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2022. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci

prace Monika Schmidt. 85 s.

Mitochondrialni enzym 17f3-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 10 (178-
HSD10), jehoz kofaktorem je NAD*/NADH (nikotinamidadenindinukleotid, resp. jeho
redukovana forma), je lokalizovan uvnitt mitochondridlni matrix. 17p-HSD10
je multifunkénim katalyzatorem redukci aldehydii a ketonli a oxidaci alkohold. Jeho
enzymatickd aktivita je dileZitd pro spravné fungovani neuronli. Enzym ma Siroké
spektrum substrat{i, nejdiileZitéjSimi substraty jsou androgeny a estrogeny, kofaktorem
pfi enzymovych reakcich je NAD+. 173-HSD10 je vazebnym partnerem pro peptid
amyloid-beta. Patologie spojena s amyloidem-beta je nasledkem jeho akumulace, tvorby
fibril a amyloidnich plakdi. Pravé tyto procesy v mozku Uzce souvisi

se vznikem Alzheimerovy choroby.

Experimentalni cast této diplomové prace byla zamérena na pripravu enzymu 17 3-
HSD10 a jeho dvou mutantnich forem 173-HSD10 (Y168G, K172G) a 173-HSD10 (S98A,
K99A, T100A, Y101A). Exprese proteinu probihala v bakteridlnim expresnim systému
E. coli BL21 (DE3) nesoucim plazmid pET28b s rekombinantné vloZenymi geny. Z bunék
expresniho systému byl enzym purifikovan, pomoci SDS-PAGE byla ovérena velikost
a Cistota purifikovaného proteinu, Bradfordovou linearizovanou metodou byla stanovena
koncentrace proteinu. Byla zméfena enzymaticka aktivita proteinu 173-HSD10 a jeho
dvou mutantnich forem, jako substrat byl pouzit 173-estradiol, kofaktorem této reakce
byl NAD*. Pro aktivni formu enzymu byly experimentalné stanoveny parametry a Km

a Vmax.
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The mitochondrial enzyme 17(3-hydroxysteroid dehydrogenase type 10 (17(3-
HSD10), with the cofactor NAD* / NADH (nicotinamide adenine dinucleotide or its
reduced form) located inside the mitochondrial matrix. 173-HSD10 is a multifunctional
catalyst for the reduction of aldehydes and ketones and also the oxidation of alcohols. Its
enzymatic activity is important for the proper functioning of neurons. The enzyme has
a wide range of substrates, the most important substrates are androgens and estrogens.
The cofactor in enzymatic reactions is NAD +. 173-HSD10 and it is able to bind amyloid-
beta peptide. The accumulation of amyloid-beta and the formation of fibrils and amyloid

plaques in the brain are closely related to the development of Alzheimer's disease.

The experimental part of this diploma thesis is focused on the preparation of the
enzyme 17p3-HSD10 and its two mutant forms 173-HSD10 (Y168G, K172G) and 17f3-
HSD10 (S98A, K994, T100A, Y101A). The protein is expressed in the bacterial expression
system E. coli BL21 (DE3) carrying the plasmid pET28b with recombinantly inserted
genes. The enzyme is purified from the expression system. The size of the purified protein
was verified by SDS-PAGE electrophoresis; and the protein concentration was determined
by the Bradford linearized method. The enzymatic activity of the 173-HSD10 protein and
its two mutant forms was measured, 17[3-estradiol was used as a substrate, and NAD* was
the cofactor of this reaction. The parameters and Km and Vmax were experimentally

determined for the active form of the enzyme.
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1 Uvod prace

17B-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 10 (17p-HSD10) je multifunk¢ni
mitochondridlni enzym katalyzujici redukci aldehydti a ketonti a oxidaci alkohold.
aktivita 173-HSD10 je nezbytna pro udrZeni normalnich funkci GABAergnich
neuront. V organismu je zapojen do mnoha fyziologickych funkci a jeho katalyticka
aktivita hraje zasadni roli v preziti bunék predev§im v embryonalnim stadiu vyvoje.
Mutace genu HSD17B10 se nejcastéji projevuje jako mitochondrialni onemocnéni
HSD10, coz je X-vazana mentalni retardace neboli neurodegenerativni porucha
vazana na X chromozom. Také byl prokazan vliv enzymu 173-HSD10 na odolnost

bunék vii¢i oxida¢nimu stresu a nasledna souvislost s rakovinou prostaty a kosti.

Dalsi dtlezitou roli hraje 17p-HSD10 v neurodegenerativnich poruchach.
ZvySena hladina enzymu ma dva rtiznorodé dopady, prospésny pro vyvoj lécby
Parkinsonovy choroby a Skodlivy pri Alzheimerové chorobé. V pripadé
Alzheimerovy choroby to souvisi s tim, Ze enzym 17(3-HSD10 je schopen vazat
peptid amyloid-beta. Akumulace amyloidu-beta vmozku a tvorba fibril
a amyloidnich plakl velice Uzce souvisi s patogenezi této choroby. Pravé
Alzheimerova choroba je jednou z nejcastéjsich forem demence, jejiZ presna pric¢ina
neni dosud znama, i kdyZ jednoznacné souvisi s akumulaci aberantné sbalenych
pouze priznaky této zavaZné choroby, proto je velmi dileZity jakykoliv vyzkum
a pokrok vcesté knalezeni priciny a cilené 1é¢by onemocnéni. V pripadé
Parkinsonovy choroby souvisi pozitivni efekt s protektivnimi ucinky zvySené
exprese proteinu, ktery moduluje neurotoxicitu 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinu (neurotoxin poSkozujici dopaminergni neurony) (Tieu et al,

2004).

Prakticka Cast této diplomové prace pojednava o charakterizaci enzymul7f3-
HSD10 a jeho dvou mutantnich forem 173-HSD10 (Y168G, K172G), 173-HSD10
(S98A, K99A, T100A, Y101A). Enzymy byly purifikovany z bakterialniho expresniho
systému E. coli BL21 (DE3) nesouciho plazmid pET28b s vloZenymi geny. Sekven¢ni
zamény u mutantnich forem zmeénily sloZeni aminokyselin v primarni bilkovinné

strukture, a to vaktivhim misté enzymu 173-HSD10 (Y168G, K172G) a v misté
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vazby na amyloid beta 173-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A). Pomoci
Bradfordovy metody byla stanovena koncentrace purifikovanych enzymt, SDS-
PAGE elektroforézou byla ovéiena velikost a ¢istota purifikovanych proteinti. Také

bylo provedeno ovéieni enzymatické aktivity enzymt. Pro aktivni formu enzymu

17(3-HSD10 byla stanovena Km a Vmax.

11



2 Teoreticka cast

2.1 Enzym 17f-HSD10

Enzym  173-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 10 (17p3-HSD10)
je lokalizovany uvniti mitochondridlni matrix a ma dtleZitou roli v beta-oxidaci
mastnych kyselin (He etal., 1999). 173-HSD10 je NAD-dependentni oxidoreduktaza,
ktera je ¢lenem rodiny dehydrogenaz reduktaz s kratkym retézcem (SDR) (Jornvall
et al, 1995). V této rodiné enzymii je 173-HSD10 jedinym enzymem, na ktery
je schopen se navazat amyloid-beta, coZ je toxicky peptid vyskytujici se v mozcich
pacientli s Alzheimerovou chorobou. Schopnost vazat amyloid-beta je dana
jedine¢nou aminokyselinovou oblasti oznacovanou jako smycka D (loop D, LD),
pricemZ tento strukturni motiv chybi u ostatnich zastupcli rodiny SDR (Jérnvall
etal, 1995; Lustbader et al, 2004; Shafqat et al., 2003). Srovnani struktury
komplexu 17B-HSD10 samyloidem-beta se strukturou lidského 173-HSD10
v komplexu s NAD ukazuje, Ze u proteinu 173-HSD10 v komplexu s amyloidem-beta
dochazi kpodstatné deformaci aktivhiho mista, ktera brani navazani
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+). Nejvétsi konformacni rozdil je pozorovan
v oblasti LD. Tato studie predpoklada, Ze smycka D miiZe byt rozpoznavacim mistem

pro amyloid beta (Lustbader etal, 2004).

2.1.1 Genova struktura

Enzym 173-HSD10 je kodovan genem HSD17B10 lokalizovanym
na chromozomu Xp11.2. (Obr. 1) Gen je rozdélen na 6 exonti a 5 intronti s celkovou
velikosti asi 4 kilobaze (kb)(He et al, 2011; Rauschenberger et al, 2010).
Exon 5 miiZe byt alternativné sestfiZen, to znamend, Ze miiZe existovat nékolik
riznych transkriptli vytvarejicich nékolik izoforem tohoto enzymu (Yang et al,,
2007). Gen HSD17B10 miiZe pravdépodobné uniknout inaktivaci chromozomu X,
u Zen tak exprese probiha jak z aktivniho (Xa) tak i z neaktivniho (Xi) chromozomu

X (He etal, 2011; Yang et al, 2013; Yang et al,, 2007).
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Obrazek €. 1: Strukturalni organizace genu HSD17B10 a jeho exprese z aktivniho
(Xa) a neaktivniho (Xi) chromozomu X. Rimské ¢islice nad ramecky oznaluji polohy
exonti; UTR predstavuje netranskribovanou oblast. Cisla pod vodorovnou &arou
oznacuji délku genu vkb. Mista, ktera jsou rozpoznavana restrikénimi
endonukleazami, jsou oznacena nasledovné: Dr - Drdll; St - Stul; Pv - Pvull; N - Nsil;
P - Pstl; S - Sphl; Bg - Bgll; B - BamHI; E - EcoRI. Vzdalenosti mezi sousedicimi geny
nejsou umérné. Geny s mutaci zplsobujici mentdlni retardaci jsou oznaceny *.
Pouzité symboly: +, transkripcné aktivni; -, transkrip¢né neaktivni; —, smér

transkripce HSD17B10 (prevzato a upraveno z Yang et al,, 2007).

2.1.2 Struktura proteinu

V monomernim stavu ma enzym 173-HSD10 velikost 27 kDa a sklada
se z 261 aminokyselin. Enzym tvori homotetramer o velikosti 108 kDa (Obr. 2)(He
etal, 1999). KaZdy monomer obsahuje aktivni misto zahrnujici triadu aminokyselin
(Ser155, Tyr168, Lys172) a tzv. Rossmanntiv zahyb (Kissinger et al., 2004) (sloZeny
z centralniho B-sklddaného listu, sklddajiciho se ze sedmi vldken a tfi a-helixi
na obou jeho stranach (Powell et al., 2000)), ktery je typicky pro enzymy z rodiny
SDR. Nikotinamidovy kofaktor (NAD*/NADH) je vazan na enzym v blizkosti
aminokyselin katalytické triady a vytvari zde s nimi nevazebné interakce (Kissinger

etal,, 2004; Oppermann etal., 2003; Powell et al,, 2000).
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Obrazek ¢. 2: Kvartérni struktura 173-HSD10 homotetrameru (identifikovana
pomoci x-ray krystalografie), kazda ze ¢tyf podjednotek zobrazena jinou barvou

(prevzato a upraveno z Kissinger et al.,, 2004)

2.1.3 Enzymaticka aktivita 173-HSD10 a jeho funkce v organismu

Pro priibéh enzymové reakce jsou diileZité aminokyseliny katalytické triady
(Ser155, Tyr168 a Lys172). Substrat je vazan na Kkatalytické misto pomoci
vodikovych vazeb mezi kyslikem tyrosinu 168 a vodikem serinu 155, zatimco
kofaktor NAD+* interaguje s enzymem prostiednictvim vodikovych vazeb s celou
katalytickou triddou (Ser155, Tyr168 a Lys172)(Kissinger et al., 2004; Y. Yan et al,,
2007).

Aktivni misto enzymu je velmi flexibilni a umoziiuje zpracovani Siroké Skaly
riznych substratii (He et al.,, 2019). Pokud jde o potencidlni fyziologické substraty,
17B-HSD10 miiZze katalyzovat dehydrogenaci 17(3-estradiolu na estron, 3a-
androstandiolu na 5a-dihydrotestosteron (He etal., 1999; S. Du Yan etal., 1999) a 2-
methyl-acetoacetyl-CoA na 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA (Shafqgat et al., 2003).
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Mimo jiné katalyzuje také oxidaci alopregnanolonu na 5a-dihydroprogesteron
(Obr. 3) a3a, 5a-3,21-dihydroxypregnan-20-onu na 5a-dihydrodeoxykortikosteron
(Belelli & Lambert, 2005). Schopnost oxidovat jednoduché alkoholy byla popsana
také, ale celkova aktivita 173-HSD10 jako alkoholdehydrogenazy byla shledana
zanedbatelnou (Yang et al, 2014). Bylo zjiSténo, Ze 173-HSD10 ma schopnost
degradovat aldehydy, naptiklad vysoce neurotoxicky 4-hydroxy-2-nonenal (4-
HNE), ktery je produktem metabolismu lipidovych peroxidl (Kruman & Mattson,
1999).

HO"

alopregnanoclon S5a-dihydroprogesteron

o O OH O

MNADH == NAD"® A
- 0
)‘\r'k <-CoA /H/U\ &€

2-methyl-acetoacetyl-CoA 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA

Obrazek ¢. 3: Schématické znazornéni reakci katalyzovanych 17p-HSD10,
katalytické dehydrogenace 17(-estradiolu na estron, dehydrogenace 3a-

androstandiol na 5a-dihydrotestosteron, dehydrogenace alopregnanolonu na 5a-
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dihydroprogesteron a dehydrogenace 2-methyl-acetoacetyl-CoA na 2-methyl-3-
hydroxybutyryl-CoA (pfevzato a upraveno z Vinklarova et al,, 2020).

vvvvvv

androgeny a estrogeny. Jedna z reakci, kterou 173-HSD10 katalyzuje,
je dehydrogenace 17B-estradiolu na estron. 173-estradiol reguluje zanétlivou
reakci v mozku blokovanim genové exprese prozanétlivych genli prostiednictvim
estrogenovych receptorti na astrocytech. DalSim neuroprotektivnim tu¢inkem 173-
estradiolu je regulace prenosu amyloidového prekurzorového proteinu (APP)
z Golgiho aparatu do plazmatické membrany a regulovani akumulace amyloidu-

beta (Manthey & Behl, 2006; Porcu et al,, 2016; Pozzi et al,, 2006).

Enzym 17(3-HSD10 je zapojen do mnoha dalSich fyziologickych funkci.
Zasadni je predevSim pro fungovani mitochondrii (Yang et al, 2009). Normalni
hladina enzymu 173-HSD10 je nezbytna pro vyvoj mozku a kognitivnich funkci
(Yang et al, 2014). Nadmérna exprese 17B-HSD10 vede ke kondenzaci
mitochondrialni matrix a ¢astetné ztraté struktury krist (Shafqat et al, 2003).
Poruchy exprese nebo funkce enzymu 178-HSD10 vedou k naruSeni
mitochondridlni homeostazy (Yang et al, 2009). Bunlky détskych pacienti
s deficitem 173-HSD10 vykazuji rysy mitochondridlniho onemocnéni (Garcia-
Villoria et al,, 2005) a vykazuji anomdlni mitochondridlni morfologii, - vétSina
mitochondrii je zaoblena se zbytnélymi kristami (Rauschenberger et al., 2010).
Vyrazeni (knockout) genu HSD17B10 v mySim modelu vede k mitochondrialni
dysfunkci, apoptéze a umrti plodu v ranych stadiich embryogeneze

(Rauschenberger et al., 2010).

17B3-HSD10 je konstitutivné exprimovan v mozku plodu i dospélého jedince.
Studie vyuZivajici western blotting na mozkovém homogenatu ze 63 spontanné
potracenych plodii odhalila, Ze lidsky fetdlni mozek ma priblizné ctyrikrat vyssi
hladinu proteinu 173-HSD10 ve srovnani s mozkem dospélého jedince (He et al,,
2001). Enzym 17p-HSD10 je rozdilné distribuovan v rtiznych oblastech mozku.
Hippokampus, hypotalamus a amygdala vykazuji vys$si hladiny 173-HSD10

fvv s
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Hladiny 173-HSD10 v lidském mozku se tedy zdaji byt regionalné specifické, hojné
se také 17B-HSD10 vyskytuje v aktivovanych astrocytech mozkli pacienti
s patologii Alzheimerova typu (He et al, 2005). Koncentrace 17(3-HSD10
v mozkomi$nim moku miiZe odraZet jeho mnoZstvi v mozku (Yang et al., 2014). Bylo
publikovano, Ze koncentrace 173-HSD10 v mozkomiSnim moku klesa s vékem,
prresto je v mozkomi$nim moku pacientli s Alzheimerovou chorobou 5,7 krat vice

17B-HSD10 neZ v kontrolni skupiné odpovidajiciho véku (KrisStofikova et al., 2009).

Alopregnanolon (ALLO) je pozitivni alostericky moduldtor receptort
kyseliny gama-aminomaselné typu A (GABA A) a ma vyznamny vliv na plasticitu
receptoru GABA A (Hosie et al., 2006). ALLO je generovan piredevsim z astrocyti
(He et al,, 2005). V metabolizmu ALLO hraji dtleZitou roli dva odlisné enzymy 3a-
hydroxysteroiddehydrogenaza (3a-HSD) a 173-HSD10 ve dvou rtiznych bunécnych
kompartmentech (Obr. 4) (He et al,, 2005). ALLO miiZe byt de novo syntetizovan
v centralnim nervovém systému redukci progesteronu na 5a-dihydroprogesteron
(5a0-DHP) za katalyzy 5a-reduktdzy. 5a-DHP nemd Zadny ucinek na receptory
GABA A, ale miiZe byt déle redukovan na ALLO oxidaci NADPH za katalyzy 3a-HSD
(Trauger etal,, 2002) .

Bylo publikovano, Ze oxidace ALLO v mitochondriich probiha za katalyzy
17B-HSD10, ane 3a-HSD (He etal,, 2005). ALLO je v mitochondriich oxidovan na 5a-
DHP pomoci enzymu 173-HSD10. V mitochondriich také probiha souc¢asné redukce
kofaktoru NAD* na NADH (He et al,, 2005). Katalyticka aktivita 173-HSD10 je tedy

nezbytna pro udrZeni normalnich funkci GABAergnich neuront (He et al., 2000).
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Obrazek ¢&. 4: Uloha 17B-HSD10 v metabolismu alopregnanolonu (ALLO). ALLO
je pozitivni steroidni modulator receptorti GABA A, ktery potencuje GABA a zvySuje
otevirani Cl-kandl. ALLO je vcytosolu Kkatalyticky generovan z5a-
dihydroprogesteronu (5a-DHP) pomoci enzymu 3a-hydroxysteroiddehydrogenaza
(3a-HSD). Kofaktorem reakce je NADPH/NADP+. Nasledné je ALLO oxidovan
v mitochondriich na 5a-dihydroprogesteron (5a-DHP) pomoci enzymu 173-HSD10.
V mitochondriich také probiha soucasné redukce kofaktoru NAD+ na NADH

(prevzato a upraveno z He et al,, 2005).

2.2 Role 17B-HSD10 pri nékterych onemocnénich
2.2.1 HSD10

S deficitem funkce 17p3-HSD10 souvisi mitochondridlni onemocnéni oznacované
jako HSD10 (17B-hydroxysteroiddehydrogenase deficiency type 10) nebo také X-
vazana mentalni retardace (MRXS10) (Lenski et al, 2007). HSD10 predstavuje
vrozené genetické onemocnéni, které predstavuje multifaktorialni poruchu
zplisobenou mutacemi v genu HSD17B10 (viz dale). Ty vedou k naruseni mnoha
metabolickych drah katalyzovanych enzymem 173-HSD10 (Lenski et al, 2007;
Zschocke, 2012; Zschocke et al.,, 2000). V literatuie bylo popsano nékolik mutaci
tohoto genu (Akagawa etal., 2017; Cazorla et al., 2007; Ensenauer et al.,, 2002; Falk
etal, 2016; Fukao et al,, 2014; Garcia-Villoria et al., 2010; Lenski et al.,, 2007; Olpin
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et al, 2002; Perez-Cerda & Ribes, 2006; Poll-The et al., 2004; Rauschenberger et
al.,, 2010; Richardson et al,, 2017; Sass et al.,, 2004; Seaver et al.,, 2011; Sutton et
al,2003; Waters et al., 2019; Zschocke, 2012; Zschocke et al., 2000). Priblizné
polovina piipadii je zplisobena mutaci, ¢.388C>T (p.R130C) (Yang etal., 2014). Mezi
dalsi mutace patfi ¢.745G>C (p.E249Q)(Olpin et al., 2002), c.364C>G (p.L122V)
(Poll-The et al., 2004), c.740A>G (p.K247R)(Perez-Cerda & Ribes, 2006), c.470C>T
(p-A157V)(Akagawa et al, 2017), c. 388C>T (p.R130W)(Cazorla et al, 2007),
¢.574C>A (p.Q192T)(Lenski et al,, 2007), c.740A>G (p.N247S)(Garcia-Villoria et al.,
2010), c.495A>C (p.Q165H), c.257A>G (p.D86G)(Rauschenberger et al, 2010),
¢.194T>C (p.V65A)(Seaver et al., 2011), c.460G>A (p.A154T)(Fukao et al,, 2014),
c.634A>G (p.K212E)(Falk et al,, 2016), c.194T>C (p.V65A)(Richardson et al., 2017)
a ¢.364C>G (p.L122V)(Waters etal,, 2019).

HSD10 onemocnéni se nejcastéji projevuje jako neurodegenerativni porucha
vazana na X chromozom, zavaZznost onemocnéni byva c¢asto proménliva.
Diagnostikovani nemoci probiha nejcastéji vdobé od pocatku novorozeneckého
obdobi do raného détstvi postiZeného jedince. Mezi typické priznaky naleZi
mentalni retardace vazana na chromozom X, kardiomyopatie (postiZeni srde¢niho
svalu), choreoatet6za (obcasné, mimovolné, nekontrolovatelné zasSkuby svalii),
abnormalni chovani a neurodegenerace (Lenski et al., 2007; Rauschenberger et al,,
2010; Zschocke, 2012; Zschocke et al,, 2000). Pacienti trpici deficitem 173-HSD10
maji blokovanou degradaci isoleucinu, proto jsou zvySené hladiny metaboliti
isoleucinu v krvi a jejich vylu¢ovani modi klinickym znakem onemocnénim HSD10
(Yang etal, 2009). Dals$im znakem onemocnéni HSD10 jsou také zvySené hladiny 2-
methyl-3-hydroxybutyratu a tiglylglycinu v mo¢i (Korman, 2006), ovSem
akumulace tiglylglycinu a 2-methyl-3-hydroxybutyratu vmoci je pouze
patofyziologickym pozadim tohoto onemocnéni (Yang etal., 2009).

Pacienti s timto onemocnénim jsou obvykle rozdéleni do ctyr skupin:
novorozenecka forma, infantilni forma, juvenilni forma a atypicka prezentace
(Zschocke, 2012). Klinicky fenotyp pacientli s onemocnénim HSD10 je variabiln{
a zavisi na presné genové mutaci. Nékteré mutace tak ovliviiuji pouze enzymatickou
aktivitu, zatimco jiné zplisobuji nestabilitu proteinové struktury, oboji ma

za nasledek Siroké spektrum priznakl (Vilardo & Rossmanith, 2015). Nékteri
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postiZeni chlapci maji téZkou infantilni formu spojenou s kardiomyopatii,
kterd miiZze vést k iumrti v raném détstvi, zatimco jini vzacni pacienti mohou mit
juvenilni nastup nebo dokonce atypické projevy snormalnim neurologickym
vyvojem. U téZce postiZzenych chlapcii se vraném aZ pozdéjSim détstvi projevuje
vyvojova regrese, ktera je Casto spojena s neléCitelnymi zachvaty s casnym
nastupem, progresivni choreoatetdzou a spastickou tetraplegii (kiecovité postiZeni
vSech c¢tyf koncetin), atrofii zrakového nervu, nebo degeneraci sitnice vedouci
ke ztraté zraku a mentalni retardaci. Heterozygotni Zeny mohou vykazovat
nepostupujici vyvojové zpozdéni a mentalni postiZeni, ale mohou byt také klinicky
normalni (Lenski et al, 2007; Rauschenberger et al, 2010; Zschocke, 2012;
Zschocke et al, 2000). Doposud neexistuje ucinna lécba tohoto onemocnéni
(Zschocke, 2012). Vzhledem k tomu, Ze se patogeneze onemocnéni jevi jako
nezavisla na uloze enzymu v metabolismu isoleucinu, neni prekvapivé, Ze dietni

omezeni nezlepSuje progresi symptomii (Ofman etal., 2003).

2.2.2 Rakovina

Enzym 17p-HSD10 hraje ochrannou roli v burikach vystavenych stresovym
faktoriim. Nadmérna exprese 173-HSD 10 v rakovinnych buiikach ptispiva k udrZeni
homeostazy za nepriznivych podminek, a tak chrani bunky pred bunéfnou smrti
(He et al, 2003). Nadmérna exprese 173-HSD10 je naptiklad pozorovana
u nékterych typl rakoviny kosti (Carlson et al, 2015). Také epitelidlni buiiky
prostaty pacientil trpicich nékterymi typy rakoviny prostaty vykazuji vétsi mnoZstvi
17B-HSD10 oproti normalnim prostatickym epitelialnim burikam (He et al,, 2003).
V bunkach feochromocytomu (vzacny neuroendokrinni nador) vede nadmérna
exprese 173-HSD10 ke zvySené bunécné proliferaci jak in vitro, tak in vivo. VyS8i
exprese 173-HSD10 také ovliviiuje aktivitu dychactho retézce a syntézu ATP,
¢imZ podporuje déleni bunék a ¢ini buniky odolnéjsi vii¢i oxidativnimu stresu.
Podpora dychaciho retézce, syntézy ATP a bunécného déleni napomaha agresivité
rakovinnych bunék a procesu tumorigeneze. Nadmérna exprese 173-HSD10
ma negativni vliv na vyvoj onemocnéni a vysoké hladiny 173-HSD 10 jsou spojovany

se Spatnou progndézou téchto pacientii (Carlson et al,, 2015).
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U rakoviny prostaty umoZiiuje 173-HSD10 syntézu steroidii a katalyzuje
alternativni cestu syntézy androgenu generovanim dihydrotestosteronu
v nepritomnosti testosteronu (Ayan et al., 2012). Hladina exprese 173-HSD10
je moZnym prediktivnim markerem odpovédi na chemoterapii u pacienti trpicich
osteosarkomem. Podobné je tomu i u kolorektalniho karcinomu, kdy je vysoka
exprese 173-HSD10 spojena s lepSim celkovym preZitim. Na zakladé téchto zjisténi
je 17B-HSD10 povaZovan za potencidlni terapeuticky cil pro urcité typy rakoviny.
Uloha 17p-HSD10 u nadorovych onemocnéni je v3ak jesté nedostateind
prozkoumana a je tfeba provést dalsi studie, aby bylo moZné 1épe pochopit jeho role

v nadorové transformaci (Amberger etal., 2016; Ayan etal,, 2012; He etal., 2001).

2.2.3 Neurodegenerativni poruchy

Uloha neurosteroidii pii neurodegenerativnich poruchich je zasadni.
Neuroaktivni steroidy jako jsou napftiklad estrogeny, pregnany a androstany jsou
molekuly produkované endogenné v téle, a to predevSim v mozku a vykazuji celou
radu fyziologickych funkci. Tyto molekuly jsou schopné mimo jiné modulovat
funkce centralniho nervového systému, a i periferniho nervstva prostrednictvim
interakce s receptory GABA A, pritemZ mohou vykazovat neuroprotektivni
a antiapoptotické ucinky. Hladiny neuroaktivnich steroidi se méni béhem Zivota
v zavislosti na mnoha fyziologickych podminkach, jako napitiklad menstruacni

cyklus, téhotenstvi nebo stres (Porcu et al,, 2016).

Napri¢ chorobnymi stavy mohou mit zvySené hladiny 173-HSD10 hluboky
artznorody dopad (Carlson et al, 2015). Existuji studie popisujici vyznamné
zvySené mnoZstvi enzymu 17(3-HSD10 v mozcich jedincl trpicich Alzheimerovou
chorobou, které je vénovana samostatna kapitola (He et al, 2005) a na mySim
modelu Alzheimerovy choroby (He etal., 2002). Bylo také popsano, Ze hladiny 17f3-
HSD10 jsou zvySené v mozcich jedincii s roztrousenou sklerézou (Kristofikova et al.,
2009) a jsou sniZeny v mozcich mySiho modelu Parkinsonovy choroby (Tieu et al,,
2004). Terapeutické zvySeni hladiny enzymu173-HSD10 muZe tedy byt prospésné
pri Parkinsonové chorobé, u Alzheimerovy choroby se naopak nabizi jeho sniZeni

(Carlson etal., 2015; Silbernagl & Lang, 2001).
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2.3 Alzheimerova choroba

V roce 1907 Alois Alzheimer popsal v ¢lanku ,Uber eine eigenartige
Erkankung der Hirnrinde“ (,,0 neobvyklé nemoci mozkové kiiry“) neobvykly piipad
51letého pacienta, ktery trpél ztrdtou paméti, dezorientaci, halucinacemi
a kognitivnimi poruchami. Po smrti pacienta jeho pitva prokazala atroficky mozek
s ,ndpadnymi zménami neurofibril“ zplsobenymi ,ukldddnim specidlni latky
do kliry“ (Stelzmann et al, 1995). O stoleti pozdéji se tato ,neobvykla nemoc*
snazvem Alzheimerova choroba stala nejroz$ifenéjSim neurodegenerativnim

onemocnénim, jehoZ etiologie je stale neznama (Goedert & Spillantini, 2006).

Alzheimerova choroba je nevratna neurodegenerativni, progresivni porucha,
pifi které mozkové buiikky postupné odumiraji, coz vede zvlasté ke ztraté
kognitivnich funkci (Prince et al,, 2015). Pravé zhorsSovani kognitivnich funkci mtize
byt spojeno s vyznamnym sniZenim objemu mozku u pacientii s Alzheimerovou
chorobou ve srovnani se zdravymi pacienty (Mattson, 2004). Kromé sniZeni objemu
mozku je jednim z charakteristickych znakti Alzheimerovy choroby pfitomnost
amyloidnich plakd v mozku, zpilisobenych ,ukladanim specidlni latky v kiie",
jak poprvé popsal Alois Alzheimer. Tyto amyloidni (senilni) plaky se nachazeji
v extracelularnim prostoru mozku pacienta trpictho Alzheimerovou chorobou,
a zvlasté jsou pritomny v oblasti hippocampu. Jsou slozeny hlavné z peptidu
s nazvem amyloid-beta, ktery je agregovany a tvori vétSinou fibrily (Glenner &
Wong, 1984). DalSim charakteristickym znakem onemocnéni je pritomnost
intracelularnich neurofibrilarnich klubek v mozku (Minati et al, 2009),
pozorovanych také wu Parkinsonovy choroby (Goedert, 2015), sloZenych
z hyperfosforylovaného proteinu Tau (Grundke-Igbal et al, 1986). VSechny tyto
patologické projevy souvisi s hypotézami pri¢in vzniku Alzheimerovy choroby

a jsou detailné popsany v nasledujicich kapitolach.

S patogenezi Alzheimerovy choroby souvisi i enviromentalni rizikové
faktory, mezi které patii vék, kognitivni rezerva (schopnost mozku vyrovnat
se s poskozenim zplisobenym nékterymi druhy onemocnéni nebo normalnim
starnutim), fyzicka aktivita, koureni, obezita, diabetes a intrakranialni ateroskler6za
(Taipa et al, 2012). Vék je nejvy$Sim rizikovym faktorem pro Alzheimerovu

chorobu, riziko rozvoje onemocnéni dosahuje 50 % u jedinch starSich 85 let
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(Duthey, 2013). Zeny jsou nachyln&j$i k Alzheimerové chorob& ne% muZi, protoZe
maji vyssi ocekavanou délku Zivota, a protoZe pokles hladin estrogenu v diisledku
menopauzy by mohl zvysit riziko rozvoje Alzheimerovy choroby (Janicki & Schupf,

2010).

Mezi projevy Alzheimerovy choroby patii vypadky paméti, zuZeni slovni
zasoby a vypadky slov, poruchy koordinace, poruchy orientace v prostoru a ¢asova
dezorientace (Edell & Tunis, 2001). DalSimi nekognitivhimi symptomy jsou bludy
(Flynn et al, 1991) a halucinace (Gilley et al.,, 1991). Pokrocila stadia nemoci jsou
spojena s neadekvatnim jednanim, aZ agresivitou, poruchami nalad a poSkozenim
kognitivnich funkci (Loreck et al., 1994). V poslednim stadiu nemoci miZe byt
pacient upoutan na lGzko a zavisly na péci oSetrovatelli a zdravotniho personalu.
Pacienti nebyvaji schopni komunikace, a také potiebuji inkontinen¢ni pomficky.

Tyto patologické jevy vedou k smrti pacienta (McKhann et al,, 1984).

2.3.1 Amyloidova kaskadova hypotéza

Podrobnosti o této hypotéze budou podrobnéji popsany v dalSich kapitolach
této diplomové prace. Ve strucnosti tato hypotéza rika, Ze mezi hlavni patologické
rysy Alzheimerovy choroby patii akumulace amyloid-beta peptidii v riznych
¢astech mozku pacienta. Tato akumulace je spouStécem patologické kaskady, ktera
vede knasledné tvorbé amyloidnich plakd a intraneuronalnich neurofibrilarnich
klubek. Tato kaskada ma za diisledek neurodegeneraci a demenci (Hardy & Higgins,
1992). Nasledné vyzkumy podporuji roli amyloid-beta peptidu jako primarniho
iniciatoru komplexni patogenni kaskady u Alzheimerovy choroby a stale vice
dliikazli ukazuje, Ze amyloid-beta piisobi jako spousté¢ v c¢asném procesu
onemocnéni (Musiek & Holtzman, 2015). O tvorbé amyloidu-beta, jeho interakci
a akumulaci a souvislosti s Alzheimerovou chorobou bude vice psano v kapitolach
2.3.6 Amyloidovy prekurzorovy protein (APP), 2.3.7 Amyloid-beta peptid a 2.3.8

Alzheimerova choroba a akumulace amyloid-beta peptidu.
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2.3.2 Tau hypotéza

Neurofibrilarni klubka jsou dal$im intracelularnim charakteristickym
znakem Alzheimerovy choroby, a pravé tato klubka se skladaji z proteinu tau
(Trojanowski & Mattson, 2003). Tau je protein nachazejici se predevSim v mozku,
aje clenem skupiny proteinii asociovanych s mikrotubuly (Tucker, 1990). Tau
funguje jako leSeni pro proteiny pri tvorbé stabilizacni sité mikrotubuli

v neuronech (Lee et al.,, 1989).

V dospélém lidském mozku je exprimovano Sest izoforem proteinu tau jako
vysledek alternativniho sestiihu mRNA, a to v zavislosti na tom zda obsahuji nebo
neobsahuji exony 2, 3 a 10 (Goedert et al,, 1989). Exon 10 obsahuje oblast vazajici
mikrotubuly. Inzerce exonu 10 poskytuje ¢tyfi opakujici se (4R) izoformy proteinu
tau, zatimco tri opakujici se (3R) izoformy proteinu tau jsou produkovany bez
exonu 10. Mozek dospélého ¢lovéka exprimuje izoformy 3R i 4R proteinu tau, které
se za normalnich fyziologickych podminek nachazeji hlavné v axonech dospélych
neuront (Connell etal,, 2005). V mozcich pacientii s Alzheimerovou chorobou se 3R
a 4R tau protein akumuluje v hyperfosforylovaném stavu v patologickych inkluzich
(Goedert, 1993). Hyperfosforylovany protein tau je nachylnéjsi kagregaci
ajesnizena jeho afinita kmikrotubulim (Mazanetz & Fischer, 2007).
Za patologickych stavili agregace tau poskodi axony neuront, zplisobi synaptickou

dysfunkci a neurodegeneraci (Roy et al,, 2005).

2.3.3 Cholinergni hypotéza

Acetylcholin je diileZity neurotransmiter pouZivany cholinergnimi neurony,
ktery se ucastni zdsadnich fyziologickych procest, jako je pozornost, uceni (Fine et
al, 1997), pamét (Haam & Yakel, 2017; Hasselmo etal,, 1992), reakce na stres, bdéni
a spanek a senzorické informace (Sarter & Bruno, 1997). PoSkozeni cholinergnich
neuronl a ztrata cholinergni aktivity byly povaZovany za kritickou patologickou
zménu, kterd korelovala s kognitivni poruchou pacientl trpicich Alzheimerovou

chorobou (Martin et al., 2013).

Cholinergni hypotéza byla prti 1é¢bé Alzheimerovy choroby nejprve testovana

s inhibitory cholinesterazy (Summers et al, 1981). Takrin, (9-amino-1,2,3,4-
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tetrahydro akridin) inhibitor cholinesterazy, byl prvnim klinicky dostupnym lékem
proti Alzheimerové chorobé (Brinkman & Gershon, 1983) jehoZ uZivani bylo
zastaveno v roce 1996 a nasledovalo jeho staZeni z trhu, kviili zdvaZnym vedlejSim
hepatotoxickym ucinkiim (Balson et al., 1995). I kdyZ je inhibice cholinesterazy
symptomatickou ulevovou lécbou s marginalnimi prinosy, je v soucasnosti
nejdostupnéjsi klinickou 1é¢bou, kterd dava zoufalym pacientiim s Alzheimerovou

chorobou zablesk nadéje (Du etal., 2018).

2.3.4 Hypotéza oxidacniho stresu

Oxidacni stres je povaZovan za dileZity faktor v patogenezi Alzheimerovy
choroby (Sultana & Butterfield, 2008). Mozek vyuziva vice kysliku neZ jiné tkané,
coZ zvySuje potencialni expozici reaktivnim formam kysliku (Cheignon et al., 2018).
Ve skutecnosti je Alzheimerova choroba vysoce spojena s bunétnym oxida¢nim
stresem, vCetné zvySené oxidace a nitrace proteinti a glykoloxidace a peroxidace
lipidi (Butterfield & Lauderback, 2002). Akumulace amyloidu-beta mtize také
vyvolat oxida¢ni stres (Butterfield et al, 2007). OSetfeni antioxida¢nimi
slouc¢eninami tedy teoreticky poskytne ochranu proti oxida¢nimu stresu a toxicité
amyloidu-beta (Teixeira et al., 2013). Oxidacni stres je vSak pouze jednim z rysi
Alzheimerovy choroby, a proto je oSetfeni antioxida¢nimi slou¢eninami navrzeno

jako soucast kombinované terapie (Persson et al.,, 2014).

2.3.5 Hypotéza zanétu

Reaktivni gliéza a neurozanét jsou dal$imi charakteristickymi znaky
Alzheimerovy choroby (Bolés etal., 2017). Byla publikovana geneticka studie, ktera
identifikovala vzacné varianty genu, ktery kdduje spousStéci receptor exprimovany
na myeloidnich burikach 2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2 -
TREM2) Tento imunitni receptor, ktery se nachazi v mozkovych mikrogliich byl
publikovan jako rizikovy faktor pro nefamiliarni Alzheimerovu chorobu (Colonna &
Wang, 2016). Stale vice dlikazli ukazuje, Ze mikroglie se objevuji jako hlavni hraci

pii Alzheimerové chorobé (Hong et al,, 2016). Deficity ve funkci mikroglii mohou
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prispivat k synaptickym abnormalitam pozorovanym u nékterych

neurodegenerativnich poruch (Paolicelli etal,, 2011).

2.3.6 Amyloidovy prekurzorovy protein (APP)

APP je integralni membranovy protein, ktery je syntetizovan
v endoplazmatickém retikulu, poté transportovan do Golgiho aparatu, a nasledné
do plazmatické membrany, kde je postupné Stépen (Chen et al,, 2017). Je to jeden
ze tf Clenti vétsi genové rodiny pritomné v lidském genomu. DalS$imi dvéma ¢leny
rodiny jsou proteiny strukturné a sekven¢né podobné APP (APLP) APLP1 a APLP2
(Chen et al,, 2017; Coulson et al., 2000). Fyziologicka role APP spociva v regulaci
vytvareni synapsi a jejich dynamiky, anterogradniho neuronalniho transportu
a exportu Zeleza. APP vznikd v nékolika rtiznych izoformach o velikosti od 695
do 770 aminokyselin. Nejhojnéjsi izoforma APP 695 je exprimovana piedevSim
v neuronech, zatimco APP 751 a APP 770 jsou exprimovany piedevsim v perifernich
nervovych burkach a krevnich destickach (Chen etal,, 2017; Guerreiro et al., 2012;
Hardy, 1997). APP 751 a APP 770 obsahuji dalsi proteinové segmenty (oblast
domény inhibitoru proteazy Kunitzova typu (Heald et al., 1991) a antigen MRC OX-
2 mezi kyselou oblasti a doménou E2 (Konig et al., 1992).

APP 695 (Obr. 5) se skldda z transmembréanové oblasti oddélujici velkou
NHz-terminalni extracelularni ektodoménu od mnohem mensi COOH-terminaln{
cytoplazmatické endodomény (Coburger et al,, 2013; Daigle & Li, 1993; Wang & Ha,
2004). NHz-terminalni extracelularni ektodoména se sklada ze stabilnich domén E1
(Leul8-Ala190) a E2 (Ser295-Asp500). Doména E1 je tvofena tésnou interakci
domény vazajici méd a domény podobné rlistovému faktoru, E2 je centralni
doménou APP. Kysela oblast spojujici E1 a E2 je stejné flexibilni jako
juxtamembranova oblast spojujici E2Z s transmembranovym helixem, ukotvujicim
APP v plazmatické membrané. Na vnitfni strané plazmatické membrany se nachazi

C-terminalni konec intracelularni domény (Coburger etal., 2013).
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Obrazek ¢. 5: Celkova struktura APP: Ektodoména APP 695 se sklada ze dvou
sloZzenych domén: doména E1- (Leu18-Ala190) a E2 (Ser295-Asp500). Kysela oblast
(KO) mezi obéma doménami je stejné flexibilni jako juxtamembranova oblast (JMO).
Domény E1 a E2 spolu tésné neinteraguji, coZ vede k rozsireni celkové konformace.
Toto rozsiteni (oblast ED, Glu191-Glu227) se nachazi mezi E1 a kyselou oblasti jako
dalSi ¢astetna struktura. E2 je centralni doménou APP. Transmembranovy helix
(TM) je cast APP prochazejici plazmatickou membranou a oddélujici ektodoménu
od endodomény (ICD - intracelularni doména). Sipky ukazuji mista, kde je APP

Stépen a-, - a y-sekretazou (prevzato a upraveno z Coburger etal., 2013).

Lidsky APP je zpracovavan (proteolyticky Stépen) dvéma alternativnimi
cestami (Obr. 6) - amyloidogenni a neamyloidogenni. V neamyloidogenni draze
probiha postupné Stépeni APP membranové vazanymi a-sekretazami, poté y-
sekretazou nebo [-sekretazou a v amyloidogenni draze probiha Stépeni APP
plisobenim membranové vazanych 3- a y-sekretdz, coZ vede k tvorbé amyloid-beta

peptidii (Cheignon etal,, 2018; G. F. Chen et al,, 2017; Haass et al., 1995).
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Obrazek €. 6: Schematicky pohled na proteolytické Stépeni APP. V neamyloidogenni
draze se APP nejprve $tépi a-sekretazou a poté y-sekretazou za vzniku zkracenych
amyloid-beta peptidi (A 17-40/42) nebo 3-sekretdzou, coZ vede k tvorbé zkraceného
amyloid-beta peptidu (AP 1-16). V amyloidogenni draze se APP $tépi postupné [3-ay-
sekretdzami, coZz vede k tvorbé amyloid-beta peptidi (AB 1-40 ; 42) plné délky

(prevzato a upraveno z Cheignon et al., 2018).

2.3.7 Amyloid-beta peptid

Amyloid-beta peptid je peptid skladajici se z 38 aZ 43 aminokyselinovych
zbytkil (Cheignon et al., 2018), ktery vznika proteolytickym Stépenim APP (Chen et
al,, 2017). Sekvence primarnich aminokyselin amyloidu-beta byla poprvé objevena
v extracelularnich depozitech amyloidnich plakdi v roce 1984 (Glenner & Wong,
1984). Nejvice informaci o strukture amyloidu-beta pochazi z nuklearni magnetické
rezonance, dalsi dlileZité informace podavaji metody studia molekularni dynamiky.
Obecné se predpoklada, Ze amyloid-beta je vnitiné nestrukturovany, a proto jej

nelze béZnymi metodami krystalizovat (Chen et al.,, 2017).
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Nové vznikly amyloid-beta je bud’ uvoliiovan do extracelularniho prostoru,
nebo ziistava spojen se strukturami plazmatické membrany (Chen et al.,, 2017).
Akumulace amyloidu-beta v mozku je povazZovana za ¢asnou toxickou udalost
v patogenezi Alzheimerovy choroby. Vznik Alzheimerovy choroby je spojen
se vznikem amyloidnich (senilnich) plaki, resp. akumulaci amyloid beta peptidu
do extracelularni 1éze (priiméru 10-200 pum) v mozku (Obr. 7), pfevazné v mozkové

kire.

Obrazek ¢. 7: Metoda barveni hematoxylin-eosin zvyraziiuje senilni plaky
v mozkovém parenchymu pfti Alzheimerové chorobé, Sipka znazornuje amyloidni
jadro klubicka senilniho plaku. ZvétSeni 400x (prevzato a upraveno z Taipa et al,,

2012).

Monomery amyloidu-beta agreguji do ritiznych forem oligomert, které
pak mohou tvofrit pravidelné fibrily a senilni plaky (Glenner & Wong, 1984; Haass et
al., 1995). Amyloidni oligomery jsou rozpustné a maji schopnost se Sifit po celém
mozku (Chen et al, 2017). Bylo zjiSténo, Ze oligomery amyloidu-beta indukuji
mitochondridlni dysfunkci a oxidatni stres v neuronech pacientdi trpicich

Alzheimerovou chorobou. Mitochondrialni dysfunkce vede k tak masivnimu zvySeni
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cytosolické koncentrace vapenatych iontli v neuronech, aZ se stava pro burky
toxickou (Ahmed et al, 2010). Vyzkumy poslednich dvou desetileti naznacuji,
Ze oligomerni nebo prefibrilarni formy amyloidu-beta jsou pro neuronalni burnky
nejvice Skodlivé. Rozpustny amyloid-beta se miiZe vazat na mnohé molekuly

v extracelularnim prostoru, a také na membranové receptory (Chen etal,, 2017).

Distribuce a velikost oligomeri je heterogenni, o jejich struktufe je toho
znamo relativné malo. RovnéZ neni znamo, zda oligomerni struktury predstavuji
zakladni jednotky amyloidniho proteinu, které se poté skladaji do fibril, nebo jsou
jen v rovnovaze s monomery, které primo tvofi fibrily bez prechodné oligomerni

struktury (Chen etal,, 2017; Masliah etal,, 1991; Terry etal., 1991).

Amyloidni fibrily jsou vétsi, nerozpustné a mohou se dale skladat
do amyloidnich plakli tvoricich histologické 1éze (Glenner & Wong, 1984).
Amyloidni fibrily vykazuji neurotoxicitu vedouci k buné¢né smrti, z toho vyplyvajici
ztraté paméti a dalSim charakteristickym priznakiim Alzheimerovy choroby
(Chen et al.,, 2017). Pritomnost fibril je také jednim z hlavnich biomarkert pro

diagnostiku Alzheimerovy choroby (Glenner & Wong, 1984; Haass et al., 1995) .

2.3.8 Alzheimerova choroba a akumulace amyloid-beta peptidu

Neuronalni buiiky pacientli trpicich Alzheimerovou chorobou jsou vysoce
zavislé na produkci mitochondrialni energie a nachylné k mitochondrialni dysfunkci
(Moreira et al,, 2009). Mitochondrie jako hlavni producenti energie hraji ustredni
roli v patologii Alzheimerovy choroby a jejich Spatna funkce ma vliv na poSkozeni
neuronli vyvolanych peptidem amyloid-beta (Chen & Yan, 2010). Akumulace
intramitochondrialniho amyloidu-beta byla popsana u transgennich mysi
s Alzheimerovou chorobou (Du et al, 2010) a také v mozku lidskych pacienti
trpicich touto nemoci (Cha et al, 2012). Amyloid-beta miZe také uvnitr
mitochondrii ovliviiovat transport molekul mitochondrialnimi membranami
a dychacim retézcem (Audano etal., 2018; Chen & Yan, 2010). Do mitochondrii miiZe
byt amyloid-beta importovan bud translokazami vnéjSi membrany (Hansson
Petersen etal., 2008), mitochondrialnimi receptory pro kone¢né produkty pokrocilé

glykace (Takuma et al.,, 2009), nebo lokalné odStépeny z APP mitochondrialni y-
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sekretazou (Pavlov et al., 2011). Intramitochondrialni amyloid-beta je degradovan
pitrilysin metalopeptidazou 1 jejiZ aktivita je sniZena v mozcich pacienti
s Alzheimerovou chorobou i na mySich modelech této nemoci (Alikhani et al., 2011).
Dilezité je, Ze aktivace mitochondridlniho odbouravani amyloidu-beta probiha
zvySenou neurondlni expresi pitrilysin metalopeptidazy 1. Tato aktivace v mySim
modelu Alzheimerovi choroby zlepSila oxida¢ni stres, neurozanét, synaptickou

funkci, pamét a uceni (Fang et al,, 2015).

Mitochondridlni dysfunkce, poSkozeni neuronii a neurondlni smrt také
podporuje toxicky komplex 173-HSD10-amyloid-beta vznikly navazanim amyloidu-
beta na enzym 17(3-HSD10 (Lustbader et al, 2004; Yan et al, 1999). Presné
mechanismy neurotoxicity amyloidu-beta nejsou zcela znamy (Kissinger et al,
2004). Zvysena hladina 173-HSD10 pii Alzheimerové chorobé miiZe byt ptirozenym
mechanismem k obnoveni urovné aktivity tohoto enzymu sniZené jeho vazbou

na intracelularni amyloid-beta (Yang etal.,, 2011).

2.3.9 Vazba 17§ - HSD10 na amyloid-beta

Enzym 173-HSD10 byl jako vazebny partner amyloidu-beta poprvé
identifikovan vroce 1997 pomoci kvasinkového dvouhybridniho screeningu
s vyuzitim cDNA bunécné linie HeLla (Yan et al, 1997). Je znamo, Ze vazebnym
mistem amyloidu-beta je oblast aminokyselinovych zbytkii, oznacovana jako LD.
Bodové mutace v oblasti LD (konkrétné u aminokyselinovych zbytki 98-101 a 108-
110) brani vazbé amyloidu-beta na enzym. Oblast LD je v ramci rodiny enzymii SDR
jedinecna, a tim padem ¢ini 173-HSD10 jedinym enzymem z rodiny SDR, na ktery
je schopen se navazat na amyloid-beta. Vazba mezi amyloidem-beta a 173-HSD10
je tvofena prostirednictvim hydrofobnich interakci a piisobi sterické zmény v oblasti

vazebného mista pro kofaktor NAD+ (Lustbader et al,, 2004).

Navazanim amyloidu-beta na enzym 173-HSD10 je blokovana jeho
enzymaticka funkce. Enzym s navazanym kofaktorem NAD* s amyloidem-beta nijak
neinteraguje. Piesto, Ze se amyloid-beta a kofaktor NAD* vdZou na rlizna mista

enzymu 173-HSD10, je jejich sou¢asna vazba na enzym vyloucena (Lustbader etal,,
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2004; Yan etal., 2007). Pti navazani amyloidu-beta na enzym dochazi k jeho inhibici

pro substrat acetoacetyl-CoA (Oppermann et al,, 1999).

Enzym 173-HSD10 ma schopnost degradovat toxické aldehydy, ale pfi vazbé
amyloidu-beta potencialné méni svoji substratovou specificitu. Aldehydy vytvorené
z mozkovych lipidii nelze detoxikovat, a proto poskozuji a zabijeji neurony
(Lustbader et al, 2004; Yan et al, 1999). Kromé toho interakce 17(3-HSD10
s amyloidem-beta vede ke zméné hladiny exprese jinych proteint, jako je zvySeni
peroxiredoxinu II (antioxida¢ni enzym fidici hladiny peroxidt v buiikdch a chranici
neurony pred toxickymi hladinami amyloidu-beta)(Yao et al,, 2007) a endofilinu Al
(protein hrajici roli pri tvorbé vezikul lokalizovany v cytoplazmé, pritomen
v presynaptickych nervovych zakoncenich)(Ren et al, 2008). ZvySena hladina
peroxiredoxinu II u Alzheimerovy choroby je pravdépodobné kompenzac¢nim
mechanismem neuront, které se pokouSeji chranit pred toxickymi ucinky
amyloidu-beta (Yao et al, 2007). ZvySena hladina endofilinu Al vede k naruSeni
synaptické aktivity a zvySené produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), coz dale
prispiva k mitochondrialni dysfunkci a poklesu kognitivnich funkci (Ren et al,
2008). Oba tyto proteiny mohou slouzit jako indikatory interakce 173-HSD10 -
amyloid-beta, protoZe jejich hladiny se po poruSeni této toxické interakce vrati
na fyziologické urovné. NaruSeni vazby 173-HSD10 - amyloid-beta a obnoveni
fyziologické urovné 173-HSD10 nebo inhibice nadmérné exprimovaného enzymu
by mohly vést k opétovnému nastoleni homeostazy (Ren et al, 2008; Yao et al,
2007). Byl také prokazan protektivni vliv estradiolu vic¢i toxickym ucinklim
amyloidu-beta, preventivni podavani estradiolu sniZuje riziko onemocnéni

Alzheimerovou chorobou (Dye etal,, 2012)

Byl publikovan experiment se syntetizovanym 17(3-HSD10-,navnadovym®
(bait) peptidem, jehoZ aminokyselinova sekvence zahrnovala aminokyselinové
zbytky oblasti LD. Cilem experimentu bylo zjistit, zda 173-HSD10-,navnadovy*“
peptid tvorivazbu s amyloidem-beta a tim ochrani enzym 173-HSD10. Bunéc¢né linie
byly vystaveny pilisobeni amyloidu-beta, pfridanim 17p-HSD10-,navnadového*
peptidu byla sniZena tvorba volnych radikali a wuvoliiovani cytochromuc
z mitochondrii a tim do$lo ke zvySeni celkové Zivotaschopnosti bunék (Lustbader et

al, 2004). Byla provedena studie 1é¢by Alzheimerovy choroby na zvifecim modelu.
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Cilem studie byla systémova lécba Alzheimerovy choroby pomoci 173-HSD10-
»,navnadového" peptidu. Pokusna skupina vykazovala zlepSeni kognitivnich funkci
v porovnani s kontrolni neléfenou skupinou (Yao et al, 2011). Nasledna studie
prokazala, Ze 17p3-HSD10-,navnadovy“ peptid neni vhodny pro béZnou lécbu
z dlivodu jeho malé dostupnosti po peroralnim podani. Dal$i nevyhodou je nizka

stabilita peptidu v organismu (Yao etal., 2011).

Nalezeni potenciondlnich cili 1é¢by Alzheimerovy choroby je praci mnoha
vyzkumnych skupin, které se snaZzi nalézt nizkomolekularni latky schopné inhibovat
interakci 173-HSD10 a amyloidem-beta. Mezi prvnimi publikovanymi vysledky jsou
studie z roku 2006 (Xie et al., 2006).

Otdzkou zlstava, zda se amyloid-beta peptid podili na infantilni formé
neurodegenerativniho deficitu 173-HSD10 (Yang et al, 2014). Bylo publikovano,
Ze amyloid-beta peptid je nedetekovatelny v mozkomiSnim moku jedince
s deficitem 17B-HSD10 (nemoc HSD10) (Ortez et al, 2011). Pokud by se toto
pozorovani potvrdilo u dalSich postiZenych jedincli, znamenalo by to, Ze missense
mutace (mutace ménici smysl, mutace v genetickém kédu, jejimZ dlsledkem
je zména struktury polypeptidového vlakna urcitého proteinu) v genu HSD17B10
by mohla zménit metabolismus nebo transport APP. Studie efektu absence nebo
sniZzeného mnoZstvi 173-HSD10 mohou vést k novym cestam 1é¢by Alzheimerovy

choroby (Yang et al,, 2014).
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3. Cil prace

Cilem této prace byla charakterizace dvou mutantnich forem lidského
proteinu 173-HSD10. Expresni vektory pro produkci mutantnich forem enzymu
vloZené do bakterii byly jiZ na pracoviSti pritomny. Prace byla rozdélena do téchto
¢ty Casti:
1. Literarni reSerSe - struktura enzymu 173-HSD 10, jeho funkce v organismu, vazba

na amyloid-beta a relevantni patologie.
2. Exprese a purifikace proteinu 173-HSD10 a jeho mutovanych variant

3. SDS-PAGE elektroforéza produkovanych proteinu, ovéreni velikosti a Cistoty

vypurifikovanych proteinovych variant.

4. Charakterizace mutantnich forem stanovenim enzymatické aktivity wt 17f3-
HSD10 a jeho dvou mutantnich variant - ur€eni reak¢ni kinetiky dle Michaelis -

Mentenové

34



4 Experimentalni cast

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

17B-estradiol (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Antibiotikum kanamycin (Serva)

Autoinduké¢ni Overnight Express TB médium (Novagen)
Benzonase® Nuclease (Millipore)

Bradfordovo ¢inidlo

Bromfenolova modr

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
Coomassie Brilliant Blue G (CBBG)

Destilovana voda

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2PO4)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Glycin

Glycerol

Ni-NTA resin (Thermo Scientific™)

Hovézi sérovy albumin - BSA (P-LAB)

Chlorid sodny (NaCl)

Imidazol

Koncentrovana kyselina octova

Kyselina fosforetna

Lysozym (Sigma-Aldrich)

LB Broth (Miler) médium (Sigma-Aldrich)

Methanol

Nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma (NAD*) (Sigma-Aldrich)
Nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma (NADH) (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (APS)
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e Precision Plus Protein ™ Kaleidoskope ™ (BioRad)
e Sekundarni butanol

e Siran amonny ((NH,4),S0,)

e Tris HCI (BioRad)

e Tris - base (Sigma-Aldrich)

e Tetramethylethylendiamin (TEMED)

e [-merkaptoetanol

4.1.2 Biologicky material
e Bunky E. coli BL21 (DE3) optimalizované pro expresi rekombinantnich

proteinti (Novagen)

4.1.3 Pristroje
e Box s laminarnim proudénim (Faster Dasit)
e Centrifugy (Eppendorf)
e Vertikalni elektroforézy (BioRad)
e Hluboko mrazici box (ThermoFisher)
e Inkubator s tfepaci jednotkou (MiulLab)
e Laboratorni vahy (Kern)
e Vortex (Grant Instruments)
e UV/VIS spektrofotometr (Tecan Spark 10M, Mannedorf, Switzerland)
e UV transiluminator s kamerou (Uvitec Cambridge)
e Sonikator (Hilscher)

e Denzitometr (Biosan)

4.1.4 Pufry
e Lyzacni pufr (50 mM NaH2PO4, 150 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH=8)
e Promyvaci pufr 1 (50 mM NaH2P0O4, 150 mM NacCl, 20 mM imidazol, pH=8)
e Promyvaci pufr 2 (50 mM NaH2P0O4, 150 mM NacCl, 40 mM imidazol, pH=8)
e Elu¢ni pufr (50 mM NaH2PO4, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH=8)
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e Vyménny pufr bez glycerolu (71 mM Tris, 214 mM NaCl, pH=8)
e Reaktni pufr (100 mM KH2PO4, pH = 8,0)
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4.2 RozmraZeni bakterialnich Stokt a exprese 178-HSD10 a jeho
mutantnich variant

Buniky E. coli BL21 (DE3) nesouci plazmid pET28b srekombinantnimi
vloZenymi geny HSD10 pro protein 173-HSD10 a jeho dvé mutantni formy 17f3-
HSD10 (Y168G, K172G), 17p-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A) byly jiz
na pracovisti pritomny ve formé bakterialnich Stokii. U mutantni formy 173-HSD10
(S98A, K99A, T100A, Y101A) byla provedena sekvencni zaména v Fetézci primarni
bilkovinné struktury v misté vazby na amyloid beta, ktera zménila vysledné sloZeni
aminokyselin serinu 98, lysinu 99, tryptofanu 100 a tyrosinu 101 na alaniny (98, 99,
100, 101). U mutantni formy 173-HSD10 (Y168G, K172G) byla provedena sekven¢ni
zaména v fetézci primarni bilkovinné struktury v aktivnim misté, ktera zmeénila
vysledné slozeni aminokyselin z tyrosinu 168 a lyzinu 172 na glycin 168 a 172.
Stoky byly skladovany p¥i -80 °C v 30% glycerolu. Pro praci byly $toky zaotkovany
do LB média s antibiotikem kanamycinem o findlni koncentraci 50 pg/ml
a inkubovany pres noc pri 37 °C a 200 rpm ve trepacce. Druhy den bylo 100 ul
kultury zaockovano do LB média s kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml a kultura
byla kultivovana pri 37 °C a 200 rpm ve tirepacce, dokud kultura nedosahla optické
denzity OD 600 * 0,6. Poté byla kultura zchlazena na ledu a presazena do predem
pripraveného autoindukéniho Overnight Express TB média skanamycinem
o koncentraci 100 ug/ml. Exprese probihala 18 hodin pifi 25°C a 200 rpm
ve tfrepacce. Narostla kultura byla centrifugovana pii 7000 x g po dobu 5 minut /4°C.
Supernatant byl odlit a bakterialni peleta byla zamraZena pfi -20 °C do dalSiho

pouziti.
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4.3 Purifikace 178-HSD10 a jeho mutantnich variant

Prvni Cast purifikace spocivala v lyzovani bakterialnich bunék (pelet).
Byl pripraven lyzac¢ni pufr, ktery byl uchovavan v lednici a z néhoZ byla namichana
lyzatni smés (10ml lyza¢ni pufr, 10 mg lysozym, 1 tblcOmplete mini,

6 ul benzonaza).

Bakterialni peleta byla resuspendovana v lyza¢nim pufru a smés byla
inkubovana 30 minut na ledu. Po inkubaci byla smés sonikovana na ledu
(12x 10 s sonikace, 30 s inkubace na ledu) a nerozbité zbytky bunék byly po lyzi
odstranény pomoci centrifugace (16 000xg 10 minut, 4°C). KdalSi praci byl

pouZzivan supernatant.

Pro purifikaci byly pripraveny polypropylenové filtra¢ni kolony (5ml).
Na kolonu byl nanesen 1 ml Ni-NTA resinu. Byl nechan vykapat uskladiiovaci roztok
a kolona byla dvakrat promyta 10 ml lyza¢niho pufru. Na kolonu s resinem bylo
pireneseno 5 mlsupernatantu obsahujici protein uvolnény zbunék a 1 hodinu
inkubovano na ledu na kyvacce. Po inkubaci byl z filtracni kolony odkapan roztok,
z néhoZ byl odebran vzorek na pozdéjsi analyzu. Kolona byla trikrat promyta 10 ml
promyvaciho pufru 1 a nasledné trikrat promyta 10ml promyvaciho pufru 2.
Pfi kazdém promyti byla kolona 1 minutu inkubovana na rotatoru spolu

s promyvacim pufrem.

Nasledné bylo provedeno pét eluci po 1 ml pomoci elu¢niho pufru, pricemz
kazda eluce byla inkubovana 1 minutu bez rotatoru. Eluce byly jimany do zkumavek,

se kterymi bylo dale pracovano.

V eluatech bylo stanoveno orienta¢ni mnoZstvi proteinu pomoci Bradfordova
¢inidla. Bradfordova metoda je zaloZena na interakci proteinii s Coomassie Brilliant
Blue (CBB) v kyselém prostredi. Interakce je doprovazena zménou barvy roztoku
z ¢erveno-hnédé na modrou a také posunem absorp¢niho maxima ze 450 nm

na 590 nm, ¢ehoZ se vyuZiva pri kvantitativni analyze.

Vzorky obsahujici protein byly nasledné spojeny a centrifugovany
na centrikoné Amicon® Ultra-4, 10 kDa pfi 7000 x g po dobu 10 minut pri 4 °C,
u vzorkl byl vyménén elu¢ni pufr za vyménny pufr bez glycerolu. Tento postup byl

opakovan 4x, pred kazdou centrifugaci bylo pridano potfebné mnoZstvi vyménného
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pufru. Vzorky byly zkoncentrovany na objem asi 1 ml. Koncentrace proteinu
vevzorku byla stanovena spektrofotometricky Bradfordovou linearizovanou
metodou (kapitola 4.4 Bradfordova linearizovana metoda). Vzorky byly

rozpipetovany na alikvoty a zamraZeny pri —-80 °C.

4.4 Bradfordova linearizovana metoda

Vzorek purifikovaného proteinu byl smichan s Bradfordovym CcCinidlem
v poméru 1:5a 1:10 (Tabulka 1), byla pfipravena i kalibra¢ni fada s BSA - hovézim
sérovym albuminem (koncentrace: 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml, jako negativni kontrola bylo pouZito potiebné mnoZstvi vyménného
pufru bez glycerolu). Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 10 pl vzorku
proteinu nebo proteinu kalibra¢ni fady a 150 pl Bradfordova ¢inidla. Desticka byla
poté inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté na kyvacce a néasledné vloZena
do spektrofotometru Tecan Spark, zde byla mérena koncentrace proteinu ve vzorku.
Méreni bylo provedeno v triplikatech. V pocitatovém programu spektrofotometru
byl navolen program pro Bradfordovou linearizovanou metodu (Bradford
linearized metod). Méreni probihalo pri laboratorni teploté, absorbance byla
méfena pri vlnovych délkach 590 nm a 450 nm. Pomérem absorbanci vinovych
délek 590 nm/450 nm, ode¢tenim hodnoty blanku (negativni kontroly) a dosazenim

do rovnice primky kalibra¢ni fady byla vypocitana koncentrace proteinu ve vzorku.

Tabulka ¢. 1: Bradfordovo ¢inidlo

Komponenta MnoZstvi
Coomassie Brilliant Blue R250 50 mg

Methanol 25ml

Kyselina fosfore¢na 85 % 50 ml

H20 doplnit do 100 ml

40



4.5 SDS-PAGE

Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE) je separacni metoda proteinii na zakladé jejich elektroforetické mobility.
Proteiny jsou v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti SDS separovany podle délky

polypeptidového retézce, molekularni hmotnosti a konformace proteinu.

Aparatura pro naliti gelu byla sestavena ze skel odmaSténych etanolem
a prislusnych spacerti umoziiujicich vytvorit vysledny gel o tlouStce 1 mm.
12 % separacni gel (Tabulka 2) byl nalit do predem sestavené aparatury, nasledné
byla smés prevrstvena 700 pl sekundarniho butanolu, polymerace probihala
60 minut. Sekundarni butanol byl vylit, gel byl promyt destilovanou vodou
a vysuSen filtra¢nim papirem. Nasledné byl namichan a nalit 4 % zaostirovaci gel
(Tabulka 3) a vloZen hrebinek pro tvorbu jamek k nanaseni vzorku, polymerace

probihala 45 minut.

Tabulka ¢. 2: Separacni gel 12% - mnoZstvi na dva gely

Komponenta MnoZstvi
H20 4 ml

1,5M Tris HCI pH 8,8 3,04 ml
Akrylamid 30% 4,8 ml
SDS 10% 120 pl
APS 10% 40 ul
TEMED 4,8 ul

Tabulka ¢. 3: Zaostirovaci gel 4 % - mnoZstvi na 2 gely

Komponenta MnoZstvi
H20 2,03 ml
0,5M Tris HCI pH 6,8 830 ul
Akrylamid 30% 430 pl
SDS 10% 33,3 ul
APS 10% 16,63 pl
TEMED 3,33 ul
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Z koncentrace proteinu bylo vypocteno mnoZstvi vzorku tak, aby na gel byl
nanesen presné 1 ug enzymu, potifebné mnozstvi bylo docileno nafedénim enzymu
vodou. Vzorek proteinu byl smichan se vzorkovym pufrem (Tabulka 4) v poméru
2:1apovaren 5 minut pii 95 °C. Stejnym zplisobem byl pfipraven i vzorek obsahujici
1 ug BSA rozpusténého ve vodé. Byla sestavena aparatura na vertikalni
elektroforézu. Skla byla umisténa do elektroforetické vany a zalita potfebnym
mnoZstvim elektrodového pufru (Tabulka 5). Na pripravené polymerizované gely
byly naneseny vzorky proteinu a BSA. Jako marker molekulovych hmotnosti byl
pouzit Precision Plus Protein ™ Kaleidoskope ™ (Obrazek 8) o objemu 10 pl. Byly
nastaveny parametry elektroforézy, ktera probihala pri konstantnim napéti
200 Va maximalnim proudu 60 mA na jeden gel, coZ odpovidalo Casu trvani

elektroforézy 60 minut.

Tabulka €. 4: SloZeni vzorkového pufru (3x koncentrovany)

Komponenta MnoZstvi

0,5M TRIS-HCl pH 6,8 3,75 ml

Glycerol 3 ml

SDS 0,69¢g
Bromofenolovi modf 0,5 % 0,06 ml

H20 doplnitdo 8,5 ml
B-merkaptoethanol 150 ul

Tabulka ¢.5: SloZeni elektrodového pufru, pH 8,5

Komponenta MnoZstvi

50 mM TRIS base 6g

384 mM glycin 22,8g

SDS 1g

H20 doplnitdo 11
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Obrazek ¢. 8: Marker molekulovych hmotnosti. Standard slouZici pro odecet
velikosti proteini vrozsahu od 10kDa po 250kDa (upraveno z BioRad
Laboratories, Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards.,

2022)

Po skonceni elektroforézy byl gel omyt destilovanou vodou a nasledné
fixovan ve fixatnim roztoku (Tabulka 6) po dobu asi 1 hodiny, poté byl gel vyjmut,
avloZen do potiebného mno#stvi barviciho roztoku (Tabulka 7). Cas barveni
je orientacni a trval asi 10 hodin (pres noc). Druhy den rano byl gel minimalné
3x omyt potfebnym mnoZstvim destilované vody, promyvani a inkubace
s destilovanou vodou trvala do odbarveni pozadi. Odbarveny gel byl uchovavan

v destilované vodé kviili rehydrataci, naskenovan a dale analyzovan.
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Tabulka ¢. 6: Fixa¢ni roztok pro SDS-PAGE gely

Komponenta MnoZstvi
Koncentrovana kyselina octova 10 ml
Methanol 40 ml
H20 50 ml

Tabulka €. 7: SloZeni barviciho roztoku Blue Silver

Komponenta MnoZstvi

85% kyselina fosfore¢na 8 ml

Siran amonny 10g

Coomassie Brilliant Blue G (CBBG) 0,12g

Methanol 20 ml

H20 doplnit do 80 ml

4.6 Stanoveni aktivity 178-HSD10 a jeho mutantnich variant -

reakeni kinetika podle Michaelis - Mentenové

4.6.1 Stanoveni aktivity 17-HSD10 a jeho mutantnich variant

V biochemii je jednim z nejznaméjsich model enzymové kinetiky rovnice
a graf rychlosti reak¢ni kinetiky podle Michaelis - Mentenové. Tuto rovnici
publikovali v roce 1913 némecky biochemik Leonor Michaelis a kanadska 1ékarka
Maud Mentenova (Michaelis & Menten, 1913). Rovnice charakterizuje zavislost
rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu. Cim vy3$i je koncentrace
substratu, tim je enzymaticka reakce rychlejsi. Od okamziku nasyceni enzymu
substratem se vSak dalSim zvySovanim koncentrace substratu enzymaticka reakce
urychlit neda. Pro charakterizaci enzymatické reakce se pouziva Michaelisova
konstanta (Km) neboli rovnovazna konstanta reakce, ktera udava koncentraci

substratu, pri niZ jerychlost enzymové reakce polovinou maximalni reaké¢ni

rychlosti (Srinivasan, 2021).
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Pro stanoveni enzymové aktivity byl pripraven reak¢ni pufr (sloZzeni pufru
v kapitole 4.1.4 Pufry), roztok kofaktoru NAD* a roztok substratu 17-estradiol.
Byl pripraven 12,5 mM zasobni roztok 173-estradiolu rozpusténého v bezvodém
DMSO, vysledna koncentrace 17-estradiolu v reakci byla 25 pM. Dale byl pfipraven
10 mM zasobni roztok kofaktoru NAD* rozpuStény v destilované vodé, konecna
koncentrace roztoku v reakci je 500 uM. Enzym uchovavany ve vyménném pufru
byl nafedén na konec¢nou koncentraci 250 pg/ml. Byla pfipravena a namichana

prvni ¢ast reakéni smési (Tabulka 8). Méreni bylo provedeno v tetraplikatech.

Tabula €. 8: Preinkubovana reakéni smés

Komponenta MnoZstvi (pl)
Enzym (250 pg/ml) 1,1

NAD* (10 mM) 11,5

KH2PO4 pufr (100 nM) 217,4

Tyto komponenty byly napipetovany do mikrotitratni desticky a inkubovany
5 minut pti 37 °C v spektrofotometru Tecan Spark, kde probihalo jejich michani
pii 510 rpm po dobu prvnich 5 sekund. Do ¢erné mérici desticky bylo napipetovano
0,4 pl zasobniho roztoku 17-estradiolu, po uplynuti inkuba¢ni doby bylo do mérici
desticky s 17f3-estradiolem pripipetovano 199,6 ul inkubované reakcéni smési
(celkovy objem reakce tady Ccinil 200 pl), smés byla ve spektrofotometru
promichdna po dobu 5 sekund pfi 162 rpm. Byla méfena fluorescence v Case,
excitace (Aex) probihala pfi 340 nm a emise (Aem) pii 460 nm. Stanoveni enzymatické
aktivity je zaloZené na méreni zmény fluorescence NADH vzniklého pfireakci v ¢ase.
Zména fluorescence charakterizuje enzym 173-HSD10 a jeho mutantni formy17f3-

HSD10 (Y168G, K172G) a 173-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A)
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4.6.2 Stanoveni rovnovazné konstanty reakce - Michaelisova konstanta (Kwm)
Michaelisova konstanta (Km) udava koncentraci substratu, pfi niZ je rychlost
enzymové reakce polovinou maximalni reakéni rychlosti. Cim niZs{ hodnota Ku je,
tim vy$$i ma enzym afinitu k substratu. Pro stanoveni Ku je potifeba provést méreni
s riznymi koncentracemi substratu. Byly provedeny dvé série méreni s konstantni
koncentraci 25 pM 17f-estradiolu (a riiznymi koncentracemi NAD*), a s konstantni
koncentraci 500 uM NAD* (a rtiznymi koncentracemi 17f-estradiolu). Méreni
probihalo na spektrofotometru Tecan Spark, v ¢erné mikrotitra¢ni desti¢ce, postup
méfeni byl stejny jako v kapitole 4.6.1 Stanoveni aktivity 173-HSD10 a jeho

mutantnich variant.

Byl pripraven reak¢ni pufr, enzym 173-HSD10 uchovavany ve vyménném
pufru byl nafedén na kone¢nou koncentraci 250 pg/ml. Na reakci s konstantni
koncentraci 17f(-estradiolu byla pripravena redici fada NAD* o koncentracich
1000uM, 500upM, 250uM, 125uM, 62,5uM, 31,25puM, 15,62uM, OuM (negativni
kontrola). Byl pouzit zasobni roztok 17B-estradiolu o koncentraci 12,5mM
rozpus$tény v bezvodém DMSO (vysledna koncentrace 17f-estradiolu v reakci byla
25 uM). Na reakci s konstantni koncentraci NAD+* byla pripravena redici fada 17f3-
estradiolu o koncentracich 80uM, 40uM, 20uM, 10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, OuM
(negativni kontrola) a zasobni roztok 10mM kofaktoru NAD+* rozpuS$téného
v destilované vodé, kone¢na koncentrace NAD* vreakci byla 500 uM. Proces
pripravy vzorku a podminky méfreni byly stejné jako pfi méreni enzymatické

aktivity enzymu.
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4.7 Statistické vyhodnoceni

Pro porovnani hodnot zmény fluorescence u enzyma 17@-HSD10, 178-
HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A) a 173-HSD10 (Y168G, K172G) byl nejprve
pouZit dvouvybérovy F-test (Snedecor, 1946) (a=0,05) pro srovnani, zda oba
soubory hodnot pochazi z rozdéleni se stejnym rozptylem, tedy i stejnou
smérodatnou odchylkou. Predpokladem tohoto testu bylo splnéni normality
pozorovanych hodnot, coZ bylo ovéfeno pomoci metody kvantil-kvantilového grafu
(QQ-plot)(Wilk & Gnanadesikan, 1968). Pro kone¢nou analyzu hodnot fluorescence
byl pouZit dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptylli (Scrimgeour & Welch, 1984)
(a=0,05). Statisticka analyza byla provedena v programu Microsoft Excel. Tyto testy
byly pouzity, aby byly porovnany hodnoty fluorescence mezi wt enzymem a jeho

mutantnimi variantami.
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5 Vysledky

5.1 VysledKky purifikace 178-HSD10 a jeho mutantnich variant -

SDS-PAGE elektroforéza
Objemy roztokd obsahujicich purifikované varianty 178-HSD10 jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tabulka €. 9: Objem purifikovaného proteinu

Enzym Objem
17B-HSD10 1080 pl
17B-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A) 750 pl
17B-HSD10 (Y168G, K172G) 750 pl

Purifikované proteiny byly vizualizovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
Béhem celého procesu purifikace byly odebirany vzorky na kvalitativni analyzu.
Pro detekci byl pouzit 4 % zaostrovaci gel a 12 % separacni akrylamidovy gel.
Vzorky byly nanaSeny po povareni svzorkovym pufrem spolu s markerem
molekulovych hmotnosti a hovézim sérovym albuminem (BSA). V oblasti, ktera
podle markeru molekulovych hmotnosti odpovida velikosti 27 kDa byly na gelu
dle predpokladu detekovany purifikované rekombinantni proteiny, a v oblasti, ktera
podle markeru molekulovych hmotnosti odpovida velikosti 66,5 kDa byl pozorovan
prouZek vzorku BSA. Gel byl zafixovan fixa¢nim roztokem a pro detekci bylo pouZito
barveni pomoci roztoku Blue Silver. Odbarveny gel byl naskenovan. Pro kazdou
variantu proteinu byl udélan separatni gel 173-HSD10 (Obrazek 9), 173-HSD10
(S98A, K99A, T100A, Y101A) (Obrazek 10), 17B-HSD10 (Y168G, K172G)
(Obrazek 11).
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Obrazek €. 9: Purifikace proteinu 173-HSD10. Vzorky byly na gel umistény v poradi
marker molekulovych hmotnosti (MMH) - vzorek bakterialni pelety (PEL) - vzorek
supernatantu proteklého kolonou po navazani proteinu na Ni-NTA resin (FT) -
vzorek po prvnim promyti promyvacim pufrem (W1) - vzorek po prvnim promyti
promyvacim pufrem 2 (W4) - vzorek proteinu velutnim pufru, (E)-vzorek
proteinu ve vyménném pufru (FIN) - vzorek obsahujici hovézi sérovy albumin

(BSA) - marker molekulovych hmotnosti (MMH).
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Obrazek ¢. 10: Purifikace mutantni formy proteinu 173-HSD10 (S98A, K99A,
T100A, Y101A). Vzorky byly na gel umistény v poradi marker molekulovych
hmotnosti (MMH) - vzorek bakterialni pelety (PEL) - vzorek supernatantu
proteklého kolonou po navazani proteinu na Ni-NTA resin (FT) - vzorek po prvnim
promyti promyvacim pufrem (W1) - vzorek po prvnim promyti promyvacim
pufrem 2 (W4) - vzorek proteinu v elutnim pufru (E) - vzorek proteinu ve

vyménném pufru (FIN) - vzorek obsahujici hovézi sérovy albumin (BSA) - marker

molekulovych hmotnosti (MMH).
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Obrazek ¢. 11: Purifikace mutantni formy proteinu 178-HSD10 (Y168G, K172G).
Vzorky byly na gel umistény v poradi marker molekulovych hmotnosti (MMH) -
vzorek bakterialni pelety (PEL) - vzorek supernatantu proteklého kolonou po
navazani proteinu na Ni-NTA resin (FT) - vzorek po prvnim promyti promyvacim
pufrem (W1) - vzorek po prvnim promyti promyvacim pufrem 2 (W4) - vzorek
proteinu v elu¢nim pufru (E) - vzorek proteinu ve vyménném pufru (FIN) - vzorek

obsahujici hovézi sérovy albumin (BSA) - marker molekulovych hmotnosti (MMH).

Odpovidajici velikost purifikovaného proteinu byla ovérena SDS-PAGE
elektroforézou. Umisténi prouzku odpovida prislusné velikosti proteinu 27 kDa
jak v pripadé 173-HSD10, tak i v pripadé jeho dvou mutantnich variant. Na gelu byl
zobrazen i prouzek vzorku BSA o velikosti 66,5 kDa. Purifikovaného proteinu i BSA

bylo na gel naneseno stejné mnoZstvi 1pug, a to zdvodu porovnani nanasky

a Cistoty purifikovaného proteinu.
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5.2 Bradfordova linearizovana metoda pro meéreni koncentrace

proteinu ve vzorku

U vypurifikovanych vzorkl ve vyménném pufru bez glycerolu byla méiena
koncentrace proteinu. Méreni probihalo pomoci spektrofotometru Tecan Spark pri
laboratorni teploté, absorbance byla mérena pfi vinovych délkach 590 nm a 450 nm,

programem pro Bradfordovou linearizovanou metodu (Bradford linearized metod)

5.2.1 Sestaveni kalibra¢ni rady

Vzorek proteinu 173-HSD10 a 173-HSD10 (S98A, K994, T1004, Y101A) byl
Fedén 10x a v pripadé proteinu 17p3-HSD10 (Y168G, K172G) 5x a 10x. Diivodem
pro dvoji fedéni byl predpoklad nizké koncentrace proteinu ve vzorku, jelikoz
pri vyméné pufru a zakoncentrovani proteinu na centrikoné Amicon ® Ultra-4,
10 kDa, vykazoval vzorek svym chovanim tyto predpoklady. Dvojim fredénim
by mélo byt predejito pripadné chybé pri vypoctu koncentrace z kalibracni primky.
Zavérecna koncentrace byla vypoctena prlimérem obou hodnot fedéni. Méreni
probihalo v triplikatech, pro namérené hodnoty absorbance BSA byla sestavena
kalibra¢ni fada a kalibra¢ni kiivka. Nasledné byl z hodnot sestrojen graf kalibra¢ni
primky (Obr. 12, Obr. 13, Obr. 14), arovnice piimKy. Z rovnice kalibra¢ni krivky byla

vypocitana koncentrace vzorku v pg/ml.
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Obrazek ¢. 12: Kalibra¢ni primka zavislosti absorbance na koncentraci proteinu.

Z rovnice primKky je vypocitana koncentrace proteinu 173-HSD10
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Obrazek ¢. 13: Kalibra¢ni primka zavislosti absorbance na koncentraci proteinu.

Zrovnice primky je vypocitana koncentrace proteinu 1703-HSD10 (S98A, K99A,
T100A, Y101A).
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Obrazek ¢. 14: Kalibra¢ni primka zavislosti absorbance na koncentraci proteinu.

Z rovnice piimKky je vypocitana koncentrace proteinu 173-HSD10 (Y168G, K172G)

Pomoci Bradfordovy linearizované metody byla spocitana koncentrace

proteinu ve vzorcich (Tabulka 10).

Tabulka ¢. 10: Koncentrace purifikovaného proteinu

Celkové
Objem Koncentrace
Enzym mnozstvi
proteinu proteinu
proteinu
17p-HSD10 1080 pl 1956,2 pg/ml 2112,7 pg
17B3-HSD10 (S98A, K99A,
750 pl 1420,4 pg/ml 1065,3 ug
T100A, Y101A)
17B-HSD10 (Y168G, K172G) 750 pl 1029,6 pg/ml 772,2 ng
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5.3 Stanoveni aktivity 178-HSD10 a jeho mutantnich variant -
reakeni kinetika podle Michaelis - Mentenové

5.3.1 Stanoveni aktivity 173-HSD10 a jeho mutantni variant

Stanoveni enzymatické aktivity je zaloZené na méreni fluorescence NADH
vzniklého pfi reakci enzymu 173-HSD10 snavazanym kofaktorem NAD*
a substratu, kterym byl 17(-estradiol. 17(-estradiol byl pfeménén na estron
a proton vodiku byl navazan na kofaktor za vzniku NADH. Jako negativni kontrola
byla pouZita reakce bez enzymu. Méreni bylo provedeno pii Aex = 340 nm a Aem = 460
nm a teploté 37 °C. Pro analyzu dat bylo pouZito méfeni z ¢asu 5-25 minut, v tomto
¢ase vykazovala reakce linearni narist. Pro enzym 173-HSD10 a jeho dvé mutantni{
varianty byla vypoctena zména intenzity fluorescence za hodinu (Obrazek 15).
Z grafu vyplyva, Ze pouze 173-HSD10 vykazuje enzymatickou aktivitu - tvorba
NADH. Toto tvrzeni bylo ovéreno statisticky.

Zména intenzity fluorescence

17B-HSD10 (S98A, K99A,  17B-HSD10 (Y168G,
Bez enzymu 17B-HSD10 T100A, Y101A) K172G)
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Obrazek ¢. 15: Graf zmény intenzity fluorescence za hodinu. Fluorescence (F),

zména relativni intenzity fluorescence za hodinu (ARFU /h)
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5.3.2 Statistické porovnani hodnot fluorescence u enzyma 17-HSD10, 17-
HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A) a 173-HSD10 (Y168G, K172G)
Ovéreni normality bylo provedeno pomoci metody QQ-pot (Wilk &

Gnanadesikan, 1968). Byla prokazana normalita dat.

Pri porovnani hodnot fluorescence u 173-HSD10 a 173-HSD10 (S98A, K99A,
T100A, Y101A) byly testovany nasledujici hypotézy, testové kritérium a byl
stanoven kriticky obor. Postup testovani byl proveden podle Snedecor (1946).

Hypotézy
H. .0.2 _ 0_2
0° 917B8-HSD10 (S984,K994,T1004,Y1014) — 9178-HSD10

2 2
H1: 0778 _1sp10 (s984,k994,T1004,Y1014) F 017B-HSD10
Testové kritérium

2
F = S178-HSD10 (S98A,K99AT100AY101A4)

2
S17B8-HSD10

S? > S2
17ﬁ—HSD10 (S98A,K99A,T100A,Y101A) 17ﬁ—HSD10

Kriticky obor
F =145
K={F>F, (im—1n-1)}
K ={1,45 » 19,2}

Pro platnost nulové hypotézy byla srovnana hodnota statistiky
F=1,45 s kvantily F rozdéleni odpovidajici dané hladiné vyznamnosti testu (a=0,05)
Fa =19,2 a hypotéza byla po srovnani vysledkii zamitnuta.

56



V piipadé srovnani hodnot u enzymié 173-HSD10 a 17p3-HSD10 (Y168G,
K172G) byly opét testovany nasledujici hypotézy, testové kritérium a byl stanoven
kriticky obor. Postup testovani byl rovnéZ proveden podle Snedecor (1946).

Hypotézy
H .0.2 _ 0_2
0: 0178-HSD10 (Y168G,k1726) — 9178-HSD10

.2 2
Hy: 0175 _uspio (v1686,k1726) F O178-HsD10
Testové kritérium

2
F= S178-HSD10 (Y168G,K172G)

2
S178—-HSD10

2 2
S17ﬁ—HSD 10 (Y168G,K172G) = S17ﬁ—HSD 10

Kriticky obor
F =164
K={F>F, (im—1n-1)}
K ={1,64 *» 19,16}

Pro platnost nulové hypotézy byla srovnana hodnota statistiky
F=1,64 s kvantily F rozdéleni odpovidajici dané hladiné vyznamnosti testu (a=0,05)

Fa =19,16 ¢imZ doSlo opét k zamitnuti nulové hypotézy.

V obou vySe zminénych pripadech se rozptyly u obou souborii statisticky
lisily, na zakladé ¢ehoZ byl zvolen t-test s nerovnosti rozptyli na hladiné a=0,05,
ktery se standartné vyuZivd pro vyhodnoceni experimentli pfi neznamé stiedni
hodnoté (Scrimgeour & Welch, 1984). Pro vyuziti testu musel byt splnén
predpoklad, Ze méreni jsou nezavisla, coZ vyplyvalo z povahy experimentu a dale,
Ze namérené hodnoty pochazi z normalniho rozdéleni, k ¢emuz byl vyuzit

jiZ zminény normalni diagram (QQ-plot), ktery tento predpoklad potvrdil.
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P¥i srovnani hodnot fluorescence u enzymt 173-HSD10 a 173-HSD10 (S98A,
K99A, T100A, Y101A) byly opét testovany nasledujici hypotézy, testové kritérium
a byl stanoven kriticky obor. Postup testovani byl proveden podle Scrimgeour &

Welch (1984).

Hypotézy
Ho: ﬂX17B—HSD10 (S98AK99AT1004Y1014) ﬂX17B—HSD10

Hy: ﬂX17B—HSD10 (S98A4,K99A,T100A,Y101A4) < ﬂX17B—HSD10

Testové kritérium

T — X17B8-HSD10 (5984,K994,71004Y1014) — X178-HSD10

2 2
S17B—HSD10 (S98A4,K99A,T1004,Y1014) + S17B-HSD10
N178-HSD10 (S984,K994,T1004,Y1014) M17B-HSD10

X priamér
S2 i vybérové rozptyly
N poclet pozorovani

Kriticky obor
T =-26,02
Kriticky obor lezi v intervalu
W = (—0,-2,015048373)

Po srovnani vysledki testli (hodnoty) byla nulova hypotéza zamitnuta.
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P¥i srovnani hodnot fluorescence u enzymi 17f3-HSD10 a 17B-HSD10
(Y168G, K172G) byly opét testovany nasledujici hypotézy, testové kritérium a byl
stanoven Kkriticky obor. Postup testovani byl opét proveden podle Scrimgeour &

Welch (1984).

Hypotézy
HO: /’lX17,8—HSD10 (Y168G,K172G) = 'uXUB—HSDlO

Hy: ‘uX17B—HSD10 (Y168G,K172G) < MX,175-nspio

Testové kritérium

T — X178-HsD10 (v1686,k172G) — X17B-HSD10

2 2
S17B-HSD10 (Y168G,K172G) n S178-HSD10
N178-HSD10 (Y168G,K172G)  '1178-HSD10

) G priamér
S% e vybérové rozptyly
N poclet pozorovani

Kriticky obor
T =-23,33
Kriticky obor leZi v intervalu
W = (—0,—2,015048373)
Po srovnani vysledki testli (hodnoty) byla nulova hypotéza zamitnuta.

Na hladiné vyznamnosti a=0,05 bylo prokazano, Ze enzymaticka aktivita
17B-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A) je statisticky niz$i nez 17(3-HSD10.
Na hladiné vyznamnosti a=0,05 bylo prokazano, Ze enzymaticka aktivita 17f-

HSD10 (Y168G, K172G) je niz8i nez 173-HSD10.
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5.3.3 Stanoveni rovnovazné konstanty reakce - Michaelisova konstanta (Kwm)
pro 17B-estradiol

Podminky reakce a pfiprava enzymu 173-HSD10 a postup analyzy dat byl
stejny jako v kapitole 5.3.3 Stanoveni rovnovaZzné konstanty reakce - Michaelisova
konstanta (KM) pri konstantni koncentraci 173-estradiolu. Byla pripravena méfici
Fada s rliznymi koncentracemi 173-estradiolu. Vysledky méteni byly analyzovany
v programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Byl sestaven graf priibéhu enzymatické reakce (Obrazek 16). Nelinearni regresni
analyzou byla za pouZiti dat reak¢ni rychlosti vypoctena maximalni rychlost reakce
(Vmax) a Michaelisova konstanta (Km). Vmax je 55 877 * 4963 ARFU/h,
Kmje 27,18 + 5,28 pM.

50000-
40000 %
30000- —

20000+ P/

10000

V [ARFU/h]
¢

0* | | | |
0 20 40 60 80

Cestradiol [MM]

Obrazek €. 16: Graf priibéhu enzymatické reakce znazornujici zavislost rychlosti
reakce na koncentraci 17f3-estradiolu. Rychlost reakce (V), zména relativni

intenzity fluorescence za hodinu (ARFU/h), koncentrace 17f3-estradiolu (Cestradiol).
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5.3.4 Stanoveni rovnovazné konstanty reakce - Michaelisova konstanta (Kwm)
pro NAD+
Mutantni varianty proteinu nevykazovaly enzymatickou aktivitu, proto byl

ke stanoveni Km pouzit pouze 173-HSD10.

Purifikovany protein 173-HSD10 byl ziedén na koncentraci 250 pug/ml, byla
pripravena meéfici fada sriiznymi koncentracemi NAD+*. Méreni fluorescence
probihalo pri 37 °C, excitace probihala pfi 340 nm a emise pfi 460 nm. Méreni
probihalo kazdych 30 sekund po dobu 30 minut. Jako relevantni data intenzity
fluorescence byla pouZita data naméfena v casovém rozmezi 5 aZ 25 minut (linearni

pribéh reakce). Z téchto dat byla vypoctena intenzita fluorescence v ¢ase 1 hodiny.

Vysledky méreni byly analyzovany v programu GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Byl sestaven graf priibéhu enzymatické reakce
(Obrazek 17). Nelinearni regresni analyzou byla za pouziti dat reak¢ni rychlosti
vypocttena maximalni rychlost reakce (Vmax) a Michaelisova konstanta (Kwm).

Vmaxje 42089 +2021 ARFU/h, Kmje 105,8 + 16,3 pM.
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Obrazek €. 17: Graf priibéhu enzymatické reakce znazornujici zavislost rychlosti
reakce na koncentraci NAD*. Rychlost reakce (V), zména relativni intenzity

fluorescence za hodinu (ARFU /h), koncentrace NAD* (c nap*).
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6 Diskuse

17B-HSD10 je jednim z moZnych dlileZitych modulatorti rozvoje patogeneze
neurodegenerativnich onemocnéni konkrétné Alzheimerovy choroby (vzhledem
ke své enzymatické aktivité je vSak spojen i srozvojem dalSich onemocnéni).
Interakce amyloidu-beta s 173-HSD10 blokuje jeho enzymatickou aktivitu, tato
interakce by mohla souviset se symptomy neurodegenerace. Podobné jako vazba
amyloidu-beta na 17p-HSD10, i mutace v misté vazby kofaktoru nebo
v katalytickém misté by mély mit inhibi¢ni u¢inky na enzymatickou aktivitu. Pro tyto
Ucely je treba prislusné racionalné navrzené mutantni formy (spolu s enzymem
divokého typu) exprimovat, izolovat a charakterizovat jejich enzymatické

charakteristiky.

Aitken etal. (2016) uvadyi, Ze protein byl eluovan a uchovavan v pufru (10 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 % objemu glycerol, pH 7,5), Schmidt et al. (2020) uvadi
jako elu¢ni pufr (50 mM pufr fosfore¢nanu sodného, 150 mM NaCl, 250 mM
imidazol, pH 8,0) a pufr pro dlouhodobé skladovani pti -80 °C (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 30% glycerol, pH 7,5). Uchovavaci pufr pouZity v této diplomové praci
byl vyménny pufr (71 mM Tris-HCl, 214 mM NaCl, pH=8) byl bez glycerolu. Bylo
zjiSténo, Ze 17B-HSD10 rozpoznava glycerol jako substrat, a tim padem glycerol
ovliviiuje enzymovou aktivitu. Vypurifikovany protein byl skladovan ve vyménném
pufru pti -80 °C pouze kratkodobé v fadu nékolika malo dnii (do 14 dni od ptivodni
izolace). Pri dlouhodobém uchovavani bude do vyménného pufr (71 mM Tris-HC],
214 mM NaCl, pH=8) priddno 30% objemu glycerolu. Celkové miiZu konstatovat,
Ze metodika pripravy a izolace enzymu a jeho variant byla ve shodé s relevantni
literaturou a experimentalni vysledek ukazuje, Ze se jedna o vhodnou kombinaci

podminek.

Pri zakoncentrovavani proteinu bylo chovani vzorku 17p3-HSD10 (Y168G,
K172G) odlisné od chovani zbyvajicich dvou vzorkd proteinu. Vyména pufru
a zakoncentrovani na centrikoné Amicon® Ultra-4, 10 kDa bylo mnohem rychlejsi.
Bylo tedy predpokladano, ze 173-HSD10 (Y168G, K172G) ma mensi koncentraci.
Tohoto predpokladu bylo vyuzito pfi méreni Bradfordovy linearizované metody
k urceni koncentrace proteinu. Vzorek 173-HSD 10 (Y168G, K172G) byl fredén oproti
ostatnim vzorklim pouze 5x a 10x aby bylo predejito pripadnému priliSnému
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nafedéni pti pripravé kalibra¢ni fady, Vysledné méreni skutecné ukazalo, Ze celkové
mnozstvi proteinu 173-HSD10 (Y168G, K172G) bylo nizsi (772,2 pg) neZ mnozstvi
dvou zbylych enzymovych variant (17HSD10 - 2112,7 pg, 173-HSD10 (S98A,
K99A, T100A,Y101A) - 1065,3 pg).

Velikost izolovanych proteinti byla ovéiena pomoci SDS-PAGE, vysledky
odpovidaji velikosti 27 kDa, ktera je publikovana v literatufe (Schmidt et al., 2020).
Je tedy zfejmé, Ze béhem izolace nedoSlo k podstatné proteolyze a moZnému
naruseni funkce proteinu timto zplisobem. Pro ovéfeni ¢istoty a mnoZstvi proteinu
(potvrzujici kvantifikaci ziskanou pomoci Bradfordovy linearizované metody) byl
pouzit standard BSA. ProuZzky proteinu BSA a purifikovaného proteinu by mély mit
teoreticky stejnou integrovanou intenzitu signalu a plochu prouzku, a to vzhledem
k tomu, Ze v obou pripadech bylo na gel naneseno stejné mnoZstvi - 1 pug proteinu.
Na gelech je vSak patrny rozdil v intenzité, coZ by mohlo byt zptisobeno nepiesnou
nanasSkou. Druhou moZnosti je odliSna vazba Coomassie Briliant Blue R na oba
proteiny, coZ je prokazano u celé rady proteinii. Vazba variant CBB na konkrétn{
protein obecné koreluje s jeho celkovym nabojem a mirou hydrofobicity (Schagger

& von Jagow, 1991).

Enzymova aktivita 173-HSD 10 a jeho dvou mutantnich variant byla ovérena
enzymatickou reakci purifikovanych proteint. Vtéto diplomové praci byl jako
substrat pouzit 17(-estradiol. Pravé 17-estradiol jako substrat pro stanoveni
enzymové aktivity vyuZivaji i Shafqat et al. (2003), Yang et al. (2005), Yang et al,,
(2014). Dal$imi pouZivanymi substraty k ovéreni enzymatické aktivity jsou
Acetoacetyl-CoA (Aitken et al,, 2016). Shafqat et al. (2003) pouziva jako substraty
hydroxybutyryl-CoA, dihydrotestosteron, 5a-pregnan-20-ol-3-on,
isoursodeoxycholovou kyselinu, chenodeoxycholovou kyselinu
a dehydrokortikosteron. 173-estradiol byl z vy$e uvedenych substratli zvolen proto,
Ze vzhledem k moZnému vztahu enzymu k patogenezi Alzheimerovy choroby se jevi

jako nejrelevantnéjsi (He et al., 1999).

Obé mutantni varianty 17p-HSD10 nevykazovaly pri pouZzitém eseji
enzymatickou aktivitu. He etal. (2003) publikoval ¢lanek, o oxidac¢ni aktivité 17f3-
HSD10. V tomto ¢lanku uvadi mutantni variantu HSD10 (Y168F), vyslednou mutaci

byla zména aminokyselin v primarni bilkovinné struktufe ztyrosinu 168
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na fenylalanin. Tato mutantni varianta byla neaktivni. U mutantni varianty 17f-
HSD10 (Y168G, K172G) studované v této diplomové praci byla také provedena
zména tyrosinu ve stejné pozici 168, tentokrat ovSem na fenylalaninu funk¢éné
podobny alanin. Bylo tedy ocekavano, Ze mutantni varianta nebude enzymaticky
aktivni. Tento predpoklad byl potvrzen i experimentalnimi vysledky. O enzymaticky
neaktivnich mutantnich formach 173-HSD10 piSe i Yang et al. (2005), zména
aminokyselin v primarni bilkovinné strukture byla v tomto pripadé (Y168G a/nebo
K172G), tedy u stejnych aminokyselin jako u mutantni varianty 173-HSD10 (Y168G,
K172G). Lustbader et al. (2004) také prokazal, Ze presto, Ze mutantni varianta nema
enzymatickou aktivitu, je schopna vazat amyloid-beta témér stejné jako
nemutovany protein.  Neaktivhi mutantni forma proteinu tedy nemohla

zprostredkovat cytotoxicitu amyloidu-beta.

Tohoto faktu by bylo moZné vyuzit pri vyzkumu a le¢bé Alzheimerovy
choroby. Enzymaticky neaktivni mutantni varianta 173-HSD10 (S98A, K99A,
T100A, Y101A), (mutace byla provedena v misté vazby na amyloid-beta), by neméla
byt schopna navazatamyloid-beta. Tato mutantni varianta by mohla predejit vzniku
mitochondrialné toxického komplexu 173-HSD10-amyloid-beta, ktery napomaha
mitochondrialnim disfunkcim pfti Alzheimerové chorobé. Neschopnost vazby 17f3-
HSD10-amyloid-beta mutantni formy 173-HSD10 (S98A, K99A, T1004A, Y101A)
a jejiho terapeutického vyuziti je predmétem dal$itho vyzkumu. Pro potvrzeni vySe
zminéného potencialu této mutantni formy bude nezbytné testovat jeji vazbu
na amyloid-beta, optimalné spole¢né s testovanim enzymatické aktivity, kterd mtize

byt konforma¢né modulovana vazbou.

Uplna ztrata enzymatické aktivity 17B-HSD10 (S98A, K99A, T100A, Y101A)
je zjedné strany prekvapiva, nebot mutovana oblast je pomérné vzdalena
od katalytického mista, na druhou stranu ji bylo moZzné ocekavat, nebot vazba
amyloidu-beta enzymatickou aktivitu inhibuje. Jedna se v tomto ptripadé o potvrzeni
strukturné biologického fenoménu, kdy mutace ve vazebném misté pro molekulu
modulujici funkci enzymu ma obdobny efekt, jako vazba modulatoru (v tomto
pripadé inhibitoru-amyloidu) samotného. Jak jsem zminila vySe, pro potvrzeni
vSech téchto zavérl je treba doplnit do testovani aktivitu mutovanych variant

pritomnost amyloidu-beta.
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Co se tyka enzymatické aktivity ptivodni nemutované varianty 173-HSD10,
He et al. (1999) uvadi Km pro 17-estradiol 43 + 2,1 uM, obdobné hodnoty uvadi
i Shafqat et al. (2003) a Yang et al. (2005). V této diplomové praci byly naméieny
hodnoty Kv pro 17(3-estradiol 27,18 + 5,28 uM.

He etal. (1999) uvadi Km pro NAD* 50 + 6,4 uM. V této diplomové praci byly
naméieny hodnoty Kmv pro NAD+ 105,8+ 16,3 uM. V jednom piipadé se jedna pro
naSe méfeni o hodnotu o cca ¢tvrtinu niZsi, vdruhém pripadé polovi¢ni. Nejedna se
tedy pravdépodobné o moZny problém s aktivitou samotného purifikovaného
preparatu (niz$i aktivita vjednom piipadé nemtZe byt vysvétlena obecnou
neaktivitou enzymu, kdyZ s pouzitim jiného substratu je aktivita naopak vyssi).
Odlisnost ziskanych hodnot oproti literatuie miiZe byt zptisobena mnoha divody -
napf. teplotou, Cistotou pouZitych reagencii, jejich staiim nebo zplisobem jejich
uchovani. PrestoZe jsou hodnoty namérené v této diplomové praci mirné odliSné
v porovnani s literaturou, umoZnuji jednoznatné vyuZziti nemutovaného
purifikovaného 173-HSD10 jako pozitivni kontroly pro urcovani aktivity

mutovanych variant.
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7 Zavér

178-HSD10 je dileZity mitochondridlni protein nezbytny pro udrZeni
homeostazy a preZiti bunék. Jeho role se vSak mliZe za patologickych podminek, jako
je jeho nadmérna exprese nebo zvySené hladiny amyloidu-beta, zménit. Jedna
se také o jeden z nejlépe prozkoumanych intracelularnich proteint, ktery interaguje
s amyloidem-beta. Tato interakce vede k poSkozeni mitochondrii, které je typické
pro Alzheimerovu chorobu. Z tohoto diivodu mohou byt lé¢ebné strategie
vyuzivajici inhibitory 17B-HSD10 nebo inhibitory interakcel7p-HSD10
s amyloidem-beta vhodnou volbou ke zpomaleni progrese onemocnéni

souvisejicich s 173-HSD10, predevSim pro lé¢bu Alzheimerovy choroby.

V této praci byla popsana purifikace rekombinantniho proteinu 173-HSD10
a jeho dvou mutantnich variant. U vSech tii proteini byla pomoci SDS-PAGE
prokazana spravna velikost 27kDa a jejich Cistota. Byla zméfena koncentrace
purifikovanych proteinti, a predevSim bylo fluorescen¢ni metodou prokazano,
Ze mutantni formy nemaji enzymatickou aktivitu. Toho je mozné vyuZit v budoucim
vyzkumu a moznostech 1é¢by Alzheimerovy choroby (vyvazani amyloidu-beta,
zabranéni tvorby fibril a senilnich plaki). U prirozené formy proteinu 173-HSD10
byla prokazana enzymatickd aktivita, (kofaktorem této reakce byl NAD*)
srovnatelna s literaturou (He et al,, 1999). Jako substrat byl pouzit 17 - estradiol.
Pomoci nelinearni regresni analyzy byla vypocCtena Michaelisova konstanta (Kwm)
a maximalni rychlost reakce (Vmax), které charakterizuje purifikovany protein 17f3-

HSD10.
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