptidového fetézce je pfriblizné 340
aminokyselin. Substratovou specifitu vykazuji predevsim vici retinoidlim a steroiddm

(Bray et al., 2009).

K zadstupcdm  ze skupiny ,extended” se ftadi epimerasy (6 ¢lend)
a 3B-hydroxysteroiddehydrogenasy (3B-HSD) (5 ¢lenll). Epimerasy nejsou membranové
vazané, jejich polypeptidovy fetézec (Cita pfiblizné 360 aminokyselin. Metabolizuji
sacharidové slozky nukleotidl. 3B-HSD jsou membranové vazané, skladaji se asi

z 375 aminokyselin a podileji se na metabolismu steroid(i (Bray et al., 2009).

14
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Obrazek 5 - Rozdéleni lidskych SDR enzymti na typy a klastry (Bray et al., 2009).

Na uvedeném diagramu (Obrazek 5) Ize pozorovat pfibuznost DHRS7B a DHRS7C
(v cerveném ramecku) s nékterymi enzymy z klastru 3, napriklad
s retinoldehydrogenasami. Dale jsou pfibuzné
s 11B-hydroxysteroiddehydrogenasou 1 (HSD11B1)
a 17B-hydroxysteroiddehydrogenasami (HSD17B),  které patfi mezi nejlépe
charakterizované SDR enzymy. DHRS7B a DHRS7C zastupuji naopak enzymy, jejichz
vlastnosti, jako je preference kofaktoru, lokalizace v burice nebo usporadani kvarterni

struktury zUstavaji prozatim neznamé.
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2.3.1 Lidské 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy

Kortikosteroidy jsou steroidni hormony produkované v klre nadledvin. Maji
vyznam prorUst adiferenciaci. Glukokortikoidy (u ¢lovéka kortisol) reguluji
metabolismus, adaptaci organismu na stres aimunitni systém. Mineralokortikoidy
(aldosteron) se podili na udrzeni homeostazy a regulaci krevniho tlaku (Wu et al., 2007;

Odermatt and Nashev, 2010; Skarydova and Wsdl, 2012; Stambergova, 2013).

Hormony plsobi prostfednictvim jadernych  glukokortikoidnich  (GR)
a mineralokortikoidnich receptorl (MR), které se bud pfimo navazi na promotor
odpovidajiciho genu nebo plsobi nepfimo interakci s dalSimi transkripénimi faktory
(Odermatt and Nashev, 2010; Skarydova and Wsdél, 2012). Pro vazbu kortikosteroid
na receptor je klicovd hydroxyskupina v pozici 11. Jeji redukci vznikaji inaktivni
11-ketoformy. Reverzibilni konverze mezi biologicky aktivnim kortisolem a kortisonem
je katalyzovana 11B-hydroxysteroiddehydrogenasami (11B-HSD) a predstavuje zplsob
regulace intraceluldrnich hladin hormont (Wu et al., 2007; Odermatt and Nashev, 2010;

Skarydova and Wsél, 2012).

Existuji dvé& 11B-HSD —11B-HSD1 a 11B-HSD2 (Skarydovd and Wsdél, 2012).
| pres to, Ze se oba enzymy podileji na konverzi glukokortikoidd (Obrazek 6), v mnohém
se lisSi. Maji odlisny pavod, nizkou sekvencni identitu, a dokonce jsou lokalizovany
na jinych chromozomech. 11B3-HSD1 (SDR26C1), fadici se do klastru 3, se nejvice podoba
11B-HSD3 a DHRS7C. 11B3-HSD2 (SDR26C3) je nejblize pribuzna se 173-HSD2 (obé patfi
do klastru 2), kterd preménuje estradiol naestron (Odermatt and Nashev, 2010;
Skarydova and Wsdl, 2012). Rozdilnd je také distribuce obou enzym(i v rGiznych tkdnich,
korespondujici se smérem reakce, ktery katalyzuji. 113-HSD1 predstavuje aktivacni
systém glukokortikoidd, vyskytuje se tedy v tkanich pro né cilovych (jatra, tukova tkan,
plice, kosterni svalstvo a centrdlnim nervovém systému (CNS)). 11B-HSD2 snizZuje
hladinu aktivniho hormonu a je exprimovana v tkanich, které jsou cilové pro aldosteron
(pfedevsim ledviny a tracnik, ale i placenta a vaskularni epitelové buriky). Zajistuje tak
ochranu MR pfed navazanim kortisolu, ktery ma k MR stejnou afinitu jako ke GR,
a umozfiuje vazbu aldosteronu (Wu et al., 2007; Odermatt and Nashev, 2010; Skarydova

and Wsol, 2012).
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11p-HSD1
—_——
11-HSD2

cortisone cortisol

Obrazek 6 - Konverze mezi kortisonem a kortisolem (Skarydova and Wsél, 2012).

Obé 11B-HSD jsou membranové enzymy endoplazmatického retikula (ER),
ale jejich topologie je rlizna, coz souvisi is preferenci kofaktor(. 11B-HSD2 sméfuje
do cytosolu achova se jako NAD*-dependentni oxidasa. 11B-HSD1 je orientovana
do lumen ER. Invivo plsobi prevainé jako NADPH-dependentni reduktasa ato diky
protein-protein interakci s hexosa-6-fosfatdehydrogenasou (H6PDH). H6PDH vytvari
v lumen ER redukovany kofaktor NADPH, ktery membranou ER neprostupuje (Wu et al.,
2007; Atanasov et al., 2008; Odermatt and Nashev, 2010; Skarydova and Wsél, 2012;
Stambergova, 2013).

Na rozdil od 11B-HSD2 se 11B-HSD1 vyznamné podili na prvni fazi biotransformace
latek s karbonylovou skupinou (metyrapon, ketoprofen, 4-nitrobenzaldehyd,
4-nitroacetofenon). Tento enzym se uplatiiuje i pti detoxikaci chinond, NNK (karcinogen
obsaZzeny vtabakovém koufi) apodili se inametabolismu oxidovanych derivata

cholesterolu (7-ketocholesterol) (Skarydova and Wsél, 2012; Stambergova, 2013).

11B-HSD1 je ve spojeni s glukokortikoidy pfisuzovana role v rozvoji nékterych
onemocnéni. Napfiklad mutace v genu pro 118-HSD1 nebo pro H6PDH zpusobuje
tzv. kortison reduktasovy deficit. Abnormality v regulaci metabolismu glukokortikoid(
maji vliv na obezitu, metabolicky syndrom, diabetes druhého typu a kardiovaskularni

onemocnéni (Miller and Auchus, 2011; Skarydova and Wsél, 2012; Stambergova, 2013).

17
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2.3.2 Lidské 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy

Pohlavni hormony, androgeny a estrogeny hraji vyznamnou roli ve fyziologii
i patologii. Jsou kli¢ové pro spravny vyvoj, rlst a funkci vSech reprodukénich tkani. Jejich
syntéza probihd primarné v pohlavnich organech, krvi jsou transportovany do cilovych
tkani (endokrinni produkce). Vznikaji také v perifernich tkanich, z prekurzor(, které maji
svUj plvod v nadledvinach — dehydroepiandrosteronu (DHEA)
a dehydroepiandrosteron-sulfatu (DHEA-S) (Obrazek 7). Timto mechanismem, tzv.
intrakrinni produkci, vznikd u muz 30-50 % vSech androgen( a u postmenopauzalnich
7en zajituje 100% pfisun estrogen(l (Marchais-Oberwinkler et al., 2011; Skarydova and

Wsél, 2012).

Hormony se vazi na specifické intracelularni receptory, estrogenni a androgenni,
které zprostfedkuji indukci nebo represi cilového genu (Skarydovd and Wsél, 2012).
Pro vazbu nareceptor je zasadni hydroxylova skupina v pozici17. Oboustranna
konverze z neaktivni 17-ketoformy na aktivni formu hormonul katalyzuji zastupci
z rodiny 17B-hydroxysteroiddehydrogenas (17B-HSD) (Obrazek 7). 17B-HSD se tak podili
na pre-receptorovém regulacnim mechanismu biologické aktivity pohlavnich hormon(

(Wu et al., 2007; Marchais-Oberwinkler et al., 2011; Skarydova and Wsdél, 2012).

17B-HSD jsou skupinou 14 rlznych savcich enzym(. 12 zastupcl nalezneme
u ¢lovéka. 17B-HSD6 a 9 byly popsany jen u hlodavcid. Kromé 17B-HSD5, kterd patfi
do nadrodiny aldoketoreduktas (AKR), se vSechny ostatni fadi k nadrodiné SDR enzyma
(Moeller and Adamski, 2009). LiSi se v substratové specifité, preferenci kofaktora,
subcelularni lokalizaci i tkanové distribuci. MGZeme je rozdélit na NAD*-dependentni
enzymy katalyzujici oxidacni reakce (17B-HSD typ 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11 a 14)
a NADPH-dependentni katalyzujici redukéni reakce (17B-HSD typ 1, 3, 5, 7 a12).
17B-HSD13 nemuUzZeme priradit k Zadné skupiné, protozZe jeji aktivita nebyla doposud
popsana (Lukacik et al., 2006; Skarydova and Wsdl, 2012). Sest zastupcd lidskych
17B-HSD je vazanych k membrané ER (typy 2, 3, 7, 11, 12 a 13). VSechny mikrosomalni
enzymy se vyskytuji ve steroidogennich tkanich. 17B-HSD katalyzujici oxidaéni reakce
maji Sirsi tkanovou distribuci, kde zfejmé plni ochrannou funkci a inaktivacni reakci brani
burfiky pfed nadmérnym mnoistvim aktivnich steroidd (Skarydova and Wsél, 2012).

Nékteré 17B-HSD se zapojuji i do metabolismu dalSich sloucenin, napfiklad cholesterolu
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latek —mastnych kyselin, prostaglandini

a retinoidl (Moeller and Adamski, 2009; Marchais-Oberwinkler et al., 2011). 17B-HSD

s redukéni aktivitou by mohly hrat roli v biotransformaci xenobiotik. Vyzkum se

soustfeduje predevsSim na jejich vyznam pftirozvoji hormon-dependentnich ndador(

(Skarydova and Wsél, 2012).
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2.3.2.1 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy z klastru 3

17B-HSD3 preménuje NADPH-dependentni redukci 4-androsten-3,17-dion
na testosteron, 5a-androstendion na 5a-testosteron (Obrazek 7) a estron na estradiol.
Primarné se vyskytuje ve varlatech, kde zajistuje produkci testosteronu. Pfirakoviné
prostaty byva nadmérné exprimovdan. Inhibitory 17B-HSD3 by se tak mohly stat
vyznamnymi terapeutiky v jeji 1é¢bé (Lukacik et al., 2006; Marchais-Oberwinkler et al.,

2011; Skarydova and Wsdl, 2012).

17B-HSD4 se od ostatnich HSD ponékud lisi. Jedna se o peroxisomalni enzym. Jeho
struktura se déli natfi domény. Prvni, N-koncovd doména, je dehydrogenasov3,
katalyzuje 17-dehydrogenaci estradiolu (Obrazek 7) a oxidaci hydroxyacylu koenzymu A
vysSich mastnych kyselin aZlucovych kyselin na odpovidajici ketoacyl. Druha,
hydratasova doména, preménuje trans-2-enoyl koenzym A na hydroxyacyl. A treti
doména, ,sterol carrier protein 2“ (SCP2), se nejspiSe podili navazbé lipidovych

substratd, nicméné jeho funkce prozatim nebyla objasnéna (Lukacik et al., 2006).

17B-HSD11 je pravdépodobné transmembranovy enzym lokalizovany v ER. Jeho
enzymova aktivita se uplatiiuje spiSe v metabolismu mastnych kyselin nez steroidnich
sloucenin (Lukacik et al., 2006). Hojné se vyskytuje v epitelu tenkého stieva, kde by mohl
pUsobit jako ochrana organismu pred toxickymi latkami, které jsou pfijimany potravou

(Skarydova and Wsél, 2012).

17B-HSD12 se sekvenci nejvice podoba 17B-HSD3, ale svymi vlastnostmi
a tkanovou distribuci se vice blizi 17B-HSD7. Jednda se NADPH-dependentni enzym
lokalizovany v membrané ER. Poprvé byl identifikovan jako 3-ketoacyl-CoA reduktasa
(KAR). Podili se naelongaci fetézce mastnych kyselin. Pozdéji byla objevena ijeho

aktivita vG¢&i steroidm (Skarydova and Wsél, 2012).

17B-HSD13 je nejnovéjsim zastupcem této skupiny. Sdili 78% sekvencéni podobnost
s 17B-HSD11. Prozatim neni znamo, zda ma redukéni, nebo oxidaéni aktivitu.
Exprimovéna je pouze v jatrech, proto se predpoklada, Zze by mohla byt vyznamné

zapojena do biotransformace xenobiotik (Skarydova and Wsél, 2012).
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2.3.1 Lidské retinoldehydrogenasy

Skupina retinoidl zahrnuje vice nez 4000 ptirodnich a syntetickych derivatu
vitaminu A. Nékteré znich pini dulezZité fyziologické funkce. 11-cis-retinal je
chromoforem zrakového pigmentu. Retinové kyseliny reguluji procesy diferenciace,
morfogeneze, reprodukce a vyvoje kosti. Interaguji se specifickymi receptory retinové
kyseliny (retinoic acid receptor, RAR) a jako transkripéni faktory se vazi na regulacni
sekvence DNA (Skarydova and Wsél, 2012). Retinoidy jsou vysoce hydrofobni latky.
V bunkach se vyskytuji navdzané na specifické proteiny. Tato vazba mlze mit vliv

na jejich metabolismus (Skarydova and Wsél, 2012).

Biosyntéza retinovych kyselin z retinolu probiha ve dvou stupnich (Obrazek 8).
V prvnim kroku je retinol oxidovan na retinaldehyd. Tato vratna reakce je katalyzovana
rGznymi formami cytosolickych alkoholdehydrogenas z nadrodiny MDR a mnoha
mikrosomalnimi RDH z SDR nadrodiny. Druhy oxidac¢ni krok za vzniku kyseliny retinové
zprostredkovdvaji cytosolické aldehyddehydrogenasy (ALDH), byla popsana i ucast
CYP450 (1A1 a 1A2). Reakce je nevratnd, a proto pfisné regulovéna (Skarydovd and
Wsél, 2012).

NAD  RDH NADH
ADH

: : ALDH — .
Retinol =—== Retinal — Rehnmcamd\

o CYP450
. degradation
NaDP" RDH  NADPH products

nuclear
receptors

Obrazek 8 - Metabolismus retinoid( (Skarydova and Wsél, 2012).

Vétsina zastupcu retinoldehydrogenas (RDH) se fadi do klastru 2. Témér vSechny
RDH jsou mikrosomalni, lokalizované v membrané ER (kromé RDH13, kterd byla
detekovana v mitochondriich). Jedna se o NAD(P)(H)-dependentni enzymy, s redukéni
a/nebo oxidacni aktivitou vici rGznym retinoiddm i dalSim substratim. U ¢lovéka bylo

popsano 11 zastupcd (Skarydova and Wsél, 2012).

Nejvice prostudovana je role retinoid( v cyklu vidéni. K regeneraci zrakového
pigmentu v sitnici je zapotfebi pravé RDH. Prvnim zde identifikovanym enzymem byla
RDHS5, jinak nazyvdna 11-cis-retinoldehydrogenasa, ktera katalyzuje finalni krok syntézy

11-cis-retinalu (Skarydova and Wsél, 2012; Kedishvili, 2013). RDH se pravdépodobné
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podili ina ochrané sitnice, bohaté na obsah nenasycenych mastnych kyselin, pred
produkty lipidové peroxidace. Ty jsou spojovdny s rozvojem onemocnéni jako je s vékem
spojena makulopatie nebo diabetickd retinopatie (Stambergovd, 2013). Mutace gen(
pro RDH5 a RDH12 mohou zpdsobit poruchy zraku (Skarydova and Wsél, 2012;
Kedishvili, 2013).

Nékteré RDH jsou exprimovany jen v oku (naptiklad prRDH). Vétsina z nich se vsak
vyskytuje i v jinych tkanich, napfiklad v jatrech, plicich nebo ledvinach, kde pini rizné

délezité fyziologické funkce (Skarydovéa and Wsél, 2012).

ZRDH se do klastru 3 fadi dva vyznamné enzymy s aktivitou vici retinoidim
— DHRS3 a RDH10. Nedavno bylo prokazano, Ze mezi nimi existuje pfima protein-protein
interakce, ktera podminuje jejich enzymovou aktivitu. DHRS3 stimuluje
retinoldehydrogenasovou aktivitu RDH10 atim produkci all-trans-retinové kyseliny.
A jediné v pfitomnosti RDH10 se muZe projevit redukéni aktivita DHRS3 v(ci retinalu.
Tyto dva enzymy maji tedy opacnou funkci a spole¢né vytvari systém regulace hladin
kyseliny retinové, ktery je zasadni predevSim v pribéhu embryondlniho vyvoje

(Adams et al., 2014; Belyaeva et al., 2015).

RDH mohou byt také spojovany s kancerogenezi. Zmény v expresi nékterych RDH
zpUsobi poruseni homeostazy retinovych kyselin, které maji vliv na diferenciaci a rust

bunék (Skarydova and Wsél, 2012).

Vzhledem ke schopnosti RDH metabolizovat substraty s karbonylovou skupinou
a k jejich roli v ochrané pred oxidacnim stresem se da predpokladat, ze by se RDH mohly
podilet i na biotransformaci xenobiotik. Tato oblast skytd prostor pro dalsi vyzkum

(Skarydova and Wsél, 2012).
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2.3.2 Lidské dehydrogenasy/reduktasy

Doposud bylo identifikovano 17 ¢lend ze skupiny dehydrogenas/reduktas SDR
rodiny (DHRS). Jednotlivi zastupci se v mnohém lisi, napfiklad buné¢nou lokalizaci nebo
oxidoredukéni aktivitou. Radime mezi né inékteré retinoldehydrogenasy (napfiklad
DHRS3 je jen jiny nazev pro RDH17) a 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy (DHRS10 se
nazyva také HSD17B14).

Mezi nejlépe popsané DHRS pusobici v redukénim sméru patfi DHRS4 a DHRS3,
mezi enzymy aktivni v oxidacnim sméru pak DHRS8, 9 a 10. U ostatnich jsou zatim
informace otopologii nebo enzymové aktivité neldplné nebo zcela chybi.
Za nedostatecné charakterizované enzymy jsou povazovany i DHRS7B a DHRS7C. Oba

nalezi do rodiny SDR32, typ ,,classical”. Spole¢né s DHRS1, 3 a 7 se fadi do klastru 3.

2.3.2.1 DHRS1

Lidskd DHRS1 (podle nové nomenklatury SDR19C1) byla objevena pfti sekvencni
analyze cDNA mozku lidského plodu (Wu et al., 2001). Jedna se o NADPH-dependentni
enzym, lokalizovany v membrané ER, orientovany do cytosolu. Byla detekovana jeho
aktivita vac¢i nékterym eobiotickym (estron, kortison, glukdéza) ixenobiotickym
(ketotifen) slouc¢enindm (Sperkovd, 2016). Z hlediska patofyziologie ma DHRS1 zfejmé
souvislost srozvojem nadorli, které vznikaji napodkladé mutace vgenu

pro isocitratdehydrogenasu 1 (IDH1) (Shibata et al., 2011).

2.3.2.2 DHRS3

DHRS3, také znama jako ,retinal short-chain dehydrogenase/reductase 1
(retSDR1) nebo podle nové nomenklatury SDR16C1, je mikrosomalni
NADPH-dependentni reduktasa. Jedna se o integralni enzym, nachazejici se v membrané
ER, s C-koncem smérujicim do cytosolu. Poprvé byla DHRS3 detekovana
ve fotoreceptorech vnéjsiho segmentu sitnice a predpokladala se jeji funkce v cyklu
vidéni. Pozdéji byla nalezena i v jinych tkanich a dalsi studie se zaméfily na roli DHRS3
v metabolismu retinoidd mimo oko (Lundova et al., 2015). Jeji enzymova aktivita je

spjata s koexpresi dalsi RDH10, jak je blize popsano v kapitole 2.3.1.
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2.3.2.3 DHRS7

DHRS7 (SDR34C1) byla prvné detekovana v retiné, kosternim svalstvu a srdci.
Popsana byla jako retSDR4 a predpokladalo se, Ze je zapojena do metabolismu retinoidt
(Haeseleer and Palczewski, 2000; Stambergovaetal, 2016). Dal3i vyzkum
biochemickych vlastnosti DHRS7 urcil, Ze se jedna integrdlni membranovy protein,
orientovany do lumen ER, s redukcni aktivitou k nékterym sloucenindm nesoucim
karbonylovou skupinu, jako jsou steroidni hormony a xenobiotika (Stambergova et al.,
2014). Navazujici studie ukazala vysokou mezidruhovou sekvencni identitu, coz
napovidd, Ze by enzym mohl byt soucasti dalezitych biochemickych drah. Tkanova
distribuce DHRS7 je pomérné Sirokd a koresponduje s in vitro prokdzanou enzymatickou
aktivitou. Byla detekovana aktivita vuci androstendionu a all-trans-retinalu. DHRS7 je
minimalné in vitro schopna redukovat kortison na aktivni formu kortisol. Hlavni enzym
zodpovédny za tuto reakci je 11B-HSD1. Vzhledem k blizké ptibuznosti téchto dvou
enzymU a podobnym biochemickym vlastnostem se uvazuje o jejich mozné prekryvné
funkci. ProtoZe se predpoklddd role DHRS7 v metabolismu steroidd a retinoidd,
intenzivné se studuje jeji mozné zapojeni do souvisejicich patologickych stavi. Byly
zaznamendny zmeény vexpresi DHRS7 ve spojitosti s diabetem mellitem typu 2
(Stambergovd et al., 2016). SniZujici se exprese DHRS7 byla prokazana u karcinomu

prostaty (Seibert et al., 2015).

Nejnovéjsi provedena studie nékteré vySe zminéné informace upfesiuje,
ale s jinymi se rozchdzi. Araya et al. (2017) prokazali, Ze kortison je substratem DHRS7,
nicméné neni konvertovan na kortisol, ale na 20B-dihydrokortison. Androstendion sice
muzZe vystupovat jako substrat, ale jen ve vysokych koncentracich. Proto tato aktivita
DHRS7 neni relevantni pro fyziologické koncentrace. Navic zjistili, Ze DHRS7 katalyzuje
preménu DHT na 3a-androstendiol, ¢imz moduluje AR transkripéni aktivitu. Na zakladé
jejich experimentu se nepotvrdila pdvodni domnénka Stambergova et al., Ze aktivita
DHRS7 (jakozto NADPH-dependentniho enzymu, orientovaného do lumen ER) by mohla
byt podobné jako 11B-HSD1 svdzana s H6PDH. CoZ je vedlo k pochybovani o pfedem
ur¢ené membranové topologii. Provedli vlastni méreni a dosli k opacnému zavéru,

ze DHRS7 je orientovana do cytosolu (Araya et al., 2017).

Fylogeneticky nejblizSimi pribuznymi DHRS7 jsou DHRS7B a DHRS7C.
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2.3.2.4 DHRS78B

Gen pro lidskou DHRS7B (podle nové nomenklatury SDR32C1) se nachazi
na chromosomu 17p12 (Bray et al.,, 2009). Vic o lidské DHRS7B zatim neni znamo
(Stambergové et al., 2016). Mysi DHRS7B byla lokalizovdna na membrané ER
(Keller et al., 2009). V jiné studii, kde vystupovala pod anglickym nazvem , Peroxisomal
Reductase Activating PPARy” (PexRAP), byla popsana jeji funkce v syntéze etherovych
lipid( jakoZto ligand( pro PPARy, které maiji spojitost s adipogenezi (Lodhi et al., 2012;

Stambergova et al., 2016).

2.3.2.5 DHRS7C

Gen pro lidskou DHRS7C (podle nové nomenklatury SDR32C1) je lokalizovan
na chromosomu 17p13.1 (Bray et al., 2009). Enzym DHRS7C byl zatim vice popsan také

jen u mysi (Stambergova et al., 2016).

Lu et al., zabyvajici se vyzkumem srdecniho selhavani a hypertrofie myokardu,
chrakterizovali DHRS7C jako protein lokalizovany v membrané ER, jehoZ exprese je
v pfipadé téchto patologii podstatné sniZzena. Navic prokazali down-regulaci DHRS7C
i uvzorkll od pacientl s idiopatickou kardiomyopatii a priznaky NYHAlI-IV (Lu,

Tigchelaar, et al., 2012; Lu, Yu, et al., 2012).

DHRS7C nalezena v kosternim svalu kralika, nazyvana SRP-35, byla popsana jako
integralni enzym, lokalizovany v membrdné sarkoplazmatického retikula, smérujici
do myoplazmy. Jeho zapojeni do metabolismu retinoidd by mohlo mit vliv
na signalizaéni drahu kyseliny retinové a tim na vznik podnétl pro vypusténi Ca?*, které

vede ke svalové kontrakci (Lodhi et al., 2012; Treves et al., 2012).

Nejnovéjsi studie Araietal. (2017) potvrdila expresi DHRS7C predevsim
v myokardu a v kosternim svalstvu mysi. Prokazali, Ze DHRS7C hraje roli v udrZovani
homeostazy Ca?* jiz diferencovanych myotubd. PFi poruse funkce nebo depleci DHRS7C
dochdzi kvzrdstu intraceluldrni koncentrace Ca?*, coZ aktivuje procesy vedouci

k hypertrofii (Arai et al., 2017).
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3 CILPRACE

Diplomova prace byla zaméfena na studium zakladnich biochemickych vlastnosti
lidskych enzym(O DHRS7B a DHRS7C z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym
fetézcem (SDR). Za pouziti mikrosomalnich frakci Sf9 s exprimovanymi rekombinantnimi
formami enzym0 DHRS7B a DHRS7C bylo cilem urcit jejich membranovou topologii
a provést screening katalytické aktivity vici vybranym slou¢eninam s karbonylovou

skupinou.
Cil prace mlzeme rozdélit na:

1. Stanoveni membrdanové topologie lidské DHRS7B a DHRS7C.
e Metoda alkalické extrakce a extrakce detergentem.
e Metoda inkubace s proteinasouK vevodném  prostredi
a v prostredi s detergentem.

2. Screening katalytické aktivity mikrosomalnich frakci Sf9 obsahuijici lidskou
rekombinantni DHRS7B a DHRS7C vici vybranym ligandim s karbonylovou
skupinou z fad eobiotik i xenobiotik.

e Metoda spektrofotometrického screeningu pfi vinové

délce 340 nm.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy a pomucky
4.1.1 Pristrojové vybaveni
Centrifuga Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi (Thermo Electron Corporation, USA)
Gel Doc™ XR Documentation System (Bio-Rad, USA)
Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)
Mini-PROTEAN® System (Bio-Rad, USA)
Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)
ThermomixComfort (Eppendorf, Némecko)

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, USA)

4.1.2 Chemikalie
2-merkaptoethanol (ME) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Aceton (Penta, Ceskd Republika)

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

(GE Healthcare Life Sciences, USA)
Isopropylalkohol (IPA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Fomadon LQN (Foma, Ceska Republika)
Fomafix (Foma, Ceskd Republika)
Isobutanol, nasyceny vodou (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina octovd, 10% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina trichloroctova (TCA), 72% (Sigma-Aldrich, Némecko)

TEMED (Sigma-Aldrich, Némecko)
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4.1.3 Roztoky
Alkalicky roztok: 0,1M Na2COs3, 25mM CH3COOK
Barvici roztok 0,1% Ponceau S (0,1 g Ponceau S, 100 ml ultracisté vody)
Roztok akrylamidu: 30% akrylamid (AA) + 0,8% bis-akrylamid (bis-AA)
Roztok APS, 10%
Roztok s detergentem:

1% Triton X-100 v 0,1M sodno-fosfatovém pufru pH 7,4

10% Triton X-100 v 0,1M sodno-fosfatovém pufru pH 7,4
Roztok na fedéni PK: 20mM Tris pH 7,4, 1mM CaCly, 50% glycerol
Roztok PMSF: 50mM PMSF v IPA
Roztok SDS, 10%
Roztok Tris-HCI: 1,5M, pH 8,8

0,5M, pH 6,8

4.1.4 Enzymy
Mikrosomalni frakce Sf9 obsahujici rekombinantni lidskou DHRS7B (KBV FaF UK)
Mikrosomalni frakce Sf9 obsahujici rekombinantni lidskou DHRS7C (KBV FaF UK)

Proteinasa K (Proteinase K, New England Biolabs, #P8102S, 20 mg/ml, 60 mg)

4.1.5 Protilatky
F7425 Kradli¢i polyklonalni protilatka proti FLAG-tagu (Sigma-Aldrich, Némecko)
P0217 Praseci polyklondlni protilatka proti krali¢im protilatkdm (Dako, Danko)

Ab98880 Specificka  krali¢i  polyklonalni protildtka proti DHRS7B

(Abcam, Velka Britanie)

Ab116345 Specifickd  krali¢i  polyklonalni  protildtka proti DHRS7C

(Abcam, Velka Britanie)
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4.1.6 Pufry
0,1M sodno-fosfatovy pufr pH 7,4

100mM roztok Na;HPO4.12H,0

100mM roztok NaH2PO4
Blokovaci pufr (3%)

3 g Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, USA), 100 ml TBT-T pufru
Blokovaci pufr (5%)

5 g Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, USA), 100 ml TBT-T pufru
Blotovaci pufr

1,51 g 25mM Tris, 7,21 g 192mM glycin, 100 ml 20% methanol

doplnit ultracistou vodou do 500 ml
Elektrodovy pufr (1x koncentrovany)

200 ml  5x koncentrovaného zasobniho elektrodového pufru pH 8,3

(15,1 g Tris, 72,0 g glycin, 5,0 g SDS, 1000 ml ddH,0)
800 ml ultracisté vody
TBS-T (1x koncentrovany)

100 ml 10x koncentrovaného zasobniho TBS pufru, pH 7,6
(24 g Tris, 88 g NaCl, 1000 ml ddH20)

900 ml ultracisté vody
1 mlI TWEEN 20
Zasobni vzorkovy pufr (5x koncentrovany)
6,25 ml 0,5M Tris-HCl pH 6,8, 3,75 ml glycerolu

1 g SDS, 2,5 mg bromfenolové modfi

4.1.7 Molekulové markery

Precision Plus Protein™ All Blue Standards, marker pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)
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4.2 Metody
4.2.1 Stanoveni membranové topologie DHRS7B a DHRS7C

Ke stanoveni membranové topologie enzym( byly vyuZity metody alkalické

extrakce, solubilizace detergentem (4.2.1.1) a inkubace s proteinasou K (4.2.1.2).

Dalsi analyza vzorkl probéhla metodami SDS-PAGE elektroforézy (4.2.1.3),
Western Blot (4.2.1.4) a imunodetekci (4.2.1.5).

4.2.1.1 Alkalicka extrakce a extrakce detergentem

Popis metody

Metoda alkalické extrakce a extrakce detergentem umoznuje rozlisit integralni
a periferni membranové proteiny. Periferni proteiny jsou k membrané vazany pouze
slabymi vazebnymi interakcemi. K naruseni této vazby postaci zména pH. Integralni
proteiny jsou do membrany pevné zabudovany. Je tedy nutné pouzit detergenty, které

narusi strukturu membrany, aby mohlo dojit k uvolnéni proteinu (Stambergova, 2013).

Provedeni extrakce

V ptipadé alkalické extrakce bylo k 20 ug Sf9 mikrosomU s overexprimovanou
DHRS7B nebo DHRS7C ptidano 100 pl 0,1M NaCOs a 25mM CH3COOK. Pro solubilizaci
detergentem bylo k20 pug mikrosomu pfidano 100 pl 1% Tritonu X-100. V obou
pfipadech nasledovala inkubace naledu po dobu 30 minut. DalSim krokem byla
centrifugace, 60 minut pfi4°C, 38 000 rom (coZ odpovida 149 700x g pro rotor TST
60.4).

Supernatanty byly precipitovany pfidanim 72% TCA v poméru 1:1 (100 pl)
a inkubaci 30 minut naledé. Nasledné probéhla centrifugace roztokli, 12 000x g,
10 minut pfi laboratorni teploté. Pelety byly dvakrat omyty ledovym acetonem, aby se

odstranily zbytky detergentu a TCA. Zbytky acetonu byly odpareny.

Nasledovalo rozpusténi vzniklych pelet v 0,1M sodno-fosfatovém pufru pH 7,4

a vzorkovém pufru pro SDS v poméru 4:1 (1 dil vzorkového pufru s ME na 4 dily vzorku).

Vzorky byly pfipraveny k analyze metodou SDS-PAGE elektroforézy (4.2.1.3),
Western Blotu (4.2.1.4) a imunodetekci (4.2.1.5).
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4.2.1.2 Inkubace s proteinasou K

Popis metody

Inkubaci s proteinasou K ve vodném prostredi a v prostfedi detergentu Ize rozlisit,
zda je enzym orientovan do cytosolu nebo dolumen ER. Orientace na membrané
predstavuje dlleZitou charakteristiku, protoZe je Uzce spjata s enzymovou aktivitou,
a tudiz ma vliv na dostupnost substrat( i kofaktorl. Proteinasa K patfi mezi serinové
proteasy, kterd dokaZze Stépit peptidové vazby na karboxylovém konci alifatickych,
aromatickych a hydrofobnich kyselin. Pokud je analyzovany enzym orientovdn do lumen
ER, vevodném prostfedi ho integrita membrany ochrani pfed proteolytickym
plsobenim proteinasy K. Degradace enzymu je umoZnéna az po solubilizaci, narusenim
celistvosti membrany detergentem (Stambergovd, 2013). Pokud je protein orientovan

do cytosolu, bude kompletné degradovan jiz ve vodném prostredi.

Provedeni inkubace

Pfiprava vzork( probéhla podle rozpisu (Tabulka 1). Ke kontrolnim vzorkim byla
pfidana pouze voda. Inkubace probihala 1 hodinu pfi 37°C. Reakci ukoncilo pridani

1,32 ul roztoku 50mM PMSF (vysledna koncentrace 5mM).

Vzorky byly pfimo smichany se vzorkovym pufrem pro SDS a ptipraveny k analyze

metodou SDS-PAGE elektroforézy (4.2.1.3), Western Blotu (4.2.1.4) a imunodetekci

(4.2.1.5).
Tabulka 1 - SloZeni jednotlivych vzorkt pro inkubaci s proteinasou K.
mikrosom proteinasa K Triton X-100 voda
y 0,5 mg/ml | finalni koncentrace 1 %
Vz.1 10 ul
p T 2 ul - 1,2 ul
vodné prostredi 1 mg/ml H K
Vz.2 10 ul
T 2 ul 1,2 ul, 109 -
prostiedi detergentu 1 mg/ml H W %
Vvz.3 10 ul
kontrola 1 mg/ml i i 3.2
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4.2.1.3 SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Popis metody

SDS-PAGE gelova elektroforéza je separacni metoda, pfi které dochazi k déleni
denaturovanych, zlinearizovanych proteind na zakladé jejich molekulové hmotnosti
(Rumlova et al., 2003). Jedna se o jednorozmérnou gelovou elektroforézu ve vertikdlnim
usporadani, pomoci které lze ziskat informace o Cistoté proteinu a velikosti jeho

podjednotek (Prdsa, 1997; Rumlova et al., 2003).

Provedeni elektroforézy

K analyze byl pouzit 0,75mm gel (sloZeni zaostfovaciho iseparacniho gelu
viz Tabulka 2). K 5x koncentrovanému zasobnimu roztoku vzorkového pufru
(sloZzeni viz 4.1.6) se pftidalo 25 pl ME na 200 ul vzorkového pufru. Pfipravené roztoky

byly zdenaturovany 4 minuty pfi 96°C.

Elektroforeticka cela se naplnila 1x zfedénym zdsobnim roztokem elektrodového
pufru (sloZeni viz 4.1.6). Povarené vzorky a 3 pl molekulového markeru byly naneseny
do jamek gelu. Elektroforéza probihala 20 minut pti 100V v zaostfovacim gelu
a 75 minut pfi 150 V v separacnim gelu (provedeni viz Obrazek 9).

Tabulka 2 - Slozeni gelu pro SDS-PAGE elektroforézu (AKR|SDR Research Group,
2014).

1gel, 0,75 mm Separacni gel (12,7%) Zaostrovaci gel (4%)

ddH,0 1,6 ml 953 ul

1,5M Tris-HCl pH 8,8 1,25 ml -
0,5M Tris-HCl pH 6,8 - 391 ul
10% SDS 50 ul 16 pl
30% roztok akrylamidu 2,1ml 203 pl

Zahajeni polymerace:

10% APS 50 ul 32 ul
TEMED 2,5 ul 1,6 pl
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jamka pro
nanaseni vzorku

zaostfovaci gel

smér migrace

separacni gel

Obrazek 9 - Provedeni elektroforézy (GE Healthcare Life Sciences, 2014).

4.2.1.4 Western Blot (WB)

Popis metody

Metoda Western Blotu se pouziva k prfeneseni analyzovanych proteinli z gelu
po elektroforéze na membranu. VyuZivd ktomu elektrické pole. Blotovaci aparat
(viz Provedeni Western Blotu) je uzavien v kazeté, ktera je pripojena ke konstantnimu
napéti. Negativné nabité proteiny migruji z gelu ke kladné nabité elektrodé. Membrdana
je zastavi a zachyti. VSechna nespecifickd mista na membrané jsou poté zablokovana
pouzitim roztoku obsahujici protein (BSA nebo odtuc¢néné mléko). Po pridani protilatky
se molekuly imunoglobulinll nemohou nespecificky navazat na membranu a dochazi
pouze ke specifické reakci s pfeblotovanym antigenem. Aplikace sekundarni protilatky

pak umozni vizualizaci analyzovanych proteintd (Rumlova et al., 2003).

Provedeni Western Blotu

Separacni ¢ast gelu s oddélenymi fragmenty proteinu, 0,45 mm nitrocelulézova
membrana a dva kusy filtraénich papird se 15 minut ekvilibrovaly v blotovacim pufru

(slozeni viz 4.1.6). Blotovaci aparat byl sestaven dle schématu (Obrazek 10).

Blotovani probihalo 20 minut pfi konstantnim napéti 25V (Trans-Blot® Turbo™,

BioRad). Ke kontrole prenosu proteini na membranu se wvyuZil barvici roztok
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0,1% Ponceau S, ktery nespecificky interaguje se vSemi proteiny. Poté byla membrana
odbarvena 10% kyselinou octovou a omyta TBS-T pufrem (sloZeni viz 4.1.6). Nasledovalo
blokovani membrany 5% roztokem netu¢ného mléka (sloZeniviz 4.1.6) na orbitdIni

tfepacce 80 rpm po dobu 60 minut.

katoda (-)

| filtracni papir

gel
membrana

filtraéni papir

anoda (+)

Obrazek 10 - Schéma blotovaciho aparatu (GE Healthcare Life Sciences, 2014).

4.2.1.5 Imunodetekce

Pro imunodetekci byla pouZita primarni polyklonalni krali¢i protilatka proti
FLAG-tagu v 3% blokovacim mléce (sloZeniviz 4.1.6) o koncentraci 1:50 000, nebo
specifické krali¢i protilatky proti DHRS7B a DHRS7C (Abcam) v 3% blokovacim mléce
o koncentraci 1:1 000. Inkubace probihala pfes noc (cca 16 hodin) na orbitdlni tfepacce
80 rpm pfi teploté 8°C. Poté byla membrana 3x kratce oplachnuta a 3x 10 minut omyta
TBS-T pufrem. Nasledovala aplikace sekundarni protilatky. V obou pfipadech, pfi aplikaci
nespecifické i specifické krali¢i primarni protilatky, byla aplikovana sekundarni praseci
polyklonalni protilatka proti krali¢i o koncentraci 1:20 000 v 3% blokovacim mléce.
Inkubace probihala 90 minut pfi laboratorni teploté. Membrana byla opét 3x kratce

oplachnuta a 3x 10 minut omyta TBS-T pufrem.
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4.2.1.6 Vizualizace

K vizualizaci byl pouZit detekéni systém Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (0,05 ml/cm?). Cinidlo obsahuje lumiol, ktery je oxidovédn
v pfitomnosti kifenové peroxidazy (horseradish peroxidase —HRP) konjugované se
sekundarnimi protildtkami. Pfitéto reakci vznikd chemiluminiscence (enhanced
chemiluminiscence — ECL) (Obrazek 11). Ta se zaznamenavala na fotograficky film. Cas

expozice byl 10-30 minut.

ECL
’F_C\_/(’edgem
e Detekéni Cinidlo reaguje
s HRP a generuje
chemiluminiscenci

Sekundarni protilatka
konjugovana s HRP

rozpozna primarni 2\

protilatku x

d
T W
Proteiny vazané na '
membrané pro p

prenosu z gelu

Primarni protilatka se vaze
specificky na cilovy protein

Obrazek 11 - Imunodetekce a vizualizace (GE Healthcare Life Sciences, 2014).
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4.2.2 Screening enzymové aktivity DHRS7B a DHRS7C

Enzymovad aktivita DHRS7B a DHRS7C se testovala pomoci spektrofotometrického
stanoveni zaloZzeného na méreni narlGstu nebo poklesu absorbance NAD(P)H v reakéni

smési. Pfi reakci dochazi k preméné NAD(P)H na NAD(P), ktery pfi 340 nm neabsorbuje.

Ke screeningu byly vybrany eobiotické (Tabulka3a5) ixenobiotické
(Tabulka 4 a 6) slouceniny s karbonylovou funkéni skupinou. Jako rozpoustédlo
poslouzila destilovana voda, ethanol (findIni koncentrace nebyla vice nez 2 %), methanol
nebo DMSO, v zavislosti na rozpustnosti jednotlivych sloucenin. Celkovy objem reakéni
smési Cinil 100 ul. Koncentrace ligandu byla 50uM v pfipadé eobiotik a 100uM
u xenobiotik, koncentrace kofaktoru NAD(P)(H) 200uM. Po 5minutové preinkubaci
(pti 37 °C) smési kofaktoru s mikrosomalni frakci Sf9 s overexprimovanou DHRS7B nebo
DHRS7C (15 pg proteinu v reakci) se odstartovala reakce pfidanim této smési (90 ul)
k roztokim ligandl (10 ul) v desti¢ce. Ke kontrole byla pouZita netransfekovand

mikrosomalni frakce Sf9.
Byla provedena 2-3 nezavisla méreni v tripletech.

Tabulka 3 — Eobiotika pouZita pro screening reduk¢ni aktivity.

dodavatel ligand rozpoustédlo
BDH Laboratories 3-glyceraldehyd EtOH
Sigma (Fluka) 4-androsten-3,17-dion EtOH
Sigma Dihydrotestosteron MeOH
Sigma Estron EtOH
Penta Glukéza EtOH
Sigma Kortison EtOH
Santa Cruz PGE1 EtOH
Santa Cruz PGE2 EtOH
Sigma Prednison* EtOH
Sigma Progesteron EtOH

*V pripadé prednisonu se sice jedna o xenobiotikum, ale protozZe je blizkym derivatem
eobiotika, je vhodné s nim pracovat v podobnych koncentracich.
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Tabulka 4 — Xenobiotika pouzita pro screening redukéni aktivity.

dodavatel ligand rozpoustédlo
Sigma 1,2-naftochinon EtOH
Alfa Aesar 4,4-dimethylbenzil EtOH
Alfa Aesar 4-benzyolpyridin EtOH
Sigma 4-nitroacetofenon EtOH
Sigma 4-nitrobenzaldehyd DMSO
Sigma 9,10-fenanthrenchinon EtOH
Sigma (Fluka) Acetohexamid EtOH
Sigma Benzil (Difenylethandion) EtOH
Sigma Dihydroxyaceton fosfat EtOH
lithny

Sigma Hexan-3,4-dion ddH,0
Sigma (Fluka) Isatin EtOH
TRC Ketoprofen EtOH
Sigma Ketotifen EtOH
Sigma Kys. fenofibrova EtOH
Sigma Kys. flufenamova EtOH
Sigma Menadion DMSO
Sigma Metyrapon EtOH

TRC NNK ddH20
TRC Oxkarbazepin ddH,0
Sigma p-benzochinon ddH,0

Tabulka 5 — Eobiotika pouZita pro screening oxidacni aktivity.

dodavatel ligand rozpoustédlo
Sigma Estradiol EtOH
Sigma Hydrokortison EtOH
Sigma Testosteron EtOH

Tabulka 6 — Xenobiotika pouzita pro screening oxidacni aktivity.

dodavatel ligand rozpoustédlo
Sigma 4,4-dimethylbenzoin EtOH
Sigma 4-nitrobenzylalkohol EtOH
Sigma Benzoin EtOH
Sigma Prednisolon EtOH
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni membranové topologie DHRS7B a DHRS7C
Pfi prfedchozich experimentech na KBV FaF UK byla prokazdna exprese lidskych
rekombinantnich forem DHRS7B a DHRS7C v mikrosomalni frakci Sf9, proto byla

membranova topologie studovana pravé na tomto modelu.

5.1.1 Alkalicka extrakce a extrakce detergentem

Jako prvni metoda studia interakce danych enzym( s membranou byla pouZita
metoda alkalické extrakce a extrakce detergentem. Extrakce byly uobou enzym(

provedeny soucasné a za shodnych podminek.

Pti inkubaci mikrosomalni frakce DHRS7B v alkalickém prostfedi a v prostredi
detergentu se v obou pripadech ¢ast proteinu uvolnila do supernatantu a ¢ast zlstala
v peleté (Obrazek 12). Samotnd zména pH aiontové sily najeji kompletni uvolnéni
nestaci, jako tomu je u perifernich proteind, které jsou vazané jen slabymi
nekovalentnimi vazbami. V pfipadé DHRS7B se tedy jednd o enzym interagujici

s membranou.

U mikrosomalni frakce DHRS7C presel protein také do supernatantu, ale v peleté
zUstala jeho vétsi ¢ast (Obrazek 12). Interakce s membranou je silnéjsi nez u DHRS7B,

pravdépodobné se jedna o transmembranovy protein.

DHRS7B DHRS7C
—— - - m 37 kDa i « 37 kDa
S(ae) S(ed) P(ae) P(ed) S(ae) S(ed) P(ae)}) P(ed)

Obrazek 12 - Alkalicka extrakce a extrakce detergentem mikrosomalni frakce

s DHRS7B a DHRS7C.

Byla pouzita primarni kralici protilatka proti FLAG-tagu (1:50 000) a sekundarni praseci
protilatka proti krali¢i (1:20 000). Molekulovy marker Precision Plus Protein

(10-250 kDa). S(ae) — alkalicka extrakce — supernatant, S(ed) — extrakce

detergentem — supernatant, P(ae) — alkalicka extrakce — peleta, P(ed) — extrakce
detergentem — peleta.
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5.1.2 Inkubace s proteinasou K

Druhou metodou vyuZitou pro stanoveni membranové topologie DHRS7B
a DHRS7C s membranou byla inkubace s proteinasou K. Metoda byla provedena

soucasné u obou enzym za stejnych podminek.

Pfi inkubaci mikrosom( s overexprimovanou DHRS7B doslo ke kompletni
degradaci proteinu jiZz ve vodném prostfedi (Obrazek 13), coZ znaci, Ze enzym je

orientovan do cytosolu.

V pfipadé inkubace mikrosomalni frakce DHRS7C s proteinasou K ve vodném
prostiedi zlstal oproti kontrole jen slaby prouzek (Obrazek 13) —enzym bude

pravdépodobné orientovan také do cytosolu.

DHRS7B DHRS7C

P 37 kDa - J 37 kDa

1 2 3 1 2 3

Obrazek 13 - Inkubace mikrosomalnich frakci DHRS7B a DHRS7C s proteinasou K
Byla pouzita primarni krdli¢i protilatka proti FLAG-tagu (1:50 000) a sekundarni praseci
protilatka proti krdli¢i (1:20 000). Molekulovy marker Precision Plus Protein

(10-250 kDa). 1 — proteinasa K ve vodném prostiedi, 2 — proteinasa K v prostredi
detergentu, 3 — kontrola bez proteinasy K.
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5.2 Screening enzymové aktivity DHRS7B a DHRS7C

Screening redukéni i oxidacni aktivity mikrosomalnich frakci DHRS7B a DHRS7C byl
proveden spektrofotometricky za shodnych podminek. Méreni aktivity vicéi vSem
testovanym latkdam bylo provedeno v tripletech. Po odecteni hodnot kontrolniho vzorku
byla vypocltena aktivita za vyuZiti moldrniho extrakéniho koeficientu pro NAD(P)(H)
6220 M.cm, vyjadFena jako specifickd aktivita v nmol pfeménéného kofaktoru na mg
proteinu  zaminutu  ([nmol.mgl.min?t]) avynesena dosloupcovych grafd
(Obrazek 14-29). Z grafli je patrné, ze oba enzymy v in vitro podminkach byly vice aktivni

v redukénim sméru. Obecné byla namérena vyssi aktivita v pfitomnosti NADH.

DHRS7B, eobiotika, NADH

Aktivita
[nmol.mint.mg?]

Obrazek 14 - Screening redukéni enzymové aktivity DHRS7B vlci vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADH.

V pripadé DHRS7B v pritomnosti NADH byla detekovédna pfiblizné stejna aktivita

vici eobiotikilm —estronu, glukdéze, androstendionu, progesteronu, kortisonu,

prednisonu (xenobiotikum) a glyceraldehydu (Obrazek 14).
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DHRS7B, eobiotika, NADPH

Aktivita
[nmol.mint.mg?]
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Obrazek 15 - Screening redukcni enzymové aktivity DHRS7B vici vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADPH.

V pritomnosti NADPH byla detekovana aktivita DHRS7B v{ci vétsiné testovanych
steroidnich sloucenin. Jediny ztestovanych steroid(, ktery nebyl redukovdn, je

androstendion. DHRS7B vykazovala v prostfedi s NADPH aktivitu také vudi

prostaglandinlm — PGE1 a PGE2. Z dalSich eobiotickych slou¢enin DHRS7B redukovala

glukdzu, ale glyceraldehyd jejim substratem nebyl (Obrazek 15).
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DHRS7C, eobiotika, NADH

Aktivita
[nmol.mint.mg?]
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Obrazek 16 - Screening redukéni enzymové aktivity DHRS7C vici vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADH.

U DHRS7C se aktivita vici eobiotiklim vyvijela podobné. V prostiedi s NADH byla

detekovana v0¢i androstendionu, progesteronu, estronu, kortisonu, glukdze,

prednisonu (xenobiotikum) a glyceraldehydu (Obrazek 16).
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DHRS7C, eobiotika, NADPH

Aktivita
[nmol.mint.mg?]
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Obrazek 17 - Screening redukcni enzymové aktivity DHRS7C vici vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADPH.

Stejné jako v pripadé DHRS7B zmizela v pfitomnosti NADPH aktivita DHRS7C vudi
androstendionu a pfibyla v(i¢i DHT, PGE2 aPGEl. Narozdil od DHRS7B nebyla
detekovdna aktivita DHRS7C vicéi glukéze a kortisonu. VUCi glyceraldehydu zUstala
naopak zachovana, i kdyz jen velmi nepatrné (Obrazek 17).

Z xenobiotik metabolizovanych DHRS7B i DHRS7C s pomoci NADH Ize jmenovat
ketoprofen, ketotifen, benzil a benzochinon (Obrazek 18 a 20). Ani jeden enzym nebyl
viaci témto substratim aktivni v pritomnosti NADPH (DHRS7B vici ketoprofenu
a ketotifenu ano, ale pouze zanedbatelné (Obrazek 19)). Za Gcasti NADPH byla vyssi

aktivita vaci xenobiotikim zaznamendna u DHRS7C — napfiklad 4-nitrobenzaldehyd

a 4-nitroacetofenon (Obrazek 21).
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DHRS7B, xenobiotika, NADH
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Obrazek 18 - Screening reduk

xenobiotikiim v pfitomnosti NADH.

DHRS7B, xenobiotika, NADPH
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Obrazek 19 - Screening reduk

xenobiotikiim v pfitomnosti NADPH.
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DHRS7C, xenobiotika, NADH
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Obrazek 20 - Screening redukéni enzymové aktivity DHRS7C vici vybranym
xenobiotikiim v pfitomnosti NADH.
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Obrazek 21 - Screening redukéni enzymové aktivity DHRS7C vuici vybranym
xenobiotikiim v pfitomnosti NADPH.
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Obrazek 22 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7B viici vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NAD*.
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Obrazek 23 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7B vii¢i vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADP".

Pro enzym DHRS7B byla detekovana aktivita vaéi vSem tfem testovanym
eobiotikiim (estradiolu, hydrokortisonu a testosteronu) v pfitomnosti kofaktoru NAD*

i NAPD*. Ve srovnani s redukéni aktivitou DHRS7B byla tato aktivita vyznamné nizsi

(Obrazek 22 a 23).
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Obrazek 24 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7C viici vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NAD*.
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Obrazek 25 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7C vci vybranym
eobiotiklim v pfitomnosti NADP*.

V pfipadé DHRS7C byla situace podobnd (Obrazek 24 a 25). Byla detekovana
priblizné stejna aktivita viaci vSem testovanym eobiotickym latkdm za ucasti NAD*

i NAPD*, nicméné podstatné nizsi nez aktivita redukéni.
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Obrazek 26 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7B vii¢i vybranym
xenobiotikiim v pfritomnosti NAD*.
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Obrazek 27 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7B vii¢i vybranym
xenobiotikiim v pfitomnosti NADP*.

DHRS7B vykazovala oxidacni aktivitu vici xenobiotikim 4-nitrobenzylakoholu

a prednisolonu v pfitomnosti NAD* a zaucasti NAPD* vucéi prednisolonu,

4,4-dimethylbenzoinu a benzochinonu.
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Obrazek 28 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7C viici vybranym
xenobiotikiim v pfritomnosti NAD*.
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Obrazek 29 - Screening oxidacni enzymové aktivity DHRS7C vici vybranym
xenobiotikiim v pfitomnosti NADP*.

Aktivita DHRS7C vici xenobiotikdm byla na rozdil od DHRS7B detekovana ve vSech

pfipadech. Namérené hodnoty byly podobné v pritomnosti NAD* i NAPD*.
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6 DISKUZE

Lidské DHRS7B a DHRS7C jsou enzymy z rodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym
fetézcem. Na zakladé pocitacového modelovani a jejich zarazeni do klasifikacniho
systému se predpoklad3, ze by tyto enzymy mohly hrat roli ve fyziologickych pochodech,
ale i patologickych procesech, nebo se podilet na biotransformaci xenobiotik. Ze vSech
téchto dlvodld by mohly byt zajimavymi terapeutickymi cili. Ale i pfes pokracujici
vyzkum SDR se DHRS7B a DHRS7C stale fadi mezi nedostatecné charakterizované
proteiny. Poznani jejich tkanové distribuce a bunécné lokalizace a urceni biologické
aktivity by umozZnilo pochopit jejich funkce v lidském organismu a nasledné tyto

poznatky vyuZit.

Dle bioinformatickych dat se predpoklada, Zze se jednd o membranové vazané
proteiny. Byla popsana lokalizace mysi DHRS7B na membrané ER (Keller et al., 2009),
ale nebyla urcena jeji orientace ani mira interakce. Mysi DHRS7C byla také urcena jako
protein lokalizovany v membrdané ER (Lu, Tigchelaar, et al., 2012). Treves et al. (2012) ji
charakterizovali jako integralni enzym, smérujici do cytoplazmy. Nicméné doposud se
nikdo nezabyval stanovenim membrdnové topologie lidskych ortolog DHRS7B

a DHRS7C.

Metoda alkalické extrakce a extrakce detergentem umoznila urcit, zda enzymy
interaguji s membranou. Vysledky poukazuji nato, Ze v pfipadé DHRS7B by se mohlo
jednat o integralni monotopicky protein, ktery interaguje s membranou pouze ¢astecné.
Podobnych vysledk( bylo za poufZiti stejné metody dosazeno u DRHS1, kterd vsak byla
popsana jako periferni protein (Sperkova, 2016). U DHRS7C se da dle vysledk{l usuzovat,
Ze jeji vazba k membrané je silnéjsi nez u DHRS7B, pravdépodobné se jednd o integralni
transmembranovy protein. Dle Treves et al. (2012) je mysi DHRS7C integralni protein,
coz by se shodovalo s vysledky této prace. Na rozdil od vysledkd, kterych bylo stejnou
metodou dosazeno uintegralnich enzymd DHRS3 (Lundovd et al., 2015) a DHRS7
(Stambergova et al., 2014), ale pfesla cast proteinu DHRS7C do supernatantu uz
pfi alkalické extrakci. Je tedy mozné, ze DHRS7C neprochazi membranou celd, mize

obsahovat velky hydrofobni segment, ktery bude v membrané jen hluboce zanoren.
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Pomoci metody inkubace s proteinasou K Ize rozlisit, zda jsou enzymy orientovany
do cytosolu nebo lumen ER. U DHRS7B doslo ke kompletni degradaci jiz ve vodném
prostfedi, coZz znaci, Zeneni chranéna integritou membrany pred Ucinky
proteinasy K, a tudiz sméfuje do cytosolu. | vtomto parametru bunécné lokalizace se
DHRS7B shoduje s DHRS1 (Sperkova, 2016). Navic je jeji orientace shodnd s DHRS3
(Lundova et al., 2015). Pro Uplnou degradaci DHRS7C byla potfebnd pfitomnost
detergentu, ktery narusil celistvost membrany. Z vysledkd lze usuzovat, ze DHRS7C je
pravdépodobné orientovdna do cytosolu, ale protoze silné interaguje s membranou,
nemohla proteinasa K ve vodném prostfedi protein zcela rozlozit. V kazdém ptipadé by

bylo vhodné ovéfit orientaci DHRS7C odliSnou metodou na drovni bunék.

Orientace na membrané predstavuje velmi duleZitou charakteristiku, protoze je
Uzce spjata s enzymovou aktivitou. M3 totiz vliv na dostupnost substratd i kofaktord.
V bunkach existuje mezi cytosolem alumen ER rozdil v koncentracich jednotlivych
kofaktord. Vzhledem k neprostupnosti membrany pro kofaktory je zfejmé, Zze v lumen
ER musi existovat jejich zdroje. Nejsou vSak zndmy jejich koncentrace ani poméry. Podil
NADP*/NADPH je v cytosolu asi 0,01, zatimco podil NAD*/NADH pfriblizné 1 000. Coz
znamena, Ze enzymy smérujici do cytosolu uprednostiujici NAD(H) budou obecné
aktivni spiSe v oxidacnim sméru, kdezto enzymy vyuzivajici prednostné NADP(H) se
budou chovat jako reduktasy (Skarydova and Wsdél, 2012; Bhatia et al., 2015). Pfesné
urceni aktivity a preference kofaktort by proto mohly upfesnit nebo potvrdit, kterym

smérem jsou DHRS7B a DHRS7C orientovany.

Vrdmci této prace byl proveden vibec prvni spektrofotometricky screening
enzymové aktivity mikrosomalnich frakci Sf9 s overexprimovanou lidskou DHRS7B
a DHRS7C vucdi sloucenindm s karbonylovou funkéni skupinou, v redukénim i oxidaénim
sméru za vyuziti NAD(H) a NADP(H) jako kofaktor(. Stanoveni bylo zaloZzeno na méreni
narlistu nebo poklesu absorbance NAD(P)(H) vreakéni smési pfi340 nm. Vybér
potencialnich eobiotickych ixenobiotickych substratli probéhl na zdkladé ziskanych
informaci o aktivité pfibuznych SDR. DHRS1, DHRS3 a DHRS7, overexprimované
ve stejné bunécéné linii Sf9, byly testovany na aktivitu stejnou metodou jako DHRS7B
a DHRS7C, rozdily se vyskytovaly jen ve findlnich koncentracich testovanych ligand(

v reakéni smési (Stambergova et al., 2014; Lundova et al., 2015; Sperkova, 2016).
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Vysledky ukazuji, Zze DHRS7B i DHRS7C maiji in vitro vys$si aktivitu v redukénim

sméru, coz odpovida in silico predikcim.

Pfi porovnani dat zredukéniho sméru v pfitomnosti NADH lze pozorovat,
Ze detekovanad aktivita DHRS7B a DHRS7C vuci eobiotikim byla pfiblizné stejnad, z ligand
Ize jmenovat androstendion, estron, glukdzu, glyceraldehyd, prednison (xenobiotikum)
a progesteron (Obrazek 14 a 16). Obdobna situace nastala za pouziti NADPH,
ale namérené hodnoty byly nizsi a oproti DHRS7B nebyla DHRS7C aktivni ke glukéze
a kortisonu (Obrazek 15a 17). V pfitomnosti NADH se uobou enzym( vyskytovala
aktivita vici androstendionu, ale naopak chybéla vic¢i DHT a prostaglandintim. S NADPH
jako kofaktorem tomu bylo naopak (Obrazek 14-17). Pfi srovnani screeningu redukéni
aktivity DHRS7B a DHRS7C vici xenobiotiklim v prostfedi s NADH je spektrum
metabolizovanych latek opét podobné, zahrnuje ketoprofen, ketotifen, benzil
a benzochinon (Obrazek 18 a 20). Vétsi rozdily se projevily za pouziti NADPH, kde byla
vy$Si  aktivita zaznamenana u DHRS7C (Obrazek 19 a21). Zazminku stoji
4-nitrobenzaldehyd a 4-nitroacetofenon, protoze jiz dfive byla popsdna aktivita
pfibuzného enzymu 11B-HSD1 vigi témto slouéeninam (Skarydovd and Wsél, 2012).
PFi screeningu enzymové aktivity nejblize prfibuzného enzymu DHRS7 byla detekovana
redukcni aktivita vaci nékterym ligandim, vici kterym byla detekovana iv ptipadé
DHRS7B a DHRS7C. Z eobiotik Ize zminit napriklad estron, kortison nebo androstendion
s hodnotami fadové se shodujicimi sDHRS7B a DHRS7C. Hodnoty DHRS7
pro xenobiotika benzil, benzochinon a4-nitrobenzaldehyd jsou ofad vyssi

(Stambergova, 2013).

Screening oxidacni aktivity byl proveden v mensi mife vzhledem k predpokladu,
Zze DHRS7B a DHRS7C jsou spiSe reduktasy. Aktivita sice byla detekovana ve vétsiné

pfipadd, ale s velmi nizkymi hodnotami (Obrazek 22-29).

Je velmi obtiZzné porovnavat vysledky rlznych méreni enzymové aktivity mezi
sebou, protoze ikdyby byla provedena stejnou metodou zatotoinych podminek
a vysledky byly vyjadreny ve shodnych jednotkach, mohou byt ovlivnény radou faktoru
pozitivné i negativné. Kromé in vitro koncentrace substrata a kofaktor( vstupuje do hry
i moznost vazby ligandu na nespecifické proteiny. Zalezi na pH prostfedi ifunkénim

stavu samotného enzymu. Méla by se posoudit i mira sekvenéni shody mezi mysim
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a lidskym ortologem. Treves et al. (2012) napfiklad urcili, Ze se mysi DHRS7C podili
na NAD*-dependentni pfeméné all-trans-retinolu na all-trans-retinal
(Stambergovd et al., 2016), &ili v oxidaénim sméru. Toto tvrzeni o oxidaéni aktivité
DHRS7C bude nutné ovéfit s purifikovanym proteinem za vyuziti jiné analytické metody,
protoze v pripadé této prace nebylo mozné kvili zvolené screeningové metodé ovérit
stejnou aktivitu. Navic zavéry u¢inéné z vyzkumu in vitro nemusi korelovat s tim, jak déj
probiha in vivo. Zalezi na dostupnosti substratl a kofaktord v burice. Vliv mohou mit
i protein-protein interakce mezi enzymy, jako tomu je naptiklad v pfipadé DHRS3
a RDH10 (Adams et al., 2014) nebo 113-HSD1 a H6PDH (Atanasov et al., 2008). DHRS7B
a DHRS7C nejblize pfibuzny enzym DHRS7 byl poprvé uréen jako integralni membranovy
protein, sméfujici do lumen ER, preferujici NADPH jako kofaktor. Proto byl vysloven
nazor, Ze by jeji aktivita mohla také souviset s H6PDH (Stambergova et al., 2014). Na
zakladé této domnénky ucinili Araya et al. (2017) experiment a zjistili, Ze aktivita DHRS7
nebyla v pfitomnosti H6PDH stimulovdna. CoZz je vedlo k pochybovéani o orientaci
enzymu na membrané. Provedli vlastni méreni a dosli k opatnému zavéru — DHRS7
sméruje do cytosolu. Obé studie byly provedeny na eukaryotickém systému, nicméné
Stambergova et al. pracovali s hmyzimi burikami Sf9, zatimco Araya et al. vyuZili lidskou
bunécnou linii. I to je nutno brat v potaz, protoze rozdily ve slozeni membrany mohou

ovliviiovat findIni orientaci proteinu, a tudiz i aktivitu.

S cilem vice poznat lidské DHRS7B a DHRS7C se tato prace soustredila na stanoveni
biochemickych vlastnosti. A i kdyZ se s membranoveé vazanymi enzymy pracuje obtiznéji
nez s cytosolickymi formami, podafilo se pfinést nové informace o jejich membranové
topologii a potencidlnich substratech. Vysledky se stanou zdkladem pro dalsi vyzkum.
Ten by se mohl zaméfit na uréeni tkanové distribuce, predevsim DHRS7B. Data ze
screeningu poslouzi k nalezeni vhodného modelového ligandu, vyuZitelného
pro monitorovani purifikace obou enzymu a naslednému presnéjSimu stanoveni jejich

aktivity za vyuziti HPLC analyzy.
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ZAVER
7 ZAVER

Diplomova prdace byla zaméfena na studium zakladnich biochemickych vlastnosti
lidskych enzym(O DHRS7B a DHRS7C z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym

fetézcem.
Na zakladé vytycenych cili se podafilo:

1. Urcit membranovou topologii lidské DHRS7B a DHRS7C.
DHRS7B interaguje s membranou ER a je orientovana do cytosolu.
DHRS7C je enzym silné interagujici s membranou ER, smétujici
pravdépodobné do cytosolu.

2. Provést screening katalytické aktivity mikrosomalnich frakci DHRS7B
a DHRS7C vici vybranym ligandlm s karbonylovou skupinu z fad eobiotik
i xenobiotik — detekovat jejich prevainé redukéni aktivitu vici nékterym
steroidnim hormonidm (napfiklad vici estronu, androstendionu, nebo
progesteronu), endogennim latkam (glukdze a glyceraldehydu) nebo

xenobiotikim (ketoprofen, ketotifen, prednison).
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