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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Kristyna Sperkova
Skolitel: RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Pfiprava lidského DHRS1 enzymu a jeho zakladni

charakterizace

Dehydrogenasa/reduktasa SDR rodiny ¢len 1 (DHRS1, SDR19C1) je nedokonale
charakterizovany zastupce nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR). Lidské SDR enzymy katalyzuji pfedevsim NADPH-dependentni reakce s mnoha
rozlicnymi substraty a hraji dileZitou roli v biochemickych procesech souvisejicich
s metabolismem lipidd, aminokyselin, steroidnich hormond, retinoidd nebo
prostaglandint. Kromé fyziologickych proces jsou lidské SDR enzymy zapojeny
do patofyziologickych proces( a detoxifikace xenobiotik. Pfedpoklada se, Ze i doposud
necharakterizovani zastupci SDR nadrodiny by mohli mit podobnou ¢i pfekryvnou funkci.
| lidska DHRS1 vykazuje fylogenetickou podobnost s enzymy hrajicimi vyznamnou roli
v lidském organismu, ale zatim neexistuji dostate¢né informace, které by tuto ulohu

DHRS1 potvrzovaly.

Cilem této prace bylo stanovit zakladni biochemické vlastnosti lidské DHRS1 a zjistit, zda
je aktivni vlci substratiim s karbonylovou skupinou. Aktivita byla testovana i na zdkladé
bioinformatickych dat, podle kterych se usuzuje moziné zapojeni lidské DHRS1 do
redukénich reakci. Pro testovani katalytické aktivity byla pfipravena rekombinantni
forma DHRS1 pomoci metody klonovani nezavislého na ligase a bakulovirového
expresniho systému. Ze ziskanych vysledkd rekombinantni formy DHRS1 vyplyva, Ze se
jedna o mikrosomalni periferni protein, ktery interaguje s membrdnou
endoplasmatického retikula na jeji vnéjsi strané s orientaci polypeptidového retézce do
cytosolu. Katalytickou aktivitu se podatilo detekovat v0ic¢i nékterym liganddm
s karbonylovou skupinou, jako napft.: estron, kortison, glukosa monohydrat, prednison,

ketotifen nebo 4-benzoylpyridin.
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Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 (DHRS1, SDR19C1) is imperfectly
characterized representative of the short-chain dehydrogenase/reductase (SDR)
superfamily. Human SDRs catalyze especially NADPH-dependent reactions with many
different substrates and play important roles in the biochemical pathways related to the
metabolism of lipids, amino acids, steroid hormones, retinoids and prostaglandins.
Besides physiological processes are human SDR enzymes involved in pathophysiological
processes and detoxification of xenobiotics. It is believed that even previously
uncharacterized members of SDR superfamily could have a similar or overly function.
Even human DHRS1 shows phylogenetic similarity with enzymes playing an important
role in the human body, but so far there is insufficient information to make this task of

DHRS1 confirmed.

The aim of this study was to specify the basic biochemical properties of human DHRS1
and determine whether it is active towards substrates with a carbonyl group. This
activity was tested on the basis of bioinformatics data, whereby it is considered possible
involvement of human DHRS1 in reductive reactions. To test a catalytic activity,
recombinant form of DHRS1 was prepared using methods of ligase independent cloning
and baculovirus expression system. The obtained results of recombinant form DHRS1
shows that it is a peripheral microsomal protein that interacts with the membrane of
the endoplasmic reticulum (at the outside) with the orientation of the polypeptide chain
into the cytosol. Catalytic activity was detected towards some ligands with a carbonyl
group e.g.. estrone, cortisone, glucose monohydrate, prednisone, ketotifen or

4-benzoylpyridine.
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1. UVOD

Prestoze je lidsky genom jiz vice nez 15 let rozlustén, celé radé gend nebyla doposud
pfifazena jakakoliv biologicka funkce. Je pravdépodobné, Ze tyto geny resp. proteiny,
které jsou témito geny kdédovany, mohou hrat roli v fadé fyziologickych C¢i
patofyziologickych déjd (Stambergovd, 2013). To plati i pro ¢leny nadrodiny SDR, z nichi
nékteré jsou prozkoumané velmi malo nebo vibec. Napriklad lidska
11R-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 je spojovdna s patogenezi metabolickych poruch,
jako jsou diabetes mellitus typu 2 a metabolicky syndrom (Skarydova & Wsél, 2011).
Diabetes mellitus typu 2 je mimo jiné provdzen zvySenou expresi lidské
dehydrogenasy/reduktasy (SDR rodiny) ¢len 7 (DHRS7) ve svalech (Stambergova et al.,
2016). Lidské retinoldehydrogenasy (a jejich zménénd exprese) hraji roli v karcinogenezi
tlustého stfeva a jsou stejné jako lidskd DHRS7 spjaty s hormon-dependentnim nadorem
prostaty, kde se jako prognosticky marker vyuziva lidska dehydrogenasa/reduktasa (SDR
rodiny) ¢len 2 (DHRS2) (Gabrielli & Tofanelli, 2012; Skarydovda & Wsél, 2011;
Stambergova et al, 2016). Do patogeneze neurodegenerativnich poruch jako je
Alzheimerova nemoc je zapojena lidska 178-hydroxysteroiddehydrogenasa 10, ktera je
nadmérné exprimovana v neuronech postizenych touto nemoci (Yan et al., 1997).
U hormon-dependentniho nadoru prsu byla detekovana zménéna exprese
17R-hydroxysteroiddehydrogesy 1 a 2 a jako prognosticky marker je vyuzivana DHRS2
(Skarydova & Wsdl, 2011, Stambergovd et al., 2016).

Gen pro lidskou dehydrogenasu/reduktasu SDR rodiny ¢len 1 (DHRS1) byl poprvé
izolovan z komplementarni DNA mozku lidského plodu. DHRS1 patfi mezi proteiny,
o kterych zatim chybi ucelené informace pro dostate¢nou charakterizaci enzymu.
Vzhledem k tomu, Ze se predpoklada jeho mikrosomalni lokalizace, tak je prace s nim
mnohem obtiznéjsi v porovnani s cytosolickymi formami jinych zdstupcu. Lidska DHRS1
obsahuje sekvencni motivy, které poukazuji na mozné zapojeni do (pato)fyziologickych
déja. Navic byla detekovana v jatrech (Wu et al., 2001) a je tedy mozné, Ze by se mohla

podilet na biotransformaci xenobiotik.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nadrodina SDR enzymii

Jednd se o jednu z nejvétsich proteinovych nadrodin, kterd zahrnuje velmi heterogenni
skupinu enzym{, jejiz zastupci byli nalezeni ve vSech formdch Zivota, u Archaea, bakterii
i eukaryot (Bray et al., 2009). Prvni z ¢lenl této nadrodiny byly charakterizovany v 80.
letech minulého stoleti. Jednalo se o hmyzi alkoholdehydrogenasu a bakteridlni
ribitoldehydrogenasu, které tim daly vzniku oznaceni SDR. Na zacatku 90. let jiz bylo
¢lentd 20 a o 2 roky pozdéji po zavedeni tzv. “Hidden Markov” modeld méla SDR
nadrodina 47 000 ¢len( (Persson & Kallberg; 2009). Posledni zaznamenany udaj (2015)

v databdzi UniProt je témér 680 000 clenl (Jornvall et al., 2015).

Polypeptidovy fetézec je tvoren pfiblizné 250 aminokyselinami, ale existuji zastupci,
ktefi maji prodlouzeny C-konec fetézec a obsahuji az 350 aminokyselin. SDR proteiny
maji strukturdlné konzervativni N-konec, ktery vaZze nikotinamidadenindinukleotid
(NAD(H)), respektive nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP(H)) jako kofaktor.
Z kinetickych studii vyplyva, Ze pro SDR enzymy je pomérné typicky usporadany
mechanismus (tzv. bi-bi) dvousubstratové reakce, kdy kofaktor se vaze jako prvni
a odpojuje se jako posledni (Kavanagh et al., 2008). Nadrodina SDR predstavuje skupinu
s pomérné nizkou sekvencéni identitou, kterd se pohybuje v rozmezi 20 — 30 %. Presto
existuji urcité sekvenéni motivy vyskytujici se u vétsiny ¢leni SDR nadrodiny. Jddro SDR
proteinl je tvofeno Rossmannovym zahybem, ktery obsahuje 7 paralelné usporadanych
B-listl a kazdy z nich je na obou stranach obklopen tfemi a-helixy (Obrazek 1). V fetézci
se nachazi motiv bohaty na glycin (Thr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly), kde se mohou vazat
nukleové kyseliny, respektive umoziiuje vazbu pyrofosfatové ¢asti kofaktoru. Déle je to
motiv katalytického zbytku, kde se tyrosin vyuziva jako kysely nebo zasadity katalyzator.

Aktivni misto je tvoreno katalytickou tetradou Tyr-Lys-Ser-Asn (Bray et al., 2009).



Obrdzek 1 - Rossmanniyv zdhyb tvofeny -listy, které jsou obklopeny a-helixy (Internet 1).

Aktivni misto nachdzejici se na C-konci polypeptidového fetézce vaze substrat.

Vzhledem k variabilité C-konce je umoZnéna vazba mnoha rozlicnych substrata.

Jak uz bylo zminéno, enzymy této skupiny obvykle katalyzuji NAD(P)(H)-dependentni
reakce s rozlicnymi substraty jako jsou polyoly, steroidy, retinoidy, derivaty mastnych
kyselin, prostaglandiny a v neposledni fadé i xenobiotika. Mimo oxidoreduk¢nich reakci
jsou schopny katalyzovat i dalsi reakce a mohou tak mit funkci napfiklad lyasy,
isomerasy, dehydratasy, dekarboxylasy, dehalogenasy, epimerasy a sulfotransferasy
(Bray et al., 2009; Kavanagh et al., 2008; Skarydova & Wsdl 2011). Zastupci SDR
nadrodiny mohou byt monomery, dimery nebo tetramery (Persson & Kallberg; 2013),
vétSina ale predstavuje oligomery s homodimerni nebo homotetramerni kvarterni

stukturou (Kavanagh et al., 2008).
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2.2 Nomenklatura SDR nadrodiny

Vzhledem k velkému poctu proteini této nadrodiny, jeji heterogenité a neustale
pfibyvajicim ¢lendm bylo nutné vytvofit systém, s jehoz pomoci budou jednotlivé
proteiny klasifikovany. PouZitim pocitacového algoritmu tzv. HMM (Hidden Markov
Model) byl vytvoren semi-automaticky subklasifikacni systém, ktery na zédkladé urcitych
motiv( rozfazuje proteiny do rodin. Diky tomuto modelu byly SDR proteiny rozdéleny
do 464 rodin (Persson, Kallberg; 2013). Pomoci dil¢iho déleni na zakladé
charakteristickych motiva v aktivnim misté bylo vytvoreno 7 podskupin SDR nadrodiny.
Kazdé podrodiné je ptifazeno oznaceni ve formeé velkého pismena indikujiciho konkrétni
typ: C=“Classical”, E="Extended”, A=“Atypical“, I=“Intermediate”, X=“Complex”,
D="Divergent” a U=“Unassigned” (Perrson & Kallberg, 2013). Nejvétsi pocet lidskych
SDR zastupcl patfi do podrodiny ,classical” (54) a ,extended” (11). OdliSnosti mezi

Ill

jednotlivymi typy jsou variabilni. ,Classical” podskupina obsahuje relativné malé
vazebné misto tvorené podjednotkou a-helixu, které je lokalizovano mezi 6.-7. R-listem.
Naproti tomu , extended” maji podstatné vétsi vazebné misto pro substrat obsahujici 2
parelelné usporadané R-listy a a-helixovy svazek tvoreny tfemi a-helixy. (Bray, et al.,
2009). Obecné se mezi sebou vsechny podrodiny lisi specifickou sekvenci pro aktivni

misto a specifickou sekvenci vazebného mista pro kofaktor (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Rozdéleni SDR proteinti na podrodiny (Persson & Kallberg, 2013).

Classical 67762 285 Oxidoreduktasy Tyr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly
Epimerasy,
Extended 37604 81 Tyr-Gly-x-x-Gly-x-x-Gly
Dehydratasy
) Postrada katalyticky
Atypical 419 2 - .
tyrosin
Gly/Ala-x-x-Gly-x-x-
Intermediate 445 1 Drosophyla ADH v/ y
Gly/Ala
Divergent 3415 4 Enoylreduktasy Gly-x-x-x-x-x-Ser-Ala
R-ketoacyl-
Complex 3976 15 Tyr-x-x-x-Asn
reduktasy
Unassigned 9319 76 - -
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evvs

nasleduji rodiny, které obsahuji sav¢i nebo jiné eukaryotické ¢leny. Dale jsou Cislovany
rodiny, které se vyskytuji u bakterii a Archea. Jako posledni jsou Cislovany rodiny, které
maji své zastupce pouze u bakterii. Neexistuje vSak jedina rodina, ktera by obsahovala
Cleny vyskytujici se jen vdoméné Archea. Za Ciselnym oznacenim rodiny se uvadi
pismeno, které znaci konkrétni podrodinu (,classical®, ,extended” atd.). Posledni Cislo
v nomenklature znaci konkrétni ¢len SDR rodiny (Obrazek 2). Nékdy se za posledni Cislici
pfipisuje pismeno P, které znaci pseudogen. Pokud se rozliSuji jednotlivé polymorfismy,

tak se znaci hvézdickou (*) jako napriklad SDR11E1*1 (Persson et al., 2010).

SDR19C1
i

skupina (“classical”)

konkrétni Clen

Obrazek 2 - Nomenklatura lidské DHRS1.

Na zakladé analyzy sekvenci a predikované sekundarni struktury byly ,,classical“ SDR dale
rozdéleny do 3 podtypU tzv. klastr(i (C1, C2, C3) (Obrazek 3). Klastr C1 obsahuje 18 ¢lent
a pramérna délka polypeptidového retézce je 281 aminokyselin. Jedna se o enzymy,
které nejsou membranové vazany, jejich substratova specifita je velmi rozmanita
a zahrnuje slouceniny souvisejici s koenzymem A, prostaglandiny a molekuly podobné
chinonu. Naopak do klastru C2 (19 ¢lend) a C3 (17 ¢lent) se fadi typicky membranové
vazané enzymy, fetézec je tvoren asi 340 aminokyselinami a obecné nejcastéjSimi
substraty jsou retinoidy a steroidy. Od klastru C1 se lisi pfitomnosti N-koncové
transmembranové (TM) jednotky. Mezi ,,extended” zastupce patfi epimerasy (6 ¢lena),
jejichZz polypeptidovy retézec je tvofen 360 aminokyselinami a nejsou membranové
vazany a 3R-hydroxysteroiddehydregenasy (5 ¢lent), které obsahuji 365 aminokyselin

a podili se na metabolismu steroid( (Bray et al., 2009).
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Obrdzek 3 - Schéma sekvence klastrii v SDR nadrodiné. Zobrazeny jsou podskupiny ,,classical”

(C1, C2, C3), ,extended” a , atypical”. Kratké useky ilustruji blizké homology, zatimco delsi vétve

oznacuji vzddlenéjsi evolucni vztah (Bray et al., 2009).

Z uvedeného diagramu (Obrazek 3) je moZné pozorovat fylogenetickou spojitost lidské
DHRS1 s nékterymi enzymy, naptiklad: 11R-hydroxysteroiddehydrogenasou 1,
17R-hydroxysteroiddehydrogenasami a retinoldehydrogenasami.
11R-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 predstavuje doposud jediny mikrosomalni enzym,
u kterého byla dobfe charakterizovana funkce v biotransformaci xenobiotik
s karbonylovou skupinou. Vzhledem ktémto souvislostem se u lidské DHRS1 da

uvaZovat o mozném zapojeni do metabolismu steroid(, retinoidd, pfipadné detoxifikaci

xenobiotik.
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2.3 Lidské SDR enzymy

U ¢lovéka bylo doposud nalezeno 75 genl, jimi kddované proteiny se fadi do 47 SDR
rodin. Zhruba 30 % lidskych zastupcu zUstava bez prifazeni biologické funkce (Persson &
Kallberg, 2013). V nasledujicim textu budou uvedeni vyznamni zastupci klastru 3,
pfipadné SDR proteiny z jinych klastr(, které jsou dobie popsany a informace o nich

slouzily k vytipovani testovanych sloucenin, které by mohly byt ligandy lidské DHRS1.

2.3.1 Lidské karbonylreduktasy

V lidském genomu se nachazi 3 geny kédujici karbonylreduktasy CBR1 (SDR21C1), CBR3
(SDR21C2) a CBR4 (SDR45C1) (Malatkova et al., 2010). Jednda se o NADPH-dependentni
cytosolické enzymy, které jsou vétSinou monomerni a maji Sirokou substratovou
specifitu, kterd zahrnuje jak endogenni tak i xenobiotické karbonylové slouceniny.
Katalyzuji redukci endogennich prostaglandind, steroid( a dalSich alifatickych aldehyda
a ketond. Také redukuji Sirokou skalu xenobiotickych chinond odvozenych od

polycyklickych aromatickych uhlovodik( (Forrest et al., 2000).
Karbonylreduktasa 1 (CBR1, SDR21C1)

Lidska karbonylreduktasa 1 je NADPH-dependentni reduktasa, ktera patii do klastru 1
aje jednim z nejlépe charakterizovanych ¢lent SDR nadrodiny (Skarydova & Wsél, 2011).
Jednd se o cytosolicky monomerni enzym, ktery je Siroce distribuovan a ve vysokych
hladinach se nachazi v epidermis, jatrech, Zaludku, ledvinach a v epitelidlnich bunkach
gastrointestinalniho traktu. Tyto organy jsou casto vystaveny rlznym exogennim
slou¢enindm, coz pIné koresponduje s Ucasti CBR1 na detoxifikaci xenobiotik (Hoffmann
& Maser, 2007). Mezi substraty CBR1 patfi rizné cizorodé latky véetné Iékl, nafiklad:
haloperidol, doxorubicin, daunorubicin, ketoprofen, warfarin, p-chinon menadion
a o-chinony odvozené od polycyklickych aromatickych uhlovodik(, z nichz byly jako
vhodné substraty zkoumany benzochinon, naftochinon, 9,10-fenantrenchinon,
menadion. Z karcinogenl obsaZenych v tabakovém koufti se CBR1 podili na detoxifikaci
benzo[a]pyrenu a pro tabak specifického nitrosamin 4-methylnitrosoamin-1-(3-pyridyl)-
butan-1-onu (NNK). Spektrum endogennich substrati zahrnuje steroidy, eikosanoidy

a aldehydy mastnych kyselin (Pilka et al., 2009).
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2.3.2 Lidskeé retinoldehydrogenasy

Retinoidy tvofi skupinu vice nez 4000 pfirodnich i syntetickych derivat( vitaminu A.
Nékteré z nich maji dulezité fyziologické funkce véetné zapojeni do cyklu vidéni (Obrazek
4). Napriklad 11-cis-retinal ma funkci chromoforu zrakového pigmentu v oku a kyselina
retinova reguluje procesy diferenciace, morfogeneze, reprodukce a vyvoje skrz interakci
s transkripnimi faktory. Témér vsechny retinoldehydrogenasy jsou mikrosomalni
enzymy patfici do SDR nadrodiny. Kromé retinoldehydrogenasy 13, kterd byla
detekovana v mitochondriich, jsou ostatni ¢lenové lokalizovany v membrané hladkého
endoplasmatického retikula (ER). VSechny retinoldehydrogenasy jsou bud” NADP(H)-
nebo NAD(H)-dependentni enzymy. Rozdilné koncentrace téchto kofaktor( jsou jak
v cytosolu, tak viumen ER a lidské retinoldehydrogenasy zahrnuji enzymy s redukéni
i oxida¢ni aktivitou (Skarydovd & Wsdl, 2011). Pfestoze se vétsina zastupcd lidskych
retinoldehydrogenas fadi do klastru 2, nemiZe byt opomenut jejich vyznam

a pro pochopeni vsech souvislosti zde budou uvedeni i tito zastupci.
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Obrazek 4 - Cyklem vidéni je nazyvdn proces recyklace 11-cis-retinalu. Funkci chromoforu zastdvad
11-cis-retinal, ktery se po absorpci fotonu fotoisomerizuje na all-trans retinal, vyvola konformacni
zménu opsinu, ndsledné aktivuje G-protein transducin a iniciuje vidéni. Pro regeneraci zrakovych
pigmentt je all-trans-retinal preménén pomoci retinoldehydrogenasy na all-trans-retinol, ktery je
exportovdn z fotoreceptorli do pigmentového epitelu sitnice. Ndsledné je all-trans-retinol
esterifikovdn a oxidovdn na 11-cis-retinol (Nikolaeva et al., 2009).
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Retinoldehydrogenasa 5 (RDH5; SDR9C5)

Lidskd RDH5 je prvnim identifikovanym enzymem skupiny retinoldehydrogenas. RDH5
je integralni protein nachazejici se v membrané ER, ktery svou katalytickou doménou
sméruje do lumen ER. Je lokalizovan v pigmentovém epitelu sitnice a katalyzuje posledni
oxidativni krok k tvorbé 11-cis-retinalu z 11-cis-retinolu béhem cyklu vidéni (Lidén et al,
2003). Bylo prokazano, ze mutace v genu RDH5 zpusobuje tzv. fundus albipunctatus, coz

je staciondrni forma vrozené nocni slepoty (Kedishvili et al., 2013; Lidén et al., 2001).
Retinoldehydrogenasa 10 (RDH10; SDR16C4)

Lidska RDH10 byla identifikovdana na zakladé sekvencni podobnosti se sitnicovou
retSDR1 (DHRS3), kdyZ védci hledali enzym, ktery se podili na tvorbé all-trans-retinalu
v pigmentovém epitelu sitnice. Struktura lidské RDH10 je velmi konzervativni a ma
2 99-100 % identickou aminokyselinovou sekvenci s orthologem mysi resp. hovéziho
dobytka. Ve srovnani s ¢leny rodiny SDRIC all-trans-retinol/sterol dehydrogenasami
neni lidskd RDH10 aktivni vici 3a-hydroxysteroidlim, ale vykazuje mnohem vétsi (~28
nasobnou) afinitu  kall-trans-retinolu neZ je tomu u RoDH4 nebo
u 17B8-hydroxysteroiddehydrogenasy typu 6 (RL-HSD). RDH10 je hlavni
retinoldehydrogenasou, ktera je zodpovédna za biosyntézu all-trans-retinové kyseliny

v pribéhu embryonalniho vyvoje (Kedishvili, 2013).
Retinoldehydrogenasa 11 (RDH11; SDR7C1)

Jednd se o mikrosomalni NADPH-dependentni enzym zakotveny v membrané
endoplasmatického retikula, ktery se podili na metabolismu all-trans, 9-cis- a 11-cis-
retinalu (Skarydova & Wsdl, 2011). Vétsina polypeptidového fetézce je umisténa na
cytosolické strané membrany (Kedishvili, 2013). Plivodné se predpokladalo, Ze se kromé
oka vyskytuje tento enzym hlavné v prostaté. Z toho plyne i anglické pojmenovani
,prostate short-chain dehydrogenase/reductase”. Experimenty s pouzitim specifickych
protildtek ale poukazaly na expresi RDH11 v ledvinach, jatrech, varlatech, laéniku
av dalSich organech (Skarydova & Wsél, 2011). Tento enzym vykazuje vice neZ 800x vyssi
afinitu k NADP(H), nez k NAD(H) a je ~50x ucinnéjsi ve sméru redukce oproti
oxidaci  (Kedishvili, = 2013). RDH11 vykazuje  prokazatelnou  homologii
s hydroxysteroiddehydrogenasami SDR nadrodiny, coZ vede k hypotéze, ze RDH11 by se
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mohla podilet na metabolismu steroid(l (Lin et al., 2001, Skarydovd & Wsdl, 2011).
Provedend inkubace rekombinantni formy RDH11 s riznymi steroidy vSak tuto hypotézu
nepotvrdila (Kedishvili et al., 2002; Skarydova &Wsdél, 2011). Mysi RDH11 (mRDH11,
SCALD) je schopna redukovat nenasycené aldehydy se stfedné dlouhym fetézcem,
zvlasté pak nonanal. Funkce RDH11 v detoxikaci téchto reaktivnich aldehyd( vSak nebyla

potvrzena (Skarydva & Wsél, 2011).
Retinoldehydrogenasa 12 (RDH12, SDR7C2)

Lidska RDH12 je NADPH-dependentni enzym, u kterého zatim neni znama jeho
membranova topologie. RDH12 je lokalizovana pfedevsim ve vnitfnich segmentech
fotoreceptort. Diky své vysoké katalytické ucinnosti dokaze zpracovat velké mnoZstvi
all-trans-retinalu, ktery difunduje do vnitinich segment(l ve fotoreceptorech a chrani tak
oko pred timto toxickym retinaldehydem (Kedishvili,2013). Kromé oka jsou dalSimi misty
exprese RDH12 ledviny, jatra a slinivka bfisni. Lidskd RDH12 vykazuje 79% sekvenéni
podobnost s RDH11 a ma tedy stejnou substratovou specifitu v ramci metabolismu
retinoidl jako RDH11. RDH12 je vSak narozdil od RDH11l schopna premény
dihydrotestosteronu na androstandiol. Navic také metabolizuje (podobné jako mysi
ortholog mRDH11) toxické nenasycené aldehydy se stfedné dlouhym retézcem jako je
nonanal, cis-6-nonenal a trans-2-nonenal, které vznikaji z nenasycenych mastnych
kyselin (Skarydova & Wsdl, 2011). Fotoreceptory oka jsou bohaté na dokosahexaenovou
kyselinu, ¢imzZ se stavaji nachylnéjsi na poskozeni. Mutaci v genu RDH12 dochazi ke
vzniku Leberovy kongenitadlni amaurdzy, ktera se vyznacuje dystrofii sitnice (Kedishvili,

2013).
Retinoldehydrogenasa 14 (RDH14, SDR7C4)

RDH14 je membranové vazana, NADPH-dependentni reduktasa all-trans-retinalu.
Vykazuje 40-46% sekvencni shodu s RDH11 a RDH12. Polypeptidovy retézec lidské
RDH14 je delsi (336 aminokyselin) nez u RDH11 (318 aminokyselin).
Retinoldehydrogenasa 14 je hojné exprimovany mikrosomalni enzym, ktery vykazuje
aktivitu retinalreduktasy s vysokou afinitou pro all-trans-retinal a NADP(H). In vitro
v oxidacnim sméru muze byt RDH14 také aktivni, ale s 4x nizsi ic¢innosti nez v redukénim

sméru. RDH14 preferuje jako substrat all-trans-retinal nad 9-cis-retinalem a zd3 se, Ze je
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katalyticky vice uc¢inny (ve smyslu all-trans-retinaldehyd reduktasy), nez RDH11

(Kedishvili, 2013).

2.3.3 Lidské 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy

| kdyZ ne vSechny lidské 17R-hydroxysteroiddehydrogenasy (178-HSD) patfi do klastru
3, jsou natolik vyznamné, Ze zde budou také uvedeny. Skupina 17R-HSD je tvorena 14
rznymi savéimi enzymy, z nichZ 12 je pouze lidskych a 17R-HSD6 a 9 byly zaznamenany
také u hlodavctl (Skarydova & Wsél, 2011). Viechny 17R-HSD kromé 17R-HSD5 (AKR1C3-
patfi mezi aldo-ketoreduktasy) jsou ¢lenové SDR nadrodiny a moduluji biologickou
ucinnost estrogend a androgend pomoci konverze (oxidace/redukce) na uhliku C17
steroidniho skeletu, pficemz ketoformy jsou inaktivni, zatimco hydroxylové formy jsou
aktivni a maji pfistup k jadernym receptorim (Obrazek 5) (Lukacik et al., 2006,
Skarydova & Wsél, 2011). Jednd se o klicové enzymy, které se podileji na vyvoji, riistu
a funkci vSech reprodukénich tkani u muzd i Zen. Studium této skupiny enzymu se
provadi hlavné kvuli uréeni jejich vyznamu v patologickych stavech souvisejicich
s hormon-dependentnimi nadory (Skarydova, Wsél, 2011). Tkariova distribuce lidskych
17R8-HSD je velmi rozmanita, pravdépodobné kvuli ochrané tkani pred nadmérnym

mnozstvim aktivnich steroid(i (Lukacik et al., 2006).
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Obrdzek 5 - Zndzornéni funkce nékterych 173-HSD v metabolismu pohlavnich hormondi.
K hlavnim zméndm dochdzi ve steroidnim skeletu na uhliku cislo 17 (C17).

17R-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (178-HSD1, SDR28C1)

Lidska 178-HSD1 patfi do klastru 2 a jednd se o rozpustny dimer, ktery katalyzuje
NADPH-dependentni redukci estronu na estradiol a v mensi mife redukci androgent,
napriklad 4-androsten-3,17-dionu na testosteron. Nejvyssi hladiny tohoto enzymu byly
detekovany ve vajecnicich, prsni tkani a v placenté. Vzhledem k expresi a redukéni
aktivité je lidska 178-HSD1 povazovdna za hlavni enzym podilejici se na syntéze

estradiolu (Lukacik et al., 2006).
178-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 (178-HSD2, SDR9C2)

Lidskda 17B-HSD2 patfi do  klastru 2 a na rozdil od ostatnich
17BR-hydroxysteroiddehydrogenas, které jsou v membrané ER zakotveny pomoci
N-koncové helikdlni sekvence, je 17B-HSD2 uchycena vtéto membrané pomoci
C-koncové sekvence (Skarydovd & Wsél, 2011). 17R-HSD2 katalyzuje NAD(H)-

dependentni konverzi mezi testosteronem, 5a-dihydrotestosteronem a jejich 17-oxo

19



metabolity (Lukacik et al., 2006). Lidska 17R8-HSD2 je aktivni také v biotransformaci
xenobiotik, protoZe je schopna metabolizovat synteticky estrogen a ethinylestradiol,
které se pouzivaji v hormonadlni antikoncepci a v hormonalni substituéni terapii. Tkanova
distribuce je velmi Siroka a vzhledem k prokazané expresi lidské 178-HSD2 v jatrech je
pravdépodobné, Ze by mohla pfispivat kjaterni inaktivaci syntetickych steroidd

(Skarydova & Wsdl, 2011).
17RB- hydroxysteroiddehydrogenasa 3 (17R8-HSD3, SDR12C2)

Lidska 17R-HSD3 patfi do klastru 3. Jedna se o NADPH-dependentni enzym lokalizovany
v membrdné ER, ktery katalyzuje redukci 4-androsten-3,17-dionu na testosteron,
S5a-androstendionu na 5a-dihydrotestosteron a estronu na estradiol. Enzym je
exprimovan prevazné ve varlatech a jeho zakladni funkce je tedy produkce testosteronu
pohlavnimi zZldzami, malé mnozstvi se pak vyskytuje vtukové tkdni a v prostaté
(Mindnich et al., 2005). Deficit lidské 17R-HSD3 je spojen autosomalni recesivni formou
muzského psedohermafroditismu, kdy pacientdm chybi vnitini reprodukéni struktury

(Lukacik et al., 2006; Skarydova & Wsél, 2011).
178-hydroxysteroiddehydrogenasa 4 (178-HSD4, SDR8C1)

Lidskd 17B-HSD4 patii do klastru 3 a jedna se o peroxisomalni NAD(H)-dependentni
enzym Ucastnici se metabolizmu Zlu¢ovych kyselin (Lukacik et al., 2006; Skarydova &
Wsél, 2011). Doména tohoto enzymu je rozdélena na tfi ¢asti. N-koncovd doména
(dehydrogenasa) katalyzuje kromé NAD*-dependentni dehydrogenace estradiolu
(v pozici C17) také specifickou oxidaci hydroxyacyl koenzymu A mastnych kyselin
s dlouhym retézcem a Zlucovych kyselin na odpovidajici ketoacyl koenzym A. Druha
doména (hydratasa) katalyzuje hydrataci trans-2-enoyl koenzymu A na hydroxyacyl
koenzym A. Treti doména, nespecificky protein prenasejici lipidy (SCP2-sterol carrier
protein), se nejspiSe podili na vazbé lipidovych substratli, nicméné tato funkce jesté
nebyla plné prokdzana. Mutace vgenu pro lidskou 17B8-HSD4 zapficCinuje vznik
Zellwegerova syndromu, ktery je charakterizovany mikrocefalii, kifecemi, hypotonii,

hepatomegalii a pacient se doZiva pouze 5-12 mésicud Zivota (Lukacik et al., 2006).
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17R-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 6 (17B8-HSD6, RL-HSD, SDR9C6)

Tento enzym je specificky pro all-trans-retinol a ma Sirsi tkdnovou distribuci nez
retinoldehydrogenasa 4 (RoDH4). Nejhojnéji se vyskytuje v jatrech, ale urcité hladiny
mUlzZeme najit i v extrahepatdlnich tkanich jako jsou plice, placenta, mozek, varlata,
prostata nebo slezina (Kedishvili, 2013). Lidska RL-HSD je v oxidacnim sméru aktivni také
vici steroidim. Konkrétnimi steroidnimi substraty jsou androsten, 5a-androsten-
3R,17R-diol a alopregnanolon, pficemZz oxidace 5a-androsten-38,17R-diolu na
dihydrotestosteron predstavuje alternativni cestu tvorby androgen( (Skarydova & Wsdl,

2011).
178-hydroxysteroiddehydrogenasa 7 (178-HSD7, SDR37C1)

Zpocatku se tento enzym oznacoval jako prolaktinovy receptor spojeny s proteinem,
ktery byl poprvé naklonovan z krysiho Zlutého téliska (Lukacik et al., 2006). 17R-HSD7 je
NADPH-dependentni mikrosomalni enzym, ktery redukuje estron na estradiol
a dihydrotestosteron na 5a-androstan-38,17R-diol. Kromé toho se ¢aste¢né ucastni
redukce progesteronu a 20a-hydroxyprogesteronu. Nejvice je exprimovan v jatrech, coz
souvisi s Ucasti 178-HSD7 v metabolismu cholesterolu. Bylo dokazano, Zze 17R-HSD7
redukuje zymosteron na zymosterol, coZz je pfimy prekurzor cholesterolu. Lidska
17R-HSD7 se tedy podili na biosyntéze steroidnich hormonut, ale i na biosyntéze
cholesterolu. Deficit redukujici 17R-HSD7 vede k porucham syntézy cholesterolu jako je
tzv. CHILD syndrom (kongenitalni hemidysplazie, ichtyoziformni erytrodermie

a anomadlie konéetin) a X-vazana chondrodysplazie (Skarydova & Wsél, 2011).
178-hydroxysteroiddehydrogenasa 10 (178-HSD10, SDR5C1)

Lidskd 17R-HSD10 byla poprvé izolovana jako amyloid- vazajici protein, ktery je vysoce
exprimovan v centralni nervové soustavé (CNS) u pacientl s Alzheimerovou chorobou.
Plivodné se predpokladalo, Ze se tento enzym vyskytuje v membrané ER, pozdéjsi studie
vsak potvrdily lokalizaci v mitochondriich. Lidska 178-HSD10 (pozdéji identifikovana jako
3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa typu 2) je oxidacni NAD*-dependentni enzym
s Sirokou substratovou specifitou, podilejici se na inaktivaci hormont a katabolismu
rozvétvenych i nerozvétvenych hydroxyacyl-CoA s kratkym rfetézcem. Do metabolismu

steroidnich hormonu zasahuje oxidaci estradiolu na méné ucinny estron a oxidaci

21



androstendiolu na ucinny dihydrotestosteron. Dalsi fyziologickou funkci 17R8-HSD10 je
degradace 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA, ktery se v téle akumuluje pti vrozené chybé

v metabolismu isoleucinu (Lukacik et al., 2006).

17R-hydroxysteroiddehydrogenasa 11 (178-HSD11, SDR16C2)

Lidska 17R-HSD11 je pravdépodobné transmembranovy enzym lokalizovany v ER, ktery
se tfadi do klastru 3. Enzym je exprimovan v jatrech, sitnici, plicich, srdci, placenté,
slinivce bfisni, tenkém stfevé, ve steroidogennich bunkach (Leydigovy buriky)

i v dalSich organech (Lukacik et al., 2006).

Exprese oxidacni 178-HSD11 v epitelu tenkého stfeva je velmi vyznamna. Predpoklada
se, Ze mUze plsobit na exogenni latky z potravy a chranit organismus pred toxiny pfijaté

potravou (Skarydovéa & Wsdl, 2011).

17R-hydroxysteroiddehydrogenasa 12 (178-HSD12, SDR12C1)

Lidska 178-HSD12, kterd se tadi do klastru 3, vykazuje nejvyssi sekvencni podobnost
s 17R-HSD3, ale co se tyce vlastnosti a tkanové distribuce, tak se podoba spise 17R-HSD7.
Je to mikrosomalni NADPH-dependentni enzym lokalizovany v membrdné ER, poprvé
identifikovan jako 3-ketoacyl-CoA reduktasa (KAR), ktery se podili na prodlouzeni
fetézce mastnych kyselin s dlouhym a velmi dlouhym fetézcem (Lukacik et al., 2006;
Skarydova & Wsél, 2011). Pozdéji bylo zjisténo, 7e se 17R-HSD12 podili na metabolismu

steroidd, protoze redukuje estron na estradiol (Skarydova & Wsél, 2011).
178-hydroxysteroiddehydrogenasa 13 (178-HSD13, SDR16C3)

17R-HSD3 je nejnovéji identifikovany mikrosomalni enzym této skupiny, ktery se fadi do
klastru 3. Je lokalizovany v membrané ER a neddvno byl pfipraven a popsan jako lidska
dehydrogenasa/reduktasa s kratkym retézcem ¢len 9 (SCDR9). Tento protein sdili 78%
sekvencni podobnost s 17R-HSD11, kterd ma vuci steroidim oxidacni aktivitu (Liu et al,
2007, Skarydova&Wsél, 2011). Vzhledem k nedostateénym poznatk@im neni znamo,
jestli ma 1768-HSD13 oxidaéni nebo redukéni aktivitu. Také nejsou dostateéné studie na
prokazani toho, zda se 178-HSD13 ucastni biotransformace xenobiotik, i kdyz vzhledem
k expresi, kterd je omezena pouze na jatra, by se tato aktivita mohla predpokladat

(Skarydova & Wsdl, 2011).
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2.3.4 Lidské 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy

Biologicka aktivita jakéhokoliv z glukokortikoid(i je spjata s pritomnosti hydroxylové
skupiny na uhliku C11 steroidniho skeletu. Redukce této hydroxylové skupiny
11R-hydroxysteroiddehydrogenasou 1 na oxo skupinu vede k inaktivaci (Obrazek 6).
Jako klicové faktory v signaliza¢ni draze glukokortikoidl byly popsany pravé tyto
aktivujici a inaktivujici tkanové specifické enzymy. Lidské 11R-HSD jsou enzymy
zodpovédné za konverzi glukokortikoidd, na bunécné drovni funguji jako tzv.
»molekularni spinace”, navic chrani mineralokortikoidni receptor proti kortisolu (ktery
vykazuje stejnou afinitu jak k mineralokortikoidnimu tak i ke glukokortikoidnimu

receptoru) a umozriuji vazbu aldosteronu (Skarydova & Wsél, 2011).
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Obrdzek 6 - Funkce 11f3-hydroxysteroiddehydrogenas v metabolismu glukokortikoidti, které
katalyzuji premény na uhliku ¢islo 11 (C11) steroidniho skeletu.
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11RB-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (118-HSD1, SDR26C1)

Lidskd 11R-HSD1 (klastr 3) je glykosylovany protein, lokalizovany v membrané
endoplasmatického retikula. Do membrany ER je zakotven pouze pomoci jedné
N-koncové domény, kterd preduréuje jeho lumindini orientaci a katalytickou aktivitu.
Nejvyssi exprese 11R-HSD1 byla detekovdna v klicovych metabolickych tkanich, tzn.
v jatrech a tukové tkani, ale vyznamné hladiny se vyskytuji také v mozku, plicich,
centralnim nervovém systému nebo v kosternim svalstvu. V neporusenych bunkach se
11R-HSD1 chova jako NADPH-dependentni reduktasa (reaktivuje kortison na aktivni
kortisol). Membrana ER ale neni prostupnd pro NAPDH. Po mnoha studiich byla
odhalena pfima fyzicka interakce mezi 118-HSD1 a hexosa-6-fosfatdehydrogenasou
(H6PD). H6PD je mikrosomalni enzym, ktery katalyzuje prvni dva kroky pentosového
cyklu a tim padem i tvorbu NADPH. Zajistuje 118-HSD1 ptfimou dodavku NADPH pro
efektivni redukci substratu. Na rozdil od 11B-HSD2 je 11R-HSD1 enzym, ktery se
vyznamné podili na biotransformaci xenobiotik. Jednd se doposud o jediny dobre
prozkoumany mikrosomadlni enzym redukujici karbonylovou skupinu, ktery je zahrnuty
do procesu detoxifikace mnoha xenobiotik a jinych toxickych sloucenin. 11R-HSD1
metabolizuje  napfiklad  metyrapon, 4-nitrobenzaldehyd, 4-nitroacetofenon,
prednisolon, triadimefon, benfluron, oracin. Navic hraje vyznamnou roli v detoxikaci
NNK. Bylo zjiSténo, Ze NNK zpUsobuje rakovinu plic u kreckli a nador slinivky bfisni
u krysy. Je pravdépodobné, Ze by NNK mohl zplsobovat tyto nddory i u lidi. Mutace
v genu pro 11R-HSD1 nebo v genu pro H6PD zpUlsobuje onemocnéni oznadované jako
kortison reduktasovy deficit (CRD). U Zen se toto onemocnéni projevuje syndromem
polycystickych ovarii, hirsutismem a neplodnosti, kterd je zplsobena velmi nizkou

hladinou kortisolu (Skarydova & Wsél, 2011).
11RB-hydroxysteroiddehydrogenasa 2 (118-HSD2, SDR9C3)

11R-HSD2 je NAD*-dependentni dehydrogenasa, kterad se u ¢lovéka podili na pfeméné
aktivniho kortisolu na neaktivni kortison. Tato reakce chrani mineralokortikoidni
receptor pred navazanim kortisolu pfi jeho vyssi koncentraci a umoznuje navazani
aldosteronu. 11R-HSD2 je mikrosomalni enzym zakotveny v membrané ER pomoci tfi
N-koncovych domén a jeho katalytickd doména sméfuje do cytosolu. Nejvyssi exprese

byla zaznamendana v cilovych tkanich pro aldosteron, tzn. v ledvinach a v tracniku.
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Vyskytuje se ale také v placenté nebo ve vaskularnich epitelovych burikdch. Mutace
v genu 11R-HSD2 je spojend s nemoci, kterd se nazyva syndrom zdanlivého nadbytku

mineralokortikoidd a projevuje se téZkou hypertenzi v détstvi (Skarydova & Wsdl, 2011).

2.3.5 Lidské dehydrogenasyreduktasy (DHRS)

Lidské DHRS tvofi velmi heterogenni skupinu 17ti enzym(, které se lisSi napfriklad
bunécnou lokalizaci a oxidoredukéni aktivitou (Tabulka 2). U nékterych zastupcu,
napr.: DHRS3, DHRS7, DHRS10 se jiz podafilo ziskat informace o membranové topologii
a biologické aktivité. Presto vSak zUstava znacna cast téchto proteinl velmi malo

charakterizovdna a jejich role v lidském organismu je tedy zatim nejasna.

Tabulka 2 — Souhrn viech DHRS enzymii (Stambergovd, 2013).

DHRS1 SDR19C1 - - membrana
DHRS2 SDR25C1 HEP27 redukce = cytosol, jadro
DHRS3 SDR16C1 retSDR1, RDH17 redukce membrana
DHRS4 SDR25C2 - redukce peroxisomy
DHRS4L1 SDR25C3 - - -
DHRS4L2 SDR25C4 - - -
DHRS6 SDR15C1 BDH oxidace cytosol
DHRS7 SDR34C1 retSDR4 - membrana
DHRS7B SDR32C1 - - -
DHRS7C SDR32C2 - - -
DHRS8 SDR16C2 retSDR2, PAN 1B oxidace mikrosomy
DHRS9 SDR9C4 RDHL, retSDR8 oxidace mikrosomy
DHRS10 SDR47C1 retSDR3, 17R8-HSD14  oxidace mikrosomy
DHRS11 SDR24C1 - - -
DHRS12 SDR40C1 - - membrana
DHRS13 SDR7C5 - - -
DHRSX SDR46C1 - - membrana
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Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 2 (DHRS2, SDR25C1)

Lidskda DHRS2 je NADPH-dependentni reduktasa, kterd se podili na metabolismu
nékterych dikarboxylovych sloucenin, jako jsou hexan-3,4-dion, 2,3-heptadion nebo
1-fenyl-1,2-propandion. Tento enzym byl lokalizovan v jadfe, cytoplasmé
a v mitochondriich. Vzhledem k vyskytu vysSich koncentraci DHRS2 u rakovinovych
bunék se vyuZiva jako prognosticky marker u rakoviny prostaty, mocového méchyre
a prsu. Hraje také dlleZitou roli v bunééném cyklu a v procesu apoptdzy (Gabrielli

& Tofanelli, 2012).
Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 3 (DHRS3, SDR16C1)

Lidskd DHRS3 je mikrosomadlni NADPH-dependentni reduktasa. Jedna se o integralni
protein s orientaci C-konce polypeptidového fetézce do cytosolu. Poprvé byla DHRS3
detekovana v kuzelovitych fotoreceptorech vnéjsiho segmentu sitnice. V téchto Cipcich
katalyzuje redukci all-trans-retinalu, coZ je opacnd reakce tvorby retinové kyseliny.
V minulych letech byla exprese lidské DHRS3 potvrzena také v jatrech, ledvindach, Stitné
Zlaze, varlatech a nizsi hladiny také v tenkém stfevé. Pti neddvné studii byla potvrzena
redukéni aktivita DHRS3 vUci 4-androsten-3,17-dionu, estronu, glyceraldehydu, NNK

a acetohexamidu (Lundova et al., 2014).
Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 4 (DHRS4, SDR25C2)

DHRS4 je peroxisomalni NADPH-dependentni reduktasa, ktera se podili na metabolismu
rozsahlé skupiny heterogennich substratll, jako jsou dikarboxylové slouceniny,
aldehydy, aromatické ketony a 3-ketosteroidy. Pfi zkoumani katalytické aktivity lidské
DHRS4 u 3-ketosteroidl a all-trans-retinalu byla zjisténa wvy3$sSi aktivita vaci
3-ketosteroidiim. Naopak u praseciho orthologa byla vyssi aktivita zaznamendana pro

all-trans-retinal (Gabrielli & Tofanelli, 2012).
Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 7 (DHRS7, SDR34C1)

Lidska DHRS7 je integralni membranovy protein orientovany do lumen ER, ktery patfi do
klastru 3 a vykazuje blizkou fylogenetickou podobnost s 118HSD1 (reduktasa). DHRS7 je
NADPH-dependentni reduktasa, kterd zasahuje do metabolismu mnoha rozlicnych
substratd, jako jsou all-trans-retinal, 4-androsten-3,17-dion nebo kortison. Vykazuje

dvoji substratovou specifitu, coz znamena, Ze jako substraty rozpozndva nejen steroidy,
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aleiretinoidy. Ve vétsi mire byla exprese tohoto enzymu zaznamenana v prostate, stitné
zZlaze, ledvindch a v zadnim segmentu oka. Zvysena exprese byla detekova i pfi nékterych
patofyziologickych stavech. Tyto vyssi hladiny byly zaznamenany ve svalech pacient(
s onemocnénim diabetes mellitus typu 2. Naopak snizend hladina byla pozorovana
u krys s indukovanou dyslipidemii. RGzné pozménéna exprese DHRS7 se pak vyskytuje

napfiiklad u rakoviny prostaty a plic. (Stambergova et al., 2016).
Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 10 (DHRS10, SDR47C1, 17R8-HSD14)

Lidskd DHRS10 znama také jako 17R-HSD14 je cytosolicky enzym. Podobné jako ostatni
17B-hydroxysteroiddehydrogenasy = moduluje  biologickou U¢innost estrogent
a androgenl pomoci konverze (oxidace/redukce) na uhliku C17 steroidniho skeletu.
Katalyzuje NAD*-dependentni oxidaci estradiolu na estron a 3a-androstendiolu na
dehydroepiandrosteron (DHEA). DHRS10 je nejvice exprimovana v mozku, jatrech
a vplacenté. Predpovidana uloha DHRS10 v lidském organismu je tedy inaktivace

steroid(l v centralni nervové soustavé a v placenté (Lukacik et al., 2007).
Lidska dehydrogenasa/reduktasa rodiny SDR ¢len 1 (DHRS1, SDR19C1)

Lidskd DHRS1 byla objevena béhem sekvenéni analyzy cDNA mozku lidského plodu.
cDNA lidské DHRS1 je tvorena 1411 pary bazi a kdduje polypeptidovy retézec, ktery je
tvoren 314 aminokyselinami. Gen pro lidskou DHRS1 byl lokalizovan na chromosomu
14qg21.3. Pomoci metody hybridizace RNA byly objeveny 2 transkrip¢ni formy DHRS1.
Delsi forma je tvofena 1,4 kb a je nejvice exprimovana v jatrech, méné pak v srdecni
tkani, ledvinach, slinivce bfisni a placenté. Kratkd forma obsahuje 0,9 kb a nejvyssi
hladiny exprese byly zaznamenany v srdecni tkani, méné je exprimovana v jatrech,
kosternim svalstvu, ledvinach a slinivce brisni. Sekvence aminokyselin DHRS1 proteinu
vykazuje 76% podobnost s predpokladanym mysim orthologem a obsahuje typickou SDR
doménu. Nizkd sekvenéni podobnost s lidskou DHRS1 byla prokdzana u nékterych
proteind, napfiklad: 17R-HSD (21%), glukosadehydrogenasa ze spor Bacillus megaterium
(17%), alkoholdehydrogenasa z Drosophila melangoster (14%), lidska 11R-HSD1 (15%)
a mysi retinoldehydrogenasa/reduktasa 1 (16%) (Wu et al., 2001).
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Z hlediska patofyziologickych procest je lidska DHRS1 pravdépodobné zapojena do
karcinogeneze nador(, které wvznikaji na zakladé mutace vgenu pro
isocitratdehydrogenasu 1 (IDH1). Bylo dokdzano, Ze pfi mutaci genu pro IDH1 dochazi ke

snizené expresi DHRS1 v bunikach melanomu (Shibata et al., 2011).

P¥i zkoumani vlivu rdznych genetickych faktor( na utvareni geometrie kréku stehenni
kosti a tim i pevnosti celé kosti se ukdzalo, Ze jeden z faktor( byl ovliviiovan degradacni
cestou 1- a 2-methylnaftalenu. Tato degradacni cesta je tvorfena 25 geny, mezi které

patfi i DHRS1 (Chen et al., 2010).
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3. CILPRACE

Experimentdlni prace byla zaméfena na ptipravu rekombinantni formy lidské DHRS1
z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym tetézcem (SDR) v eukaryotickém
expresnim systému Sf9 a stanoveni jejich zakladnich biochemickych vlastnosti
(membranové topologie a testovani katalytické aktivity vici vybranym sloucenindm

s karbonylovou skupinou).
Cile prace lze rozdélit:
1. Pfiprava rekombinantni formy lidské DHRS1

e Princip klonovani nezavislého na ligase a metoda bakulovirového expresniho

vektorového systému (BEVS)
2. Priprava mikrosomalni frakce Sf9 s overexprimovanou DHRS1
3. Urceni topologie lidské DHRS1
e Metody alkalické extrakce, extrakce detergentem a inkubace s proteinasou K

4. Stanoveni enzymové aktivity lidské rekombinantni DHRS1 u vybranych substratt

(xenobiotickych i eobiotickych) s karbonylovou funkéni skupinou

e Metoda spektrofotometrického screeningu ligand( pfi vinové délce 340nm
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pomiicky

4.1.1 Pristrojové vybaveni
Centrifuga Heraeus BiofugeStratos (Thermo Electro Corporation, USA)
Centrifuga Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi (Thermo Electron Corporation, USA)
Gel Doc XR (Bio-Rad, USA)
Hlubokochladici box New Brunswick ™ Innova® Freezer (Eppendorf, Némecko)
Homogenizator dle Pottera a Elvehjema (B. Braun Biotech, USA)
Lamindrni box Faster Two 30 (Faster, Itdlie)
Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)
Mini-Protean elektroforéza (Bio-Rad, USA)
MJ Mini Thermo Cycler (Bio-Rad, USA)
NanoDrop 1000 spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific, USA)
Spektrofotometr Tecan Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)
Thermomix komfort (Eppendorf, Némecko)
Trans Blott Turbo (Bio-Rad, USA)
Tiepacka s inkubaci Ecotron (Infors HT, Svycarsko)
Trepacka s inkubaci NB 205 (n-Biotek, Korea)

Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Némecko)
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4.1.2 Chemikalie
3-glyceraldehyd (BDH laboratories)
4-benzoylpyridin (Alfa Aesar, Némecko)
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid hydrochlorid, AEBSF (Sigma-Aldrich, Némecko)
BSA (100x) (New England, Biolabs)
BluoGal (Sigma-Aldrich, Némecko)
dNTP (Promega, USA)
Ethanol 96% (Penta, Ceska republika)
Glukosa monohydrat (Penta, Ceska republika)
Glycerol 85% (RNDr. Jan Kulich, Cesk4 republika)
Isopropanol (Sigma-Aldrich, Némecko)
Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid (IPGT)
Médium Insect-X-PRESS protein free s L-glutaminem (Lonza, Svycarsko)
Methanol (Penta, Ceska republika)
NNK (Toronto Research Chemicals, Kanada)
Protease inhibitor cocktail PIC (1:1000) (Calbiochem, Merck, USA)

Antibiotika
e Ampicilin, gentamicin, kanamycin, tetracyklin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Substraty s karbonylovou skupinou

e 1,2-naftochinon, 4-nitrobenzaldehyd, 4-nitroacetofenon, 4-androsten-3,17-
dion, 9,10-fenantrenchinon, acetohexamid, p-benzochinon, benzil,
dihydrotestosteron, estron, hexan-3,4-dion, kys. fenofibrinova,
kys. flufenamov3, isatin, ketotifen, kortizon, menadion, metyrapon, prednison,
progesteron (Sigma-Aldrich, Némecko), Prostaglandin E1 (Santa-Cruz

Biotechnology, USA), Prostaglandin E2 (Santa-Cruz Biotechnology, USA)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Roztoky:

Alkalicky roztok: 0,1M NayCOs3 pH 11,5, 25mM CH3COOK

Roztok s detergentem: 1% Triton X-100 v 0,1M Na-fosfatovém pufru pH 7,4
Roztok na fedéni PK: 20mM Tris, 1ImM CaCl,, 50% glycerol

Roztok PMSF: 50mM PMSF, isopropanol (IPA) 8,7 mg/ml

4.1.3 Enzymy
BfuAl restrikéni enzym (New England Biolabs, USA)
Dpnl (New England Biolabs, USA)
Platinum Pfx DNA polymerasa (Invitrogen, USA)

T4 DNA polymerdza (Fermentas, Litva)

4.1.4 Bunky a plasmidy
cDNA DHRS1 ve vektoru pCMV-SPORT6 (SGC, Velka Britanie)
pFB-CT10HF-LIC (SGC, Velka Britanie)
E. coli - HB101 kompetentni burky (Invitrogen, USA)
E. coli - DH10Bac buriky (Invitrogen, USA)

59 hmyzi bunécna linie (Invitrogen, USA)

4.1.5 Kity
Nucleo Spin Gel and PCR clean up (Macherey-Nagel, Némecko)
Nucleo Spin Plasmid (Macherey-Nagel, Némecko)
Nucleospin Kit (Macherey-Nagel, Némecko)
Nanofectin Kit (PAA, Rakousko)

BCA Kit (Sigma-Aldrich, USA)
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4.1.6 Protilatky

F7425 Kralici polyklondini protilatka proti FLAG-tagu (Sigma-Aldrich, Némecko)
P0217 Praseci polyklonalni protilatka proti krali¢im protilatkdam (Dako, Dansko)
P0260 Kralici polyklondini protildtka proti mySim protilatkdm (Dako, Dansko)

Ab70036 Specifickd mysi polyklondlni protilatka proti DHRS1 (Abcam, Velkd

Britanie)

4.1.7 Pufry a ristova média
LB médium
e 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 10mM NacCl
LB médium s agarem

e 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 10mM NaCl, 2% garu,

SOB médium

e 2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 8,56mM NaCl, 2,5mM
KCl, 2M MgCl,

SOC médium
e SOB médium, 20mM glukosa
TBE pufr
e  90mM Tris, 90mM kyselina boritd, 2mM EDTA
TE pufr
e 10mM Tris-HCl, ImM EDTA pH 8,0
0,8% agarodzovy gel
e 0,32g agaroézy, 40ml TBE pufr
1% agarosovy gel

e 0,4g agardzy, 40ml TBE pufr
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PUda pro namnozeni DH10Bac bunék

e LB médium, 2% agar, TET 10 mg/ml (fedéni 1:1000), KAN 50 mg/ml
(1:1000), GEN 15 mg/ml (1:1000), IPTG, BluoGal

Lyzacni pufr

e 0,1M draselno-fosfatovy pufr pH 7,5; 250mM sachardza; 50mM KCl;
1,1mM EDTA; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF; 0,5mM AEBSF; 1:1000 koktejl

inhibitor( proteas
Uchovavaci pufr:

¢ 0,1M draselno-fosfatovy pufr pH 7,5; 50mM KCl; 1,1M EDTA pH 8,0;
0,5mM PMSF; 0,5mM AEBSF; 20% glycerol

Vzorkovy pufr (5x)

e 250mM Tris-HCl pH 6,8; 0,5M Tris-HCI pH6,8; 30% glycerol; 10% SDS;

0,02% bromfenolova modf; 5% 2-merkaptoethanol

Elektrodovy pufr (5x)

e 250mM Tris-HCl pH 8,3; 200mM glycin; 0,1% SDS
Blotovaci pufr

e 25mM Tris; 192mM glycin; 20% methanol
TBS pufr (10x)

e 24g Tris; 88g NaCl; dd H,0 (do 1000 ml); pH 7,6
1x TBS-T pufr

e 100 ml 10x zasobni TBS pufr; dd H,0 (do 1000 ml), 1 ml Tween 20
Blokovaci pufr

e 5g blokovaciho mléka; 100 ml TBS-T

4.1.8 Molekulové markery
O’GeneRuler DNA ladder Mix (New England Biolabs, USA)

Precision Plus all blue standards 161-3073 (Bio-Rad, USA)
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4.2 Priprava rekombinantni formy lidské DHRS1

4.2.1 Amplifikace pFB-CT10HF-LIC vektoru

Jako amplifika¢ni transferovy vektor byl pouzit plasmid pFB-CT10HF-LIC, ktery nese gen
pro rezistenci na ampicilin. Prazdny plasmid pFB-CT10HF-LIC byl transformovan do
bakterii E. coli HB101. Ke 100 ul kompetentnich bunék HB101 byly pfidany 2 pl
prazdného plasmidu pFB-CT10HF-LIC. Nasledovala 30 min inkubace na ledu. Poté byla
provedena transformace chemicky kompetentnich bunék E. coli HB101
metodou ,heat-shock” . Ndsledovala 5min inkubace na ledu, po které bylo pfidano 400
pul LB media sobsahem ampicilinu (AMP, 1:1000, o koncentraci 50 mg/ml)
vytemperovaného na 37°C a probéhla inkubace na tfepacce po dobu 60 min pfi 37°C,
110 rpm. Po inkubaci byl cely obsah prenesen do kultivaéni Erlenmayerovy bariky, ktera
obsahovala 20 ml LB media (37°C) a ampicilin (1:1000). Tato smés se inkubovala pres
noc pfi 37°C a 180 rpm. Druhy den byla kultura prenesena do centrifugacni zkumavky

a stoc¢ena 15 min pfi 4°C a 6000x g.

Purifikace plasmidu byla provedena pomoci komeréniho kitu (Nucleo Spin Plasmid Kit,
Macherey-Nagel), dle protokolu vyrobce. Vyslednd peleta byla rozpusténa v 50 ul AE

pufru.

Vysledek purifikace byl ovéren gelovou elektroforézou (0,8% agarosa v TBE pufru)

a koncentrace DNA byla spektrofotometricky zmérena (NanoDrop 1000).

4.2.2 Linearizace vektoru pFB-CT10HF-LIC

Pro linearizaci plasmidu byla pouZita restrikéni endonukleasa BfuAl. Reakéni podminky
linearizace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 3). Linearizace probihala 3 hod pfti 50°C,

inaktivace enzymu pomoci tepla byla provedena pfi 65°C, 20 min.
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Tabulka 3 - Reakéni podminky pro linearizaci vektoru pFB-CT10HF-LIC.

10x NEBuffer 3 10

100x BSA 1

BfuAl 3
p-FB-CT10HF-LIC 6,4
dd H.0 79,6

4.2.3 Amplifikace DHRS1 insertu

Cilovy insert DHRS1 vloZeny do plasmidu pCMV-SPORT6 nesoucim gen pro rezistenci na
ampicilin byl transformovan do chemicky kompetentnich bunék E. coli HB101.
Transformace probéhla opét metodou tepelného Soku a ndslednd preinkubace v LB
médiu trvala 60 min, 37°C, 110 rpm. Pro vytvoreni selekéniho tlaku byla kultura nasledné
pfenesena do LB média s AMP (1:1000). Po nocni inkubaci (37°C, 180 rpm) byl plasmid
purifikovan pomoci komeréné dostupného kitu (Nucleo Spin Plasmid Kit, Macherey-

Nagel), dle protokolu vyrobce.

Pro amplifikaci pozadované sekvence DNA DHRS1 byla pouZita metoda polymerasové
fetézové reakce (,touch-down” PCR). Jako primery byly vyuzity specifické primery pro
DHRS1 (sekvence viz Tabuka 4). Prlbéh ,touch-down” PCR reakce s vyuzitim Q5 DNA
polymerasy je popsan v tabulce (Tabulka 5). Reakéni podminky amplifikace DHRS1

insertu jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 4 - Sekvence specifickych primeri pro DHRS1.

Fwd primer TTAAGAAGGAGATATACTATGGCAGCTCCCATG
Rev primer GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGAACTTGCTAGTGTA
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Tabulka 5 - Pribéh ,,touch-down” PCR s vyuZitim Q5 polymerasy.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Uvodni denaturace 98 30 1
Denaturace 98 8
Annealing 68 30 5
Elongace 72 30
Denaturace 98 10
Annealing 60 30 5
Elongace 72 30
Denaturace 98 10
Annealing 55 30 5
Elongace 72 30
Denaturace 98 30
Annealing 50 30 25
Elongace 72 30
Konecénd elongace 72 120 1

Tabulka 6 - Reakéni podminky pro amplifikaci DHRS1 insertu.

Objem v jedné reakci

Slozeni reakéni smési

()

5x Q5 reakéni pufr NEB 5,00

10mM dNTP 0,50

5x Q5 High GC Enhancer 5,00
Q5 Hot Start HF DNA

polymerasa 0.25

Forward primer (Fwd) 1,00

Reverse primer (Rev) 0,31

Templat DNA 5,00

dd H.0 7,25

Vysledky amplifikace byly ovéreny gelovou elektroforézou (0,8% agarosa v TBE pufru).
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PCR produkty byly nasledné oSetfeny Dpnl restrikéni endonukleasou, ktera Stépi vstupni
plasmid nesouci gen pro rezistenci na ampicilin. Bylo pouZito 19 ul NEB2 pufru
a 1 ul Dpnl, ke kazdému PCR produktu byl nasledné pouzit 1 pul této smési a probéhla
inkubace 1 hod pfi 37°C, poté inaktivace 20 min pfi 80°C. Po oSetfeni pomoci Dpnl
zUstanou v PCR smési pouze poZadované fragmenty DNA a eliminuje se falesna pozitivita

vzorkU.

4.2.4 Klonovani nezavislé na ligase (LIC)

Klonovani nezdvislé na ligase (Ligation Independent Cloning, LIC) pfedstavuje metodu,
ktera nevyZaduje pouziti restrikénich enzyma ani DNA ligasy. Pro vytvoreni kohezivnich
konc( jak u vektoru, tak i klonovaného DNA fragmentu je vyuZita (3‘->5°) exonukleasova
aktivita T4 DNA polymerasy v pfitomnosti pouze 1 nukleotidu (v tomto pfipadé GTP
nebo CTP). Tyto tzv. ,lepivé” konce nejsou komplementarni, ¢imZz se redukuje
cirkularizace molekul vektoru. Reakéni podminky oSetfeni vektoru a insertu T4 DNA

polymerasou jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 7 a Tabulka 8).

Pro vytvoreni tzv. kohezivnich koncl byly vektor a insert rychle sto¢eny a inkubovany

30min pfi 22°C, inaktivace probihala 20min pfi 75°C v Minicycleru.

Tabulka 7 - Reakéni podminky pro oSetfeni vektoru pFB-CT10HF-LIC T4 DNA polymerasou.

DNA insert 10,0

10x NEBuffer 2 2,0
10x BSA 2,0
25mM dCTP 2,0
100mM DTT 1,0

T4 DNA polymeraza 1,0
dd H;0 1,8
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Tabulka 8 - Reakéni podminky pro oSetieni insertu DHRS1 T4 DNA polymerasou.

DNA insert (DHRS1-PCR2) 5,0
10x NEBuffer2 1,0

10x BSA 1,0

25mM dGTP 1,0
100mM DTT 0,5

T4 DNA polymerasa 0,5
Dd H,0 1,9

Pro ligaci byly oSetfené inserty (2 ul) a linearizovany vektor pFB-CT10HF-LIC (1 ul)
smichdny a inkubovdny 15 min pfi 22°C. Ndasledné probéhla transformace do 5 pl
kompetentnich HB101 bunék metodou ,heat-shock”. Preinkubace probihala 60 min
v SOC médiu pfi 37°C a poté byly kultury (50 ul, 100 ul) nao¢kovany na Petriho misky,
které obsahovaly 25 ml LB média s 2% agarem, AMP (1:1000) a 5% sacharosu. Po no¢ni
inkubaci pti 37°C byly kolonie, které vyrostly v selekénim prostfedi preockovany do
tekutého Zivného média (LB médium s AMP a 5% sacharosou) a inkubovany 16 hod pfi

37°C, 220 rpm. Nasledovala purifikace rekombinantniho plasmidu.

4.2.5 Ovéreni ligacniho kroku pomoci specifickych primert

Pfitomnost cilové sekvence DHRS1 v klonovacim vektoru byla ovérena vyuZitim
specifickych primer( (Tabulka 9) a ,touch-down” PCR (prlibéh reakce viz Tabulka 5).
Reakéni podminky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 10). Poté probéhla vizualizace na
1,0% agarosovém gelu. Z kazdé zkumavky nocni kultury bylo odebrano 20 ul a sto¢eno
10 min pfi 1000 rpm. Po odstranéni supernatantu (LB medium) byla peleta

resuspendovana v 50 pl TE pufru, pH 8,0 a rozbita pomoci varu 3 min pri 95°C.

Tabulka 9 - Sekvencni primery pro ovéreni cilovych fragmenti DNA.

Fwd primer TTAAATGATAACCATCTCG
Rev primer GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAA
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Tabulka 10 - SloZeni reakcni smési pro ovéreni cilovych fragmenti DNA pomoci PCR.

5x Q5 reakéni pufr 5,00

10mM dNTP 0,50

5x Q5 High GC enhanacer 5,00

Q5 Hot Start HF DNA polymerasa 0,25
10uM Fwd primer 1,00

10uM Rev primer 1,00

DNA templat 3,00

dd H20 9,25

4.2.6 Priprava rekombinantnich bakmidu

Bakulovirovy expresni systém (BEVS), ktery pfedstavuje velmi rychlou a u¢innou metodu

pro tvorbu rekombinantnich bakulovir(.

Pro pfipravu rekombinantnich bakmidl s DHRS1 byly vyuZity bunky E. coli, kmen
DH10Bac. Na transformaci a ndslednou transpozici za vzniku rekombinantniho bakmidu
bylo pouzito 100 pl kompetentnich DH10Bac bunék, ke kterym byl pfidan 1 ul
purifikovaného plasmidu pFB-CT10HF-LIC se sekvenci pro DHRS1, ndsledovala inkubace
30 min na ledu a transformace pomoci metody , heat-shock”. Po pfidani 400 ul SOC
média trvala inkubace 4 h pfi 37°C, 220 rpm. Alikvoty o objemu 50 pl byly naneseny na
Petriho misky s rlstovym médiem (LB médium, 2% agar, 10 ug/ml tetracyklinu, 50 pg/mi
kanamycinu, 7 pg/ml gentamicinu, 40 pug/ml IPTG, 100 pug/ml BluoGal) a probéhla
inkubace 48 hod, 37°C. Pro potvrzeni selekéniho rlstu tzv. modro-bilé selekce byly bilé
kolonie preockovany na Petriho misky s ¢erstvym rlstovym médiem (LB médium, 2%
agar, 10 pg/ml tetracyklinu, 50 pg/ml kanamycinu, 7 pg/ml gentamicinu, 40 pg/ml IPTG,
100 pg/ml BluoGal) a inkubace 48 hod, 37°C byla provedena znovu. Pro namnoZeni
DH10Bac bunék bylo ptipraveno tekuté Zzivné médium (LB médium, kanamycin,
gentamicin, tetracyklin), kde se pozitivni (bilé) kolonie inkubovaly 12 hod, 37°C, 275 rpm.
Pro purifikaci bakmidU byly pouzity roztoky z komercéné dostupného kitu (Nucleo Spin
Plasmid Kit, Macherey-Nagel). Odebrany objem (2 ml) z no¢ni kultury byl sto¢en 1 min,
13400 rpm, supernatant byl odstranén a vznikld peleta byla resuspendovana pomoci

300 pl resuspendaéniho pufru s RNasou A. Po pfidani 300 pl lyza¢niho a neutralizaéniho
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pufru probéhla inkubace 10 min na ledu a centrifugace 10 min pfi 13400 rpm.
K supernatantu byl vpoméru 1:1 pfiddn isopropanol, smés se jemné promichala,
inkubovala 10 min na ledu a centrifugovala 15 min, 13400 rpm. Po odstranéni
supernatantu byla vznikla peleta 2x omyta pomoci 70% ethanolu, sto¢ena 5 min, 13400
rom a volné vysuSena na vzduchu. Vysusend peleta byla rozpusténa ve 40 ul TE pufru,
pH 8,0. Pro stanoveni koncentrace bakmid( bylo pouZito spektrofotometrické méreni

(NanoDrop 1000) a vysledek byl ovéren pomoci agarosové elektroforézy.

4.2.7 Priprava rekombinantniho bakuloviru

K transfekci byla pouzita adherentni hmyzi bunééna linie Sf9 odvozena z ovaridlni tkané
Spodoptera frugiperda, ktera byla kultivovdna v hmyzim ristovém médiu Insect-X-PRESS

(Lonza).

Pro pfipravu rekombinantniho bakuloviru byl pouZit Nanofectin Kit (PAA) a postupovalo
se podle doporuceni vyrobce. K transfekci byl pouzit 1 ug DNA v 50 ul Diluentu a 3,2 pl
Nanofectinu v 50 ul Diluentu. Po kratkém stoceni bylo pfidano 50 ul roztoku Nanofectinu
k 50 ul roztoku DNA, smés byla inkubovédna 30 min pfi laboratorni teploté. 100 pl této
smési bylo pfeneseno do jamky (24-jamkovd desti¢ka) k 500 pl Sf9 bunék (2x10°
bunék/ml; 1x10° bunék/jamka; inkubace 2 hod, 27°C p¥i zvy$ené vlhkosti), nasledovala
staticka inkubace 52 hod, 27°C. Pro izolaci PO virdIniho roztoku byl v lamindrnim boxu
odebran objem 400 pl k centrifugaci (5 min, 13400 rpm, Eppendorf MiniSpin). Odebrany
supernatant, ktery obsahoval rekombinantni virus PO, byl prefiltrovan pres 0,22 um filtr,

uchovavan pfi teploté 4°C a chranén pred svétlem.

4.2.8 Exprese rekombinantni formy lidské DHRS1 a pfiprava P1 a P2
viralnich roztokd v hmyzich $f9 bunkach

K expresi rekombinantniho lidského proteinu DHRS1 a pfipravu rekombinantnich vir(i

(P1 a P2) byla pouzita suspenzni hmyzi bunécnd linie Sf9. Podminkou uUspésného

infikovani Sf9 bunék rekombinantnim virem bylo dosazeni minimalné 95% bunécné

viability (pomér zZivych Sf9 bunék vicdi jejich celkovému poctu). Viabilita Sf9 bunék byla

ovérena obarvenim bunék 0,4% trypanovou modfi a jejich spocitanim v Neubauerové

komrce. Mikroskopicky byla hodnocena také morfologie Sf9 bunék. K infikovani bylo
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pouzito 15 pl P2 (viz 4.2.8.1) viru/ml Sf9 bunék o koncentraci 2x10® bunék/ml a inkubace
probihala 70 hodin, 27°C, 120 rpm.

4.2.8.1 Priprava rekombinantnich viri

Pro ptipravu P1 virdIniho roztoku bylo pouzito 100 ul PO, kterym byly infikovany 3 ml Sf9
bunék v 6-jamkové desti¢ce o koncentraci 2x10° bunék/jamka. Inkubace probihala pfi
27°C, staticky, 65 hod. Po inkubaci byla bunécna kultura infikovand rekombinantnim
virem s DHRS1 za sterilnich podminek pfenesena do centrifugacnich zkumavek a stocena
10 min, 3000x g, 4°C (Heraeus). Zaroven byl z bunééné kultury odebrdn kontrolni vzorek
pro zjiSténi viability bunék. Po stoceni byl odebran supernatant obsahuijici vir, ktery byl
prefiltrovan (0,22 um) a skladovan ve tmé pfi 4°C (P1 viralni roztok). Pfi pfipravé P2
virdlniho roztoku byl pouzit 1,5 ml virdlniho roztoku P1 na 100 ml Sf9 bunék

o koncentraci 2x10° bunék/ml a inkubace probihala 70 hodin, 27°C, 120 rpm.

4.3 Priprava mikrosomalni frakce z Sf9 bunék

4.3.1 Priprava mikrosomalni frakce s rekombinantni DHRS1

Bunécéna kultura Sf9 infikovana rekombinantnim virem s DHRS1 byla sto¢ena 10 min,
3000x g, 4°C (Heraeus). Vznikld peleta byla resuspendovana v % objemu puvodni
bunécné kultury 0,1M draselno-fosfatového pufru pH 7,5 a nasledovala centrifugace 10
min, 3000x g, 4°C. Peleta byla lyzovana pomoci lyza¢niho pufru v 1/50 puvodniho
objemu bunécné kultury a ke smési byl pridan koktejl inhibitoru proteas (1:1000,
Calcibiochem), vse se inkubovalo 15 min na ledé. Suspenze byla homogenizovana
sonikaci (Bandelin Sonoplus HD2070) 27-30s, s 0,5 s pulzy, 70% vykonu. Lyzat byl
nasledné centrifugovan 20 min, 12 000x g, 4°C (Heraeus). Supernatant byl pfenesen do
centrifugacnich zkumavek (Sorvall) a centrifugovan 1 hod, 37 000 rpm, 4°C (Sorvall).
Peleta byla homogenizovana v 800-1200 ul uchovavaciho pufru. Homogenaty byly
pfipraveny pomoci sklenéného homogenizatoru s teflonovym diikem a vzniklé alikvoty

byly uchovany v hlubokochladicim boxu pfti -80°C.

42



4.3.2 Ovéreni rekombinantni DHRS1 v mikrosomalni frakci

Ke zjisténi, zda je v pfipravené mikrosomalni frakci pfitomna rekombinantni DHRS1 byla
vyuZita SDS-PAGE elektroforéza (viz 4.3.2.1), kdy byla pfipravena mikrosomalni frakce
s overexprimovanou DHRS1 (15 ul) nanesena na SDS-PAGE gel a nasledné byla pouzita
imunodetekéni metoda - Western Blotting (viz 4.3.2.2). Pro imunodetekci byly jako
primarni protilatky pouzity: primarni krdli¢i protilatka proti FLAG-tagu 1:50 000 (F7425,
Sigma-Aldrich) v 3% blokovacim mléce nebo primarni specificka protilatka proti DHRS1
1:1 000 (Ab70036, Abcam) v 3% blokovacim mléce. Sekundarni protilatky byly: praseci
polyklonalni protilatka proti krdli¢i 1:20 000 (P0217, Dako) v 3% blokovacim mléce
v pfipadé imunodetekce FLAG-tag nebo krali¢i polyklondlni protildtka proti mysi

1:20 000 v 3% BSA (P0260, Dako) v pfipadné imunodetekce DHRS1.

4.3.2.1 SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektroforéza je separacni metoda, pfi které se vzorky déli na zakladé velikosti
a mobility zlinearizovanych proteinl. K analyze byl pouZit 0,75 mm gel v provedeni

Tris-glycin SDS (sloZeni gelt viz Tabulka 11).

Tabulka 11 - SloZeni gelii pro SDS-PAGE elektroforézu.

1,5M Tris-HCI 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 ul
dd H,0 1,6 ml 953 ul
10% APS 50 ul 32 ul
TEMED 2,5 ul 1,6 pl

V poméru 1:4 byly vzorky mikrosomalni frakce smichany se vzorkovym pufrem (slozeni
viz 4.1.7), doplnény 0,1M K-fosfatovym pufrem pH 7,4 na potfebny objem
a denaturovany 4 min pfi 96°C. SloZeni elektrodového pufru je popsano v bodé 4.1.7. Po
naneseni vzorkd na gel probihalo zakoncentrovani 20 min/100 V v zaostfovacim gelu

a poté separace 75 min/150 V separacnim gelu.
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4.3.2.2 Western Blotting

Metoda Western Blottingu slouZi k prfeneseni proteinu z gelu na blotovaci membranu za
vyuZiti elektrického pole. Pro vytvoreni prostfedi pro elektrické pole byly gel, filtracni
papir i blotovaci membrdana ekvilibrovany 15 min v blotovacim pufru (sloZeni viz bod
4.1.7). Po 15 min byl sestaven blotovaci aparat. Uzavienim kazety je udrZovan tésny
kontakt mezi membranou a gelem. V blotovacim pfistroji pak negativné nabité proteiny
cestuji ke kladné nabité elektrodé, ale membrdana je zastavi a navaze. Pfenos probihal
20 min pfi konstantnim napéti 25 V. Pro kontrolu pfeneseni proteinli na membranu byl
pouzit barvici roztok 0,1% Ponceau S, ktery nespecificky interaguje se vSemi proteiny.
Poté byla membrana odbarvena 10% kyselinou octovou a opldchnuta v TBS-T pufru.
Blokovani membrdny bylo provedeno pomoci blokovaciho pufru s obsahem 5%
netuéného miléka (sloZzeni viz bod 4.1.7) na orbitaIni tfepaéce 90 min, 80 rpm pfi
laboratorni teploté. Proteiny z mléka se tak navazaly na mista, kam se dosud nenavazaly
proteiny béhem blotovani. Po pridani protilatky se diky tomu molekuly imunoglobulint
nemulzou nespecificky navazat na povrch membrany, ale vaZou se specificky na

preblotovany antigen.

Transfer buffer

Cathode (-]

Filter paper
Gel

Nitrocellulose membrane —D D

Filter e

Membrane
[with transferrad
proteins]

Anode [+]

*If proteins are hydrophaobic,
use PVYDF membrane instead.

Obrazek 7 - Priprava na blotovdni a jeho prubéh. V prvni fdzi dochdzi k ekvilibraci filtraéniho
papiru a blotovaci membrdny. Ndsledné jsou filtracni papir, gel a blotovaci membrdna
naskladdny ve vrstvdch a uzavieny v blotovaci kazeté. Blotovdni probihalo 20 min pfi
konstantnim napéti 25 V (Internet 2).

Pro imunodetekci byla pouzita primarni krdli¢i protilatka proti FLAG-tagu 1:50 000
(F7425, Sigma-Aldrich) v 3% blokovacim mléce nebo protilatka proti DHRS1 1:1 000
(Ab70036, Abcam) v 3% blokovacim mléce. Primarni protilatka se v obou pfipadech

inkubovala pres noc (16 hod) pfi teploté 8°C, 80 rpm. Poté byla membrana omyta 3x



kratce a 3x 10 min TBS-T pufrem. Nasledné byla pfidana sekundarni protilatka, v pfipadé
imunodetekce FLAG-tag byla pouZita praseci polyklondlni protilatka proti krali¢i 1:20 000
(P0217, Dako) v 3% blokovacim mléce nebo krali¢i polyklondini protilatka proti mysi
1:20 000 v 3% BSA (P0260, Dako) v ptipadé imunodetekce DHRS1. V obou ptipadech
inkubace probihala 90 min pfi laboratorni teploté. Poté byla membrdna opét omyta 3x
kratce a 3x 10 min TBS-T pufrem. K vizualizaci bylo pouZito detekcni ¢inidlo (Amersham
ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, GE HealthCare Life Sciences RPN 2232)
s lumiolem, které v pritomnosti protilatek konjugovanych s kfenovou peroxidasou
oxiduje a generuje chemiluminiscenci, jenZ se zaznamendva na fotograficky papir (¢as

expozice byl 3-10 min).

4.3.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Pro zjiSténi celkové koncentrace proteinu DHRS1 v mikrosomalni frakci byla vyuZita
metoda stanoveni proteinu pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA). Metoda byla
provddéna pomoci dostupného kitu (BCA Kit, Sigma-Aldrich, postup dle protokolu
vyrobce). Jako standard pro vytvoreni kalibracni fady byl pouzit bovinni sérovy albumin
(BSA) o koncentraci 200-2000 pg/ml. Podstatou metody je spektofotometrické méreni

koncentrace pfi vinové délce 592 nm na pfistroji Tecan Infinite M200.

4.4 Stanoveni topologie DHRS1

Pro urceni topologie byla vyuZita metoda alkalické extrakce, extrakce detergentem

a inkubace s proteinasou K.

4.4.1 Alkalicka extrakce a extrakce detergentem

Pomoci extrakce v alkalickém prostfedi 0,1M Na;COsz a 25mM CH3COOK a extrakce
v prostiedi detergentu 1,2% Triton X-100 lze zjistit, zda se jedna o integralni nebo

periferni membranové proteiny.

U alkalické extrakce bylo 20 pg Sf9 mikrosomu s overexprimovanou DHRS1 inkubovano
s 200 pl alkalického roztoku (viz bod 4.1.2). U extrakce detergentem byl alkalicky roztok
nahrazen roztokem s 1,2% detergentem (100 ul) (viz bod 4.1.2). U obou vzorku

nasledovala 30 min inkubace na ledu a centrifugace (Thermo Fisher) 60 min, 38 700 rpm,
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4°C. Vzniklé pelety byly resuspendovany v sodno-fosfatovém pufru (12,5 ul).
Po rozpusténi pelety bylo pfiddno 5 ul (5x koncentrovaného) vzorkového pufru pro
SDS-PAGE.

K supernatantliim byla pfiddna 72% ledova kyselina trichloroctova (TCA) v poméru 1:1
a precepitace probihala na ledu, 30 min. Nasledovala centrifugace 10 min, 12 000x g, po
které byly pelety 2x omyty ledovym acetonem, aby doslo k odstranéni zbytku TCA
a detergentu. Po rychlém stoceni byly pelety vysuseny a rozpustény ve vzorkovém pufru
(1:4) pro SDS-PAGE. Vysledné vzorky byly dale analyzovany pomoci metody SDS-PAGE
elektroforézy (4.3.2.1) a Western Blottingu (4.3.2.2). Pro imunodetekci byla pouzita
primarni krali¢i protilatka proti FLAG-tagu 1:50 000 (F7425, Sigma-Aldrich) a sekundarni
praseci polyklonalni protilatka proti krali¢i 1:20 000 (P0217, Dako).

4.4.2 Inkubace s proteinasou K

59 mikrosomy s overexprimovanou DHRS1 byly inkubovany s proteinasou K a to bud've
vodném prostredi, nebo v prostredi s detergentem. Vzorky mikrosoma Sf9 byly zfedény
na finalni koncentraci 1 mg/ml a 3 mg/ml v 0,1M draselno-fosfatovém pufru pH 7,5. Ke
vzork(lm pro inkubaci byla pfidana proteinasa K ve vodném prostiedi nebo s 1,2% Triton
X-100 (Tabulka 12). Ke kontrolnim vzorkim byla pfidana voda. Inkubace probihala 1 hod
pfi 37°C. Reakce byla ukoncena pfidanim roztoku PMSF (findlni koncentrace 5mM).
Vysledné vzorky byly dale analyzovany pomoci metody SDS-PAGE elektroforézy (4.3.2.1)
a Western Blottingu (4.3.2.2). Pro imunodetekci byla pouzita primarni krali¢i protilatka
proti FLAG-tagu 1:50 000 (F7425, Sigma-Aldrich) a sekunddarni praseci polyklonalni
protilatka proti krali¢i 1:20 000 (P0217, Dako).
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Tabulka 12 - SloZeni jednotlivych vzorkd pro inkubaci s protinasou K.

Vz. 1 (PK 1:10) 10 pl 1 mg/ mi 0,5 mg/ml - 1,2 ul
Vz. 2 (PK 1:10) 10 pul 1 mg/ mi 0,5 mg/ml 1,2 ul 10 % -
Vz. 3 (PK 1:10)

kontrola 10 pl 1 mg/ mi - - 3,2 ul
Vz. 1 (PK 1:30) 10 pl 3 mg/ml 0,5 mg/ml - 1,2 ul
Vz. 2 (PK 1:30) 10 pul 3 mg/ml 0,5 mg/ml 1,2 ul 10 % -
VZ.3(PK1:30) 413 mg/mi ) ) 324

kontrola

4.5 Stanoveni specifické enzymové aktivity DHRS1

Enzymova aktivita lidské DHRS1 byla testovdna pomoci spektofotometrického stanoveni
zaloZzeného na méreni poklesu absorbance NADPH pfi 340 nm. Ke screeningu byly
vybrany rlizné eobiotické (Tabulka 13) i xenobiotické slouceniny s karbonylovou funkéni
skupinou (Tabulka 14). Reakce byla startovdna pridavkem roztoku slouceniny po 5min
preinkubaci pfi 37°C mikrosomalni frakce s overexprimovanou DHRS1 s 200uM NADPH.
Finalni reakéni objem byl 100 pl. Finalni koncentrace substrat byla 50-250uM, finalni
koncentrace kofaktoru pak 200 uM. Jako kontrola byla pouzita netransfekovana

mikrosomalni frakce Sf9.
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Tabulka 13 - Vlybrané eobiotické ligandy pro testovdni katalytické aktivity DHRS1.

Koncentrace Finalni koncentrace

Substrat Rozpoustédlo zasobniho roztoku substratu v reakci
(mM) (rM)
4-androsten-3,17-dion EtOH o s
1 50
2,5 125
3-glyceradehyd H.O 1 50
Dihydrotestosteron MeOH 2,5 250, 125
Dihydroxyacetonfosfat H,O > 250
1 50
2,5 250, 125
Estron EtOH 1 50
. 2,5 125
Glukosa monohydrat H.O 1 50
. 2,5 250, 125
Kortisol EtOH 1 50
2,5 250, 125
Progesteron EtOH 1 50
. 2,5 125
Prostaglandin E1 H.O 1 50
. 2,5 125
Prostaglandin E2 H.O 1 50
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Tabulka 14 - Vybrané xenobiotické ligandy pro testovdni katalytické aktivity DHRS1.

Koncentrace Finalni koncentrace
Substrat Rozpoustédlo zasobniho substratu v reakci
roztoku (mM) (M)
. 5 250
1,2-naftochinon EtOH 1 50
- 5 250
4-benzoylpyridin H.O 1 50
4-nitroacetofenon MeOH 5 250
4-nitrobenzaldehyd DMSO 5 250
9,10-fenantrenchinon DMSO 5 250
Acetohexamid MeOH 5 250
Benzil, Difenylethandion EtOH 5 250
Kys. fenofibrinova MeOH 5 250
Kys. flufenamova MeOH 5 250
Hexan-3,4-dion MeOH 5 250
. 5 250
Isatin EtOH 1 50
. 5 250
Ketotifen MeOH 1 50
Menadion DMSO 5 250
Metyrapon MeOH 5 250
4-methylnitrosoamin-1- 5 250
H,0O
(3-pyridyl)-butan-1-on 1 50
p-benzochinon H,0 5 250
. 2,5 250, 125
Prednison MeOH 1 50
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5. VYSLEDKY

5.1 Linearizace plasmidu pFB-CT10HF-LIC a klonovani lidské
DHRS1

K pripravé DHRS1 klon(l byla pouZita technika klonovani , high-throughput” nezdvislé na
ligase (LIC) a metody ,touch-down” PCR reakce. Vyhodou metody klonovani nezavislého
na ligase je jeji univerzalnost a vysokda ucinnost bez poufZiti restrikénich enzyma.
Vzhledem k5‘>3‘ polymerasové aktivité T4 DNA polymerasy doslo k cirkularizaci
vloZzeného fragmentu a vektoru bez pouZiti DNA ligasy. Na obrazku je potvrzena
linearizace vektoru pomoci restrikéniho enzymu BfuAl za vzniku 2 fragmentd, jeden
o velikosti ~4791 bp a druhy ~1930 bp . Specifické primery pro DHRS1 obsahovaly
sekvence potiebné pro klonovani nezavislé na ligase. Amplifikované DHRS1 maji velikost

~980 bp (Obrazek 8).
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Obrazek 8 - Vysledky linearizace vektoru a amplifikace DHRS1 insertu. MM=0'Gene Ruler
ladder mix, 1-pFB-CT10HF-LIC, 2-nastépeny pFB-CT10HF-LIC, 3-amplifikovand DHRS1(1),
4-amplifikovand DHRS1(2), 5-amplifikovand DHRS1(3), 6-ptivodni plasmid s DHRS1.
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5.2 Potvrzeni ligacniho kroku DHRS1 insertu

Uspésnost ligace insertu do cilového vektoru pFB-CT10HF-LIC byla ovéFena pomoci
sekvenacnich primerl (viz 4.2.5) metodou PCR reakce. Vysledky PCR reakce jsou
zobrazeny na obrdazku (Obrazek 9). PfestoZe nedoslo k navdzani sekvenacnich primer(
(jamka 4), ligace byla potvrzena navazanim specifickych primer(i pro DHRS1 (jamka 6).
Amplifikovana DHRS1 s navazanymi specifickymi primery ma pfedpokladanou velikost

~980 bp.
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Obrdzek 9 - Vysledek ligacniho kroku. MM =0°GeneRuler DNA ladder mix (1kb), 1- prdzdny pFB-
CT10HF-LIC, 2- produkt ligace pFB-DHRS1 (neamplifikovany), pFB-DHRS1+sekvenacni primery,
4-produkt ligace pFB-DHRS1 (neamplifikovany), 5-prdzdny pFB-CT10-HF-LIC+DHRS1 primery,
6-pFB-DHRS1+DHRS1 primery.

5.3 Priprava bakmidi

Vyhodou hmyzich expresnich systému je vysokd exprese rekombinantnich gent, vétsina
proteinl se z infikovanych bunék ziskdvd pomérné snadno. Diky této metodé je
umoznéna také posttranslaéni modifikace proteinli a v neposledni radé bakuloviry
hmyziho expresniho systému nejsou lidské ani rostlinné patogeny a neprodukuji

endotoxiny.

Bakulovirovy pfenasecovy vektor (0MON14272) je pfitomen v chemicky kompetentnich

DH10Bac a obsahuje mini-F replikon, resistenci na kanamycin a sekvenci DNA kdédujici
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LacZa peptid. Pro pfipravu rekombinantniho bakmidu byl pouZzit plasmid pFB-CT10HF
svlozenym DHRS1 insertem (pFB-DHRS1). Rekombinantni bakmid byl wvytvoren
transpozici mezi mini-Tn7 elementem donorového plasmidu (pFB-CT10HF-LIC) a mini-
attTn7 sekvenci bakmidu. PFi transpozici je pritomen také pomocny plasmid
(PMON7124; 13,2 kb), ktery udéluje burikdm resistenci na tetracyklin. Transpozice
probihala za podminek modro-bilé selekce a v pfitomnosti antibiotik. Z vyrostlych
pozitivnich (bilych) kolonii byly nasledné izolovany rekombinantni bakmidy. Pro ovéreni
vysledku byla testovana pritomnost SDR insertu pomoci PCR reakce a agarosové

elektroforézy. Velikost bakmidu s DHRS1 je ~3280 bp (Obrazek 10).
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Obrdzek 10 - Ovéfeni rekombinantnich bakmidi na pfitomnost DHRS1 insertu.

MM=0"GeneRuler DNA ladder mix (1kb), 1,2,3,4 = bakmid DHRS1.

5.4 Infikovani hmyzi bunécné linie Sf9 bunék

Pro kontrolu Uspésného infikovani suspenzni hmyzi bunééné linie Sf9 bylo nutné
porovnat morfologické zmény mezi infikovanymi a neinfikovanymi burikami pod
mikroskopem, pfiéemz infikované buriky obsahovaly velké jadro, které vyplhovalo témér
celou bunku a byly o cca 25-50 % vétsi nez bunky neinfikované. Infikované bunky se

prestavaji mnozit, protoze jejich metabolicky aparat je vyuzit predevsim na produkci

52



rekombinantniho viru a proteinu. Mikroskopicky byla v cytosolu patrna zrnicka a pfi
pozdéjsi fazi se projevila lyza bunék z dlvodu uvolnéni viru. V porovnani s neinfikovanou
kulturou byl pozorovdn mensi pocet bunék, pricemz pomér Zivych a mrtvych bunék byl

cca 1:1, respektive 1:2.

5.5 Exprese DHRS1 v mikrosomadilni frakci

Pfitomnost cilového proteinu byla ovéfena dvoji kontrolou (Obrazek 11). Nejprve byla
dokazana pritomnost overxprimované DHRS1 v mikrosomalni frakci, kterd obsahovala
uméle pridany anti-FLAG pomoci primarni krali¢i protilatky proti FLAG-tagu 1:50 000
(F7425, Sigma-Aldrich) a sekundarni polyklonalni prasedi protilatky proti krali¢i 1:20 000
(P0217, Dako). Nasledné byl cilovy protein potvzen pomoci specifické mysi protilatky
proti DHRS1 1:1 000 v 3% mléce (Ab70036) a sekundarni protildtky krali¢i proti mysi 1:20
000 (P0260, Dako) v 3% BSA. Pfi pouziti protilatky proti DHRS1 nedoslo k navazani
proteinu DHRS7B, coZ potvrzuje specifitu dlikazu pro DHRS1.

Obrdzek 11 — Ovéreni pritomnosti overexprimované DHRS1 v mikrosomdlni frakci.
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5.6 Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v mikrosomalni
frakci s DHRS1

Pro uréeni koncentrace celkové bilkoviny v mikrosomalni frakci s overexprimovanou
DHRS1 byla pouZita metoda stanoveni pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) s vyuzitim
komercéné dostupného kitu (BCA Kit, Sigma-Aldrich, USA). Pro vytvoreni kalibracni krivky
(Obrazek 12) byl jako standard pouZit roztok hovéziho bovinniho albuminu (BSA)

v koncentracich 20-2000 pg/ml.

Kalibraéni kiivka BSA

3
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R?=0.9959
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Obrazek 12 - Kalibraéni kfivka-zdavislost absorbance na koncentraci BSA.

Pomoci grafu zavislosti absorbance na koncentraci BSA byla vypocitdana koncentrace
bilkoviny ve 20x zfedéném roztoku DHRS1. Vysledna koncentrace celkové bilkoviny

s overexprimovanou DHRS1 byla 9,47 mg/ml.

5.7 Membranova topologie DHRS1

Vzhledem k tomu, Ze lidskd DHRS1 je predikovana na zakladé bioinformatickych dat jako
membranové vazany protein, tak bylo tfeba zjistit, jakym zplsobem interaguje
s membrdanou. Pro stanoveni, zda se jedna o integrdlni nebo o periferni membranovy

enzym byla pouzita metoda extrakce v alkalickém prostredi a v prostiedi detergentu
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(4.4.1). Periferni protein se z membrany uvolni snadnéji, neZ integralni, protoze je
k membrané poutdn pouze slabymi vazbami a k uvolnéni z membrany dojde uZ pfi
zméné pH (alkalicka extrakce) a/nebo iontové sily. Integralni proteiny jsou do membrany
vnofeny a pro jejich uvolnéni je potfeba pouzit latky, které tuto membrdnu rozrusuji,
v naSem pfipadé byl pouzZit detergent (extrakce v prostfedi detergentu). Po extrakci
v alkalickém prostredi (0,1M Na;COs a 25mM CHsCOOK) a v prostfedi detergentu

(1,2 % Triton X-100) se v obou pfipadech protein uvolnil do supernatantu (Obrazek 13).
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Obrazek 13 - Alkalickd extrakce a extrakce s detergentem mikrosomdlni frakce s DHRS1. Jako
protildtky byly pouZity primdrni krali¢i protilatka proti FLAG-tagu (1:50) a sekunddrni
praseci protildtka proti krdli¢i (1:20 000). MM-=Precision Plus Protein Standards (10-250
KDa), 1-alkalickd extrakce- peleta, 2-alkalickd extrakce-supernatant, 3-extrakce
detergentem-peleta, 4-extrakce detergentem-supernatant.

Orientace enzymu v membrdné je uUzce spjata s enzymovou aktivitou. Proteiny jsou
rizné dostupné pro substraty nebo kofaktory podle toho, jak je enzym v membrané
orientovan. Lidska DHRS1 je membranové vazany enzym, ktery mlze byt orientovany
do lumen endoplasmatického retikula nebo cytosolu. Pro stanoveni enzymové orientace
byla pouzita metoda inkubace s proteinasou Kve vodném prostfedi a v prostredi
detergentu (4.4.2). K uplné degradaci proteinu doslo jiz pfi inkubaci s proteinasou K ve

vodném prostiedi (Obrazek 14), coz poukazuje na orientaci do cytosolu.
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Obrazek 14 - inkubace mikrosomdini frakce s overexprimovanou DHRS1. MM-Precision Plus
Protein Standards (10-250 KDa), 1-proteinasa K + vodné prostredi (1:10), 2-proteinasa
K+Triton X-100 (1:10), 3-kontrola bez proteinasy K (1:10), 4-proteinasa K+vodné prostredi
(1:30), 5-proteinasa K+Triton X-100 (1:30), 6-kontrola bez proteinasy K (1:30).

5.8 Stanoveni specifické enzymové aktivity

Pro testovani specifické aktivity lidské DHRS1 byla vybrana metoda
spektrofotometrického stanoveni zalozend na méreni Ubytku absorbance NADPH pfi
vinové délce 340nm. Prvni méreni s eobiotickymi substraty probihalo pfi finalni
koncentraci 250 uM. Pfi téchto mérenich byla findIni koncentrace ethanolu vétsi nez
5 %, proto byla metoda optimalizovdana a pti dalSich méfenich, kdy byla finalni
koncentrace ligandu 125 uM, respektive 50 uM, byl obsah ethanolu v inkubacni smési
1,92 %. P¥i téchto nizSich koncentracich tedy zfejmé nedochazelo k inhibici proteinu
a byly naméreny aktivity vici nékterym eobiotickym (Tabulka 15) i xenobiotickym

(Tabulka 16) substratiim (Obrazek 15).
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Obrdazek 15 - Naméfend katalytickd aktivita mikrosomdini frakce s overexprimovanou DHRS1
vucivybranym ligandim. Findini koncentrace ligandi byla 50 uM a findIni koncentrace kofaktoru

(NADPH) 200 uM.
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Tabulka 15 - Vysledky méreni enzymové aktivity lidské DHRS1 vuci eobiotickym substrdtim.

Finalni
, koncentrace = Enzymova aktivita
Substrat z 7
substratu (nmolxmgxmin-t)
(nM)
250 1,3703
4-androsten-3,17-dion 125 -
50 0,4077 £ 0,5596
125 -
3-glyceraldehyd 50 0,2938 + 0,065008
) 250 -
Dihydrotestosteron 125 _
_ ) 250 -
Dihydroxyacetonfosfat 50 0,7435
Estron 125 o923
50 1,7552 +1,2154
, 125 -
Glukosa monohydrat 50 1,6369 + 0,9186
Kortison N ,
50 1,5790 + 0,7349
Progesteron 125 ]
g 50 -
) 125 -
Prostaglandin E1 50 0,6756 + 0,0791
] 125 -
Prostaglandin E2 50 0,5576 + 0,2459
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Tabulka 16 - Vysledky méreni enzymové aktivity lidské DHRS1 vici xenobiotickym substratum.

Finalni
Substrat koncent’race Enzymova-laktlrnfla
substratu (nmolxmg*xmin)
(LM)

1,2-naftochinon 250 14,9463
50 -
- 250 -

4-benzoylpyridin 50 0,9394
4-nitroacetofenon 250 -
4-nitrobenzaldehyd 250 -
9,10-fenantrenchinon 250 -
Acetohexamid 250 -
Benzil, Difenylethandion 250 -
Kys. fenofibrinova 250 -
Kys. flufenamova 250 -
Hexan-3,4-dion 250 -
Isatin 250 )
50 -
. 250 -

Ketotifen 50 7,7289 +0,1442

Menadion 250 -
Metyrapon 250 -
4-methylnitrosoamin-1- 250 i

(3-pyridyl)-butan-1-on 50 0,8115
p-benzochinon 250 -
Prednison 250, 125 )

50 0,7875 +0,0226
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6. DISKUSE

Lidskd DHRS1 patfi mezi malo charakterizované enzymy dehydrogenas/reduktas
s kratkym fetézcem. Radi se do podrodiny “classical”, konkrétné do klastru 3 a vykazuje
fylogenetickou spojitost s nékterymi ¢leny dehydrogenas/reduktas rodiny SDR (DHRS3,
DHRS7), se zastupci hydroxysteroiddehydrogenas (HSD11B1, HSD17B3, HSD17B4,
HSD17B11, HSD17B12, HSD17B13) a retinoldehydrogenas (RDH10) (Bray et al., 2009).
Vzhledem k biologické funkci téchto enzym( je moZzné uvazovat o zapojeni lidské DHRS1

do metabolismu steroid(, retinoidd a pripadné detoxifikace xenobiotik.

Gen pro lidskou DHRS1 byl poprvé isolovan z cDNA mozku lidského plodu a vykazuje 76%
sekvencni podobnost s mysim orthologem. Nékteré motivy, které jsou typické pro ¢leny
SDR rodiny, jako napf. triada aminokyselin serin-tyrosin-lysin vytvarejici aktivni misto
nebo motiv bohaty na glycin (Thr-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly) umoznujici vazbu pyrofosfatového

kofaktoru, byly u DHRS1 také detekovany (Wu et al., 2001).

Pomoci metody hybridizace RNA byly objeveny 2 transkripéni formy lidské DHRS1,
z nichz kazidd vykazuje rozdilnou tkanovou expresi. U obou forem mRNA byla
detekovana exprese v jatrech (Wu et al., 2001). | z tohoto divodu byla testovana aktivita
lidské DHRS1 vuci xenobiotikim. (Wu et al.,, 2001). Na prvni fazi biotransformace
xenobiotik se podili pfedevsim systém cytochromu P450 (CYP), jehoz nejdllezitéjsi
isoformy se nachazeji, stejné jako DHRS1, v membrané endoplasmatického retikula.
Dalsimi dllezitymi enzymy v prvni fazi biotransformace jsou karbonyl redukujici enzymy.
Jediny dobfe prozkoumany mikrosomalni enzym, podilejici se na detoxifikaci xenobiotik,
je 116-HSD1, ostatni mikrosomadlni zastupci jsou v tomto sméru nedostatecné
charakterizovani. Enzymy, u kterych byla exprese detekovédna v jatrech, a jejichz funkce
souvisi s metabolismem xenobiotik, jsou napf.: lidska 11R-HSD1, CBR1, 17B-HSD2
(Skarydova & Wsdl, 2011). V z4dné studii viak zatim nebyla testovana exprese proteinu
DHRS1. Vzhledem k tomu, Ze lidskda DHRS1 je s membranou asociovany enzym, tak pro
ziskani kompletnich informaci o jeji expresi je nutné nejprve provést extrakci DHRS1
pomoci vhodného detergentu, nasledné enzym purifikovat a rekonstituovat, aniz by

dodlo k pogkozeni jeho struktury (Stambergova, 2013).
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Lidskda DHRS1 byla detekovdna také v nékterych patofyziologickych procesech. Gen pro
DHRS1 je soucasti degradacni drahy 1- a 2-methylnaftalenu. Tato degradacni draha ma
vliv na faktory, které jsou spojovany s utvarenim geometrie kréku stehenni kosti (Chen
et al., 2010). Soucasti degradacni drahy 1- a 2-methylnaftalenu jsou také jini zastupci
dehydrogenas/reduktas s kratkym retézcem, jako napf.: DHRS3 nebo DHRS7 (Chen et
al., 2011). Dale je DHRS1 pravdépodobné zapojena v patogenezi melanomu, kdy dochazi
pfi mutaci IDH1 ke zmenéné expresi lidské DHRS1. SniZzena exprese byla v tomto pfipadé

detekovdna také u lidské alkoholdehydrogenasy 5 (Shibata et al, 2011).

Pro pochopeni vyznamu lidské DHRS1 je duUleZité nalézt nové informace
o membranové topologii a enzymové aktivité, které povedou k rozsifeni zatim
nedostatecnych poznatk(l o vlastnostech a roli enzymu DHRS1 v lidském organismu.
Lidskd DHRS1 byla na zakladé bioinformatickych dat predikovdna jako membranové
vazany enzym ER, pfesna membranova topologie vSak dosud nebyla Zzadnou studii
potvrzena. V této praci byla lidskd DHRS1 experimentalné detekovana jako periferni
protein, ktery je k membrané endoplasmatického retikula vazan pouze slabymi vazbami.
Protein spojeny takto s membranou vSak mizZe byt svym polypeptidovym retézcem
orientovany bud do lumen ER, nebo do cytosolu. Orientace enzymu v membrané je Uzce
spjata s enzymovou aktivitou. Proteiny jsou rGzné dostupné pro substraty nebo
kofaktory podle toho, jak je enzym v membrané orientovan. Podle namérenych vysledk
je lidska DHRS1 orientovana do cytosolu. Stejné vysledky byly nalezeny napfiklad
u DHRS3 (Lundova et al., 2014), DHRS9 (Chetyrkin et al., 2001) nebo u RoDH4 (Lapshina
et al.,, 2003).

Vybér potencidlnich ligand( pro spektrofotometricky screening probihal na zakladé
ziskanych informaci o enzymové aktivité CBR1 a 11R-HSD1, které vykazuji redukéni
aktivitu vaci rdznym slouceninam s karbonylovou skupinou (Hult et al., 2001; Pilka et al.,
2009). Vzhledem ke zjisténi, Ze je lidskd DHRS1 orientovand svym polypeptidovym
fetézcem do cytosolu, byl pro testovani katalytické aktivity vybran NADPH kofaktor.
NADPH vznika v cytosolu béhem oxidativni faze pentosového cyklu a slouzi jako redukéni
¢inidlo pro rfadu biosyntetickych reakci, navic chrani buniky pred oxidaénim poskozenim
(Wamelink et al., 2008). Obecné plati, Ze enzymy orientované do cytosolu jsou aktivni

spide vredukénim, neZ oxidaénim sméru (Skarydovd & Wsdl, 2011). Za NADPH-

61



dependentni reduktasu je povaziovana napriklad lidska RDH11, kterd ma vétsSinu
polypeptidového Fetézce umisténou na cytosolické strané membrany, stejné jako
DHRS1 (Lundova et al., 2014; Kedishvili, 2013). Testovani vybranych substratd probihalo
in vitro za poutziti spektrofotometrického stanoveni ubytku kofaktoru NADPH pfi vinové
délce 340 nm. Z vysledkl je patrné, Ze pfi vyssich koncentracich substratu v inkubacni
smési (250 uM) nebyla témér nikde aktivita enzymu DHRS1 detekovana. Mohlo to byt
zpusobeno findlni koncentraci ethanolu (> 5 %), protoze samotny ethanol ma inhibi¢ni
ucinky nebo se mohlo jednat o inhibici enzymu substratem. Pfi findIni koncentraci
ligandl 50 uM (finalni koncentrace ethanolu byla < 2 %) byla detekovdana aktivita vaci
nékterym eobiotickym i xenobiotickym sloucenindm. U eobiotickych substrati byla
nejvy$si aktivita naméfena vaéi estronu (~1,8 nmol-mgimin?), kortisonu
(~1,6 nmol-mgtmin?) a glukosa monohydritu (~1,6 nmol-mg*-min=). NiZsi aktivita
byla naméfena vuéi 4-androsten-3,17-dionu (~0,4 nmol-mg*-mint), 3-glyceraldehydu
(~0,3 nmol-mg*min?) a prostaglandinGm (PGE1~0,7 nmol-mg*-min?; PGE2~0,6
nmol-mg*-mint). Naméfena aktivita lidské 17R-HSD1 v(éi estronu, kterd byla stanovena
jako zdanlivd maximalni rychlost V (Vmax), je ~75,2 nmol-mg1-mint, coZ je o fad vyssi
aktivita, nez byla namérena u DHRS1 (Haller et al., 2010). U xenobiotickych substrata
byla nejvy3si aktivita naméfena vici ketotifenu (~7,7 nmol-mg*-mint), mensi aktivita
byla zaznamenana také vaci prednisonu (~0,8 nmol-mg?-min?), NNK (~0,8 nmol-mg’
L mint) a 4-benzoylpyridinu (~0,9 nmol-mg™*-min). Lidska CBR1 patii mezi nejaktivné;si
cytosolické enzymy ucastnici se detoxifikace xenobiotik. Mezi xenobiotické substraty
CBR1 patfi slouceniny typu chinonu (ortho- i para-chinony) a antracykliny. V porovnani
relativni enzymové aktivity CBR1 (vztazené na relativni aktivitu CBR3 vUci
1,2-naftochinonu, kterd byla stanovena na hodnotu 1) a specifické aktivity DHRS1 v{ci
1,2-naftochinonu je aktivita CBR1 (1,7 umol-mg*-min™) o dva Fady vys33i. Také relativni
aktivita CBR1 vi¢i karcinogenu tabakového koufe NNK (0,1 pmol-mg*-mint) je o 2 fady
vy$si, nez byla namérena u lidské DHRS1 (Pilka et al., 2009). Jak uz bylo zminéno, lidska
11R-HSD1 je jediny dobfe charakterizovany mikrosomalni enzym podilejici se na
detoxifikaci xenobiotik s karbonylovou skupinou. Kromé xenobiotickych substrat( se
také podili na metabolismu napfiklad glukokortikoid(. Specifickd aktivita 11R-HSD1
(poéitdna jako Vmax) vUéi kortisonu (~0,2 nmol-mg*-min) je o fad mensi, nez naméfend

aktivita u lidské DHRS1. V tomto pfipadé se jedna o zajimavé zjiSténi, protoze aktivita
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11R-HSD1 byla testovana na stejném systému Sf9 mikrosomu jako DHRS1 (Hult et al.,
2001). Nicméné, porovnani katalytickych aktivit enzym je sloZité, protoZze nemusi byt

méreny za stejnych podminek a také mohou byt vyjadreny v jinych jednotkach.

V této praci se poprvé podafilo pfipravit rekombinantni enzym DHRS1, u kterého bylo
experimentdlné potvrzeno, Ze se jedna o membranovy protein. Ddle se podafilo uréit
membranovou topologii, respektive orientaci polypeptidového fetézce do cytosolu.
Viibec poprvé se podafilo in vitro stanovit specifickou aktivitu rekombinantni formy

lidské DHRS1 vici nékterym sloucenindm s karbonylovou skupinou.

Prace tak odkryva tajemstvi lidské DHRS1, enzymu, ktery patfi do stdle ne zcela
prozkoumané rodiny SDR proteind. Vysledky by mély byt zdkladem pro dalsi studie,
které mohou zahrnovat napftiklad pfipravu purifikovaného a rekonstituovaného enzymu

nebo detekci aktivity lidské DHRS1 in vivo.
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7. ZAVER
Experimentdlni prace byla zaméfena na pfipravu rekombinantni formy DHRS1
z nadrodiny SDR v eukaryotickém expresnim systému, stanoveni jeji topologie

a testovani katalytické aktivit vici vybranym sloucenindm s karbonylovou skupinou.

Na zakladé vytycenych cill se podatilo:

1) Prfipravit rekombinantni formu lidské DHRS1 za vyuZiti metody klonovani

nezdavislého na ligase a bakulovirového expresniho systému.
2) Pfipravit mikrosomalni frakci z Sf9 bunék obsahujici DHRS1.

3) Urcit topologii lidské DHRS1 za vyuZiti metody alkalické extrakce, extrakce
s detergentem a inkubace s proteinasou K. Lidskda DHRS1 je periferni protein
interagujici s membranou ER s polypeptidovym fetézcem smérujicim do
cytosolu.

4) Detekovat specifickou enzymovou aktivitu lidské rekombinantni DHRS1 v{ci
nékterym substratim s karbonylovou funkéni skupinou, jako napf.: estron,

kortison, glukosa monohydrat, prednison, 4-androsten-3,17-dion, NNK,

4-benzoylpyridin nebo prostaglandiny.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADH alkoholdehydrogenasa

AEBSF 4-(2-aminoethyl)-benzensulfonylflorid hydrochlorid
AKR aldo-ketoreduktasy

AMP ampicilin

Asn asparagin

BEVS bakulovirovy expresni vektorovy systém
BCA kyselina bicinchoninova

BSA hovézi bovinni sérovy albumin

CBR karbonylreduktasa

cDNA komplementarni DNA

CNS centralni nervovy systém

CRD kortison reduktasovy deficit

CoA koenzym A

CYp cytochrom P450

DHEA dehydroepiandrosteron

DHRS dehydrogenasy/reduktasy SDR rodiny
DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER endoplasmatické retikulum

EtOH ethanol

FLAG oktapeptidova sekvence

Fwd forward primer (5‘=>3°)

H6PDH hexosa-fosfatdehydrogenasa

HMM Hidden Markov Model
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HSD hydroxysteroiddehydrogenasa

IDH1 isocitrat-dehydrogenasal

IPGT ispropyl- 3-D-thiogalactopyranosid

KAR ketoacyl-CoA reduktasa

LB Luria-Broth médium

LIC klonovani nezavislé na ligase

Lys lysin

MeOH methanol

NAD* nikotinamidadenindinukleotid

NADH redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NNK 4-methylnitrosoamin-1-(-3-pyridyl)-butan-1-on
PCR polymerasova retézova reakce

PGE1 prostaglandin E1

PGE2 prostaglandin E2

PIC koktejl inhibitor( proteas

PMSF fenylmethansulfonylfluorid

RDH retinoldehydrogenasa

Rev reverse primer (5'>3°)

SCP2 sterol carrier protein

SDR dehydrogenasy/reduktdzy s kratkym rfetézcem
SDS dodecylsulfat sodny

Ser serin

Sf9 hmyzi bunécna linie z ovarialnich bunék Spodoptera frugiperda
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SOB
SocC
TCA
Thr
™
Tyr

Vmax

superoptimalni ristové médium

superoptimalni ristové médium s pridanou glukosou
trichloroctova kyselina

threonin

trasnmembranova jednotka

tyrosin

maximalni (limitni) rychlost enzymové rekace

nahrada za jakoukoli aminokyselinu
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