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1. UVOD

Steroidné hormony su lipofilné nizkomolekulové zluceniny odvodené od cholesterolu,
ktoré zabezpecuju mnozstvo vyznamnych fyziologickych funkcii. Su syntetizované a do
krvného obehu vylucované endokrinnymi zlazami ako st pohlavné Zlazy (semenniky,
vajeCniky), kora nadobliCiek a pocCas gestacie aj fetoplacentarny systém. Vyznamnou funkciou
steroidnych hormonov je predovsetkym koordindcia fyziologickych a behavioralnych odpovedi
na zabezpecenie Specifickych biologickych procesov, napr. reprodukcie. Steroidné hormoény
pohlavnych Zliaz ovplyviiuji diferenciaciu pohlavnych orgédnov a mozgu, urcuji vznik
sekundarnych pohlavnych znakov a pohlavného spravania pocas vyvinu a dospievania
a prispievaju k udrzaniu ich funk¢nosti v dospelosti.

Glukokortikoidy  a mineralokortikoidy st steroidné hormoény  pochadzajice
predovSetkym z koéry nadobliiek. Ziskali svoje pomenovanie na zdklade ich prvotne
identifikovanych funkcii v organizme cicavcov. U glukokortikoidov kortizolu a kortikosterénu
bola ako prva identifikovana ich 0Ucast na glykogenolyze v peceni; u mineralokortikoidu
aldosteronu to bola jeho tloha v regulacii mineralnej rovnovahy kontrolou vstrebavania i6nov
Vv oblicke. Dnes je zname, ze okrem tychto funkcii, glukokortikoidy sprostredkovavaja stresova
odpoved’, maju vyznamnu Ulohu v procese ucenia, potlaaju imunitni odpoved’ a zapal
a zabezpec€uju aj niektoré procesy pdvodne pripisované mineralokortikoidom, ako je napriklad
rovnovaha soli v organizme. Mineralokortikoid aldosteron sa okrem svojej primarnej Ulohy
Vv obli¢kach, na urovni mozgu zOcastiiuje reguldcie krvného tlaku, potenia, chuti na slané
a objemu telesnych tekutin. V srdci bol dok4zany regula¢ny Gc¢inok aldosteronu pri vzniku
fibrozy a hypertrofie srdca.

Aj napriek relativne jednoduchej chemickej Strukture je u steroidnych horménov mozné
pozorovat’ vysokl variabilitu v ich biologicky aktivnych formach. Okrem rozmanitych
zliCenin vylu€ovanych steroidogénnymi tkanivami, prispieva k tejto variabilite znacny
periférny metabolizmus cirkulujicich steroidnych horménov, predovsetkym v peceni
a steroidnych cielovych tkanivach. V mnohych pripadoch je periférna konverzia hormonu
nevyhnutnd pre zabezpeCenie maximalneho biologického uc¢inku hormoénu. Napriklad,
K vyraznému zosilneniu G¢inku estrogénu estréonu dochadza v tkanivach, ako st prsna zlaza
a maternica, jeho redukciou v polohe Ci7 na estradiol. V pripade androgénov, enzym Sa-
reduktdza redukuje dvojni védzba testosteronu a vznikajuci  Sa-dihydrotestosteron
(androstanolon) tak u cicavcov predstavuje jeho 10-krat ucinnejsi derivat. Glukokortikoidy

maju tiez enzymy modulujice ich lokdlny biologicky ucinok. Jedna z izoforiem enzymu
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11B-hydroxysteroid dehydrogenazy oxiduje glukokortikoidy kortizol a kortikosteron na uhliku
Cu1 a brani tym ich vdzbe s mineralokortikoidnym receptorom. Druhé izoforma tohto enzymu
naopak zabezpecuje spétnu aktivaciu glukokortikoidov a tak lokélne zosiliiuje ich biologicky
ucinok v tkanivach. Zda sa preto, ze pre kazdy steroidny hormoén existuje stibor enzymov
(steroidné dehydrogendzy) vyznamne ovplyviiujucich vysledny steroidny efekt hormoénu.
Poruchy vo funkcii tychto enzymov hraji vyznamnt ulohu v patofyziologii niektorych
ochoreni u l'udi, ako aj hospodarsky vyznamnych zvierat. To je jeden z hlavnych dovodov
preco sa v stcasnosti venuje steroidnym dehydrogenazam znacnéa pozornost’ vedcov na celom
svete.

V tejto praci sa venujem $tadiu steroidnych dehydrogenéz v tkanivach kura domaceho
(Gallus Gallus f. domestica). Velky doraz kladiem na sledovanie aktivity enzymov
podiel'ajiicich sa na metabolizme glukokortikoidov Vv kuracich tkanivach ana rozdiely
Vv mechanizmoch  zabezpecujicich  ochranu  mineralokortikoidného  receptora  pred
nespecifickou vézbou s inymi steroidnymi hormoénmi u vtakov ainych stavovcov. AvSak
hlavnym  prinosom je Gspe$na identifikdcia a klonovanie kuraciecho  enzymu
20B-hydroxysteroid dehydrogenaza (20B-HSD), zucasthujiiceho sa okrem moduléacie G¢inku

glukokortikoidov, aj modulacie u¢inku d’alsich steroidnych hormonov.
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2. LITERARNY PREHLAD

2.1. BIOSYNTEZA STEROIDNYCH HORMONOV

Vsetky steroidné hormoény kory nadobliciek, gonad a placenty (aj vitamin D), st
derivatmi cyklopentanoperhydrofenantrénového jadra, ktoré sa sklada z jadier A, B, C aD.

Zakladnou zluceninou, z ktorej sa odvodzuje Struktira steroidnych hormonov je cholestan. Do

H H
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CH3 i/\j\

tejto skupiny patri aj cholesterol.

CH 3
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Cyklopentanoperhydrofenantrén Cholesterol

27-uhlikovy cholesterol predstavuje spolocny prekurzor vsSetkych steroidnych

hormoénov nadobli¢iek a gonédd, ktoré mozno rozdelit’ do troch skupin:

1. Ca-kortikosteroidy st odvodené od pregnanu s metylovymi skupinami na 10.
a 13. uhliku a dvojuhlikovym bo¢nym ret'azcom na 17. uhliku (Kreze et al., 1993).
Patria medzi ne predovsetkym gluko- a mineralokortikoidy (kortizol, kortikosterdn,
aldoster6én, 11-deoxykortikosteron) a progestiny ((progesteron a 170,208-
dihydroxy-4-pregnén-3-6n (17,20B-dihydroxyprogesteron)). Gluko-
a mineralokortikoidy su sekretované korou nadobliciek, ale u necicav€ich druhov
tiez semennikmi a vajeCnikmi. Okrem iného sa zucastiiuji regulacie mineralnej
rovnovahy, sprostredkovavaju stresovu odpoved, potlac¢aji imunitni odpoved
a zapal. U ryb su tiez zodpovedné za adaptaciu na zivot v slanej a sladkej vode.
Progestiny st predovSetkym sekretované vaje¢nikmi, ale v niektorych pripadoch
tiez semennikmi. U cicavcov st zodpovedné =za wudrzovanie tehotenstva
a dozrievanie oocytov. U nizSich stavovcov maju kortizol, 11-deoxykortizol
a dalsie hydroxylované derivaty progesterénu tulohu v reguldcii procesov
spermatogenézy, spermiogenézy a maturacie oocytov (Kime et al., 1992; Chester-

Jones et al., 1987).
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2. Cag-steroidy su odvodené od androstanu s dvoma metylovymi skupinami taktiez na
10. a 13. uhliku a bez postranného ret'azca. Patria sem androgény (testosteron, Sa-
dihydrotestosteron a 11-ketotestosteron) (Kreze et al., 1993). Su sekretované hlavne
semennikmi, v niektorych pripadoch aj vaje¢nikmi a nadoblickami a su zodpovedné
za prejavy sexualneho spravania samcov a vyvin sekundarnych pohlavnych znakov,
U nizsich stavovcov maji pravdepodobne tiez vplyv na rozmnozovanie u samic.

3. Cas-steroidy st odvodené od estranu s jednou metylovou skupinou na 13. uhliku
a bez postranného retazca. Patria sem estrogény (estradiol, estron). Tieto hormény
su vyluéované predovSetkym vajecnikmi a pocas tehotenstva su tiez vo velkom
mnozstve syntetizované placentou z cirkulujuceho dehydroepiandrosteronu
(DHEA). Zabezpecuju vyvin sekundarnych pohlavnych znakov a estralneho cyklu
cicavcov. Hraji vyznamnu ulohu v pohlavnej diferencidcii mozgu a zucastiiuju sa
na procese tvorby vajeéného Zitka u nizsich stavovcov (Siiteri, 2005; Chester-Jones

etal., 1987).

Hoci je tvorba tychto hormoénov vo vSeobecnosti prisudzovana vzdy urcitej zl'aze ako
st napr. semenniky, vajecniky ¢i kora nadobli¢iek, tieto zl'azy st schopné v obmedzenom
mnozstve syntézy aj viacerych steroidnych hormoénov. Tak napriklad steroidny hormoén
semennikov, testosterén, je prekurzorom ovaridlnych estrogénov, apreto sa U mnohych
zastupcov ryb stretdvame s vysSou sekréciou tohto horménu u samic neZ je tomu u samcov.
TaktieZ u samic cicavcov st vajeéniky jednym zo zdrojov androgénov (Chester-Jones et al.,
1987). Vzajomné prepojenie v biosyntéze roznych steroidnych hormoénov je znazornené na
obrazku 1. V obrazku su taktieZ uvedené niektoré enzymy zlcastiiujice sa biosyntézy
steroidnych hormonov. Tieto enzymy je mozné rozdelit do dvoch skupin: hem obsahujice
proteiny  cytochromu  P450  ahydroxysteroid dehydrogenazy  (3B-hydroxysteorid
dehydrogenaza (3p-HSD) a 17B-hydroxysteroid dehydrogenazy (17B-HSD)) (Payne a Hales,
2004). Enzymy cytochromu P450 vykonavaju vac¢sinu enzymatickych premien od cholesterolu
az po biologicky u¢inné steroidné hormoény. Nachadzaju sa v lipofilnych membranach
endoplazmatického retikula a mitochondridlnych prepazkach, medzi ktorymi sa steroidné
molekuly prestvaju pocas biosyntézy. Tak napriklad z piatich stupniov biosyntézy kortizolu,
prvy aposledny sa odohravaju na mitochondriach, kym tri medzi stupne prebiehajua
v endoplazmatickom retikule. Zdrojom vodika pre ¢innost’” enzymov cytochromu P450 je
NADPH vznikajuci pri oxidécii pocetnych substratov (Kreze et al., 1993). Steroidné

dehydrogenazy zabezpecuji oxidaciu alebo redukciu steroidnych hormoénov za vyuzitia
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oxidovanych alebo redukovanych foriem kofaktorov NADP*/NAD®. Hlavnym rozdielom
medzi enzymami cytochromu P450 a steroidnymi dehydrogendzami je ten, ze kazdy enzym
cytochromu P450 je produktom jedného génu, kym u steroidnych dehydrogenaz existuje ¢asto
viacero izoforiem. Mnozstvo izoforiem enzymov je rézne u jednotlivych druhov organizmov
a vzajomne sa lisia v distribucii v tkanivach, katalytickou aktivitou, substratovou Specificitou
a bunkovou lokalizaciou (Payne a Hales, 2004).

Premena cholesterolu na pregnenolon je urcujicim krokom v biosyntéze vsetkych
steroidov. Prebieha postupnou 20- a22-hydroxylaciou w¢inkom mitochondridlneho
enzymového komplexu, ktorého sucast'ou je cytochrom P-450scc (CYP11A, 20,22-dezmoléza)
S naslednym odstiepenim Sest'uhlikového bo¢ného ret'azca C22-Cy7. Pregnenoldn a progesteron
(vznikajuci oxidaciou aizomeraciou pregnenolonu enzymom 3B-HSD1 a3B-HSD2) su
v d’alSom kroku, v zavislosti na pritomnych cytochromoch, bud’:

- hydroxylované cytochromom P-450ciz (CYP17, 17a-hydroxylaza/17,20-

lyaza) na uhliku Ci7 a nasledne Stiepené za vzniku Cig Steroidov (DHEA
a androsténdion). Této cesta vedie k testosterénu ucinkom enzymu 178-HSD3
a v dalSom kroku moéze byt testosteron ucinkom cytochromu P450ci9
(aromatdza pritomna vo vajecnikoch a placente) premeneny na estradiol.
Alternativnou  cestou vzniku estrogénov je priama aromatizacia
androsténdionu cytochromom P450c19 na estron, ktorého keto-skupina na 17.
uhliku je u¢inkom enzymu 17B-HSD1 redukované za vzniku estradiolu.

- alebo je vnadoblickaich  biosyntéza usmernenda v Smere tvorby

glukokortikoidov  a mineralokortikoidov, ato tak, Ze progesteron
a 17a-hydroxyprogesteron st hydroxylované na uhliku Cz1 cytochromom
P-450c21(CYP21,21-hydroxylaza) za  vzniku  11-deoxykortikosteronu
a 11-deoxykortizolu. Tento cytochrom je pritomny len v kdre nadobliciek a to
vo vSetkych jej zonach aje nevyhnutny pre syntézu gluko-
a mineralokortikoidov. Cytochrom P450c11 (CYP11BI1, 11B-hydroxylaza)
v dalsSom kroku hydroxyluje tieto 11-deoxy-zluceniny na glukokortikoidy
kortizol akortikosteron. 'V zona glomerulosa kory nadobliiek je
kortikosteron, vdaka pritomnému cytochromu P-450c1is (CYP11B2,
aldosteron-syntaza) hydroxylovany anasledne oxidovany na aldosteron

(obrazok 1).
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Obrazok 1. Zjednodusena schéma biosyntézy steroidnych hormoénov.
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Enzymy potrebné pre biosyntézu steroidnych horménov st pritomné aj v inych, nie len
tradicnych tkanivach syntézy steroidnych hormoénov. Vicsina biologicky aktivnych
steroidnych horménov ma dvojni vdzbu v polohe 4. Tato vdzba moze byt saturovana
enzymami Sa- alebo 5B-reduktazou, o ma za nasledok zmenu konforméacie molekuly hormoénu
spojenu s vyraznou zmenou aktivitu. 5p-derivaty vo vSeobecnosti predstavuji biologicky
neaktivne formy horménu a Sa-derivaty, ako napriklad Sa-dihydrotestosteron (5o0-DHT,
androstanolon), maju ¢asto vysSiu aktivitu, nez prekurzory z ktorych vznikli. S 5B-redukciou sa
preto Casto stretivame v peceni, ked’Ze tento organ je miestom inaktivacie a katabolizmu
steroidnych horménov (Chester-Jones et al., 1987). Mnohé tkaniva exprimuju 33-HSD, 17f-
HSD aaromatdzu, apreto su schopné z cirkulujucich prekurzorov syntetizovat' niektoré
Z hormonov. M4 to napriklad velky vyznam u ¢loveka, kedZe I'udské nadoblicky vylucuju
vysoké koncentracie DHEA a jeho sulfatu. Tieto steroidy mézu byt v periférnych tkanivach
konvertované enzymom 3B-HSD1 na androsténdion a nasledne bud’ na testosterén niektorou
z izoforiem enzymu 17B-HSD, alebo aromatazou na estrén alebo estradiol (Payne a Hales,
2004). Enzym 17B-HSD1 je vo velkom mnoZstve pritomny v tkanive prsnej Zlazy
a endometriu maternice, kde katalyzuje konverziu cirkulujuceho estronu na estradiol, ktory ma
niekol’kondsobne vyssie estrogénne ucinky (Penning, 1997). Syntéza aktivnych steroidnych
horménov zo sekretovanych adrenalnych prekurzorov tak umoziiuje lokalnu tvorbu
Specifickych steroidnych horménov v cielovej bunke (Payne a Hales, 2004). V organizme
¢loveka ainych Zivo€ichov existuje mnoho dalSich typov a izoforiem steroidnych
dehydrogenaz, ktoré upravuju periférnu koncentraciu steroidnych hormoénov pre spravne
fungovanie jednotlivych tkaniv.

Odburavanie steroidnych horménov prebieha prevazne v pefeni a v menSej miere aj
v oblickach. Postupné degradané reakcie zahffiaju redukciu dvojnej vézby za vzniku
prislusnych dihydroderivatov, nasledni oxidaciou ketonovej skupiny na pozicii 3 za vzniku
tetrahydroderivatov. Tieto latky mézu byt konjugované s kyselinou glukurénovou a vylucené
mocom. Pocas odburavania méze dojst’ k redukcii ketonovej skupiny na pozicii 20 za vzniku
20a-kortolov alebo 20B-kortolov a naslednej oxidacii hydroxylovej skupiny na pozicii 21 za
vzniku polarnych kortolovych a kortolonovych kyselin (Stewart a Krozowski 1999).

11
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2.2. DEHYDROGENAZY METABOLIZMU STEROIDNYCH HORMONOV

Ako bolo uz naznacené v predchadzajucej kapitole, steroidné dehydrogendzy hraju
kl'acovu ulohu v biosyntéze a inaktivacii steroidnych horménov. V steroidogénnych tkanivach
katalyzuju posledné stupne v biosyntéze androgénov, estrogénov a progestinov. V periférnych
tkanivach zasa premienaju aktivne steroidné hormony na neaktivne metabolity, a tak regulujt
mnozstvo hormoénu, ktoré sa moze viazat’ s receptormi. Vysledkom tejto aktivity je ucinna

reguldcia expresie génov (Penning, 1997). Predpoklada sa, ze pre kazdy steroidny hormon

HOH
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Obrazok 2. Priklad parov steroidnych dehydrogenaz zucastiiujucich sa reverzibilnej aktivacie
a inaktivacie steroidnych hormonov. 11-cis-retinol DH = 11-cis-retinol dehydrogenaza; RoDH = retinol

dehydrogenaza (3a-HSD-podobna dehydrogenaza) (Penning, 2003).
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existuje par steroidnych dehydrogenaz, z ktorych jedna premiena aktivny steroid na jeho
neaktivnu formu a naopak (obrazok 2). Vo vicsine pripadov k tomu dochadza redukciou keto-
skupiny steroidu na hydroxylovt (reduktazova aktivita), alebo oxidaciou hydroxylovej skupiny
na keto-skupinu (oxiddzova aktivita). Oxidazova a reduktazova aktivita dehydrogenaz
umoziuju roznym izoformam tychto enzymov fungovat’ ako molekulérne spinace, ktoré ic¢inne
ovplyviiujii mieru obsadenia receptoru ligandom. Niekol'ko prikladov takychto dehydrogendz
je zobrazenych v obrazkoch 2 a 3 (Penning, 2003).

Steroidné dehydrogenazy je mozné rozdelit’ do dvoch proteinovych super-rodin: SDR
,»short-chain alcohol dehydrogenases™ a AKR ,,aldo-keto reductases ““. Zastupcov super-rodin
SDR a AKR je pritom mozné od seba pomerne jednoducho odlisit’.

SDR st prevazne multimérne oxidoreduktdzy vyuzivajiice ako kofaktor NAD(P)(H)
s monomérom o velkosti priblizne 27 kDa. Casto s sitastou bunkovych membran a aj
napriek vel'mi nizkej sekven¢nej aminokyselinovej homoldgii ¢lenov super-rodiny (< 25 %) sa
vSetci Clenovia vyznacuju pritomnost'ou charakteristickych proteinovych motivov. Tvori ich
sedem centralne umiestnenych f-skladanych listov s postranne umiestnenymi skupinami
a-hélixov (Ghosh et al, 1995). Vyznacuju sa tiez pritomnost'ou motivu pre vizbu kofaktora

NAD(P), tzv. Rossmannov  zahyb  (Gly-X-X-Gly-X-X-Gly), akonzervovaného

Short-chain Dehydrogenase/Reductase Aldo-Keto Reductases

Multimeric, monomers 25 kDa Monomeric 34 kDa
Rossmann Fold (f-a—f—a-f), TIM-barrel Structures (o/B)g
4-pro-S-Hydride transfer 4-pro-R-Hydride transfer
NAD(P)(H) Specific NAD(P)(H) Specific
Tyr-X-X-X-Lys Motif Tyr 55, Asp 50, Lys 84, His 117
Conserved
Non-Metallo|| Prostaglandin HSDs Aldehyde Aldose HSDs
ADH Dehydrogenases Reductases| |Reductases

—7\\ .=\

11-cis-retinol | | 448 4SD| [11B-HSD || 178-HSD || 17-HSD | | 3a-HSD || 32-HSD 175.HSE| 200-HSD
DH/RoDH Type1 |Type2 | Type1 | Type2 | [Type3 |[TYPe2 | |Types

DHT Cortisol Cortisol Estradiol Testosterone DHT ~ DHT Testosterone Progesterone
Switch Switch Switch  Switch Estradiol Switch Switch  Estradiol  Switch

on on off on Switch off off Switch off

off on

Obrazok 3. Super-rodiny steroidnych dehydrogendz. ADH = alkoholdehydrogenaza, HSD =
hydroxysteroid dehydrogendza, RoDH = retinol dehydrogendza, DHT = S5a-dihydrotestosteron
(Penning, 2003).
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katalytického motivu Tyr-X-X-(Ser)-Lys, kde aminokyselina tyrozin predstavuje hlavnu
katalytickti jednotku (obrazok 4A) (Chen et al., 1993). Medzi SDR patria napriklad
11B-hydroxysteroid  dehydrogendzy  (11B-HSD)  regulujuce  pristup  hormoénov
k mineralokortikoidnému (MR) a glukokortikoidnému receptoru (GR), 3B-HSD/izomerazy
a vécSina izoforiem enzymu 17BHSD, ktoré kontroluju pristup ligandov k androgénovému
a estrogénovému receptoru (Krozowski, 1994; Peltoketo et al, 1999).

AKR enzymy tvoria v cytoplazme rozpustné monoméry a vyuzivaju ako kofaktor
NAD(P)(H). Zastupcovia tejto skupiny cCasto vykazuju vysoky stupenn aminokyselinovej
sekvencnej homolégie (zastupcovia AKRCI1 rodiny > 67 %). Proteinovu Struktiru tvori
katalytickd doména zloZzena z O6smich paralelnych pB-vlaken tvoriacich vnutorny p-barel
obklopeny z vonku 6smimi a-hélixami. Tento motiv sa nazyva (o/B)s-barel alebo TIM-barel
(Obrazok 4B) (Farber a Petsko, 1990). Do super-rodiny AKR dehydrogenaz patri pocetna
skupina izoforiem enzymov 3a-HSD a 20a-HSD, ktoré vykazuju roéznu turoven 3-, 17-
a 20-ketosteroid reduktazovej aktivity a tiez réznu uroven 3o-, 17p- a 20a-hydroxysteroid
oxidazovej aktivity. Tieto dehydrogendzy sa preto mézu zucastiovat regulacie pristupu
roznych ligandov k androgénovému (AR), estrogénovému (ER) a progesteronovému (PR)

receptoru (Jez et al, 1997; Penning et al., 2000).

Obrazok 4. A. Zastupca super-rodiny SDR, 173-HSD izoforma 1 so siedmimi centralne umiestnenymi
B-skladanymi listami a postrannymi a-hélixami (Breton et al., 1996). B. Strukturalne motivy enzymu
30-HSD, zastupcu super- rodiny AKR, s o/p barelovou $truktirou ,,0/p barrel fold” (Hoog et al., 1994).
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2.2.1. 3a-hydroxysteroid dehydrogenaza

Enzym 3a-hydroxysteroid dehydrogenaza (3a-HSD), s monomérom o hmotnosti
priblizne 37k Da, patri medzi najlepsie charakterizovanych zastupcov super-rodiny AKR.
V stcasnosti je znama jedna izoforma tohto cytozolarneho enzymu u potkana (AKR1C9)
a 5 izoforiem u ¢loveka: typ 1 (AKR1C4), typ 2 (AKR1C3, tiez znama ako typ 5 17B-HSD),
typ 3 (AKRI1C2, tiez znama ako protein viazuci zI¢ové kyseliny) a 200/3a-HSD (AKR1C1)
(Penning et al., 2003).

Cicav¢ie enzymy v spolupraci s 5B-reduktazou (AKRI1DI), ktora taktiez patri medzi
AKR dehydrogenazy aredukuje dvojnu vézbu medzi uhlikmi 4 a5, redukuju v peceni
3-ketosteroidy, atak produkuju doélezité medziprodukty pre biosyntézu zI¢ovych kyselin.
V periférnych tkanivach reguluju lokalnu koncentraciu So-DHT. Izoformy tohto enzymu
premietiaji 5a-DHT (Kg pre AR priblizne 101!) na 3a-androstandiol (Kg pre AR priblizne 10°
%) v prostate, ¢im znizuji afinitu 5a-DHT k AR az 100-tisickrat. 20a/30-HSD zabezpeduje
predovsetkym redukciu progesteronu na 20a-hydroxyprogesterdn, ktory ma nizku afinitu k PR
(Penning, 1997; Penning et al., 2003).

Okrem toho, izoformy 3a-HSD Vv centralnom nervovom systéme konvertuja Sa-DHT na
allopregnanolon, ktory je alosterickym efektorom GABA receptora (Griffin a Mellon, 1999).
Allopregnanolon zvySuje afinitu GABAA receptora a zvySuje tok chloridovych i6nov, ¢oho
vysledkom st anxiolytické a anestetické ucinky (Lambert et al., 1995) (obrazok 5). Kazda
z piatich izoforiem Tludského enzymu 3a-HSD bola naklonovana arekombinantne
exprimovana v baktérii E. coli. Bolo zistené, Ze tieto enzymy zdiel'aji vysoku aminokyselinovu
sekvenénit homologiu (typl:typS5=84%, typ3:typ5=86%, typl:20a-HSD=84%, typ3:20a-
HSD=97,8%) a kazdy z nich vykazoval vysoku plasticitu svojej aktivity (Dufort et al., 2001).
Vicsina enzymov bola schopna redukcie ako aj spétnej oxidacie steroidov v polohe 3, 17 a 20
(50-DHT <« 3a-androstandiol, A*-androstan-3,17dién <> testosterén, estréon <> 17p-estradiol,
progesteron <> 20a-hydroxyprogesteron) (Penning et al., 2000).

Zjavné su medzidruhové rozdiely v aktivite tychto enzymov. Zatial ¢o u l'udského
enzymu 30/200-HSD bola jedinou vyznamnou aktivitou zaznamenana 20a-redukcia
progesteronu, tak u ostatnych skupin cicavcov ma tento enzym aj vyznamnu 173-HSD

a 30-HSD aktivitu. Preto sa da predpokladat’, ze v zavislosti na ich katalytickej G¢innosti,
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Fig. 1. Reactions catalyzed by human 3«-HSD isoforms.
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Obrazok 5. Reakcie katalyzované izoformami l'udského enzymu 3a-HSD (Penning et al.,

2003).

roznej schopnosti fungovat’ v ramci bunky ako reduktizy ¢i oxiddzy a odliSnej distribucii

Vv tkanivach, st tieto enzymy schopné vyznamne regulovat’ obsadenie AR, ER a PR receptorov

(Penning et al., 2003).
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2.2.2. 3B-hydroxysteroid dehydrogenaza

Membranovo viazany enzym 3B-HSD vyuZivajici ako kofaktor NAD™ bol po prvy krat
popisany v roku 1951 (Samuels et al., 1951). Tento enzym je lokalizovany v membrane
endoplazmatického retikula a mitochondrii a katalyzuje 3B-dehydrogenaciu A°-steroidov
(pregnenolédn, 17a-hydroxypregnenolon, DHEA a androstan-5-én-3f,17p-diol) s ich naslednou
izomeraciou na A*-steroidy (progesteron, 17o-hydroxyprogesteron, A*-androsténdion)
(obrazok 6). Zastupcovia rodiny 3B3-HSD enzymov okrem toho katalyzuju syntézu alebo
degradaciu So-androstanov a Sa-pregnanov ako su 5a-DHT a dihydroprogesteron (Simard et
al., 2005). Pri biosyntéze steroidnych hormoénov katalyzuje enzym 3B-HSD prvé stupne
premeny cholesterolu, a preto je nevyhnutny pre biosyntézu vSetkych skupin steroidnych
horménov: glukokortikoidov, mineralokortikoidov, progesteréonu, androgénov a estrogénov

(obrazok 1) (Cherradi et al., 1994; Sauer et al., 1994).

CH3 CH3
=0
NAD* - NADH NADH
—
3{1 HSD Isomerase
HO'

Pregnenolone Fregn -5-ene-3,20-dione Progesterone
o] o o]

_— —_—

HO'
Dehydroepiandrosterone 5-Androstene-3,17-dione Androstenedione

Obrazok 6. Priklad reakcii katalyzovanych izoformami 1 a2 Tludského, alebo izoformami
1 a 4 mysieho enzymu 3p3-HSD (Payne a Hales, 2004).

Pritomnost’ na glycin bohatého segmentu Gly-X-X-Gly-X-X-Gly na N-konci molekuly
(Rossmannov fold) a katalytického motivu Tyr-X-X-X-Lys zarad’uje tieto enzymy do super-
rodiny SDR steroidnych dehydrogenaz (Thomas et al., 2003). V sucasnosti bolo

identifikovanych niekol’ko izoforiem 3B-HSD u cloveka a d’alS§ich druhov stavovcov.
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Izoforma 1 bola izolovana z l'udskej placenty (Luu-The et al., 1988) aizoforma 2 z kory
nadoblic¢iek (Rheaume et al., 1991). Izoforma 1 (s proteinom o vel'kosti 372 aminokyselin) je
predovsetkym exprimovana v placente a periférnych tkanivach, ako st koza, prsna zl'aza,
prostata. Purifikovany protein ma pre DHEA Km= 3,7 uM a Vmax= 43 nmol/min.mg a pre
izomeriza¢nl reakciu substratu 5-androstan-3,17-dionu Km= 28 uM a Vmax= 598 nmol/min.mg.
Izoforma 2 (s proteinom o velkosti 371 aminokyselin) zdiela s izoformoul 93,5 %
sekven¢nej homoldgie aje U ¢loveka exprimovana takmer vyhradne v kore nadobliiek,
vajeénikoch a semennikoch (Km= 47 uM, Vmax= 82 nmol/min/mg pre konverziu DHEA;
Km= 88 uM, Vmax= 970 nmol/min/mg pre izomerizaciu) (Thomas et al., 2001; Luu-The et al.,
1988). Predpoklada sa, ze vyssia afinita izoformy 1 K substratu zabezpecuje ucinnejsiu tvorbu
steroidov zo substratov, ktoré sa vo vSeobecnosti vyskytuju v periférnych tkanivach v nizsich
koncentraciach. U ostatnych skupin stavovcov je 'udska izoforma 2 oznacovana ako izoforma
laizoforma 1ako 2. Umysi bolo identifikovanych 6 au potkana 4 izoformy, pricom
napriklad izoforma 3 u potkana uCinkuje predovsetkym ako 3-ketosteroid reduktaza a je
vyhradne exprimovana v peceni samcov (Zhao et al., 1990). Izoforma 4 potkana zdiela
90,9 %, 87,9 % a78,8 % podobnost’ sizoformami 1, 2 a3 aje hlavnou izoformou
exprimovanou Vv kozi a placente potkanov. Okrem toho, izoformy 1 a 4 vykazuju aj 17p-HSD
aktivitu S$pecificki pre Sa-androstan-17f-ol steroidy, ¢im hraji dolezita Glohu v kontrole

dostupnosti aktivneho androgénu 5a-DHT v tkanivach (Sanchez et al., 1994).

2.2.3. 17p-hydroxysteroid dehydrogenaza

Uz v 50. rokoch 20. storo¢ia, Ryan a Engel (1953) pozorovali, ze mnoh¢ l'udské tkaniva
metabolizovali estrén na estradiol. Niekol’ko rokov neskor bol Ciasto¢ne purifikovany enzym
17B-HSD z l'udskej placenty (Langer a Engel, 1958) anasledne bola 17B-HSD aktivita
imunohistochemicky pozorovana aj uinych stavovcov, ako su vtaky (Bhujle a Nadkami,
1978), plazy (Gouder et al., 1975), obojzivelniky (Ozon et al., 1974) aryby (Eckstein
a Azoury, 1979). Podobne ako 3B-HSD, aj 17B-HSD hra vyznamnu ulohu v steroidogenéze,
pretoze katalyzuje posledné kroky v biosyntéze aktivnych pohlavnych horménov estradiolu
a testosteronu. Tento enzym sa v bunke vyskytuje bud’ ako membranovo viazany, alebo
rozpustny protein (Payne a Hales, 2004). V stcasnosti je u cicavcov znamych 12 typov

17B-HSD, ktoré medzi sebou vykazuji nizku sekven¢nii homologiu, lisia sa distribliciou
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v tkanivach, lokalizaciou v ramci bunky a mechanizmom enzymovej katalyzy. VacSina z nich
patri do super-rodiny SDR steroidnych dehydrogendz, okrem typu 5 (znama tiez ako izoforma
2 3a-HSD), ktora patri medzi AKR. SDR typy su vac¢Sinou multimérne (monomér
0 molekulovej hmotnosti priblizne 30 kDa) a AKR monomérne (monomér 37 kDa) enzymy
(Mindnich et al., 2004a). U necicavéich druhov bolo naklonovanych len niekolko z tychto
enzymov, ato typ 1 ukura (Wajima et al., 1999) atyp 1 a3 uryb (Kazeto et al., 2000;
Mindnich et al, 2004b). Mnohé prace dokazuju, ze kazda z izoforiem tohto enzymu je schopna
in vitro fungovat’ ako oxidaza aj reduktaza, avSak v neporuSenych bunkach in vivo, v zavislosti
od preferovaného kofaktora (NAD" alebo NADPH), konvertuji substrat len v jednom smere,
bud’ 17-ketosteroidy na ich 17-hydroxylované formy, alebo opacne. Preto napriklad typy 1, 3,
5 a7 funguju in vivo ako reduktazy, kym typy 2, 4 a 8 ako oxidazy (obrazok 7, tabul’ka 1)
(Peltoketo et al., 1999; Luu-The, 2001, Labrie et al., 2000).

17|3 HSD
OH
Types 1,5 ,Cts:b ‘Ct?b
T o
DHEA 5-diol DHT

7 | | oy

o OH \\!9
,ctgb Tt 5D
178-HSD
Type 2 o Tepe 7

4-dione testo

Aromatase l OH
0

OH
g?j Dol oG o
Types 2,8 E2 HO

3B-diol

Ii

Il

Obrazok 7. Reakcie katalyzované jednotlivymi izoformami enzymu 17B-HSD. DHEA =
dehydroepiandrosteron, testo = testosterén, E1 = estron, E2 = estradiol, 5-diol = 5-androsten-3a,17p-
diol, 4-dion = 4-androstén-3,17-dion, 3B-diol = Sa-androstan-3p-17p-diol, Sa-red = Sa-reduktaza (Luu-
The, 2001).

V cielovych tkanivach ucinku estrogénov, ako st placenta, vajeCniky a prsna Zl'aza,
typy 1 a 7 zaistuja, redukciou estronu, vysoku lokalnu koncentraciu estradiolu. V semennikoch
typ 3 konvertuje 4-androstendion na testosteron, kym vo vajecnikoch a periférnych tkanivach

je tato konverzia katalyzovana typom 5 17B-HSD (Luu-The, 2001). Na rozdiel od l'udského
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typu 1 17B-HSD, ktory predovsetkym konvertuje estron na estradiol, tento typ u hlodavcov

ucinne konvertuje aj 4-androstendion na testosteron (Puranen et al., 1997) (tabulka 1).

17HSD/KSR activity in vivo®/
Species Preferred activity catalytic Substrate
cloned cofactor in vitro® preference specificity Putative function
Type/protein
family
1/SDR Human ] Estrogens E2 production
Rat NADH, Dehydrogenase<
- Reductase »
NADPH reductase Estrogens, E2, T production
Mouse androgens
2/SDR Human e Estrogens, . L
Rat } NAD" } Dzhydr“éend“e> } Dchydrogenase } androgens, E2, T inactivation (20aP
Mouse reductase (progestins)e activation)
3/SDR Human NADPH Only reductase Nat tested/ Androgens, T production
Mouse activity measured reductase estrogens
4/SDR/MFE Porcine
Human
Mouse N .
Rat NAD" Dehydrogenase>> Dehydrogenase Fatty acyl-CoA, B-oxidation of fatty acids,
Chicken ) reductase estrogens E2 inactivation
Guinea
plg B 1 N 1
5/AKR Mouse Steroids. choli T production,
. Dchydrogenase< teroids, cholic detoxification
Human r NADPH reductase Reductase acu:ls,_ . T production, 20aP
xenobiotics activation, bile acid
/ J / J production, detoxification
6/SDR Rat NAD* Only Dehydrogenase Androgens, DHT inactivation
dehydrogenase (estrogens)
activity measured
7/SDR Mouse 8 Dehydrogenase< .
Rat NADPH reductase § Reductase Estrogens E2 production
3 E2 inactivation (E2
8/SDR Mouse NAD™/ Dehydrogenase> Not tested/ Estrogens, production) anc(lrogen
Human NADH reductase dehydrogenase androgens inacm’vation’

Tabulka 1. Vybrané charakteristiky izoforiem enzymu 17B-HSD. SDR = | short-chain
dehydrogenase/reductase”, AKR = ,aldo-keto reductase* , E2 = estradiol, T = testosteréon, DHT =
dihydrotestosteron, P = progesteron, 20aP = 20a-dihydroprogesteron, MFE = peroxizomalny
multifunkény enzym (Peltoketo et al., 1999)

2.2.4. 11B-hydroxysteroid dehydrogenaza

Uz v roku 1953 Amelung et al. (1953) poukazali na pritomnost’ enzymu oxidujuceho
uludi kortizol na kortikosterén a u hlodavcov kortikosteron na 11-dehydrokortikosteron.
11B-hydroxysteroid dehydrogendzova aktivita bola nasledne identifikovana v placente
a oblickach (Bernal et al., 1980; Jenkins et al., 1966) a oxidazova aktivita v peCeni (Bush et al.,

1968). V stcasnosti su zname a podrobne popisané dve izoformy tohto enzymu, ktoré su
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produktmi réznych génov a zdielaju iba 21 % sekvencnej homologie. Obidve vSak patria do

SDR super-rodiny steroidnych dehydrogenaz (Tannin et al., 1991; Albiston et al., 1994).

2.2.4.1. Izoforma 1 enzymu 11p-hydroxysteroid dehydrogendza (118-HSD1)

118-HSD1 z peCene potkana bola jednou z prvych naklonovanych hydroxysteroid
dehydrogenaz, s MRNA sekvenciou s otvorenym &itacim ramcom o dizke 861 bazovych parov
a proteinom dlhym 287 aminokyselin (hmotnost’ 34 kDa) (Lakshmi a Monder, 1988; Agarwal
et al., 1989). Predstavuje NADP(H) zavisly nizko-afinitny enzym, schopny redukcie 11-keto
steroidov kortizolu a kortikosterénu, ako aj ich spitnej oxidacie. Mnohé prace vSak dokazuju,
Ze in vivo tento enzym funguje predovsetkym ako reduktaza (Jamieson et al., 1995; Bujalska et
al., 1999; Hundertmark et al., 1995), ¢o sa dava do suvislosti s intracelularnou lokalizaciou
enzymu v membrane endoplazmatického retikula a orientaciou katalytickej casti enzymu
11B-HSD1 do lumen tejto organely (obrazok 8). Jednosmernost’ enzymu 113-HSD1 in vivo
pravdepodobne urcuji enzymy pritomné v lumen endoplazmatického retikula, predovsetkym
vSak hexdza-6-fosfat dehydrogendzy, ktord vytvara vysoké koncentracie redukovaného

kofaktora NADPH v endoplazmatickom retikule neporuSenych buniek (Draper a Stewart,

H,N

CYTOSOL

Obrazok 8. Schematické znazornenie enzymu 11B-HSD1 ukotveného v membrane endoplazmatického

retikula (Blum et al., 2001).

2005). Enzym je intracelularne lokalizovany v mikrozomoch buniek a  exprimovany
v glukokortikoidnych cielovych tkanivach (pecen, plica, pohlavné organy, tukové tkanivo,

hypofyza, mozog), kde zvySovanim lokalne; koncentracie aktivnych glukokortikoidov
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stimuluje U¢inky glukokortikoidov cez GR. Na rozdiel od neporusenych buniek, purifikovany
enzym vykazoval predovSetkym oxidazova aktivitu a preferoval NADP* ako kofaktor, s Kw
pre oxidaciu kortikosteronu priblizne 1,83 uM a pre oxidaciu kortizolu 17,3 uM (Ozols, 1995;
Lakshmi a Monder., 1988). Maser et al., 2002 purifikovali 'udsky enzym 11B-HSD1 z pecene
a zistili, Ze enzym je aktivny v podobe diméru. Okrem ¢loveka (Tannin et al., 1991) a potkana
(Agarwal et al., 1989) je v sucasnosti cDNA sekvencia tohto enzymu znama aj u d’al§ich
druhov cicavcov: my$ (Rajan et al., 1995), primat Saimiri sciureus (Moore et al., 1993), ovca
(Yang et al., 1992), kralik (Ozols, 1995), prasa (Klemcke et al., 2003), krava (Tetsuka et al.,
2003), morca (Pu a Yang, 2000), avsak nie je znama u ziadneho zastupcu z necicavcich skupin

stavovcov.

2.2.4.2. Izoforma 2 enzymu 11B-hydroxysteroid dehydrogendza (118-HSD2)

Izoforma 2 enzymu 11B-HSD je u cicavcov predovsetkym exprimovana v placente
a mineralokortikoidnych cielovych tkanivach ako su epitel obli¢iek, hrubého ¢reva a slinnych
zliaz. V oblickach bola najvéacsia aktivita 11B-HSD2 zistena v zbernych kanalikoch, kde
kolokalizovala s MR. Jej primarnou funkciou je ochrana MR pred védzbou s glukokortikoidmi
na zabezpeCenie Specifického ucinku mineralokortikoidu aldosteronu pre regulaciu
vstrebavania H>O aionov sodika a sekrécie ionov draslika (Stewart a Krozowski, 1999;
Sandeep a Walker., 2001). Cudsky enzym 11B8-HSD2 ma vysoku afinitu ku kortizolu (Km= 60
nM) a kortikosteronu (Km= 13 nM) (Stewart et al., 1994) akatalyzuje ich jednosmernt
oxidaciu na kortizon a 11-dehydrokortikosteron za vyuzitia kofaktora NAD*. Vzniknuté 11-
keto derivaty kortizolu a kortikosterébnu maju nizku afinitu k MR (Albiston et al., 1994).
Vyznam ochrany MR pre vidzbou s glukokortikoidmi v tychto tkanivach je zjavny pri pohlade
na vysledky ziskané z afinitnych $tudii. Tieto $tudie poukazuji na to, Ze in vitro maju
aldosterén a glukokortikoidy podobnu afinitu k MR (0,5-1 nM) (Krozowski a Funder, 1983;
Arriza et al., 1988). K zaujimavym vysledkom vo svojich pokusoch dospeli Grubb a Bentley
(1992) u vtakov a Hierholzer et al., (1990) u cicavcov. Zistili, ze kortikosteron aj aldosteron su
schopné cez MR stimulovat’ vstrebavanie sodikovych iénov Na*-kanalmi epitelidlnych buniek.
Kortikosterén bol pritom priblizne 10-krat menej ucinny neZ aldosteron, avSak tento rozdiel
bolo mozZzné potlacit’ inhibiciou enzymu 11B-HSD2 inhibitorom karbenoxolonom. Tym
dokazali, Ze kortikosteron in vitro ma podobné ucinky ako aldosteron, avsak in vivo je

Specificita MR k aldosterénu zabezpecovana enzymom 113-HSD2 (obrazok 9).
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Mutécie enzymu 11B-HSD2 maji v mnohych pripadoch za nasledok neSpecifickt
vazbu vysokych cirkulujucich koncentrécii glukokortikoidov s MR. Tento stav sa nazyva AME
apparent mineralocorticoid excess® (zdanlivy mineralokortikoidny nadbytok) a prejavuje sa

nizkymi koncentraciami reninu, aldosteronu, hypertenziou a hypokalémiou (White et al.,

1997).
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Obrazok 9. Zjednodu$ena schéma ucinku mineralokortikoidu aldosterénu a uloha enzymu 113-HSD1
v ochrane MR pred vézbou s glukokortikoidom kortizolom v bunkach zbernych kanalov obliciek.
E.R. = endoplazmatické retikulum, MR = mineralokortikoidny receptor, HRE = ,hormon response
element” (White et al., 1997)

Viaceré prace tiez poukazuju na vyznam expresie enzymu 11p3-HSD2 v placente pocas
tehotenstva, kedy tento enzym inaktivaciou glukokortikoidov v krvi matky brani ich
negativnemu G¢inku na vyvin plodu. Preto podanie inhibitorov 11B3-HSD2 pocas tehotenstva
malo u potkanov za nasledok spomalenie vnutromaternicového vyvinu
a v dospelosti vznik hypertenzie a glukézovej intolerancie (Lindsay et al., 1996a; Lindsay et
al., 1996b; Saegusa et al., 1999).
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2.2.5. 30/B-20B-hydroxysteroid dehydrogenaza (karbonyl reduktaza 1)

Najlepsie charakterizovany je tento enzym u prasiat (u prasiat tiez znamy ako karbonyl
reduktaza semennikov). Enzym bol po prvy krat izolovany zo semennikov a metabolizoval
rozne progestiny a androgény (Nakajin et al., 1988a). Prvé pokusy poukazovali na to, ze enzym
30/B-20B-HSD by sa mohol zucastiovat’ regulacie koncentracie progestinov a androgénov
v semennikoch pocas ontogenetického vyvinu. NeskorSie Stidie vSak dokézali pritomnost
30/B-20B-HSD aj v d’al$ich tkanivach ako st obli¢ky, peen, mozog, pltca, tymus, srdce,
slezina a kora nadobli¢iek, ¢o poukazovalo na SirSiu ulohu tohto enzymu v metabolizme

steroidov (Kobayashi et al., 1996).

Obrazok 10. Terciarna Struktara enzymu 3a/B-203-HSD prasiat (Sugiyama et al., 2004).

Po naklonovani a sekvenacii 30/B-20B-HSD u prasiat v roku 1992 bol tento enzym
zaradeny do super-rodiny SDR dehydrogenaz/reduktaz. Naklonovany protein vykazoval
vysoku sekvenénu homologiu s monomérnymi karbonyl reduktdzami (CBR) ¢loveka (az 85%

aminokyselinovej sekvencnej homolégie s CBR1), potkana, mysi a zajaca (Tanaka et al., 1992;
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Wermuth, 1981; Wermuth et al., 1995; Wei et al., 1996; Gonzalez et al., 1995). V stcasnosti je
preto tento enzym, v internetovej proteinovej databaze ExPASy (Gasteiger et al., 2003)
zaradeny medzi karbonyl reduktdzy so synonymom karbonyl reduktaza 1 (CBR1).

30/B-20B-HSD predstavuje monomérny protein, na rozdiel od vicSiny Clenov tejto
super-rodiny, ktori vykondvaju svoje funkcie v podobe dimérov alebo tetramérov (Nakajin et
al., 2001). O tom, Ze tento enzym patri do super-rodiny SDR dehydrogenaz/reduktaz, sved¢i aj
pritomnost’ na glycin bohatého segmentu Gly-X-X-Gly-X-X-Gly na N-konci molekuly
(Rossmannov fold) a triady aminokyselin Tyr(193), Lys(197) a Ser(139), zucastiujacich sa
katalytického procesu u enzymov tejto super-rodiny (obrazok 10). V stGcasnosti sii zname
4 typy karbonyl reduktaz (CBR1-4) (tabulPka 2A) a nukleotidova sekvencia enzymu 3o/p-20p3-
HSD/CBRI1 je znama u 7 druhov cicavcov a 3 druhov ryb (tabul’ka 2B).

20B-hydroxysteroid dehydrogenase
NADPH-dependent carbonyl reductase 1
CBR1 Prostaglandin-E(2) 9-reductase
Prostaglandin 9-ketoreductase

15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NADP*]

Lung carbonyl reductase [NADPH]

CBR2

NADPH-dependent carbonyl reductase 2
CBR3 NADPH-dependent carbonyl reductase 3

NADPH-dependent carbonyl reductase/NADP-retinol dehydrogenase
CBR4 Peroxisomal short-chain alcohol dehydrogenase

NADPH-dependent retinol dehydrogenase/reductase

Tabul’ka 2A. V sucasnosti zname typy karbonyl reduktdz (CBR) a ich synonyma pouzivané v literattre

(podl'a databazy serveru ExPASy, www.expasy.org).
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CICAVCE:
Prasa: CBR1 M80709 Tanaka et al. 1992
CBR2 D16511 Nakanishi et al., 1993
CBR4 AB062757 Usami et al., 2003
Clovek CBR1 J04056 Wermuth et al., 1988
CBR3 AB004854 Watanabe et al., 2000
CBR4 AB045131 Furukawa et al., 2000
Mys CBRI1 U31966 Wei et al., 1996
CBR2 D26123 Nakanishi et al., 1995
CBR4 AB045132 Furukawa et al., 2000
Potkan CBR1 X84349 Wermuth et al., 1995
CBR4 AB062758 Hara et al., 2001
Zajac CBR1 U07051 Gonzalez et al., 1995
CBR4 AB045133 Furukawa et al., 2000
Orangutan CBR1 CR858173
CBRA CR858312 Ottenwaelder et al., 2004
Krava CBR1 BC102943
Moore et al., 2005b
CBR4 AF487454
Chrcek CBRI1 AB043541
CBR2 AB043542 Terada et al., 2001
CBR3 AB043543
RYBY:
Daniorerio CBR1 |BC054914 Strausberg et al., 2005
Plecoglossus CBR1 | pg2gs7 Tanaka et al., 2002
altivelis
Oncorhynchus CBR1 | AF100931 Guan et al., 1999

mykiss

Tabulka 2B. Zoznam znamych karbonyl reduktdz

GeneBank.

spolu s ich pristupovym koédom do databazy

Podobne ako CBRI1 c¢loveka, aj 3o0/B-20B-HSD prasiat metabolizuje steroidy,

prostaglandiny a r6zne xenobiotika obsahujtice karbonylova skupinu (Wermuth, 1981; Nakajin

etal., 1997).

26



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=164293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=416424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=17298118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=181036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3702688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=11559411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=1049107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=440371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=11559413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=666086
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=17298120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=458713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=11559415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=55727311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=55727587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=74354824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=19702302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=15147855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=15147857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=15147859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=32766314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=20975244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=4416071

Literarny prehlad —

Terada et al., (2001) identifikovali 3 izoformy monomérnej karbonyl reduktazy
u ¢inskeho Skrecka, zktorych karbonyl reduktiza 1 vykazovala najvysSiu sekvencnu
homologiu (81,3%) s 30/B-20B-HSD prasiat. U tychto rekombinantne exprimovanych
izoforiem bola zistena 3-keto reduktazova a 20-keto reduktazova aktivita, avSak ziadna 17-keto
reduktazova aktivita. Nakajin et al., 2001 exprimovali 30/B-203-HSD prasiat v Escherichia
coli au purifikovaného proteinu urcili niektoré jeho charakteristiky. Enzym konvertoval
testosteron hlavne na 3a-hydroxytestosteréon a Vv mensom mnozstve na 3p-hydroxytestosteron,
kym progesteron bol predovSetkym metabolizovany na 20B-hydroxyprogesteron a v malom
mnozstve aj na 3a-hydroxyprogesteron.

Vroku 2001 Imamura et al. poukazali na pohlavné rozdiely v aktivite enzymu
30/B-20B-HSD nachéadzajtiiceho sa v mikrozomoch izolovanych z obli¢iek potkanov. Podl’a ich
vysledkov bola aktivita enzymu 30/B-20B-HSD v tkanive pod kontrolou hormoénu testosteronu,
a preto bola vysoka v oblickdch samcov a vel'mi nizka u samic.

Viaceré prace tiez poukazuju na vyznam enzymu 30/B-20B-HSD pri tvorbe dblezitého
matura¢ného hormoénu 4-pregnen-17a,20p-diol-3-6nu (170,20B-dihydroxyprogesterén) u ryb
(Nagahama, 1997). Tento hormén vznikd redukciou 17a-hydroxyprogesterénu enzymom
30/B-208-HSD, ktory bol naklonovany uryb Oncorhynchus mykiss (pstruh dahovy)
a Plecoglossus altivelis v rokoch 1999 a 2002 (Guan et al., 1999; Tanaka et al., 2002).

Uz vroku 1989 DiBattista et al. zaznamenali u vtakov redukciu 20-ketoskupiny
kortikosteronu enzymom pritomnym v bunkich sliznice hrubého ¢&reva. Pocas pokusu
vznikajlci 20B-dihydrokortikosteron mal nizku afinitu k MR, a preto autori predpokladali, Ze
redukciou kortikosteronu v polohe 20 by bolo mozne vysvetlit' viazbu aldosteréonu s MR aj pri
vysokej koncentracii glukokortikoidov v krvnej plazme vtdkov. PodrobnejSiemu Studiu
redukcie kortikosterénu na uhliku 20 u vtdkov sa vSak nevenovala pozornost’ az do roku 1998,
kedy Vylitova et al. sledovali metabolizmus kortikosteronu v segmentoch hrubého a tenkého
¢reva vtakov (Gallus gallus). V ¢reve kura, okrem pritomnosti enzymu 113-HSD2, opat’ zistili
tvorbu 20-dihydrokortikosteronu. Kortikosteron bol metabolizovany na
20-dihydrokortikosterén a 11-dehydrokortikosteron na 11-dehydro-20-dihydrokortikosteron.
V pritomnosti  NAD*/NADP*  kofaktorov  bol  kortikosteron = metabolizovany na
11-dehydrokortikosterén, kym pri pouziti kofaktoru NADPH na 20-dihydrokortikosteron
a 11-dehydro-20-dihydrokortikosteron. Na rozdiel od enzymu 11B-HSD2, ktorého aktivita
korelovala s citlivostou jednotlivych casti ¢reva k mineralokortikoidu aldosteronu, aktivita
enzymu zodpovedného za 20-redukciu kortikosteronu bola priblizne rovnakd vo vSetkych

segmentoch creva. Kortikosteronu bol pri nanomolarnych koncentracidch predovsetkym
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metabolizovany enzymom 11B-HSD2 a pri mikromolarnych koncentraciach prevladali
20-dihydroderivaty kortikosteronu. Autori preto predpokladali, Ze enzym zodpovedny za
20-redukciu kortikosteronu je na NADPH-zavisly enzym s Ky pre substrat pohybujucou sa

v mikromolarnych koncentraciach (Vylitova et al., 1998).

2.3. STEROIDNE HORMONY A ICH METABOLIZMUS U CICAVCOV
A OSTATNYCH SKUPIN STAVOVCOV

2.3.1. Androgény

Testosteron ako produkt semennikov je pritomny u vSetkych skupin stavovcov, avSak
v mnohych pripadoch nepatri medzi jediny produkt tohto organu. Casto je v semennikoch
a periférnych organoch konvertovany na derivaty, ktoré si v niektorych pripadoch biologicky
aktivnejSie. U nizsich stavovcov sa tiez stretdvame s produkciou testosteronu vajecnikmi.
Tento steroid moze byt z pregnenoldonu biosyntetizovany dvomi odliSnymi cestami zvanymi
4-én (A*) a5-én (A®) cesta. Metabolickd 4-én cesta vedie cez progesterén a androsténdion
(4-én-3-6n steroidy), kym 5-én cesta cez 17-hydroxypregnenolon a DHEA (5-én-3p-ol
steroidy). Zastipenie tychto dvoch ciest biosyntézy testosteronu sa uréznych druhov
zivocichov moze znaéne lisit’ (Chester-Jones, 1987). S testosteronom sa stretavame uz u mihuli
a sliznatiek, zastupcov bezcel'ustnatych kruhoustych ryb. Semenniky tychto ryb vel'mi rychlo
metabolizuju testosteron na rozne hydroxylované derivaty. U sliznatiek je to predovSetkym
testosteron hydroxylovany na uhliku 6 a 7, u mihuli st to pozicie 15a, 153 a 11B. ZvySenie
koncentracie testosteronu bolo u mihuli pozorované po€as rozmnozovania a dava sa do suvisu
s tvorbou sekundarnych pohlavnych znakov. Presny biologicky vyznam testosteronu a jeho
hydroxylovanych derivatov vsak nie je znamy (Kime a Rafter, 1981; Lowartz et al., 2003,
Lowatz et al, 2004).

2.3.1.1. Ryby

U Sirokej skupiny kostnatych ryb sa, vdaka pritomnosti enzymov 11B3-hydroxylazy
a 11B-hydroxysteroid dehydrogenazy 2 (11B-HSD2), stretavame s tvorbou 11B-hydroxy
a 11-ketotestosteronu (Arai a Tamaoki, 1967; Ma et al., 2005). 11-ketotestosteron vykazuje
u ryb 10-krat silnejSie androgénne ucinky ako testosteron. Na rozdiel od cicavcov, u ktorych

plazmatické koncentracie testosteronu u samic zriedka dosahuji desatinu hodnoty u samcov, je
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testosteron u kostnatych ryb syntetizovany aj vaje¢nikmi, ato Vv mnozstve presahujucom
koncentraciu tohto horménu u samcov (Borg, 1994). Vyznam testosteronu u samic nie je

presne znamy, ale predpoklada sa jeho tloha pri dozrievani oocytov (Chester-Jones et al.,
1987).

2.3.1.2. ObojZivelniky

Hlavnymi androgénmi obojzivelnikov st testosteron a DHT. Podobne ako u kostnatych
ryb st sezonne plazmatické hladiny testosteronu tvoreného vaje¢nikmi samic obojzivelnikov
(Wibbels et al., 1990; Dubowsky a Smalley, 1993) a plazov (McPherson et al., 1982; Licht
et al.,, 1979) vysoké. Koncentracia androgénov u samic moéze v urCitom obdobi dosahovat
koncentraciu estrogénov, a taktiez mdze dosiahnut koncentraciu androgénov u samcov.
Predpoklada sa, Ze androgény samic necicav¢ich druhov slizia ako prekurzory pre tvorbu
estrogénov (Staub a DeBeer, 1997). Syntéza androgénov u obojzivelnikov prebicha prevazne
5-én cestou, kym u vacSiny cicavcov prevlada v biosyntéze 4-én cesta. Testosteron je
u obojzivelnikov d’alej metabolizovany predovsSetkym na 11-ketostestosteron, okrem skupiny
radu Anura (zaby) s vysokou aktivitou 5a-reduktazy a 3a-HSD, u ktorych prevladaji 5a- a 3a-
redukované derivaty testosterénu: 50-DHT, Sa-androstan-3f3,17B-diol a Sa-androstan-3,17-
dion (Kime et al., 1978, Canosa et al., 2003). U samcov obojzivelnikov majii androgény
vyznam v tvorbe sekundarnych pohlavnych znakov, avSak ich uloha v regulécii sexualneho
spravania nebola jednozna¢ne dokazana (Canosa et al., 2003). V mozgu obojzivelnikov su,
podobne ako je tomu u ostatnych skupin stavovcov, pritomné hlavné enzymy biosyntézy
steroidnych horménov (3p-HSD, 17B-HSD), apreto je toto tkanivo schopné endogénnej
syntézy roznych neurosteroidov. Medzi hlavné identifikované neurosteroidy u Ziab patria
testosteron,  5a-DHT, DHEA-sulfdt  a pregnenolon  sulfat, ako aj  progesteron
a 17-hydroxyprogesteron (Mensah-Nyagan et al., 1999; Mensah-Nyagan et al., 2001). Presna
uloha neurosteroidov v mozgu nie je dodnes objasnend, predpoklada sa vSak ich modula¢ny
vplyv na aktivitu neurénov a uloha pri ontogenetickom vyvine mozgu a spravania

obojzivelnikov (Moore et al., 1994; Erulkar et al., 1981)

2.3.1.3. Plazy

U malého mnozstva skimanych zastupcov plazov bol ako hlavny steroid semennikov
zisteny testosterén. Podobne ako tomu bolo u zastupcov obojzivelnikov radu Anura, aj

semenniky plazov su schopné v menSom mnoZstve tvorby Sa-derivatov androgénov
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a progestinov. Je potrebné spomenut, Ze uryb, obojzivelnikov a plazov mé na produkciu

steroidnych horménov vyznamny vplyv teplota prostredia a dizka diia (Chester-Jones, 1987).

2.3.1.4. Vtaky

Tvorba steroidnych horménov v semennikoch vtakov je podobna cicavcom a plazom,
apreto je hlavnym androgénom testosteron. U volne zijucich vtdkov sa koncentracia
testosteronu v krvnej plazme dava do suvisu s prejavmi teritoriality a agresivneho spravania,
tvorbou sekundarnych pohlavnych znakov a je nevyhnutny pre tvorbu spermii (Soma, 2006;
Ketterson a Nolan, 1994). Zda sa vSak, ze k aktiva¢nému Uc¢inku testosterénu na reprodukciu
dochadza v mozgu vtakov cez jeho aromatizaciu na estradiol u¢inkom aromatazy (Silverin et
al., 2004). V mozgu vtakov bola zistena tvorba 5a- a 5B-dihydrotestosteronu a estradiolu
z testosteronu, poukazujlic tak na pritomnost’ Sa- a 5f-reduktdz a aromatazy. Na rozdiel od
obojzivelnikov sa u vtakov vécSinou stretdvame len s vel'mi nizkou aktivitou So-reduktizy.
5B-redukcia ma oproti Sa-redukcii za nasledok tvorbu biologicky neaktivnych zlic¢enin (Soma
et al, 2003). Zda sa preto, ze S5P-redukcia testosteronu pravdepodobne brani jeho
maskulinizaénému ucinku na mozog samic amd tak vyznamny vplyv na pohlavny
dimorfizmus vo vyvine syrinxu u spevavcov (Balthazart et al., 1986). Yoshida et al. (1996)
zaznamenali vo vaje¢nikoch a semennikoch kura domdaceho konverziu progestinov na
androgény uc¢inkom enzymu 17a-hydroxyldza (CYT P450c17), priCom androgény boli vzapiti
konvertované aromatdzou na estrogény. Informacii o metabolizme steroidnych hormoénov
u vtakov je vSak doposial veI'mi malo. ViacSina dostupnej literatiry pojednava len o ich

metabolizme vo vaje¢nikoch a v mensej miere v mozgu vtakov.

2.3.1.5. Cicavce

19-uhlikovy steroid DHEA patri medzi najhojnejSie steroidné hormoény cirkulujice
v krvnej plazme l'udi, ktory sluZzi ako jeden z prekurzorov pohlavnych hormoénov, testosteronu
a estrogénov. Na lokalnej biosyntéze testosteronu z cirkulujiceho 4-androstén-3,17-didnu,
vznikajuceho z DHEA tucinkom izoforiem 1 a 2 33-HSD, sa u cicavcov podiel'aju izoforma 3
a5 enzymu 17B-HSD (Labrie et al., 1997). Za spétna reakciu st zodpovedné izoforma 2 a 4
tohto enzymu (Adamkis et al., 2001). Lokalny efekt testosteronu méze byt d’alej vyrazne
zosilneny jeho premenou enzymom Sa-reduktdza na S5o-DHT, ktory ma velmi silné
androgénne ucCinky aje nevyhnutny pre rast, diferenciaciu a funkciu prostaty u cicavcov
(Bruchovsky et al., 1968; Rizner et al., 2003). Inaktivaciu Sa-DHT zabezpecuju izoforma 1 a 2
enzymu 30-HSD a izoformy enzymu 3p-HSD, ktoré konvertuju Sa-DHT na slabé androgény
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30 a 3P-androstandioly. Spétnti konverziu 3a-androgénu na 50-DHT (androstanolon)
zabezpecuje izoforma 3 enzymu 3a-HSD (Hsing, 2001). Modifikaciou molekuly testosteronu
tak dochadza k uéinnej regulacii jeho ucinku v tkanive, a preto je zjavne, ze vzajomna suhra
tychto aktivaénych a inaktivacnych enzymov v tkanivach mé vyznamny vplyv na vysledny
androgénny efekt. Velky vyznam sa taktiez pripisuje ulohe aromatazy pri konverzii
androgénov na estrogény v periférnych tkanivach napr. v tukovom tkanive a kostiach Zien po
menopauze a u muzov v obdobi staroby (Simpson et al., 2002). DHEA okrem toho, Ze slazi
ako prekurzor pohlavnych hormoénov, je v peeni hydroxylovany cytochréomom P450-7B1 na
7a-hydroxy-DHEA (Schwarz et al., 1997). V poslednych rokoch sa venuje velka pozornost
prave DHEA a jeho 7-hydroxylovanym derivatom, ked’ze po podani DHEA a jeho sulfatov bol
pozorovany anti-arteroskleroticky, anti-kancerogénny, neuroprotektivny a anti-
glukokortikoidny ucinok. Predpoklada sa, ze prave 7a-hydroxy-DHEA, ako aj 7-oxo-DHEA a
7B-hydroxy-DHEA  vznikajuce zo 7a-hydroxy-DHEA téinkom enzymu 11B-HSD1,
sprostredkovavaju ¢inky DHEA na tkaniva (Muller et al., 2006; Hampl et al., 2000; Yoshida
et al., 2003).

2.3.2. Estrogény a progestiny

Podobne ako u cicavcov, st aj u necicav¢ich druhov produktom vaje¢nikov estrogény
(Cys steroidy) a progestiny (C21 steroidy), avSak tloha tychto horméonov v reprodukcii je ¢asto
vel'mi odli$na. U vacsSiny necicavc¢ich druhov tak Cig steroidy reguluju proces tvorby vajeéného
7ltka, kym C21 steroidy zohravaju vyznamnu Glohu pri praskani folikulov pogas dozrievania
oocytov (Chester-Jones, 1987).

Ako uz bolo spominané v predchadzajucom texte, u kruhotstych ryb sa s klasickymi
steroidnymi horménmi, progesteronom, testosteronom a estradiolom, stretdvame len vo vel'mi
nizkych plazmatickych koncentracidch. Estrogény a progestiny su u tychto zivocisSnych druhov
najCastejsie pritomné v podobe 150 a 15B-hydroxylovanych derivatov (Kime a Callard, 1982;
Kime a Rafter, 1981; Lowartz et al., 2003). U sliznatick prevazuje pri ovarialnej syntéze
steroidnych horménov 6P a 7a-hydroxylacia a Sa-redukcia (Kime et al., 1980). Zda sa preto
pravdepodobné, ze u kruhoustych ryb klasické pohlavné hormény funkciou zastupuju
predovsetkym ich 15a-hydroxylované derivaty. Doposial’ v§ak neboli n4jdené receptory tychto

hormoénov.
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2.3.2.1. Ryby

Medzi hlavné progestiny kostnatych ryb patria progesteron a 17a,20B-dihydroxy-4-
pregnén-3-6n (170,20B-dihydroxyprogesteron) a hlavnymi estrogénmi su estrén a 17p-estradiol
(Chester-Jones, 1987). Sezonny narast plazmatickej koncentracie estradiolu u samic sa
povazuje za G&inny stimulator syntézy prekurzora proteinov vajeéného Zitka - vitelinogeninu
Vv peceni. Pocas reprodukéného cyklu jeho koncentracia dosahuje extrémne vysoké hodnoty
v porovnani s cicavcami (Callard et al., 1978). Progesterén je hormon, ktory ma u cicavcov
predovsetkym vyznam v obdobi tehotenstva, avSak u ryb hlavne sluzi ako prekurzor pre vznik
inych pregnanovych derivatov, ktoré U¢inkuji ako hormény pocas dozrievania oocytov
vobdobi pred trenim. NajdolezitejsSim ztychto derivatov uryb je 170,20B-
dihydroxyprogesteron (17a,20B-DHP) (Miura et al., 1991), ktory bol u Salmonideae
identifikovany ako feromén a maturaciu indukujici (maturaény) horméon (Nagahama et al.,
1985). Tato japonska vyskumna skupina o rok neskdr vytvorila model biosyntézy 17a,20p3-
DHP vrstvami buniek vaje¢nikovych folikulov. Podl'a tohoto modelu vrstva thekalnych buniek
exprimuje cytochrom P450scc, atak syntetizuje 17a-hydroxyprogesteron, ktory je nasledne
redukovany na 170,20B-DHP enzymom 20B-HSD pritomnym v bunkéach granuldznej vrstvy
(Young et al., 1986). Zaujimavé je, Ze tento hormon nie je aktivnym progestinom u vtakov ani
u cicavcov, pretoze na rozdiel od ryb, unich 17a-hydroxylacia progesteronu znizuje jeho
afinitu k receptoru na 1% povodne;j afinity (Smith et al., 1974). Vysoké hladiny tohto derivatu
boli taktieZ zistené u samcov ryb, u ktorych okrem iného stimuluje expresiu enzymu 11f3-
HSD2, ktory reguluje syntézu hlavného androgénu 11-ketotestosteronu ryb, atieZ moze
prispievat’ k ochrane gonad pred vysokymi koncentraciami glukokortikoidu kortizolu (Ozaki et
al., 2006). Na rozdiel od lososovitych ryb, bol ako hlavny derivat progesteronu vo vaje¢nikoch,
semennikoch a spermidch kaprovitych ryb identifikovany 17a,20a-DHP, ktory je, na rozdiel od
17a,208-DHP, vyrazne slab§im feromonom a ma tiezZ vyznamne slabSie matura¢né ucinky
(Canario a Scott, 1990; Sorensen a Scott, 1994). U samcov lososovitych ryb bola syntéza
170,208-DHP zo 17a-hydroxyprogesteronu obmedzena len na gonady, avSak u kaprovitych
bola vyznamna tvorba 170,200-DHP namerana aj mimo pohlavnych organov, a to v srdci, oku,
svale a krvi (Ebrahimi et al., 1996). U niektorych zastupcov kostnatych ryb bol tento progestin
vajeCnikmi d’alej metabolizovany na 5B-redukované derivaty, alebo 21-hydroxylaciou
dochadzalo k tvorbe 11-deoxykortikosteronu a 11-deoxykortizolu. Pre porovnanie, u cicavcov
dochadza k 21-hydroxylécii cytochromom P-450c2: takmer vyhradne v nadoblickach, len

ojedinele v pohlavnych organoch. Podobne ako u kostnatych ryb, dochadza aj u ostatnych
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necicavc¢ich skupin zivo¢ichov k 20B-redukcii progesteronu, na rozdiel od cicavcov, u ktorych

je hlavnym epimérom metabolizmu progesterénu 20a-progesteron (Chester-Jones, 1987).

2.3.2.2. ObojZivelniky

Obojzivelniky su charakteristické pritomnost'ou estradiolu, progesterénu a testosterénu
ako hlavnych steroidnych hormoénov vaje¢nikov. Kvoli vysokym koncentracidm testosteronu
produkovanym vaje¢nikmi samic obojzivelnikov sa predpoklada, Ze by progesteron mohol
svoje ucinky na maturdciu oocytov vykonavat prostrednictvom konverzie na testosteron
(Chester-Jones, 1987). Vo vaje¢nikoch dochadza okrem toho, k tvorbe 21-hydroxylovanych
pregnanov  (ako st 11-deoxykortikosteron  a 11-deoxykortizol)  z progesteronu,
pricom koncentracia tychto derivatoch dosahuje koncentracie androgénov (Colombo et al.,
1977). Konverzia progesteronu na 17,20B-dihydroprogesteron a androsténdion, modze
poskytovat ucinny sposob regulacie lokalnej koncentracie progesterénu, ktory ma z tychto
progestinov najsilnejSie maturacné ucinky (Chester-Jones, 1987). U samcov st vyznamnym
zdrojom progesteréonu semenniky. To plati predovSetkym pre obdobie mimo parenia, ked’ze

vtedy prevlada v biosyntéze testosteronu u ziab 4-én cesta (Canosa et al., 2003).

2.3.2.2. Plazy

Medzi hlavné steroidné hormoény vajenikov plazov patria estradiol, testosteron
a progesteron. Podobne ako uryb aobojzivelnikov, bola aj uplazov pozorovanad tvorba
21-hydroxylovanych derivatov  11-deoxykortikosteronu a 11-deoxykortizolu, ako aj
5B-redukovanych pregnanovych derivatov vajeénikmi in vitro. Tieto derivaty vSak neboli
doposial’ identifikované v krvnej plazme. Nebola urcena ani ich biologicka funkcia u plazov,
hoci u pregnenolonu sa predpoklada regulaéna funkcia pri dostupnosti aktivneho progesteronu
pre receptory. Estradiol plazov mé4 podobne ako uryb a obojzivelnikov funkciu v procese
tvorby vaje¢ného Zitka, kym progesteron u Zivorodych plazov vykazuje zmenu svojej funkcie
Z hormonu regulujuceho maturaciu oocytov k hormoénu pre kontrolu tehotenstva, podobne ako

je tomu u cicavcov (Chester-Jones, 1987).

2.3.2.3. Vtiky

Na rozdiel od cicavcov, ma na ontogeneticky vyvin pohlavného spravania a sexudlnych
charakteristik jedinca u vtakov dominantny vplyv demaskulinizujici (feminizacny) ucinok
estradiolu sekretovaného vaje¢nikmi (Schlinger, 1998). Grafové folikuly vtakov vo faze tvorby

vajecného Zltka a pocas zretia produkuju zvySujice sa mnozstvo estradiolu, pri¢om sekrécia
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estradiolu a aktivita aromatazy su najvysSie v obdobi medzi tretim a Stvrtym radom zretia
folikulu (Chester-Jones, 1987). Arcos et al. (1975) po prvy krat izolovali z vaje¢nikov morky
domécej okrem  hlavnych  pohlavnych  hormoénov  aj  20-hydroxyprogesteron
a 17-hydroxyprogesterén. Bunky ,,theca interna“ preovulacnych folikulov su zndme sekréciou
progestinov a androgénov, ale nie estrogénov, kym bunky ,theca externa“ syntetizuju
predovsetkym estrogény (Velazquez et al., 1991). V roku 1996 Rodriguez-Maldonado et al.,
zaznamenali pri inkubécii buniek ,,theca interna“ preovulacnych folikulov kura domaceho
vysoku konverziu progesteronu na 20B-hydroxyprogesteron, zatial ¢o DHEA bol
metabolizovany na androsténdion a nasledne na estrén. Vysledky tychto pokusov dokazuji
pritomnost  enzymov  20B-HSD, 3B-HSD/A>*  izomerazy, 17p-HSD aaromatizy
v preovulaénych folikuloch. Podobne, Tsutsiu et al., (2006) dokazali pritomnost mnohych
steroidogénnych enzymov (P-450scc, 3B-HSD, P-450ci7, 17B-HSD) v mozgu sliepok.
Vo svojich pokusoch zaznamenali produkciu pregnenolénu, progesteronu,
5B-tetrahydroprogesterénu, androsténdionu, testosterénu a estradiolu z cholesterolu, ¢im
dokazali de novo syntézu steroidov v mozgu vtakov. Okrem toho pozorovali aj tvorbu

7a-hydroxypregnenolonu, doposial’ nepopisaného neurosteroidu u vtakov.

2.3.2.4. Cicavce

Metabolizmu progesteronu a estrogénov u cicavcov sa na rozdiel od necicav¢ich druhov
Vv minulosti venovalo omnoho viac pozornosti. Na metabolizme estrogénov sa podiel’aja
izoformy 1,2, 4 a 5 enzymu 17B-HSD. Izoformy 1 a 5 konvertujt v tkanivach slaby estrogén
estrobn na 17B-estradiol so silnymi estrogénnymi uCinkami, zatial ¢o izoformy 2 a 4
zabezpeCuju spatni konverziu a tym inaktivaciu 17p-estradiolu (Reed et al., 1991; Day et al.,
2006; Labrie et al., 1997). Na obsadenie progesteronového receptora v tkanivach cicavcov
vplyvaju predovSetkym enzymy s 20-reduktazovou aktivitou, ktoré metabolizuju aktivny
progestin, progesteron, na slaby progestin 20a-hydroxyprogesteron. Enzymom zodpovednym
za tato redukciu je 20a/3B-HSD (Penning et al., 2000) aizoforma 5 enzymu 17B-HSD
s vysokou 20a-dehydrogenazovou aktivitou (Dufort et al., 1999). Enzymom zabezpecujicim
spitna reakciu, a tym tvorbu progesteronu z 20a-redukovaného derivatu, je pravdepodobne
izoforma 2 17B8-HSD (Wu et al., 1993). Velky vyznam sa tiez pripisuje tlohe aromatazy pri
konverzii Ci9 steroidov na estrogény v periférnych tkanivach napr. v tukovom tkanive a
kostiach zien po menopaze a u muzov v obdobi staroby (Simpson et al., 2002).

Vysledky tychto a mnohych d’alsich prac z oblasti metabolizmu pohlavnych horménov

U cicavcov poukazujii na pritomnost vzdy miniméalne péaru steroidnych dehydrogendz
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zodpovednych za regulaciu dostupnosti pohlavnych hormoénov pre ich receptory. Zjavny je aj
naznak pritomnosti podobnych parov dehydrogendz u necicavcich druhov, avsak stale existuje

len malo prac venujucich sa tejto problematike.

2.3.3. Glukokortikoidy a mineralokortikoidy

U vyssich skupin stavovcov sa stretavame s presne definovanymi skupinami
glukokortikoidnych a mineralokortikoidnych horménov. U nizsich skupin stavovcov sa vSak
podobne ako tomu bolo upohlavnych hormoénoch, stretdvame stym, ze napr. uryb
glukokortikoidy  nahradzuju  vo funkcii  mineralokortikoidy. Pomenovanie gluko-
alebo mineralokortikoid pre urcity hormén preto nemusi byt univerzalne platné. DdlezZitejSiu
ulohu pri uréovani biologickej odpovede na steroidny hormoén v tychto pripadoch skor hraja
typy pritomnych receptorov nez typy samotnych hormoénov (Chester-Jones, 1987).

Sledovaniu hladin kortikosteroidov u Cyclostomata sa v minulosti venovalo len vel'mi
malo prac. Weisbart et al. v roku 1980 namerali v krvnej plazme mihuli a sliznatiek vel'mi
nizke koncentracie kortizolu a kortikosteronu. Hlavnym identifikovanym steroidom bol 11-
dehydrokortikosteron. Ked'Ze vSak u tejto skupiny zivocichov bola dokdzana pritomnost’ 7a-,
6B-, 15B-, 150-hydroxyldaz a Sa-reduktizy (Kime a Rafter, 1981), je pravdepodobné, Ze
kortikosteroidy st, podobne ako pohlavné hormoény, pritomné v doposial’ neidentifikovanych
Ta-, 6B-, 15, 15a-hydroxylovanych alebo Sa-redukovanych derivatov.

Zraloky a raje su charakteristické pritomnost'ou nizkych az nezistitelnych koncentracii
kortikosteronu, kortizolu a 11-dehydrokortikosteronu. Ich krvnd plazma vSak obsahuje
unikéatny metabolit kortikosteronu, 1a-hydroxykortikosterdn, ktorého tlloha v organizme nie je

presne objasnena. Predpoklada sa vsak, ze ucinkuje ako mineralokortikoid (Kime et al., 1977).

2.3.3.1. Ryby

Kortizol predstavuje najcastejSi cirkulujuci kortikosteroid u kostnatych ryb a je
hlavnym produktom inter-rendlnych zliaz, ktoré st analogom kory nadobliciek cicavcov. Tato
skupina stavovcov nie je schopnd syntézy aldosterénu, ked’Ze nedisponuje enzymom
aldosteron syntdza, potrebnym pre posledny krok v biosyntéze tohto hormoénu (Chester-Jones,
1987). Kortizol vykazuje uryb gluko- aj mineralokortikoidnt aktivitu a je povazovany za
hlavny hormoén nevyhnutny pre adaptaciu na zivot v slanej vode (Foskett et al., 1983). Krvna

plazma ryb okrem toho obsahuje vysoké Kkoncentracie steroidov 11-deoxykortizolu
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a 11-deoxykortikosteronu, dosahujice koncentraciu kortizolu (Campbell et al., 1980). Pomerne
neddvno boli u pstruha identifikované dva glukokortikoidné a dva mineralokortikoidné
receptory (Bury et al., 2003; Sturm et al., 2005). Ked’Ze sa v pokusoch 11-deoxykortikosteron
javi ako ucinnejsi agonista MR neZ kortizol, da sa predpokladat’, ze 11-deoxykortikosteron by
mohol predstavovat’ fyziologicky ligand pre MR u ryb (Sturm et al., 2005). Tento predpoklad
podporuje aj naklonovanie enzymu 113-HSD2 u ryb. Okrem tvorby hlavného androgénu ryb,
11-ketotestosteronu, je 11B-HSD2 schopny aj oxidacie kortizolu na slaby glukokortikoid
kortizon, atak zabezpecCovat ochranu vyvijajucich sa gondd pred inhibi¢nymi ucinkami
vysokych plazmatickych koncentracii kortizolu (Kusakabe et al., 2003). 11B-HSD2 by tak
mohol, podobne ako u cicavcov, branit’ viazbe kortizolu s MR atak umoznovat Specificku
vizbu 11-deoxykortikosteroidov, ako je 11-deoxykortikosteron, stymto receptorom u ryb
(Sturm et al., 2005). Fyziologicky vyznam 11-deoxykortikosteronu u ryb vSak dodnes nie je

presne objasneny.

S prechodom a adaptaciou stavovcov na zivot na susi, doslo k zmenam endokrinného
systému, s oddelenim inter-rendlnych Zliaz od obli¢iek a postupnym vyvojom nadobliciek
typickych pre cicavce. NajddlezitejSou zmenou vSak bolo objavenie sa aldosterénu ako
hlavného mineralokortikoidu. Hlavnym glukokortikoidom obojzivelnikov, plazov a vtakov je
kortikosteron. Cicavce su charakteristické predovSetkym pritomnostou kortizolu, len
u niekol’kych skupin cicavcov, napriklad niektoré hlodavce, je to kortikosteron (Chester-Jones,
1987). Enzym 11B-HSD2, pritomny uz u ryb, ale plniaci u nich predovsetkym funkciu
V metabolizme androgénov, u ostatnych skupin stavovcov stradca tito funkciu. Ponechdva si
vSak schopnost metabolizovat aktivne glukokortikoidy na neaktivne 11-dehydroderivaty.
Tymto sposobom moédZe enzym 11B-HSD2, pritomny v roéznych mineralokortikoidnych
cielovych tkanivach, zabezpeCovat Specificki vézbu aldosteronu s MR aj pri vysokych
koncentraciach glukokortikoidov (Baker, 2004). Schopnost’ enzymu 11B-HSD2 inaktivovat’
glukokortikoidy a pritom nemetabolizovat’ aldosteron je klicova pre uc€inok aldosteronu
vV mineralokortikoidnych tkanivéach, napriklad v distdlnom tubule obliciek, v ktorych aldosteron

pdsobi cez MR.

2.3.3.2. ObojZivelniky

Uz v roku 1989, Gaeggeler et al., ako prvy zistili, ze po aplikacii aldosteronu, alebo

kortikosteronu na mukéznu stranu mocového mechura Ziab doSlo k stimulacii transportu

sodikovych i6nov, avSak nie po aplikacii kortikosterébnu na ser6znu stranu. Pri pouZiti
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kortikosteronu spolu s karbenoxolonom, u¢innym inhibitorom enzymu 118-HSD, dosiahli
aj po aplikacii kortikosteronu na seréznu stranu rovnaky mineralokortikoidny efekt ako po
aplikacii aldosteronu. Vysledky tohto pokusu poukazuji na pritomnost enzymu 11B-HSD
v moCovom mechure ziab ana jeho dodlezitt ulohu v ochrane MR pred vézbou
s glukokortikoidmi a pri regulécii vstrebavania vody a iénov sodika (Brem et al., 1989). Tito
autori tiez zistili inhibicny ucinok 11-dehydroderivatu kortikosteronu na aldosterénom
vyvolany skratovaci prud. Kortikosteron predstavoval silny inhibitor reprodukéného spravania
V obdobi akuttneho stresu u obojzivelnikov (Moore et al., 2005a). K inhibi¢nému uGéinku
kortikosterénu pravdepodobne dochadzalo inhibiciou aktivity adrenalneho enzymu A®-3B-HSD
a testikularnej 17B-HSD s naslednym poklesom plazmatickej koncentracie testosteronu
(Biswas et al., 2000). Denari a Ceballos (2005) okrem toho poukazuju na to, Ze na tieto
inhibi¢né ucinky kortikosteronu moézu mat u ziab vyznamny vplyv sezdénne zmeny

v expresii enzymu 11p-HSD2.

2.3.3.3. Vtdiky
Hlavnym glukokortikoidom vtakov je kortikosterén a jeho metabolizmus sa pomerne

vyrazne 1i§i od metabolizmu u cicavcov. Uz v roku 1978, Butler et al., dokazali pritomnost’
enzymu 11B-HSD v nosnych, Harderianovych a slznych zl'azach kacic (Anas platyrhynchos),
kedy zaznamenali in vitro konverziu kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron. DiBatista
et al. (1989) zistili ze, pocas inkubacie buniek sliznice hrubého ¢reva s kortikosteronom, sa
tento steroid neviazal s GR, ale bol konvertovany na 20B-hydroxykortikosteron. Pocas
experimentu, 20B-hydroxykortikosteron nekompetoval s aldosteronom o vdzbové miesta, €o
naznacovalo, Ze 20B-hydroxykortikosteron sa neviazal s MR. Na zdklade tychto vysledkov
autori po prvy krat poukazali na mozny vyznam redukcie kortikosteronu na uhliku 20 pri
ochrane MR pred ne$pecifickou vdzbou s kortikosteronom. Podrobnejsiemu stidiu 20-redukcie
u vtakov sa vSak nevenovala pozornost az do roku 1998, kedy Vylitova et al., sledovali
metabolizmus kortikosteronu v segmentoch hrubého a tenkého ¢éreva vtakov (Gallus gallus).
V ¢reve kura domdaceho, okrem enzymu 11B-HSD2, opidt’ potvrdili aj pritomnost’ 20-HSD.
Kortikosteréon bol metabolizovany na 20-dihydrokortikosteréon a 11-dehydrokortikosteron na
11-dehydro-20-dihydrokortikosteron.  V pritomnosti  NAD*/NADP*  kofaktorov  bol
kortikosteron metabolizovany na 11-dehydrokortikosteron, kym pri pouZiti kofaktoru NADPH
na  20-dihydrokortikosteron  a 11-dehydro-20dihydrokortikosteron.  Aktivita — enzymu
zodpovedného za 20-redukciu kortikosterénu bola priblizne rovnakd vo vsetkych segmentoch

Creva anekorelovala s citlivostou jednotlivych casti ¢reva k mineralokortikoidom. Zich
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vysledkov dalej vyplyva, Zze kortikosteron je pri nanomoldrnych koncentraciach
metabolizovany predovSetkym enzymom 11B-HSD2, =zatial ¢o pri mikromolarnych
koncentraciach substratu prevladaju 20-dihydroderivaty kortikosteronu (Vylitova et al., 1998).

Metabolizmus kortikosterénu v inych tkanivach vtakov vsak nebol dodnes preskumany.

2.3.3.4. Cicavce

Metabolizmus kortikoidnych hormoénov je u cicavcov velmi podrobne preskumany.
Glukokortikoid kortizol, alebo kortikosteron (pritomny u skupiny hlodavcov), sa viazu s MR
s rovnakou afinitou ako aldosterén a zaroveii S vys§3ou afinitou neZ aldosteron s GR. Specificitu
vizby aldosterénu s MR za tychto podmienok zabezpecuje uz spominany enzym 113-HSD2,
ktory  inaktivuje  kortizol na  kortizon (alebo uhlodavcov  kortikosteron na
11-dehydrokortikosteron) a tak znizuje jeho afinitu k MR az 0 99,7% (Edwards, 1990; Funder,
1999). Najvyssia aktivita tohto enzymu bola nameranda v tkanivach zucastiiujicich sa
transportu sodikovych i6nov, ako su distalne tubuly obliciek, hrubé ¢revo a slinné zl'azy, kde
zabezpeCuje Specificky ucinok aldosteronu v regulacii vstrebavania vody aidnov aj za
podmienok, kedy koncentracia glukokortikoidov v krvnej plazme casto 100-krat presahuje
koncentraciu aldosteréonu (Funder 1988; Krozowski 1999). U placentarnych cicavcov expresia
tohto enzymu v placente zabezpeCuje kontrolu pristupu vysokych koncentrécii
glukokortikoidov z krvi matky do plodu (Seckl et al., 2000). Pritomnost 11B-HSD2
Vv tkanivach ktoré nepatria medzi klasické miesta uc¢inku aldosteronu, ako su pluca, lymfatické
uzliny a steny krvnych ciev, poukazuje na jeho funkciu v modulacii u¢inku glukokortikoidov
v tychto tkanivach (Stewart a Krozowski, 1999). Spitnu aktivaciu glukokortikoidov a tym
amplifikaciu glukokortikoidného uc¢inku v tkanivach exprimujicich GR, zabezpecuje izoforma
1 enzymu 11B-HSD (11B-HSD1). Tento enzym redukuje 11-dehydroderivaty glukokortikoidov
v mnohych nemineralokortikoidnych tkanivach, ako st pecen, tukové tkanivo a centralny
nervovy systém, spit’ na aktivne formy, ¢im hra vyznamnu ulohu v reguldcii metabolizmu

tychto tkaniv u cicavcov (Sandeep a Walker, 2001).

V tabulka 3 st uvedené hlavné skupiny stavovcov a steroidné hormony produkované
vajeénikmi, semennikmi, inter-renalnymi zlazami a oblickami. 1ked’ sa jedna o tabulku
pochadzajucuj z literarneho zdroja starého priblizne 20 rokov (Chester-Jones, 1987), dodnes je

jedinou v dostupnej literature, ktord poskytuje takyto kompletny a uceleny prehl’ad.
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Vajeéniky Semenniky Inter-renalne Zl’azy / oblicky
Cyklostomata E2 (?) (6B 7a, 15 T) T (0-4) (6B 70, 15 T) F (0,1) B (0,05-0,3) | (+?)
Elasmomranchia E2 (40), T (6) T (2-10) - - loB (1-140)
Teleostei E2 (2-40). T (2-200),|T (1-50), KT/BT (5- | F/E (100-400) |- -

17,20BP (200-400) 100)
Urodele E2 (2), T (5-15), Prog (4-| T (10-50), BT (16), |- ? -

30) DHT (2-50)
Anura E2 (1-10), T (5-15), Prog | T (2-50), DHT (1-10) |- B (10-100) | Aldo (2-160)

4)
Reptilia E2 (1), T (5), Prog (1-5) | T (10-40) - B (10-100) | Aldo (1-50)
Aves E2 (0,5), T (2), Prog (6) T (1-40) - B (10-100) Aldo (0,1-1)
Mammalia E2 (0,1), Prog (1-20) T (1-10) F/B (50-200) | B (10-100) | Aldo (0,2)

TabulPka 3. Plazmatické koncentracie steroidnych horménov vaje¢nikov, semennikov a inter-renalnych
zliaz u stavovcov. Plazmatické koncentracie s uvedené v zatvorkdch a vyjadrené v ng/ml. E2

= estradiol, T = testosteron, Prog = progesteron, KT = 11-ketotestosteron, BT = 11B-hydroxytestosteron,

DHT =

5a-dihydrotestosteron, B =

kortikosteron, F =

= la-hydroxykortikosteron (Chester-Jones, 1987).

kortizol,

Aldo =

aldosteron,

1oB
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2.4. RECEPTORY STEROIDNYCH HORMONOV

Receptory steroidnych hormoénov patria do super-rodiny jadrovych receptorov, ktora
predstavuje jednu z najvicsich skupin regulatorov transkripcie u mnohobunkovych zivocichov.
Do tejto super-rodiny patria aj receptory pre iné hydrofobne molekuly ako su retinové kyseliny
(trans a9-cis izoformy), tyroidné hormény, mastné Kkyseliny, leukotriény
a prostaglandiny (Escriva et al., 2000) (obrazok 11). Spolo¢ne sa zucastiiuju regulacie
roznorodych procesov, ako su napriklad pohlavna diferencidcia, regulacia metabolizmu,
metamorféza hmyzu, regulacia embryondlneho vyvinu a vyvinu koncatin u stavovcov. Prvy

zastupcovia tejto skupiny receptorov boli identifikovani biochemicky ako receptory

N— -—C

AFT 1 CTE DIMERIZACIA AF 2
Steroidné Receptory RXR Heterodiméry
tyroidny hormén
GR  glukokortikoid : all-trans RA
MR mineralokortikoid v @ 1,25-(OH)2-VD:
PR progesterén H PPAR o mastné kyseliny / PPs
AR  androgén ‘ PPARY 15d-A"*"PGJ:
-:z:- ER  estrogén [ JE ekdyzén
FXR ZI¢ové Kyseliny
CAR androstan
LXR oxysterol

PXR/SXR  xenobiotika
Orphan Receptory

RXR 9-cis RA I .
; NGFI-B
k\ H HNE=4 A ; Rev-erb
. . TR2 ' ROR
TLX ERR
-
GCNF

Obrazok 11. Sruktirna a funkéna organizacia super-rodiny jadrovych receptorov. Pritomnych je $est
domén (A-F) s konzervovanou sekvenciou a funkciou: DBD= DNA viazuca doména (oblast’ C), LBD=
ligand viaZzuca doména (oblast’ E), variabilna slucka (oblast’ D), variabilna N-terminalna oblast’ (A/B)
obsahujuca ampF-I aktivaéni  funkciu. VA&c¢Sina receptorov d’alej obsahuje variabilnt
C-terminalnu oblast’ (oblast F), ktorej uloha nie je dostatocne preskimand. Aminokyseliny

zicCastiiujiice sa na dimerizacii receptorov su pritomné v DBD a LBD doménach (Olefsky, 2001).
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steroidnych a tyroidnych hormoénov a az naslednym klonovanim tychto receptorov sa zistilo, ze
predstavuju skupiny blizko pribuznych proteinov (Sluder et al., 1999).

Dalsi zastupcovia boli identifikovani na zaklade sekven¢nej podobnosti so zndmymi
Clenmi super-rodiny, predovSetkym podla pritomnosti konzervovaného DNA-viazuceho
motivu (Mangelsdorf a Evans, 1995). Tato super-rodinu v roku 1999 tvorilo viac ako 400
naklonovanych sekvencii ziskanych zviac ako 60 zivociSnych druhov, predstavujucich
prinajmensom 70 réznych jadrovych receptorov (Sluder et al., 1999). V kompletnom genéme
drozofily ich bolo identifikovanych 21 (Adams et al., 2000), u ¢loveka 48 (Robinson-Rechavi
et al., 2001) aaz 270 u Caenorhabditis elegans, zastupcu hlistovcov (Sluder et al., 1999).
Jadrové receptory ucinkuju ako ligandom aktivované transkripéné faktory, atak poskytujt
priame spojenie medzi signalnou molekulou a transkripénou odpoved’ou. Pre mnohé
Z identifikovanych receptorov nie je dodnes zndmy Ziadny ligand a patria do skupiny jadrovych
orfan receptorov (Robinson-Rechavi et al., 2003). Jadrové receptory funguju ako spinace,
ktoré spustaju Specifické genetické programy, ktoré napriklad vedu k bunkovej diferenciacii,
proliferacii, apoptoze, ¢i reguldcii homeostdzy. Po aktivacii spradvnym ligandom reguluja
expresiu primarnych a sekundarnych cielovych génov. Vyznam jadrovych receptorov vo
vyvine organizmu dokumentuju mnohé pokusy s ,.knock-out zivo¢isSnymi modelmi, u ktorych
»knock-out* niektorého =z jadrovych receptorov sposobi smrt v skorych obdobiach
vnatromaternicového vyvinu, alebo tesne po narodeni (Mascrez et al., 1998; Beato et al.,
1995).

Zakladné schéma signalizicie horménu cez jadrovy receptor pozostava zo signalu
(mo6ze byt endokrinny, parakrinny, autokrinny alebo dokonca intrakrinny), transportu tohto
signalu do periférnych organov a vizby na prisluSny receptor s jeho néslednou aktivaciou.
Vsetky jadrové receptory zdielaji podobnu Struktirnu organizaciu tvorenu centralne
umiestnenou, pomerne vysoko konzervovanou DNA-viazucou doménou (DBD), znamou tiez
ako C-doména; variabilnou doménou na N-konci (A/B doména) a stredne konzervovanou
ligand-viazucou doménou na C-konci molekuly. Aktivované receptory sa viazu so
Specifickymi DNA sekvenciami, zvanymi ,.hormone response elements* (HRE) ato bud
v podobe homo- alebo heterodiméru (Escriva et al., 2000). Receptory steroidnych horménov sa
vo vSeobecnosti viazu so svojimi HRE v podobe homodiméru, kym receptory retinovych
kyselin (RAR, RXR), tyroidné receptory (TR) a receptory pre vitamin D (VDR) vytvaraja po

naviazani ligandu bud’ homo- alebo heterodiméry (Germain et al., 2003).
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2.4.1. Kortikoidné receptory - mineralokortikoidny receptor

Hlavnou ulohou hormoénu aldosterénu je zvySovat resorbciu sodikovych io6nov
Vv epiteloch ako je napriklad epitel distalnych ¢asti nefronu, alebo hrubého ¢reva. Jeho ucinky
su sprostredkovavané cez MR, ktory patri do super-rodiny jadrovych receptorov. U cicavcov,
ako aj u nizsich skupin stavovcov, boli v bunkach identifikované dva typy vdzbovych miest pre
aldosteron: vysokoafinitné miesto, typ 1, s Kq priblizne 0,5-2 nmol/l, a nizkoafinitné miesto,
typ 2, s Kq priblizne 14-60 nmol/l. Tieto vdzbové miesta boli nasledne pomenované ako MR
aGR (Claire et al.,, 1978). GR a MR su navzajom blizko pribuzné a vykazuji az 57 %
sekvenéni homolégiu ligand viazucej domény. MR po naviazani aldosteronu reguluje
transkripciu viacerych génov, ¢o vedie k aktivacii biosyntézy epitelidlnych sodikovych kanalov
ENaC aNa'/K*-ATP-azy. Je zname, 7¢ MR ma k aldosteronu podobnt afinitu ako ku
glukokortikoidom (101° — 10° M), ktorych koncentracia v Krvnej plazme ¢asto 100 - 1000-krat
presahuje koncentraciu aldosterénu (Farman et al., 2001). Za tychto podmienok by mal byt
MR in vivo neustale obsadeny glukokortikoidmi a pernamentne stimulovat’ vstrebavanie ionov
sodika. P6vodne sa predpokladalo, Ze Specificitu vizby aldosteronu s MR za tychto podmienok
zabezpeCuje CBG ,kortikosteroid binding globulin®, ktory viaZe kortizol a kortikosteron
s vysokou afinitou a kapacitou, a tak znizuje cirkulujiice voI'né koncentracie tychto hormonov.
Neskorsie sa vSak zistilo, Ze Specificitu U€inku aldosteronu za tychto podmienok zabezpecuju
enzymy 11B-HSD2 u cicavcov a20B-HSD u vtakov. Tieto enzymy lokalne metabolizuju
aktivne glukokortikoidy na 11-dehydro- a 20-dihydro-derivaty (Funder et al., 1988; DiBattista
et al, 1989; Vylitova et al, 1998). Informacii o afinite  vznikajacich

11-dehydro a 20-dihydro-derivatov k MR vsak je len ve'mi malo. Sandor et al., (1989) sa

ligand kur potkan
aldosteron 100 100
11-deoxykortikosterén 28 73
kortikosteron 147 106
kortizol 29 32
11-dehydrokortikosteron 10 N
kortizén N N

TabulPka 4. Relativna afinita k mineralokortikoidnému receptoru v mukoznej Casti ¢reva vztiahnuta

k aldosteronu (100 %) (Sandor et al., 1989).
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venovali problematike afinity glukokortikoidov aich 11-dehydroderivatov k MR u kura
a potkana (tabulka 4). Afinita 11-dehydrokortikosteronu k MR bola viac ako 10-krat nizsia
nez u kortikosteronu a aldosteronu; u kortizonu bola dokonca pod hranicou detekcie.

Brem a Morfia, (1993) aMorris et al., (2000) poukazali na moznost, ze
11-dehydrokortikosteron by mohol potlacat’ anti-natriureticky efekt aldosteronu v oblicke
a mo¢ovom mechure ziab, ked’Zze samotny 11-dehydrokortikosteron nemal Zziadny vplyv na
transport sodika v tychto tkanivach.

Okrem zmeny afinity substratov k MR, napriklad enzymom 11B-HSD2, maju
z hladiska zachovania Specificity ucinku aldosteréonu cez MR, tiez velky vyznam rozdiely
v schopnosti jednotlivych substratov (aldosteronu, glukokortikoidov a ich derivatov) po vizbe
na MR, tento receptor aktivovat (transaktivacia). Niekolko Studii sa venovalo tejto
problematike. U bunkovej linie Cig, odvodenej z buniek oblickovych zbernych kanalikov
potkanov a exprimujucej l'udsky enzym 113-HSD2 a MR, bol aldosterén schopny vyvolat’ 50%
transaktivaciu MR uz pri koncentracii 5x10°1* M. Za rovnakych podmienok bola v pripade
kortikosterénu potrebna koncentracia 107 M, pricom po inhibicii enzymu 11B-HSD2
karbenoxolonom sa tato koncentracia zniZila na 10® M. To znamen4, Ze u kortikosterénu je pri
rovnakej afinite kK MR pre dosiahnutie rovnakej trovne aktivacie MR, potrebnd niekol’ko
100-nasobne vyssia koncentracia nez v pripade aldosteronu (Arriza et al., 1988; Hellal-Levy
etal., 1999; Lombes et al., 1994; Bocchi et al., 2003).

11-dehydrokortikosteron mal, podobne ako kortikosterén, velmi nizku schopnost
aktivovatt MR a v pokuse (Bocchi et al.,2003) bolo potrebné pre dosiahnutie 30 %
Z maximalnej aktivicie MR pouzit koncentraciu 10°® M (obrazok 12A). Tito autori tiez
sledovali schopnost’ 11-dehydrokortikosteronu inhibovat’ aldosteronom vyvolani maximalnu
aktivaciu MR (pri 10° M aldosterdne) a zistili, Ze na 50 % inhibiciu bolo potrebné zvysit
koncentraciu 11-dehydrokortikosteronu az na 10 M. KedZe cirkulujuca koncentricia
11-dehydrokortikosteronu u ¢loveka nepresahuje 30-50 nM, tak podla autorov tento substrat
pravdepodobne nebude vyznamnejSie interferovat s procesom transaktivaicie MR

v podmienkach in vivo (Brem et al., 1993; Bocchi et al., 2003) (obrazok 12B).
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Obrazok 12.

A. Graf znazornuje schopnost substratov aldosterénu (Aldo), kortikosteronu (Cortico)
a 11-dehydrokortikosteronu (11-DHC) aktivovat MR v pritomnosti alebo nepritomnosti inhibitora
enzymu 11B-HSD2 karbenoxolonu (CBX).

B. Priebeh inhibicie aldosteronom vyvolanej aktivacie MR zvySujicimi sa koncentraciami 11-DHC

(Bocchi et al., 2003).
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2.4.2. Evolucia steroidnych receptorov

Pociatky evolucie steroidnych receptorov pravdepodobne siahaju az k samym korenom
vzniku stavovcov priblizne pred 540 milionmi rokov, 25 - 50 miliénov rokov po objaveni sa
prvych foriem bezstavovcov (Baker, 2004).

Niekol’ko prac z poslednych 10 rokov sa venovalo objasiiovaniu povodu a evolucie
jadrovych receptorov. Vysledky rozsiahlych PCR analyz naznacuju, ze vyskyt jadrovych
receptorov je Specificky pre stavovce a bezstavovce, pretoze doposial’ nebol ziadny z tychto
receptorov ndjdeny u hub, rastlin a jednobunkovych organizmov. Podrobnou analyzou linie
zivocichov sa d’alej zistilo, Ze podskupina receptorov adrendlnych a pohlavnych hormoénov sa
vyskytuje len ustavovcov a nieje pritomnd u bezstavovcov (Baker, 1997). O blizsie
upresnenie ¢asu vzniku receptorov adrenalnych a pohlavnych horménov sa pokusilo niekol'ko
vyskumnych skupin. Thornton, (2001) identifikoval u mihule estrogénovy, progesterébnovy
a kortikoidny receptor, avSak nepodarilo sa mu dokazat AR, MR a GR receptora, z ¢oho

usudzuje, Ze tieto receptory pravdepodobne vznikli az v neskorSom obdobi génovou
No: ER, PR, GR, AR, MR

P4505_cc. P450c17, P450arom
3B/A”-HSD, 11B-HSD-1,2, 17p-HSD-1,2

C. elegans

Protostome melanogaster

—V

Echinoderms

\A Urochordates
. . Ciona
Deuterostomes Cephalochordates
f Amphioxus
Lamprey

No: ER, PR, GR, AR, MR / Shark

P450scc, P450c17, P4S0arom  gRro / arks

3p/A*-HSD, 11B-HSD-1,2 7 Ray-Finned Fish
17B-HSD-1,2 ER, PR, CR

7

ER, PR, GR, AR, MR
P450scc, P450c17, P450arom
3p/A*-HSD, 11p-HSD-1,2, 17p-HSD-1,2

Land Vertebrates

Obrazok 13. Fylogeneticky vyvoj steroidnych receptorov. Adrenalne a pohlavné hormoény sa po prvy
krat objavili u chordat. U kostnatych ryb st pritomné receptory adrenalnych a pohlavnych hormoénov,
steroidogénne enzymy ako aj enzymy inaktivujuce tieto hormoény. Porovnanim genému Ciona
intestinalis so sekvenciami cicavcov bolo zistené, Ze Ciona nema gény kodujace receptory adrenalnych
a pohlavnych horménov a mnohé z kI'i¢ovych enzymov biosyntézy steroidnych horménov. Zda sa
preto, Ze predchodca steroidnych receptorov sa po prvy krat objavil u zastupcov Cephalochordata ako
je Ampioxus (Baker, 2004).
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duplikaciou v linii vedicej k celustnatcom. Dehal et al., (2002) a Baker, (2003) zistili, Ze
plastovec Ciona intestinalis nema Ziadny z receptorov adrenalnych ani pohlavnych hormoénov.
Preto sa zda, zZe tieto receptory sa pravdepodobne po prvy krat objavili u zastupcov podkmena
kopijovce (Cephalochordata), alebo u zastupcov triedy bezcelustnatych kruhotstych ryb
(Cyclostomata) (obrazok 13).

Vysledky tychto analyz preto naznacuju, ze k diverzifikacii super-rodiny jadrovych
receptorov pravdepodobne doslo pocas dvoch na seba nadvdzujicich vinach génovych
duplikacii predka steroidnych receptorov (obrazok 14). Kprvej duplikacii doslo pred
a k druhej po rozdeleni linie Zivocichov na linie vedice k artropodam a stavovcom (Escriva
et al., 2000; Baker, 2004; Baker, 1997). Prvou duplikaciou vznikol ER a receptor pre
3-ketosteroidy a duplikaciou tychto receptorov v druhej vine vznikli receptory pre 3-

ketosteroidy pohlavnych hormoénov (androgény, progestiny) (Thornton, 2001).

Evolution of 3p/A™"-HSD

Ad steroids

AS steroids “Extra” PR evolves to GR/MR

“Extra” ER evolves to PR

Ancestral ER /v
/V Gene Duplication PR
Gene Duplication ER ER
A4 steroids
AS steroids
Evolution of 33/A™*-HSD

Obrazok 14. Evolucia receptorov adrenalnych a pohlavnych horménov z predchodcu estrogénového
receptora. Povodny ER slabo rozliSoval rdozne A’-steroidy. Preto sa  pregnenolon,
17a-hydroxypregenolon a DHEA ucinne viazali, bud’ ako agonisti, alebo antagonisti, s povodnym ER.
Z duplikovaného ER sa vyvinul sucastny typ PR s vys$Sou Specificitou pre steroidy s vedl'ajSim
retazcom na uhliku Cy7. V tomto obdobi rastol vyznam steroidogennych enzymov v regulacii uc¢inku
steroidnych horménov cez ER aPR. Evoluciou enzymu 3B/AS*-HSD pribudli A*-steroidy ako
progesteron, kortizol, androsténdion, ktoré predstavovali potencidlne ligandy pdvodnych receptorov
ER, PR, AR aGR a poskytovali selekény faktor pre evoluciu dneSnych adrenalnych a pohlavnych
steroidnych hormonov (Baker, 2004). ER = estrogénovy receptor, AR = androgénovy receptor,
GR = progesterénovy receptor, PR = progesteronovy receptor, GR = glukokortikoidnych receptor,
MR = mineralokortikoidny receptor (Baker, 2004).
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U prvych zastupcov stavovcov tak fyziologické odpovede sprostredkovavané
receptormi adrenalnych a pohlavnych hormoénov mohli poskytnit’ vyhody v prisposobeni Sa
stale meniacim sa podmienkam zivotného prostredia v obdobi prvohor a neskor (Baker, 1997).
Do tohto casového obdobia sa tiez datuje vznik enzymov nevyhnutnych pre syntézu

a inanktivaciu steroidnych hormoénov (cytochromy P450, hydroxysteroid dehydrogenazy).
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3. CIELE PRACE

Z vyssie uvedeného prehl'adu je zrejmé, Ze je doposial’ obtiazne vytvorit’ si detailnejSiu
predstavu 0 metabolizme steroidnych horménov u stavovcov, s vynimkou cicavcov. Ciel'om
mojej prace preto bolo prispiet’ K poznaniu metabolizmu steroidnych hormoénov u vtakov.

Konkrétne boli sledované nasledujuce otazky:

1. Sledovat metabolizmus steroidnych substratov vybranymi tkanivami kura s déorazom na
identifikaciu mechanizmov inaktivacie glukokortikoidov a distribuciu 3-, 11- a 20-

oxidoreduktazovych aktivit v kuracich tkanivach.

2. Charakterizovat’ mineralokortikoidny receptor z hl'adiska jeho afinity k 11-dehydro-
a 20-dihydro-derivatom glukokortikoidu kortikosteronu. Vysledky tohoto pokusu
umoznia ur¢it ako pritomnost’ dvoch typov modifikdcie molekuly kortikosteronu
(11-oxidacia a 20-redukcia) vplyvaju na jeho afinitu k mineralokortikoidnému

receptoru.

3. Identifikovat’ cDNA sekvenciu kuracieho proteinu 203-HSD, ktory je pravdepodobne
zodpovedny za metabolizmus glukokortikoidov ako aj inych steroidnych substratov
bunkami kuracich tkaniv. Rekombinantne exprimovat’ identifikovani sekvenciu
v baktériach  Escherichia coli snaslednou purifikdciou enzymu. Inkubacia
purifikovaného proteinu s réznymi steroidnymi substratmi mi umozZni podrobnejSie

popisat’ jeho substratovu a kofaktorovu Specificitu.

4. Kvantifikovat’ expresiu mRNA kuracieho enzymu 20B-HSD v roéznych tkanivach
metodou Real-Time PCR azistit' tak, ¢i distribucia expresie mRNA koreluje
s vysledkami distribticie aktivit z bodu 1. Dalej sa budem snazit' zistit, &i existuju
pohlavné rozdiely v expresii mRNA pre tento enzym u kura, ako aj zistit' mozny vplyv

aplikacie pohlavnych horménov (estrogénov) na expresiu sledovanej mRNA.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. POUZITE ZVIERATA

Na pokusy boli pouzité samce a samice kura domaceho (Gallus gallus) kmena hneda
leghornka vo veku 20-35 dni. VSetky zvierata boli kimené komerénym krmivom a napajané
vodou ad libitum. Tieto podmienky boli dodrziavané najmenej po dobu dvoch tyzdiov pred
zaCatim pokusov. Pre pokusy sledujtice vplyv aplikacie estrogénov na expresiu mRNA enzymu
20B-HSD bola 8 samcom a samiciam vo veku 20 dni, denne po dobu 7 dni, aplikovana
podkozna injekcia 100 pl roztoku dietylstilbesterolu (DES) v koncentraci 10 mg/ml 1,2-
propylénglykolu (I mg DES). Kontrolne zvierata dostavali podkoznu injekciu 100 pl 1,2-
propylénglykolu. Zvierata boli usmrtené dekapitdciou a odobraté tkanivo bolo, bud’ ihned’

pouzité v pokusoch, alebo zmrazené v tekutom dusiku.

4.2. POUZITE PRISTROJE, CHEMIKALIE, DATABAZY A SOFTWARE

V pokusoch boli pouzité nasledujice laboratérne pristroje:

e Applied Biosystems (Foster City, CA, USA): sekvenacné zariadenie ,,Prism 3100

Genetic Analyser*

e Becman Coulter, Inc. (Fullerton, CA, USA): ultracentrifiga Optima XL-100K

e Eppendorf (Hamburg, Nemecko): termomixér, biofotometer, ,,Mastercycler*
e Hewlett-Packard (Palo Ato, CA, USA): HPLC s UV detektorom HP1100, koléna
Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 x 4-6 mm, 5 um), scintilaény detektor Beckman LS 6500

e Kinematica AG (Littau, Svajéiarsko): homogenizator Polytron PT MR-3000

e Memmert (Schwabach, Nemecko): vodna ktpel’

e Merck (Darmstadt, Nemecko): koléna LiChrosphere 100 RP18 (125 x 4 mm)

e PerkinElmer Life and Analytical Sciences, (Boston, MA, USA): prietokovy scintilacny

analyzator 150TR
e Philips (Holandsko): spektrofotometer PU 8740 UV/VIS

e Roche Applied Science (Basel, Svajgiarsko): ,,LightCycler

e SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode am Harz, Nemecko): laboratérna

centrifuga 3K 18
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e Roth (Karlsruhe, Nemecko): scintila¢ny roztok ,,Rotiscint Eco Plus*

e Ultrazvukovy sonikator: ultrazvukovy procesor model CP-750 od Cole Parmer
(Quebec, Kanada): s hlavicou sonikatora model CV33 od_Sonics and Materials Inc.
(Newtown, CT, USA)

e Waters (Milford, MA, USA): koléna reverznej fazy C-18 Sep-Pak

e Weiss-Gallenkamp (Loughborough, UK): trepacka

V pokusoch boli pouzité nasledujuce chemikalie:

e Amersham _International (Aylesburg, VB): [1,2,6,7-*H]kortikosterén (Specificka
aktivita 65 Ci/mmol), S(x-dihydro[1,2,4,5,6,7-3H]testosterén (Specificka aktivita 119
Ci/mmol), [1,2,6,7-3H]progesterén (3pecificka aktivita 95 Ci/mmol)

e BD Difco (Sparks, MD USA): médium LB Broth (Luria-Bertrani)

e Biotika (Slovenskd Cupca, SR): H20 pre injekcie, ampicilin

e Fermentas (Hanover, MD, USA): DNA marker —,,Gene Ruler DNA ladder mix*“, dNTP
mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

e Fluka (USA): 5-bromo-4-chléro-3-indolyl-p-D-galaktopyranozid (X-Gal)

e Invitrogen (Carlsbad, CA, USA): ,,RNase OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor*
(RNase OUT), ,,Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase” (MMLV-RT),
ditiotreitol (DTT), 5x ,,First Strand Buffer”, ,,ProBond Ni-NTA Purification System®,
Escherichia coli (One Shot® Mach1™-T1R) - kompetentné bunky, Escherichia coli
(BL21)

e Lachema (Brno, CR): sachardza, chlorid sodny, chlorid draselny, Tris, chloroform,

izopropanol, etanol, kyselina octova

e Oxoid (Basingstoke, VB): trypton, kvasinkovy extrakt

e PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Boston, MA, USA): scintilatny roztok
Ultima Flo M

e Promega (Madison, WI, USA): ,,pGem T-Easy Vector System I, JIM109 kompetentné

bunky
e Roche Applied Science (Bazilej, Svajéiarsko): primere pre syntézu cDNA p(DT)1s,
,LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Kit*

e Serva (Heidelberg, Nemecko): amonium persulfat, akrylamid-bis (30 %)
e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): ,.GenElute Gel Extraction Kit“, ,,GenElute Five-
Minute Miniprep Kit®, ,,Thrombin CleanCleave Kit“, NAD", NADP*, NADH, NADPH,

1,2-propylénglykol, izopropyl-p-D-tiogalaktopyranozid (IPTG), hovédzi sérovy albumin,
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,,Coomassie briliant blue®, Tris acetat-EDTA tlmivy roztok 10 x konc., sodium dodecyl-
sulfat (SDS), tetrametyl-etyléndiamin (TEMED)

e Steraloids (Wilton, NH, USA): 4-pregnén-11p,21-diol-3,20-dién (kortikosterdn),
4-pregnén-21-0l-3,11,20-trién (11-dehydrokortikosteron), 4-prégnen-3,20-dion

(progesteron), 4-pregnén-17a-01-3,20-dion (17a-hydroxyprogesterén), So-pregnan-3p3-
0l-20-6n  (5o-dihydropregnanolon), 5B-pregnan-3a,113,21-triol-20-6n, 5B-pregnan-
3a,21-diol-11,20-di6n, 4-pregnén-20a-0l-3-6n  (20o-hydroxyprogesteron), 4-pregnén-
20B-0l-3-6n  (20B-hydroxyprogesteréon),  4-pregnén-113,20p3,21-triol-3-6n  (20B-
dihydrokortikosteron), 4-pregnén-20p,21-diol-3,11-dion (11-dehydro-20-
dihydrokortikoster6n), 5a-androstan-17f-0l-3-6n (5a-dihydrotestosteron), 4-androstén-
17B-0l-3-6n (testosteron), Sa-androstan-3p-0l-17-6n, Sa-androstan-3o-0l-17-6n

e Technoplyn-Linde (Praha, CR): pneumoxid, N

e Top-Bio (Praha, CR): RNA blue, agaroza, ,,Taq Purple DNA polymeraza“ a ,,PCR
Master Mix“ s MgClz

e VBC-Genomics (Vieden, Raktskko): syntéza primerov

Pouzité databazy:
e Databaza EST na NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) - National Center for Biotechnology
Information (Bethesda, USA)

e Ensembl Project (www.ensembl.org) - spole¢ny projekt European Bioinformatics
Institute (EBI) (Cambridge, VB) a Sanger Institute (Cambridge, VB)
e SWISS-MODEL (www.expasy.org)

e EXPASY — server proteomiky inStititu Swiss Institute of Bioinformatics

(www.expasy.orq)

Software:
e ClustalW na EMBL-EBI
e BLAST na Ensembl project, BLAST na NCBI
e Lasergene (DNASTAR)
e Swiss PDBViewer (www.expasy.org) (Schwede et al., 2003; Guex a Peitsch, 1997,
Peitsch 1995)

e GraphPad Prism 4 (www.graphpad.com)
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4.3. KONVERZIA STEROIDNYCH SUBSTRATOV TKANIVOVYMI REZMI

Aktivita konvertujacich enzymov bola stanovena metodou popisanou v pracach Pacha
a Miksik (1994, 1996). Zvierata boli usmrtené dekapitaciou a odobraté tkanivo oblicky,
pecene, segmentu bedrovnika (ileum), mozgu, vajeénika, vajcovodu, a semennikov bolo
okamzite prenesené¢ do ladového fyziologického roztoku (0,15 M NaCl). Po premyti
fyziologickym roztokom, ocisteni od tukovych a spojivovych tkaniv bolo tkanivo Ziletkou
narezané na 1 mm S8iroké rezy (celkova vaha 250-300 mg) a vlozené do Erlenmeyerovych
baniek obsahujucich 10 ml inkubacného roztoku zohriat¢tho na 37 °C a prebublaného
pneumoxidom (95 % Oz / 5 % COy). Inkubacny roztok mal nasledovné zlozenie (udaje v
mM):

NaCl....cooeiiiiiiiiiie 119,0
CaCl2.....ccooviiiiiieeee, 1,2
MOCI2...coiiiiiiieee 1,2
NaHCO3.........ccovi 21,0
K2HPOA.......ccoeeeiin 2,4
KH2POA4........ccoeeiiiin 0,6
glukéza.......ccoocveviieiiee. 10,0
glutamin.........ccccevvevenenne. 2,5

B-hydroxybutyrat sodny.....0,5
mManitol...........ccoceevnviennn, 10,0
pH=7,4

Po 15 minatach inkubacie (37 °C) v tesne uzavretych bankach a v pneumoxidovej
atmosfére bola reakcia spustend pridanim jedného zo substratov (zasobny roztok 1 mg/ml
metanolu): kortikosteron (vysledna koncentracia 1,45 x 10° M), progesterén (vysledna
koncentracia 1,59 x 10% M), 5a-DHT (vysledna koncentracia 1,45 x 10° M). Po obnove
pneumoxidovej atmosféry v bankach boli nadoby opit’ tesne uzavreté. Inkubacia prebiehala 80
minut pri teplote 37 °C. Po ukonceni inkubacie boli banky vlozené do 'adu na 10 mintt a bol
do nich pridany vnutorny $tandard 11-deoxykortikosterén (I mg/ml metanolu; 1,5 x 10 M),
Obsah baniek bol po preneseni do 15 ml plastovych skimaviek centrifigovany 10 minuat pri
3000 ot./min. Vzniknuta peleta bola pouzita na stanovenie mnoZstva suSiny a z0 supernatantu

boli vyextrahované steroidné latky.
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U substratu kortikosterénu bola 11-dehydrogendzova aktivita vypocitand suctom aktivit
pre tvorbu 11-dehydrokortikosteronu a 11-dehydro-20dihydrokortikosterénu; 20-reduktazova
aktivita ako saéet aktivit pre tvorbu 20-dihydrokortikosteronu a 11-dehydro-
20dihydrokortikosterénu.

4.3.1. Extrakcia steroidov

Extrakcia steroidov z neradioaktivnych a radioaktivnych pokusov prebiehala na
koldnach reverznej fazy C-18 Sep-Pak (Waters). Kolony boli najprv premyté 5 ml metanolu
potom 5 ml vody. Po naneseni vzorky bola koléna preplachnutd 4 ml vody a kolénou bol
nasledne prehnany vzduch na odstranenie ostatkov vody. Steroidy boli extrahované 2 ml
metanolu. Metanol bol nasledne odpareny v dusikovej atmosfére pri teplote 45 °C a vzorky
boli uskladnené pri -20 °C. Analyza steroidnych latok vo vzorkach bola vykonana metoédou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie — HPLC s UV detektorom a u radioaktivne

znacenych steroidnych latok aj pomocou scintilaéného detektora.

4.3.2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia - HPLC

4.3.2.1. Detekcia kortikosteronu a jeho derivatov

Vzorky boli rozpustené v 50 pl metanolu a 20 pl bolo aplikovanych na koldénu
LiChrosphere 100 RP18, 125 x 4 mm (Merck). Koldna bola premyvana linedrnym gradientom
zmesi voda-metanol v pomere od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v) po dobu 15 min (prietokova
rychlost’ 1 ml/min). Nésledne bola kolona izokraticky premyvand 5 min 100 % metanolom
(prietokova rychlost’ 1,5 ml/min) a pre pripravu na nastreknutie d’alSiecho vzorku bola
premyvana 5 min zmesou voda-metanol v pomere 42:58 (v/v) (prietokova rychlost’ 1 ml/min).
Detekcia B-Ziarenia bola vykonand na scintilatnom detektore Flow Scintillation Analyzer
150TR (PerkinElmer) za pouZitia scintilaéného roztoku Ultima Flo M (PerkinElmer).
Identifikacia metabolitov prebiehala na zaklade rozdielnych reten¢nych ¢asov. Reten¢né Casy
boli zistené analyzou zmesi neradioaktivnych Standardov za rovnakych podmienok delenia.

Neradioaktivne metabolity boli detekované na UV detektore (obrazok 15.).
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Obrazok 15. Vystup z UV detektora. 1. 11-dehydrokortikosteron, 2. 11-dehydro-20-
dihydrokortikosteron, 3. kortikosteron, 4. 20-dihydrokortikosteron, 7. deoxykortikosteron

4.3.2.2. Detekcia progesteronu a jeho derivdtov

Vzorky boli rozpustené v 50 ul metanolu a 20 ul bolo aplikovanych na kolonu Zorbax
Eclipse XDB-C18, 150 x 4.6 mm, 5 um (Hewlett-Packard). Elucia vzoriek prebichala
linedrnym gradientom medzi dvomi fazami A (voda) a B (acetonitril:tetrahydrofuran:metanol
50:20:30 v/v/v). Kolona bola premyvana linearnym gradientom od 42 % B do 60 % B po dobu
20 minut (prietokova rychlost’ 1 ml/min). Nasledne bola kolona izokraticky premyvana 5 min
100 % B (prietokova rychlost’ 1 ml/min) a pre pripravu na nastreknutie d’alSej vzorky bola
premyvana 10 min vodou. Detekcia B Ziarenia bola vykonand na scintilaénom detektore Flow
Scintillation Analyzer 150TR (PerkinElmer) za pouzitia scintila¢ného roztoku Ultima Flo M
(PerkinElmer). Identifikdcia metabolitov prebiehala na zéklade rozdielnych reten¢nych casov.
Retenéné casy boli zistené analyzou zmesi neradioaktivnych Standardov za rovnakych

podmienok delenia. Neraddioaktivne metabolity boli detekované na UV detektore.

4.3.2.3. Detekcia androstanolonu a jeho derivdtoy

Vzorky boli rozpustené v 50 pl metanolu a 20 pl bolo aplikovanych na kolénu Zorbax
Eclipse XDB-C18, 150 x 4.6 mm, 5 um (Hewlett-Packard). Eltcia vzorkov prebichala
linedrnym gradientom medzi dvomi fdzami A (voda) a B (metanol). Koléna bola premyvana
linearnym gradientom od 42 % B do 62 % B po dobu 5 mintt a 15 minut gradientom od 62 %
B do 100 % B (prietokova rychlost’ 1 ml/min). Nasledne bola koldna izokraticky premyvana

5 min 100 % B (prietokova rychlost’ 1 ml/min) a pre pripravu na nastreknutie d’alSej vzorky
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bola premyvand 10 min vodou. Detekcia B ziarenia bola vykonand na scintilanom detektore
Flow Scintillation Analyzer 150TR (PerkinElmer) za pouzitia scintilacného roztoku Ultima Flo
M (PerkinElmer). Identifikdcia metabolitov prebiehala na zéklade rozdielnych retencnych
Casov. Retencné Casy boli zistené analyzou zmesi neradioaktivnych Standardov za rovnakych
podmienok delenia. Neradioaktivne metabolity boli detekované pomocou hmotnostnej

spektrometrie (Miksik et al., 2004).

4.4. CHARAKTERIZACIA MINERALOKORTIKOIDNEHO RECEPTORA:
VYTESNOVACI EXPERIMENT

Tento pokus umoznil charakterizovatt MR z hl'adiska jeho afinity k 11-dehydro-
a 20-dihydro-derivatom kortikosteronu, a to na zaklade ich kompeticie s radioaktivne
znacenym kortikosteronom pri vizbe na MR. Ako zdroj cytozolu bolo pouzité tkanivo oblicky
20 dnovych zvierat. Zablokovanie vézby kortikosteronu na GR bolo dosiahnuté preinkubaciou
cytozolu s RU-486 (7 uM), blokatorom GR. Radioaktivne znaceny kortikosteron bol z vazby
na MR vytesiiovany zvySujicou sa koncentraciou neznaceného derivatu. Postup pripravy

roztokov ako aj metodicky postup celého vytesiiovacicho experimentu boli prebrané z prace
Rafestin-Oblin et al., (1989).

4.4.1. 1zolacia cytozolu z buniek tkaniva oblicky

Tkanivo oblicky bolo po vynati a odstraneni spojivovych tkaniv vlozené do chladného
homogeniza¢ného roztoku TEGW (2 ml/g tkaniva), alebo zmrazené v tekutom dusiku.
Zlozenie roztoku TEGW: 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10 % glycerol, 20 mM NaxWOsg,
pH = 7,4. V den pokusu bol do roztoku pridany ditiotreitol (DTT; 0,25 mM). Tkanivo bolo
homogenizované v plastovej skimavke za staleho chladenia na homogenizatore Polytron PT
MR-3000 (Kinematica AG) po dobu 45-60 sektind pri 14 000 ot./min. Homogenat bol nasledne
10 minat centrifugovany pri 5000 x g a vzniknuty supernatant bol preneseny do
ultracentrifuga¢nych skiimaviek. Supernatant bol centrifugovany 1 hodinu pri 100 000 x g
a teplote 4 °C na ultracentrifige Optima XL-100K (Becman Coulter). U cytozolu bol zmerany
obsah proteinu metédou s Coomassie Blue (Bradford, 1976) a bud’ priamo pouzity v pokuse,

alebo rozpipetovany do 1,5 ml epperndorfiek a zmrazeny v tekutom dusiku.
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4.4.2. Vytesiiovaci experiment s jednym vizbovym miestom

Cytozol bol nariedeny roztokom TEGW (+ 0,25 mM DTT) do vyslednej koncentracie
proteinu 3 mg/ml. Z takto pripraveného cytozolu bolo odobranych 4 x 100 ul. Dve 100 pul
vzorky predstavovali hodnotu pozadia a do d’alSich dvoch bol pridany radioaktivne znaceny
kortikosteron do vyslednej koncentracie 20 nM — vzorky predstavujuce totalnu vizbu (tabulka
5). K ostatnému cytozolu bol pridany blokator RU-486 do vyslednej koncentracie 7 uM
a cytozol bol inkubovany 1 hodinu pri 4 °C. Potom bol k cytozolu pridany radioaktivne
znaceny kortikosteron (20 nM). Nakoniec bol cytozol rozpipetovany po 100 pul do plastovych
skamaviek a do kazdej bol pridany prislusny derivat kortikosteronu podla tabulky 5. Vsetky
kroky postupu prebiehali v nadobe vyplnenej 'adovou triestou a inkubacie v chladnicke pri
teplote 4 °C. Zasobné roztoky neznalenych derivatov kortikosteronu boli pripravené
nariedenim zasobného 10 mM roztoku riediacou radou metanolom na: 1 mM, 100 uM, 10 uM,
5uM, 1 uM.

Vzorky boli inkubované 24 hodin v chladnicke pri teplote 4 °C. Na druhy den bolo ku
vzorkam pridanych 200 ul suspenzie dextrdnu a aktivneho c¢ierneho uhlia (DCC, dextran-

coated charcoal suspension) pripravenej nasledovne:

V deni pokusu: TEGW roztok + 2 % aktivneho ¢ierneho uhlia (NORIT-A)
+ 0,2 % dextranu DEXTRAN-T70

Aktivacia NORIT-A:

50 g NORIT-A zaliat’ 250 ml destilovanej vody, mieSat’ 10 minat a nechat sedimentovat
priblizne 30 minat pri laboratornej teplote. Opatrne zliat' vrchni vodnu vrstvu. Postup
opakovat’ 5-krat. Pridat’ 250 ml metanolu a mieSat’ cez noc pri laboratornej teplote. Réano

nechat’ sedimentovat’, opatrne zliat’ metanol a odparit’ do sucha pri teplote 50 °C.
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lellaéen)" Blokator GR Neznaceny kompetitor

igand

2X - - - pozadie

2x | 20 nM [3H]CS - - totalna vizba na GR+MR
2x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 - totalna viizba na MR
3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 10 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 10 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 40 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 60 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x | 20 nM [PHICS | 7 uM RU486 100 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 200 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 400 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x [ 20 nM [*H]CS | 7 uM RU486 1000 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x | 20 nM [PHICS | 7 uM RU486 2000 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

3x | 20 nM [PHICS | 7 uM RU486 3000 nM CS/11deCS/20diCS/11de20diCS

Tabulka 5. [°*H]CS = [*HJkortikosteréon, CS = kortikosterén, 11deCS = 11-dehydrokortikosteron,
20diCS = 20-dihydrokortikosteron, 11de20diCS = 11-dehydro-20-dihydrokortikosteron

Vzorky po pridani DCC boli inkubované v lade za obcasného trepania po dobu

15 minat. Nasledne boli centrifugované 10 mintt pri 1500 x g a teplote 4 °C. 200 ul vrchnej

vodnej vrstvy bolo opatrne prenesenych do scintilaénych nadobiek obsahujucich 2 ml

scintilacného roztoku ,Rotiscint Eco Plus* (Roth). Aktivita vzoriek bola merand na

scintilatnom detektore Beckman LS 6500 (Hewlett-Packard) po dobu 3 minuat a vyjadrena

Vv jednotkach DPM (pocet dezintegracii za minatu). Hodnoty ECso pre kazdy kompetitor boli

vypocitané pouzitim nelinearnych regresnych kriviek analyzy kompeticie s jednym vidzbovym

miestom s pouzitim programu GraphPad Prism 4. ECsp predstavuje koncentraciu kompetitora

potrebnu na 50 % vytesnenie radioaktivne znaceného kortikosteronu z vizby na MR. Vysledky

boli vo vytesiiovacich krivkach vyjadrené ako % totalnej $pecifickej vizby [*H]kortikosteronu

na MR + SEM vs. log koncentracie kompetitora.
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4.5. IDENTIFIKACIA cDNA SEKVENCIE KURACIEHO ENZYMU 208-HSD

Za vyuzitia internetového vyhladavaca BLAST (ENTREZ-PubMED) boli z kuracej
databazy EST (expressed sequence tags — kratke cDNA sekvencie), na zaklade sekvencnej
homologie so znamymi sekvenciami u inych stavovcov, vyselektované a vzajomne pospajané
cDNA fragmenty predstavujice pravdepodobni cDNA sekvenciu kuraciecho enzymu
20B-HSD. Sekvencia bola porovnana so znamymi sekvenciami enzymu 20B-HSD u inych
stavovcov a ur¢eny stupen aminokyselinovej sekvencnej homologie.

Pre takto ziskanii sekvenciu bol pomocou aplikdcie SWISS-MODEL a programu
PDBViewer vygenerovany troj-rozmerny model, pricom ako templat sluzil znamy model
krystalovej Struktury prasacieho proteinu 208-HSD (SWISS-MODEL templat: 1nSdA). Na
zlozeni cDNA sekvenciu kuracieho proteinu boli pomocou aplikacie Primer Select v ramci
programu Lasergene (DNASTAR) navrhnuté oligonukleotidové primere pre polymerazova
retazovu reakciu (PCR). PCR primere boli navrhnuté tak aby medzi sebou obsahovali cely
Citaci ramec zlozenej sekvencie. V d’alSom kroku boli tieto PCR primere pouZzité na
amplifikaciu kuracej cDNA (postup pripravy vid’ kap. 4.5.1. 2 4.5.2.) pomocou PCR reakcie

0 nasledovnom zlozeni:

Sekvencia pouzitych PCR primerov:
»forward“ CGCTGAGGAGTGCGGGAAGGT
wreverse GCCACTTGCAAGGGTCCACAGA

1x ,,Taq Purple DNA Polymerdza PCR Master Mix* s MgCl2
250 nM ,,forward* primer

250 nM ,,reverse® primer

1 ul cDNA (oblicka)

dizka PCR produktu: 930 pb

Rekcia PCR prebiehala v pristroji ,,Mastercycler Personal“ (Eppendorf) za nasledovnych
podmienok:
preinkubdcia a denaturicia:

95 °C, 2 minuty
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32 cyklov PCR:
95 °C, 30 sekund
64 °C, 30 sekund
72 °C, 70 sekund
zéavereCna syntéza:

72 °C, 10 minut

Po ukonéeni PCR reakcie bola dizka amplifikovanej cDNA overena elektroforézou
v 1,5 % agardozovom géle. Pre overenie nukleotidovej sekvencie amplifikovanej cDNA bola
pripravend novd PCR reakcia s vyslednym objemom 200 pl, ktora bola podrobena
elektroforéze v 1 % preparatnom agarézovom géle. Amplifikované fragmenty so Ziadanou
diZkou boli z gélu vyextrahované pomocou ,,GenElute Gel Extraction Kit“ (Sigma) a nasledne
vloZené do sekvena¢ného vektora pGEM T-Easy za pouzitia ,,pGem T-Easy Vector System |
kit“ (Promega). Pripraveny vektor bol pouzity na transformaciu kompetentnych buniek
Escherichia coli IM109 metodou teplotného Soku. Vektorom transformované bunky boli
selektované ziskanou rezistenciou na ampicilin, priCom bunky transformované vektorom
s vlozenou DNA boli naviac selektované stratou schopnosti Stiepit’ substrat X-Gal na modry
produkt. Téato strata bola spOsobena prerusenim génu lacZ, ktory koéduje enzym
B-galaktosidaza. Vybrané kolonie boli prenesené do 5 ml sterilného LB média s obsahom
ampicilinu (50 pg/ml) a trepané cez noc pri teplote 37 °C. Plazmidova DNA bola nasledujuci
den vyizolovana pomocou ,,GenElute Five-Minute Miniprep Kit*“ (Sigma). Sekvenacia
plazmidovej DNA prebiehala na pristroji Prism 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems).
Sekvencia bola porovnana s navrhnutou sekvenciou, ako aj s pocitaovo navrhnutou

sekvenciou ziskanou z datab4azy Ensembl.

4.5.1. Izolacia RNA

Na izolaciu RNA bolo pouzité tkanivo zmrazené v tekutom dusiku. 100 mg tkaniva
bolo zhomogenizovanych s 1 ml RNA blue (Top-Bio), inkubovanych 5 mintt pri laboratorne;j
teplote a nasledne centrifugovanych 5 minat pri 5000 x g. K 750 ul supernatantu bolo
pridanych 200 pl chloroformu, cela zmes bola 15 sekiind intenzivne trepana a inkubovana
5 mint pri laboratdrnej teplote. Zmes bola nasledne 10 minut centrifugovana pri 12 000 X g

a teplote 4 °C. 400 ul hornej vodnej fazy bolo prenesenych do novej eppendorfky. K odobratej
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vodnej faze bolo pridanych 50 pl isopropanolu a celd zmes bola inkubovana 5 mintt pri
laboratornej teplote. Potom bola zmes znovu 10 mintt centrifugovana pri 12 000 x g a teplote
4 °C. Supernatant bol prenesenych do novej eppendorfky s 450 ul isopropanolu a celd zmes
bola inkubovana do druhého dia pri -20 °C. Po 20 minttovej centrifugacii pri 12 000 X g
a teplote 4 °C bol supernatant odsaty a peleta omyta 1 ml 75 % etanolu. Peleta bola vysusena
pri teplote 37 °C v termomixére (Eppendorf). VysuSena peleta bola rozpustena v 20 ul vody

pre PCR. Po uplnom rozpusteni bola zmerané koncentracia RNA na biofotometre (Eppendorf).

4.5.2. Reverzna transkripcia

Reverzna transkripcia prebiehala v tenkostennych 200 pul eppendorfkach s reakénou

zmesou s nasledovnym zloZenim:

1 ul ,,Primer for cDNA synthesis p(dT)is (vysledna koncentrace 0,5 uM)
H.O
RNA (6u0)

vysledny objem 11 pl

Pomer objemu pouzitej vody a RNA bol upraveny tak, aby sa vysledna koncentracia
RNA v zmesi bola priblizne 6 ng/20 pl. Zmes bola inkubovana 10 minut pri teplote 65 °C
Vv pristroji Mastercycler personal (Eppendorf) a nasledne schladend na 4 °C. K zmesi bolo

pridanych 9 ul reakénej zmesi s nasledovnym zlozenim:

1x ,,First Strand Buffer
10 mM DTT

500 uM dNTP mix

20 U RNAase OUT
100 U MMLV-RT

Vysledna zmes bola inkubovana 1 hodinu pri teplote 37 °C a reverzna transkripcia bola
ukoncend zahriatim zmesi na 95 °C po dobu 15 minat. cDNA bola uskladnend pri teplote

-20 °C.
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4.,6. REKOMBINANTNA EXPRESIA 208-HSD V  BAKTERIACH
ESCHERICHIA COLI

4.6.1. Charakterizacia expresného vektoru pET-15b

Na rekombinantni expresiu kuracieho cytoplazmatického enzymu 20B-HSD bol
vyuzity bakterialny expresny vektor pET-15b. Plazmid pET-15b, schématicky znazorneny na
obrazku 18, mal velkost' 5708 pb, T7lac promotor pre vysoku uroven expresie vlozenej
sekvencie a ako selekény marker slazil gén rezistecie na antibiotikum ampicilin (B-laktamaza).
Na vloZenie Ziadanej sekvencie sluzil polylinker s unikdtnymi nukleotidovymi sekvenciami pre
Stiepenie restrikénymi endonukleazami BamHI1, Xhol, Ndel. Plazmid d’alej obsahoval
N-termindlne umiestnent sekvenciu kodujicu sest’ aminokyselin histidinu (6xHis) nasledovanu
kratkou sekvenciou pre Stiepenie protedzou trombin (obrazok 19). Sekvencia 6xHis umoziiuje
pomerne jednoduché arychle oddelenie exprimovaného flzneho proteinu od ostatnych
bunkovych proteinov pomocou ,,ProBond Ni-NTA Purification System* (Invitrogen).
Sekvencia pre Stiepenie trombinom umoznuje protedzou trombin ,,Thrombin CleanCleave Kit*
(Sigma) vystiepit’ sekvenciu 6xHis od vlastného enzymu 203-HSD.

K namnozeniu plazmidu pET-15b obsahujiceho vlozenu sekvenciu enzymu 20B-HSD
boli pouzité vysoko kompetentné baktérie Escherichia coli ,,One Shot® Machl™-T1R*
(Invitrogen). K expresii fuzneho kuracieho proteinu 20B-HSD boli pouZité baktérie
Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen). Kmen BL21 (DE3) nesie vo svojom genome gén
pre T7-RNA polymerazu a gén lacl kodujuci lac represor. Lac represor inhibuje expresiu
T7-RNA polymerédzy, ktord je nevyhnutnd pre expresiu nami vloZen¢ho génu 20B-HSD
v plazmide pET-15b. Ako induktor expresie T7-RNA polymerazy sa pouziva izopropyl-f-D-
tiogalaktozid (IPTG).
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Bpu1102 [(267)
BamH 1(319)

EcoR 1(5706)

Aat 11(5635) Cla 1(24) Xho 1(324)
SSp |(5517) Hind |||(29 Nde |(331)
Nco 1(389)
Sca 1(5193) Xba l(428)
Pvu 1(5083) Bal I1(494)
SgrA 1(535)
Pst 1(4958) Sph I691)

EcoN 1(751)
Bsa 1(4774)
Anhd 1(4713)

s Miu I(1216)
o Bcl 1(1230)
o)
D || {BStE ll(1397)
AlwN (4236) pg;';éggb § Apa I(1427)
N}

BssH 1l(1627)
Hpa 1(1722)

BspLU11 1(3820)

Sap 1(3704)
Bst1107 1(3591)
Acc 1(3590)
BsaA 1(3572)

Tth111 [(3565)

PshA 1(2061)

Eag l(2284)
Nru 1(2319)

BspM [(2399)
Bsm 1(2704)

Msc I(2791)

Bpu10 1(2926)

Obrazok 18. Schématické znazornenie plazmidu pET-15b.

T7 promoter primer #69348-3

Bl Il T7 promoter lac operator Xba | rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo | His+Tag

Ndel Xhol BamH |
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetlLeuGluAspProAlaAlaAsnLysAlaArg
Bpul102 | thrombin T7 terminator

AAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTTTTG
LysGluAlaGluLeuAloAlahlaThrAlaGluGInEnd

T7 terminator primer #69337-3

Obrazok 19. Detail ¢asti plazmidu pET-15b.
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4.6.2. Priprava a Stiepenie plazmidu pET-15b

Podmienkou tspesného vlozenia sekvencie enzymu 20B-HSD do expresného vektora
bolo, aby sekvencia enzymu ako aj plazmidu obsahovali komplementarne (vzdjomne sa
prekryvajice) konce, umoznujuce ich vzajomné spojenie enzymom DNA-ligdza. Ako miesto
pre vlozenie sekvencie 20B-HSD do plazmidu boli zvolené restrikéné miesta enzymov BamH 1
a Xho 1 (obrazok 20).

Priprava precnievajucich koncov plazmidu pET-15b prebiehala v dvoch krokoch.
Najprv bol plazmid Stiepeny enzymom Xhol a az po extrakcii linearizovaného plazmidu
z agar6zového gélu bol plazmid Stiepeny enzymom BamH]1.

Stiepenie enzgmom Xhol (1. Stiepenie): po 5-hodinovej inkubacii reakénej zmesi,
ktorej zlozenie je uvedené na obrazku 21, bola reakénd zmes podrobend elektroforéze
(2,5 hodiny, 80 V) v1 % agarézovom géle. Ako kontrola dizky plazmidu bol pouzity
nestiepeny plazmid pET15-b.

U i
BamH1l: GGATCC Xhol: CTCGA
—_ Xhol BamH1
prométor............ GCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTG.........
............ CGGCGCGCCGTCGGTATACGAGCTCCTAGGCCGAC.........
Xhol? ?BamHl
(U_J:
=2
3
O
E.
o
Plazmid pET-15 s pre¢nievajucimi koncami:
......... CATATGQ GATCCGGCTG.........
......... GTATACGAGCT ECCGAC. e

Obrazok 20. Stiepenie plazmidu pET-15b restrikénymi enzymami Xhol a BamH1.

Nelinearizovany plazmid putoval v agaré6zovom géle rychlejSie, ako ten isty,
linearizovany plazmid (obrazok 21). Linearizovand plazmidova DNA bola v géle
vizualizovand UV lampou, opatrne vyseknuta skalpelom a izolovana pomocou ,,GenElute Gen

Extraction Kit* (Sigma). Pritomnost’ plazmidovej DNA v eludte bola zistena elektroforézou
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1. Stiepenie plazmidu

plasmid pET-15b (100 ng/ul)........ 10 pl

tlmivy roztok pre Xhol................... 2 ul
Xhol enzym (10 U/pl)..ccvvivvennnnne. 1ul nestiepeny
H2Oooiiiiiiiiie 7 ul PET-15b
inkubdcia: 5 hodiny pri 37 °C —r/ I[:r;_ﬂiszgvany
1. nestiepeny plazmid . -
2. linearny pET-15b (Xhol)
3. DNA marker
1 2.
2. Stiepenie plazmidu
plasmid pET-15b po prvom stiepeni (30 ng/pl)......20 ul
timivy roztok pre BamHI.........cccoooveieieiiiierenne, 3ul
BamH1 enzym (10 U/pl)..cciiiiiiiiiiiiiciiieens 2 ul
H2O i, 5ul

inkubacia: 5 hodiny pri 37 °C

Obrizok 21. Stiepenie plazmidu pET-15b restrikénymi enzymami Xhol a BamH1.

1 wl vl % agardozovom géle. Ziskany linearizovany plazmid bol podrobeny druhému

restrikénému Stiepeniu, enzymom BamH]1 (zloZenenie reak¢nej zmesi 2. Stiepenia vid’ obrazok

21). Po inkubacii bol k reak¢énej zmesi pridany rovnaky objem izopropanolu a reakcia bola

inkubovana 1 hodinu pri -20 °C. Plazmid bol nasledne usadeny centrifugaciou pri 12 000 x g

a teplote 4 °C, a po odsati supernatantu bola peleta opatrne omyta 70 % etanolom, vysuSena pri

45 °C arozpustena v 10 pl sterilnej vody. Elektroforézou v 1 % agar6zovom géle spolu s DNA

markerom bola uréend priblizna koncentracia plazmidu.
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4.6.3. Priprava a Stiepenie sekvencie 20p-HSD

Pre tGspesné vlozenie sekvencie 20B-HSD do plazmidu pripraveného
Vv predchadzajicom kroku, bolo potrebné pre tuto sekvenciu navrhnut’ oligonukleotidové PCR
primere obsahujuce na ich 3’-koncoch zvolené restrikéné miesta. V d’alSom kroku bola
pomocou PCR reakcie sekvencia 20B-HSD o tieto restrikéné miesta predizena (Xhol restrikéné
miesto na 3’-konci, BamH]1 restrik¢né miesto na 5°-konci). Délezité bolo, aby Citaci ramec
sekvencie enzymu 20B-HSD po jej namnozeni a vlozeni do plazmidu, presne nadvézoval na
¢itaci rdmec plazmidu. ,,Forward* primer obsahoval vo svojej sekvencii prva aminokyselinu
(ATG, Met) kuracicho enzymu aterminalny kodon (TAA) bol obsiahnuty v sekvencii
komplementarnej k sekvencii ,reverse” primera (obrazok 22). Pre amplifikiciu cDNA
vreakcii PCR bola pouzitda DNA polymeraza ,High Fidelity Platinum® Taq DNA
Polymerase* (Invitrogen) s 5‘—3“ exonukledzovou aktivitou. Ako templat bola vyuZzitd cDNA
ziskana prepisom mRNA izolovanej z oblicky postupom popisanym v kapitolach 4.5.1. a 4.5.2.

Zlozenie PCR reak¢nej zmesi:

1 x ,,High Fidelity PCR Buffer*

200 uM dNTP mix

2,5 mM MgSO4

250 nM 20B-HSD ,,forward“ a ,,reverse® primer

cDNA

1 U, Platinum® Taq High Fidelity DNA Polymerase* (10 U/ul)
H20 pre PCR

Jednotlivé kroky PCR reakcie:

1. denaturdcia DNA...........ccovurennenne. 95 °C........ 90 sekund
2. denaturdcia DNA.........ccccceeeieennn. 95 °C........ 25 sekund
nasadanie primerov (annealing)....58 °C........ 25 sekund
syntéza DNA (elongation)............. 68 °C........ 70 sekund

3. opakovanie kroku 2, 32 cyklov

4. schladenie vzoriek na 4°C
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PCR primere na prediZenie sekvencie 20B-HSD 0 restrikéné miesta:

Xhol,

,forvard“ primer 5’ getcgagATJTCCAACGTACCCGTGG 37
,reverse“ primer 5’ cggatccGGGTCCACAGATGTTAAGTTTACC 37
TBamHl

Sekvencia 20B-HSD predizena o restrikéné miesta:
Xhol BamH1

5’ gctecgagATGTCCAACGTACCCGTGG......... TGGTAAACTTAACATCTGTGGACCCggateceg 3’
3" cgagctcTACAGGTTGCATGGGCACC........ ACCATTTGAATTGTAGACACCTGGGectagge 5’

XholT tBamHl

A

oruadans

Sekvencia 20B-HSD s prec¢nievajicimi koncami:

5’ tegagBTGTCCAACGTACCCGTGG........TGATAAACTTAACATCTGTGGACCCG 3’
37 CTACAGGTTGCATGGGCACC......ACCATTTGAATTGTAGACACCTGGGeectag 5’

Obrazok 22. Schéma pripravy DNA enzymu 20B-HSD s pre¢nievajucimi koncami

Po skonceni PCR reakcie bola reakéna zmes podrobend elektroforéze v1 %
agarézovom géle. DNA enzymu 20B-HSD bola na géle vizualizovand UV lampou; opatrne
vyseknutéd skalpelom a izolovand pomocou ,,GenElute Gen Extraction Kit* (Sigma). 200 ng
amplifikovanej DNA bolo v prvom kroku stiepenych enzymom Xhol vo vyslednom objeme

20 pl po dobu 5 hodin. ZloZenie reak¢énej zmesi restrikéného Stiepenia:

200 ng DNA 20B-HSD (50 ng/pl)
1 x tlmivy roztok pre Xhol

10 U Xhol enzym (10 U/pul)

H20 do 20 pl

Po skonceni prvého restrikéného Stiepenia bol do reakénej zmesi pridany rovnaky
objem izopropanolu a cela zmes bola inkubovana 12 hodin pri teplote -20 °C. Vyzrazana DNA
bola nasledne usadena centrifugaciou (30 minut, 12 000 x g); supernatant bol odsaty, peleta
omyta 70 % etanolom; vysuSena pri teplote 45 °C arozpustena v 10 ul vody pre PCR.
V druhom kroku bola DNA Stiepend enzymom BamH]1 po dobu 5 hodin vo vyslednom objeme
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20 pl anasledoval proces zrazania izopropanolom z prvého kroku. ZloZenie reakcénej zmesi

druhého restrikéného Stiepenia:

DNA 20B-HSD z prvého restrik¢ného Stiepenia
1 x tlmivy roztok pre BamH1

10 U BamH1 enzym (10U/ul)

H>0 do 20 pl

DNA bola rozpustena v 10 ul vody pre PCR a jej pritomnost a mnozstvo zistené
elektroforézou 1 pul DNA v 2 % agarézovom géle spolu s DNA markerom. Takto pripravena
DNA enzymu 20B-HSD bola spolu s plazmidom pET-15b pripravenym postupom v kapitole

4.6.2. pouzita na tranformaciu baktérii E. coli.

4.6.4. Ligacia DNA sekvencie enzymu 20B-HSD do plazmidu pET-15b

a transformacia baktérii Escherichia coli

Pre ligaciu bola pouzitda DNA plazmidu a enzymu 20B-HSD s pre¢nievajucimi,
vzdjomne sa prekryvajucimi koncami, pripravenymi v predchddzajicom postupe. Pritomnost’
dvoch roznych, vzajomne sa prekryvajucich koncov na oboch DNA mala zabezpecit', aby pri
ligacii doSlo k vlozZeniu sekvencie enzymu 20B-HSD do plazmidu iba v Ziadanej orientacii
atiez, ze utakto upravené¢ho plazmidu nemoéze dojst’ k jeho uzavretiu bez pritomnosti

sekvencie s komplementarnymi koncami (obrazok 23).

pET-15b 20HSD pET-15b

...... CATATGC tcgagATGTCCAACGTACCCGTGG....TGGTAAACTTAACATCTGTGGACCCG GATCCGGCTG...
...... GTATACGAGCT cTACAGGTTGCATGGGCACC....ACCATTTGAATTGTAGACACCTGGGeectag GCCGAC..

Obrazok 23. Schématické znazornenie prekryvajicich sa koncov DNA sekvencie enzymu 20p3-HSD

a plazmidu pET-15b

V ligacacnej reakcii boli pouzité DNA plazmidu a 208-HSD v molarnom pomere 1 : 3.
Ako negativna kontrola ligacie bola pouzitd ligatnd zmes obsahujica 2 pl dvojnasobne
Stiepeného plazmidu, avSak bez pritomnosti DNA 20B-HSD (kontrola pritomnosti nekompletne
Stiepnutého plazmidu: pri ligacii dojde k uzavretiu plazmidu Stiepnutého len jednym enzymom,
ked'ze takto vytvorené preCnievajuce konce st vzajomne komplementarne. Zlozenie ligacnej

zmesi bolo nasledovné:
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DNA enzymu 20B-HSD (10 ng/ul)......... 2,5 ul

10 x ligaény tlmivy roztoK.........c.ccecveuenee. 1 ul
plazmid pET-15b (25 ng/ul).....ccoocuvnee.e. 2 ul
H2O pre PCR.....coviiieeeeee e 3ul
T4 DNA ligaza (3 U/ul).ccceeveeiieeies 1,5 ul
SPOIU. .ttt 10 pl

inkubdcia 8 hodin pri 16 °C

Po ukoncenim inkubdcie bola celd ligacna reakcia prenesena do skimavky obsahujtce;j
kompetentné baktérie Escherichia coli One Shot® Mach1™-T1R (Invitrogen) a inkubovana
15 minat na 'ade. Bunky boli vystavené teplotnému Soku pri teplote 42 °C vo vodnom kupeli
po dobu 40 sekind a nasledne vlozené spit’ do 'adu. K bunkam bolo pridanych 250 ul SOC
média (2 % trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt, 0,4 % glukéza, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI,
pH = 7) zohriateho na izbovl teplotu a celd zmes bola trepand 1 hodinu pri teplote 37 °C
(200 ot./min.). Nasledne bolo 50 ul suspenzie buniek rozosiatych na kultivaéni LB misku
s obsahom antibiotika ampicilin (50 pg/ml) a predhriata na teplotu 37 °C. Ostatok suspenzie
bol po centrifugacii (3000 ot./min.) a rozsuspendovani s malym mnozstvom média rozotreny
na d’al$iu LB misku.

Bunky boli vysiate v dvoch réznych koncentraciach preto, aby aspon jedna z misiek
mala dobre oddelené kolonie. Misky boli inkubované do druhého dna pri teplote 37 °C.
Z misky obsahujlcej baktérie transformované plazmidom bolo ndhodne odobratych 10 kolonii
a nimi boli inokulované skimavky obsahujtice 5 ml sterilného LB média s obsahom antibiotika

ampicilin. Skimavky boli trepané 8 hodin pri teplote 37 °C (200 ot./min).

Na potvrdenie pritomnosti plazmidu s vlozenou sekvenciu enzymu 20B-HSD vo
vypestovanych koloniach bola pouzitd metéda PCR, pricom ako templat bola pouZita
bakteridlna DNA pripravend nasledovne: z kazdej skimavky bolo odobratych 40 ul kultary
a inkubovanych 15 minut pri teplote 95 °C. Po schladeni na teplotu 4 °C bol 1 pl pridany do
PCR reak¢nej zmesi. Ako oligonukleotidové primere boli pouzité primere povodne pouzité na

ziskanie sekvencie enzymu 20B3-HSD (vid’ kapitola 4.6.3.). ZloZenie PCR reak¢nej zmesi:
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1x ,,Taq Purple DNA Polymeraza PCR Master Mix s MgCl>* (Top-Bio)
250 nM ,,forward* 208-HSD primer
250 nM ,,reverse 203-HSD primer
bakteridlna DNA

H>0 pre PCR

Jednotlivé kroky PCR reakcie:

1.
2.

denaturdcia DNA............cooeeenen. 95 °C........ 90 sekund

denaturdcia DNA........ccccooieiennene. 95 °C........ 25 sekund

nasadanie primerov (annealing)....58 °C........ 25 sekund

syntéza DNA (elongation)............. 72 °C........ 70 sekund
. opakonavie kroku 2, 32 cyklov

. schladenie vzoriek na 4 °C

Po skonceni PCR bola reakéna zmes podrobena elektroforéze v 2 % agar6zovom géle.

Pritomnost’ plazmidu, obsahujuceho vloZzenit DNA sekvenciu enzymu 20B-HSD, sa na géle

prejavila pritomnost’ou amplifikovaného fragmentu s velkostou 864 pb. Kultry s pozitivhym

nalezom plazmidu boli rozpipetované do sterilnych ependorfiek a pre neskorSiu produkciu

plazmidu, po pridani glycerolu (15 %), zamrazené pri teplote -85 °C.

Spravna orientacia vloZenej sekvencie a jej nadvédzovanie na ¢itaci rimec plazmidu,

boli nakoniec overené sekvenaciou purifikovaného plazmidu. Na obrazku 24 je graficky

znazorneny usek plazmidu pET-15b svlozenou DNA sekvenciou enzymu 20B-HSD.

Znézornené su obnovené restrikéné miesta na oboch koncoch sekvencie enzymu a proteinova

sekvencia vlozeného enzymu nadvizujuca na kratky protein so sekvenciou 6xHis a sekvenciou

pre Stiepenie protedzou trombin.
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T7-prométor

.AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT

TTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHis

6xHis trombin

Xhol

AT GC‘TCGAGAT GTCCAACGTACCCGTG....AAAACTGTTCGAACCTGGTAAACTTAACATCTGTGGACCCGGATCCG
MetLeuGluMetSerAsnValProVal...LysThrValThrArgTrp e

20B-HSD
GCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATA. ....

TBamHl

T7-terminator

Obrazok 24. Grafické znazornenie useku plazmidu pET-15b s vlozenou DNA sekvenciou enzymu
20B-HSD

4.6.5. Expresia fiizneho proteinu 20p-HSD

Pre produkciu rekombinantného fuzneho proteinu 20B-HSD bol sekvenaciou overeny
plazmid vlozeny do baktérii Escherichia coli kmenia BL21 (DE3) (Invitrogen), ktoré vo svojom
genéme nesu gén pre T7-RNA polymerdzu. T7-RNA polymerdza je nevyhnutnd pre prepis
sekvencie enzymu 20B-HSD vlozenej v plazmide pET-15b. KedZe lac represor inhibuje
expresiu T7-RNA polymerazy a IPTG ju aktivuje, je expresia vlozeného génu indukovatelna
pridanim IPTG. Postup transformécie baktérii BL21 (DE3) bol rovnaky ako pri transformécii
baktérii Escherichia coli One Shot® Machl™-T1R v kapitole 4.6.4. Na transformaciu bol
pouzity 1 pl purifikovaného plazmidu pET-15b+203-HSD (50 ng/ul) a pridany priamo
do ampulky s baktériami. Baktérie boli vystavené teplotnému Soku a schladené na lade. Po
pridani 250 ul SOC média boli trepané 1 hodinu pri teplote 37 °C. Cely objem bol pridany do
skiimavky s 10 ml LB média (50 pg/ml ampicilinu) a kultira bola trepana cez noc pri teplote
37 °C.

Na druhy den bolo 10 ml LB média (50 pg/ml ampicilinu) inokulovanych 500 pl
nocnej kultiry a trepanych pri teplote 37 °C po dosiahnutie optickej denzity kultury ODeo = 0,4
- 0,6 (stredne-logaritmicka faza rastu). Ostatok noc¢nej kultary bol rozpipetovany do 1,5 ml
skamaviek (700 ul kultary + 300 ul 50 % glycerolu) a zamrazeny pri teplote -85 °C. Po
dosiahnuti Ziadanej optickej denzity bola kultara rozdelena na dve 5 ml Casti a v jednej z nich

bola pridanim IPTG (do vyslednej koncentracie 1 mM) indukovana expresiu fizneho proteinu
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20B-HSD. Z kultary bez IPTG bol odobraty 500 ul alikvot, bunky usadené centrifugaciou
(5000 x g) a peleta zamrazena pri teplote -20 °C (vzorky v ¢ase nula). Bakterialne kultary boli
inkubované 6 hodin pri teplote 37 °C (200 ot./min.) a kazda hodinu bolo odobratych 500 pl
kultary do 1,5 ml eppendorky, bunky usadené centrifugiciou a pelety buniek uskladnené pri
teplote -20 °C. Detekcia expresie rekombinantného proteinu bola vykonand metdédou SDS-

Page elektroforézy bunecného homogenatu v polyakrylamidovom géle.

4.6.5.1. Spracovanie buniek s indukovanou tvorbou fiizneho proteinu 20F-HSD

metodou SDS — Page

Pelety buniek z predchadzajiceho postupu boli rozsuspendované v 500 ul lyzaéného
roztoku (3 mM KH2POs, 47 mM K2HPO4, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10 % glycerol, 0,5 %
Triton X-100, 10 mM imidazol, pH = 7,8).

Vzorky boli zmrazené v tekutom dusiku a rozmrazené vo vodnom kupeli s teplotou
42 °C. Krok zmrazenia a rozmrazenia bol opakovany 3-krat. Pred zmrazenim v tekutom dusiku
boli bunky kratko sonikované na ultrazvukovom sonikatore (Cole Parmer a Sonics and
Materials Inc.). Vzniknuté homogenaty boli centrifugované 5 minut pri teplote 4 °C
a pretazeni 12 000 x g. Supernatant bol preneseny do sterilnych eppendorfiek. Pre kazdy
¢asovy bod indukcie tvorby fuzneho proteinu 20B-HSD, ako aj pre neindukovant kultaru, boli
tymto postupom ziskané dve vzorky: cytozol (predstavuje cytoplazmatické proteiny bunky)
a peleta obsahujuca organely a membrany bunky (predstavuje membranovo viazané proteiny
bunky). Vo vzorkach cytozolu bola urcenéd koncentraciu proteinov metédou s Coomassie Blue
(Bradford, 1976). Ku vzorke cytozolu bolo pridanych 500 ul 2 x koncentrovaného a k pelete

500 ul 1 x koncentrovaného tlmivého roztoku o zlozeni:

2 x koncentrovany tlmivy roztok:

Tris (zasobny roztok 1 M, pH = 6,8).......... 125 mM

bromfenol blue...........ccooovvieeiiiiiee, 0,02 %
GIYCEIOl i 20 %
SDS (zasobny roztok 10 %).......cccceevueevveennnn 4%

Vzorky v eppendorfkach boli 10 minat povarené vo vodnom kupeli a pre neskorSie

pouzitie uskladnené pri teplote -20 °C. Vzorky boli podrobené vertikdlnej elektroforéze
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v 15 % polyarkrylamidovom géle (10 minut pri 50 V, 120 minuat pri 90 V), ktorého zloZenie

bolo nasledovné:

5 % polyakrylamidovy gél (zarovnavaci):

15 % polyakrylamidovy gél (separacny):

5 % gél (ml) 15 % gél (ml)

H20 2,05 1,13
1,5M Tris - 1,25

1M Tris 0,375 -

10 % SDS 0,03 0,05

AA (30 %) 0,5 2,5
Temed 0,003 0,002

10 % APS 0,06 0,05
spolu 3,018 4,982

SDS = sodium dodecyl-sulfat, APS = aménium persulfat, TEMED = tetrametyl-etyléndiamin,
AA = akrylamid-bis (30 %)

- mnozstvo proteinu aplikovaného na jednu jamku gélu 12 pg

Po skonceni elektroforézy bol gél farbeny cez noc pri laboratornej teplote trepanim
v roztoku Commassie Blue (1 % Coomassie Brilliant Blue, 10 % kyselina octova, 40 %
metanol). Nasledujici dent bol gél odfarbovany 30 minat v odfarbovacom roztoku 1
(7 % kyselina octova, 40 % metanol), nasledne 2-krat 30 mintt v odfarbovacom roztoku 2
(10 % kyselina octova, 5 % metanol). Pritomnost’ fizneho proteinu sa na géle prejavila
pritomnost'ou signalu s predpokladanou velkost'ou 33 kDa a jeho zvySujucou sa intenzitou v
zévislosti od dizky inkubacie kultury s IPTG. Semikvantitativnym zhodnotenim intenzity
signalu u jednotlivych vzoriek bol uréeny ¢as potrebny na dosiahnutie maximalnej expresie

kuracieho fuzneho protein.

4.6.5.2. Purifikdacia fuiizneho proteinu

Fuzny protein 203-HSD bol purifikovany z 250 ml bakteridlnej kultiry po 6 hodinove;j
indukecii expresie s [IPTG. Po skon¢eni inkubacie boli bunky centrifugované 5 minut pri 5000 x
g az pelety buniek bol fuzny protein extrahovany systémom ,,ProBond Ni-NTA Purification
System* (Invitrogen). Tento systém umoziiuje oddelit’ fizny protein obsahujtci sekvenciu
6xHis od ostatnych bunkovych proteinov po naneseni bunetného homogenatu do
chromatografickej kolony s obsahom Ni-NTA agar6zy. Protein naviazany na Ni-NTA agarozu

bol eluovany 8 ml roztoku s vysokou koncentraciou imidazolu (250 mM) do 6smich 1,5 ml
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eppendorfiek. Po zmerani koncentracie proteinu v jednotlivych frakciach metédou s Coomassie
Blue (Bradford, 1976), boli frakcie s koncentraciou proteinu nad 1 mg/ml spojené a opédt’ bola
zmerana koncentracia proteinu. Cistota proteinu bola nasledne overena pomocou SDS-Page

elektroforézy v 15 % polyakrylamidovom géle.

4.6.5.3. Vystiepenie enzymu 2083-HSD 7 fiizneho proteinu

Sekvencia pre Stiepenie proteazou trombin umoznuje odstiepit sekvenciu
17 aminokyselin, obsahujicu sekvenciu 6xHis, od vlastného proteinu 203-HSD. Na Stiepenie
bola v pokuse pouzita trombinova agardza ,,Thrombim CleanCleave Kit*“ (Sigma) obsahujuca
imobilizovant bovinnu protedzu trombin. Pred vlastnym Stiepenim bol rekombinantny fuzny
protein zbaveny vysokej koncentrdcie imidazolu 24-hodinovou dialyzou v 50-nasobnom
objeme dialyza¢ného roztoku so zlozenim: 50 mM Tris-HCI, 0,25 M sachar6za, pH = 8 pri
teplote 4 °C. Dialyzaény roztok bol po prvych 5 hodinach inkubacie vymeneny. Po skonceni
dialyzy bolo 10 mg fuzneho proteinu Stiepenych trombinovou agar6ézou vo vyslednom objeme
10 ml pri laboratornej teplote po dobu 5 hodin. Kazdd hodinu bol z inkubécie odobraty 500 pl
alikvot pre neskors$iu kontrolu S$tiepenia metdédou SDS-Page elektroforézy. Po ukonceni
Stiepenia bola odStiepend, 17 aminokyselin dlhd sekvencia, zroztoku rekombinantného
proteinu odstranend jej vychytanim na Ni-NTA agarézu systémom "ProBond Ni-NTA
Purification System* (Invitrogen). Rekombinantny protein sa v tomto pripade nachadzal
Vv supernatante a nevychytaval sa na Ni-NTA agarozu. Ziskany purifikovany protein 203-HSD

bol nésledne pouzity na test enzymovej aktivity.
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4.6.6. Meranie substratovej Specificity rekombinantného enzymu 20B3-HSD

4.6.6.1. Meranie substratovej Specificity 208-HSD — radiometricka assay

Meranie enzymatickej aktivity purifikovaného proteinu 20B-HSD prebiehalo

v 15 ml sklenenych skiimavkach obsahujtcich 1 ml reakénej zmesi so zloZzenim:

850 pl inkubacného tlmivého roztoku: 100 mM KCI, 50 mM Tris, pH = 7,5
100 pg purifikovaného proteinu 203-HSD (zasobny roztok 1 mg/ml)
40 uM NADPH alebo NADH
substrat:
45 nM [*H]progesteron
45 nM [*H]dihydrotestosteron (androstanolén)
45 nM [*H]kortikosteron

Reakcia bola spustend pridanim substratu a inkubovana po dobu 3 hodin za staleho
mierneho trepania pri teplote 37 °C. Po skonceni inkubacie boli skimavky vloZzené do l'adu

a steroidné¢ latky extrahované a analyzované postupom popisanym v kapitolach 4.3.1. a 4.3.2.

4.6.6.2. Meranie substratovej Specificity 205-HSD — spektrofotometricka assay

Aktivita enzymu bola merand v pritomnosti roznych steroidnych substratov (tabulky 6
a 7) s vyslednou koncentraciou 100 uM (u progesteronu 30 uM) v kyvete obsahujucej 1 ml
0,1 M fosfatového pufru, pH = 7 a kofaktorov NADPH alebo NADP* (610 uM) pri teplote
24 °C na spektrofotometri PU 8740 UV/VIS (Philips). Kontinualne bola merand zmena
absorbancie NADPH pri vinovej dizke 340 nm (vinové dizka absorbancie NADPH) po dobu 1
minuty. Pri merani oxiddzovej aktivity enzymu bol merany narast absorbancie, u reduktazovej
aktivity pokles absorbancie za jednotku casu. Reakcia bola spustend pridanim 60 pg
purifikovaného proteinu 20B-HSD. Na vypocet aktivity bol pouzity molarny absorpény
koeficient 6220 M.cm™ pre NADPH. Jednotku aktivity predstavuje mnozstvo enzymu, ktoré

katalyzuje konverziu 1 pmol substratu za 1 minttu:

umol NADPH AA340/min

umol steroidu

min min 6.22mM-1icm1

Aktivitu vyjadrent v pmol substratu/hodinu.mg proteinu bolo mozné vypocitat’ zo vzorca:
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umol steroidu _ (AA340/mintest - AA340/minsiank) X 10 X 60
mg x hod 6,22mM-1cm?

AA340/minrest = hodnota namerana u vzorky s pridanym rekombinantnym proteinom
AA340/mingjank = hodnota namerana u vzorky bez rekombinantného proteinu

10 = riedenie proteinu, 60 = prepocet na 1 hodinu

Ako blank (prazdna vzorka) bola vzdy zmerana absorbancia reakénej zmesi SO
substratom a kofaktorom bez pridané¢ho proteinu 20B-HSD. Hodnoty konverzie steroidnych

substratov boli vyjadrené v pmol steroidu/hod.mg rekombinantného proteinu + SEM.

Pouzité substraty:

Meranie reduktazovej aktivity rekombinantného proteinu:

Kofaktor NADPH:

20-reduktazova aktivita

4-pregnén-11,21-diol-3,20-dion (kortikosteron)

4-pregnén-21-0l-3,11,20-trion (11-dehydrokortikosteron)
4-pregnén-3,20-dion (progesteron)
4-pregnén-17a.-01-3,20-dion (17a-hydroxyprogesteron)
5a-pregnan-33-0l-20-6n (5a-dihydropregnanolon)
5B-pregnan-3a,113,21-triol-20-6n
5B-pregnan-3a,21-diol-11,20-dion

17-reduktazova aktivita

5a-androstan-3a.-0l-17-6n

5a-androstan-33-0l-17-6n

3-reduktazova aktivita

5a-androstan-17f-0l-3-6n (Sa-dihydrotestosteron)

4-androstén-17(3-0l-3-0n (testosteron)

Tabul’ka 6. Zoznam pouzitych steroidnych substratov pre meranie reduktazovej aktivity

rekombinantného proteinu.
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Meranie oxiddzovej aktivity rekombinantného proteinu:

Kofaktor NADP*

20-oxidazova aktivita

4-pregnén-200.-01-3-6n (20a-hydroxyprogesteron)

4-pregnén-20B -0l-3-6n (20B-hydroxyprogesteron)

4-pregnén-11p, 20, 21-triol-3-6n (20B-dihydrokortikosteron)
4-pregnén-20p, 21-diol-3,11-dién (11-dehydro-20dihydrokortikosteron)

17-oxidazova aktivita

5a-androstan-173-0l-3-6n (Sa-dihydrotestosteron)

4-androstén-173-01-3-6n (testosteron)

3-oxidazova aktivita

5a-androstan-33-0l-17-6n

5a-androstan-3a-0l-17-6n

Tabulka 7. Zoznam pouzitych steroidnych substratov pre meranie oxidazovej aktivity

rekombinantného proteinu.
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4.7. KVANTIFIKACIA EXPRESIE mRNA ENZYMU 208-HSD V KURACICH
TKANIVACH METODOU ,.REAL -TIME“ PCR

Kvantifikacia transkriptu enzymu prebiehala na pristroji Lightcycler (Roche) s pouzitim
tenkostennych sklenenych kapilar a Specialnej reakcénej zmesi ,,Lightcycler FastStart Master

SYBR Green [“ (Roche) s nasledujucim zloZzenim:

4 mM MgCl;

500 nM ,,forward* primer
500 nM ,,reverse‘ primer
1w, SYBR green*

H20 do 9 pl

Do kazdej sklenenej kapilary bolo pridanych 9 pl pripravenej reakénej zmesi spolu
s 1 ul 10-krat riedenej cDNA z reverznej transkripcie (priprava vid’ kapitola 4.5.1 a 4.5.2.).
Kapilary boli centrifugované 10 sektiind pri 3000 x g a vloZzené do Lightcycleru, kde reakcia

prebiehala za nasledovnych podmienok pri pouziti uvedenych oligonukleotidovych primerov:

B-aktin
,primer* forward TGATATTGCTGCGCTCGTTGTTGA
nreverse primer CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTCTC
MgCl2 =4 mM
preinkubacia a denaturécia:
95 °C, 10 minut
45 cyklov PCR:
95 °C, 15 sekund
64 °C, 10 sekand
72 °C, 16 sekund
analyza teploty topenia:
meranie fluorescencie po 0,1 °C v rozmedzi teplot 72 - 96 °C
vel'kost’ produktu: 388 pb
teplota topenia produktu: 89,6 °C
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20B-HSD
,forward“ primer AGGGCTGCATCCACTCTTCC
,reverse” primer TTTGGCCAACCTTCTTTCTC
MgCl2 =4 mM
preinkubacia a denaturacia:
95 °C, 10 minut
45 cyklov PCR:
95 °C, 15 sekand
56 °C, 10 sekund
72 °C, 17 sekund
analyza teploty topenia:

meranie fluorescencie po 0,1 °C v rozmedzi teplot 72 - 96 °C

velkost’ produktu: 414 pb
teplota topenia produktu: 84,9 °C

Velkost produktu reakcie bola overena elektroforeticky v 1,5 % agar6zovom géle. Ako
zaklad pre urcenie koncentracie oboch transkriptov vo vzorkach sltzila veli¢ina tzv. ,,crossing
point®, ktora predstavuje Cislo cyklu v ramci PCR reakcie, v ktorom zacina fluorescencia

linearne narastat’ (obrazok 25).

fluorescence
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A
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.
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¢islo cykdu

Obrazek 25. Urcenie crossing point

Kalibra¢né priamky pre vypocet koncentracie neznamych vzoriek boli pre kazdy

transkript zmerané na zmesnom vzorku 10-krat nariedenej cDNA. Takto pripravenej cDNA
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bola priradend relativna koncentracia ,,1 a pre dalSie body kalibra¢nej priamky bola
nariedend 25-, 125-, 1000- a 2500-krat. Tymto riedeniam odpovedaju relativne koncentracie
4,102, 8.103, 1.10° a 4.10* . Parametre kalibraénej priamky boli spo¢itané linedrnou regresiou
z vynesenia log relativnej koncentracie a ,,crossing point (obrazok 26). Kvantita mRNA
Vv jednotlivych vzorkéach bola u transkriptu 203-HSD vyjadrend bud’, ako pomer koncentracie
20B-HSD a p-aktinu, alebo vztiahnutd na mnozstvo totdlnej RNA pouzitej na reverznu
transkripciu. V dosledku pritomnosti viacerych premennych v pokuse (pohlavie, rézne tkaniva
pouzité v pokuse, aplikacia estrogénov), ktoré¢ by mohli vyznamne ovplyvnit' expresiu
,housekeeping* génu fB-aktinu, bola vo vysledkoch uprednostnend normalizacia na totalnu
RNA (u vSetkych analyzovanych vzoriek bolo na reverznu transkribciu pouzitych 6 pg totélnej

RNA).
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Obrazok 26. Kalibra¢né priamka

4.8. STATISTICKE METODY

Hodnoty konverzie steroidnych horménov tkanivami, ECso vytesnovacieho experimentu
a expresie mRNA su vyjadrené ako aritmeticky priemer * stredna chyba priemeru (SEM). Pre
zistenie Statisticky vyznamnych rozdielov medzi jednotlivymi skupinami bol pouzity dvoj-
vyberovy t-test s rovnost'ou, alebo bez rovnosti rozptylov, ktorému predchadzal dvojvyberovy
F-test na zistenie rovnosti rozptylov. Vel'mi nizke hodnoty nameranych veli¢in boli testované
na vyznamnost rozdielu od nuly. U vSetkych testov bola zvolena hladina Statistickej
vyznamnosti P < 0,5. Hodnoty ECso U vytesfiovacieho experimentu boli pre kazdy kompetitor
vypocitané pouzitim nelinearnych regresnych kriviek analyzy kompeticie s jednym vidzbovym

miestom s pouzitim programu GraphPad Prism 4.
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5. VYSLEDKY

5.1. KONVERZIA STEROIDNYCH SUBSTRATOV TKANIVOVYMI REZMI

Rezy kuracich tkaniv, odobratych zo samic vo veku 30 dni, boli inkubované so
steroidnymi substratmi s funkénymi skupinami na uhlikoch Ci1, C2 alebo C3z so zamerom

sledovat’ distribuciu 11B-oxidazovej, 20-reduktazovej a 3-reduktazovej aktivity u vtakov.

5.1.1. Konverzia kortikosteronu tkanivovymi rezmi

Distribiiciu  20-reduktazovej a 11B-oxidazovej aktivity v kuracich tkanivach som
sledoval na substrate kortikosterone. Tkanivové rezy oblicky, pecene, tenkého Creva,
vajcovodu, pohlavnych organov a mozgu boli inkubované s kortikosteronom po dobu 3 hodin.
Tkaniva konvertovali tento substrat predovsetkym na 20-dihydrokortikosteron a len v mensej
miere na 1l1-dehydrokortikosteron a 11-dehydro-20-dihydrokortikosteron (obrazok 27,
tabulka 8). Najvyssia 20-reduktazova aktivita (vyjadrena ako sucet aktivit pre tvorbu 20-
dihydrokortikosteronu a 11-dehydro-20-dihydrokortikosteronu) bola namerana v oblicke
11B-oxidazova aktivita (vyjadrend ako sucet aktivit pre tvorbu 11-dehydrokortikosteronu
a 11-dehydro-20-dihydrokortikosteronu) bola u vdcsSiny sledovanych tkanivach vyznamne
niz§ia nez 20-reduktdzova aktivita, alebo v niektorych tkanivach Uplne chybala (vajecniky,
semenniky, peceil a mozog). Jedine u tkaniva vajcovodu bola 11B-oxiddzova aktivita vysSia
nez 20-reduktdzova. Pri porovnani 20-reduktdzovej aktivity v pohlavnych orgénoch bola
v semennikoch namerana priblizne 6-nasobne vysSia aktivita nez tomu bolo vo vaje¢nikoch.
Tieto vysledky jasne poukazuji na pritomnost’” dvoch systémov inaktivacie kortikosteronu
V kuracich tkanivach ato predovSetkym v mineralokortikoidnych cielovych tkanivach

(oblicky, tenké Crevo).
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aktivita
11B-HSD 50+11 X 53+18 2246 * X X X
20-HSD 228425 * 4243 * 169+31 * 8+1 10£2 * 60£8 * 9+0,5 *

Obrazok 27 a tabul’ka 8. Hodnoty konverzie kortikosteréonu tkanivovymi rezmi. Hodnoty boli
vyjadrené v pmol substratu/hodinu.mg susiny tkaniva = SEM, n = 7-10. Hodnoty 113-HSD aktivity vo
vajecnikoch, semenikoch a mozgu neboli vyznamne odlisné od nuly. Vajcovod pochéddzal zo zvierat
stimulovanych po dobu 7 dni s DES. x = hodnoty konverzie neboli vyznamne odlisné od nuly.

* Statisticky vyznamny rozdiel medzi 113-HSD a 20-HSD aktivitou nameranou v tkanive, (P < 0,5)

5.1.2. Konverzia progesteronu tkanivovymi rezmi

Tento pokus bol predovSetkym zamerany na urcenie stereoSpecificity enzymov
zabezpecujucich u kura vysoky stupenn redukcie keto-skupiny na uhliku Cz. Nedostupnost’
20c-epiméru  (20a-dihydrokortikosteronu) nedovolovala na substrate kortikosterone
Vv predchadzajucom pokuse dostupnymi technikami urcit’ stereoSpecificitu tychto enzymov. To
je jeden z dévodov preco bol v tomto pokuse pouzity ako substrat progesteron. Progesterdn je,
podobne ako kortikosterén, Co1 steroid s keto-skupinou na uhliku Cz a tiez predstavuje
fyziologicky substrat enzymu 20B-HSD u cicavcov. Na obrazku 28 je zobrazeny graf

konverzie progesteronu tkanivom oblicky a tenkého ¢reva. Progesterén bol tkanivom oblicky
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metabolizovany vyhradne na 20B-dihydroprogesteron (14,6+3,2 vs 0 pmol/hod.mg suSiny).
V pripade tenkého creva bol medzi produktmi metabolizmu progesteronu, okrem 20f3-
dihydroprogesterénu, v mensom mnozstve pritomny aj 20a-dihydroprogesteron (10,4+1,4 vs
3,71 pmol/hod.mg suSiny). Tieto vysledky poukazuju na pritomnost’ 20B-stereoSpecifickych
enzymov Vv oblickach vtakov, kym v c{reve na pritomnost enzymu/enzymov s 20a/B-

reduktazovou aktivitou.
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* O 4-pregnén-20B-0l-3-6n
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Obrazok 28. Konverzia progesteronu tkanivovymi rezmi. Hodnoty boli vyjadrené v pmol substratu/
hodinu.mg susiny tkaniva + SEM, n = 10. x = hodnoty konverzie neboli vyznamne odli§né od nuly.

* Statisticky vyznamny rozdiel v tvorbe a a f epiméru tkanivom (P < 0,05)

5.1.3. Konverzia androstanolonu tkanivovymi rezmi

Kedze existuje viacero prac popisujucich u cicavcov polyfunkéné hydroxysteroid
dehydrogenazy majuce okrem 20-HSD aktivity aj 3a-HSD alebo 30/B-HSD aktivitu, sledoval
som konverziu Cig steroidu androstanolénu (5o-dihydrotestosteronu) s keto-skupinou na
uhliku Csz tkanivami. Pri inkubécii androstanolénu s tkanivom tenkého creva, mozgu
a vajcovodu bola pozorovand vyrazna 3a- ako aj 3B-reduktazova aktivita. Tkanivo tenkého
¢reva redukovalo androstanolon predovSetkym na 3B-epimér a V mensej miere na 3a-epimér
(324437 vs 210+27 pmol/hod.mg susiny, P<0,05), kym naopak tkanivo vajcovodu redukovalo
tento substrat predovSetkym na 3a-epimér (121£13 vs 293+46 pmol/hod.mg susiny, P<0,05).
Najniz$iu 3-reduktdzovu aktivitu vykazovalo tkanivo mozgu, kedy vznikali obidva epiméry

Vv priblizne rovnakom mnozstve (42+4 vs 40+5 pmol/hod.mg susiny) (obrazok 29).
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Obrazok 29. Konverzia androstanolonu (5a-duhydrotestosterénu) tkanivovymi rezmi. Hodnoty boli

vyjadrené v pmol substratu/hodinu.mg susiny tkaniva £ SEM, n = 7-14. Vajcovod pochadzal zo zvierat

stimulovanych po dobu 7 dni s DES.

* Statisticky vyznamny rozdiel oproti Sa-androstan-3p,17p-diolu, P < 0,05

Vysledky inkubécie kuracich tkaniv dokazuji pritomnost’ enzymov s 11B-oxidazovou,

20- a3-reduktazovou aktivitou v kuracich tkanivach. 3-reduktazova aktivita pritom

cviwe

v zastipeni 30- a 3B-redukcie, ako aj 200- a 20B-redukcie v jednotlivych sledovanych

tkanivach poukazujii na moZzny metabolizmus steroidnych substratov viacerymi enzymami

S rdznou stereoSpecificitou.
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5.2. CHARAKTERIZACIA MINERALOKORTIKOIDNEHO RECEPTORA —
VYTESNOVACI EXPERIMENT

Vysledky predchadzajucich pokusov dokdzali pritomnost dvoch odlisnych
mechanizmov inaktivacie kortikosteronu tkanivami kurciat (11B-oxidacia a 20-redukcia).
Tento pokus bol preto zamerany na urcenie toho, ako dva typy modifikdcie molekuly
kortikosteronu ovplyviiuji jeho afinitu k mineralokortikoidnému receptoru. Radioaktivne
oznaceny Kkortikosteron (20 nM) bol zvizby na MR vytesnovany zvySujucimi sa

koncentraciami neznacenych 11-dehydro- a 20-dihydro-derivatov.

100 =
00 4 kortikosteron
m 11-dehydrokortikosteron
= 30 A 11-dehydro-20B-dihydrokortikosteron
c 7 % 20B-dihydrokortikosteron
-
2
o 60-
=
o
o 40+
(72]
S
20
0 T T T ¢ T
-9.2 -8.2 -7.2 -6.2 -5.2

log [M (competitor)]

Obriazok 30. Graf znazorfiujuci zavislost mnozstva [*H]kortikosteronu naviazaného na MR od

logaritmu Koncentracie pouzitého kompetitora.

Z grafu na obrazku 30 a vysledkov v tabulke 9 je zjavné, ze na vytesnenie 50%
radioaktivne znacCeného kortikosteronu z MR bolo potrebné pouzit' priblizne 5-krat vyssiu
koncentraciu 11-dehydrokortikosteronu nez pri aplikdcii neznacené¢ho kortikosteronu;
u 11-dehydro-20B-dihydrokortikosteronu 10-krat vysSiu koncentraciu a priblizne 14-krat
vyssiu koncentraciu u 20B-dihydrokortikosteronu. Podla tychto vysledkov je preto mozné
afinitu MR  ksledovanym  substratom vyjadrit nasledovne: Kortikosteron —>>

11-dehydrokortikosteron > 11-dehydro-20B-dihydrokortikosterén > 20p3-dihydrokortikosteron.
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KOMPETITOR EC50 (uM)
kortikosterén 139+£14*
11-dehydrokortikosterén 605+12,7*
11-dehydro-20B-dihydrokortikosterén 112,4+ 16,27
20B-dihydrokortikosterén 1575+ 16,7 1

TabuPka 9. Namerané hodnoty ECso pouzitych kompetitorov [®H]kortikosterénu pri viizbe na MR.
* Statisticky vyznamny rozdiel oproti ostatnym kompetitorom, (P < 0,05)

T Statisticky vyznamny rozdiel oproti kortikosterénu a 11-dehydrokortikosteronu, (P < 0,05)

Namerané hodnoty ECsp uvedené v tabulPke 9 dokazuju, ze redukcia molekuly
kortikosteronu na uhliku Cpzo vyraznejSie znizuje jeho afinitu k MR nez 11B-oxidacia.
Zaujimavé je, ze v pripade samotnej 20B-redukcie molekuly kortikosteronu (208-
dihydrokortikosterén) dojde k eSte vyraznejSiemu poklesu afinity k MR nez pri dvojitej
modifikacie (11-dehydro-20pB-dihydrokortikosterén). Tento rozdiel vSak nebol Statisticky
vyznamny na hladine vyznamnosti P < 0,05.

Z kriviek pre jednotlivé kompetitory uvedenych v grafe na obrazku 30 taktiez nie je
mozné vylucit’ pritomnost’ aj iného védzbového miesta s nizSou afinitou ku kortikosteronu,
s ktorym jednotlivé 11-dehydro a 20-dihydroderivaty nekompetuji. To by mohlo vysvetlit,
preco pri vysokej koncentracii 11-dehydro a 11-dehydro-20-dihydrokortikosterénu je priblizne

30 % znaceného kortikosteronu stale vo vézbe.
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5.3. IDENTIFIKACIA cDNA SEKVENCIE KURACIEHO PROTEINU 208-HSD

V kuracej databaze EST (NCBI) som na zéklade sekvencnej homologie so znamymi
sekvenciami u inych stavovcov identifikoval cDNA fragmenty, ktorych vzajomnym
prekryvom som ziskal pravdepodobnu cDNA sekvenciu kuraciecho enzymu 20B-HSD.
Identifikovany &itaci ramec z dizkou 834 bp kodoval protein dlhy 276 aminokyselin
(30,45 kDa).

D. rerio altil\jélis O. mykiss Kura Mys Potkan | Kralik | Prasa | Orangutan

Glovek | 61 61 60 78 86 85 | 83 | 84 08
Orangutan 61 61 60 78 86 85 83 84 -

Prasa 58 59 58 73 79 80 78 - 84

Kralik 60 60 58 72 80 80 - 78 83

Potkan 62 63 61 75 89 - 80 80 85

Mys 61 61 60 75 - 89 80 79 86

Kura 64 60 60 - 75 75 72 73 78

O. mykiss 81 84 - 60 60 61 58 58 60

P. altivelis 79 - 84 60 61 63 60 59 61

TabuPka 10. Porovnanie zlozenej aminokyselinovej sekvencie kuracicho enzymu 20B-HSD so
znamymi sekvenciami tohto enzymu u inych stavovcov. Aminokyselinova sekvencna homologia bola
vyjadrena v %. O. mykiss = Oncorhynchus mykiss, P. altivelis = Plecoglossus altivelis, D. rerio = Danio
rerio.

Porovnanim takto ziskanej cDNA sekvencie so znamymi sekvenciami enzymu 20(3-
HSD u inych stavovcov pomocou internetového programu ClustalW (EMBL-EBI) bol uréeny
stupenn aminokyselinovej sekvenénej homoldgie. Kuracia ¢cDNA sekvencia vykazovala
najvysSiu  sekvenéni homologiu so sekvenciou karbonyl reduktdzy 1 cicavcov
(72-78 %); nizsiu homologiu s cDNA sekvenciami tohto enzymu u zastupcov ryb (60-64 %)
(tabul’ka 10).

Na obrazku 31 je graficky znazornené porovnanie aminokyselinovej sekvencie
kuracieho enzymu so znamymi sekvenciami u inych stavovcov. V obrazku st zvyraznené
aminokyseliny kl'a¢ové pre tvorbu aktivneho miesta a ispeSny priebeh enzymatickej katalyzy,
v sulade sich lokalizaciou u prasacieho enzymu 20B8-HSD (podla databazy SWISS-PROT

www.expasy.org a Ghosh et al.,, 2001): kofaktor viazuce miesto na N-konci proteinu-

Rossmanov zahyb (Gly-X-X—X-Gly-X-Gly); Ser140 zabezpecujuci vdzbu substratu; sekvencia
(Tyr194-X-X-X-Lys198) kde Tyr194 sluzi ako akceptor proténu a predstavuje tak hlavnu
katalytickt jednotku (Obrazky 31 a 32).
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Clovek MSSGIHVAL AIVRDLCR-LFSGDVVILTARDVTRGQAAVQQLQAEGLS-PR 58
Orangutan MSSGMHVAIL] AIVRDLCR-LFSGDVVILTARDVARGQAAVQQLQAEGLS-PR 58
Prasa MSSNTRVAL AIVRDLCR-QFAGDVVILTARDVARGQAAVKQLQAEGLS-PR 58
Kralik MPSDRRVAIL] AITRALCR-LFSGDVLLTAQDEAQGQAAVQQLQAEGLS-PR 58
Potkan MSSDRPVAIL] AIVRDLCR-KFLGDVVILTARDESRGHEAVKQLQTEGLS-PR 58
Mys MSSSRPVAIL AITRDLCR-KFSGDVVILAARDEERGQTAVQKLQAEGLS-PR 58
Kura MS-NVPVAV| IVRDLCK-QFKGDVYLTARDPARGQEAVAKLQEEGLH-PL 57
O. mykiss MS--KKVAV] AIVRELCKAKFTGDVI[LTARNEKLGNEAVKMLKSEGFE-VS 57
P. altivelis MS--KKVAV] AIVKELCKAKFPGDVI[LTARNEKLGKGAVELLKSEGEFQ-VT 57
D. rerio MS--KKVAV AIVKGLCKAGFTGDILLTARNEKLGQEAIAGLQSEGFKNVV 58
* . kkokk kk . Kk kk. kelke - ke ke k. kK.
Clovek FHQLDIDDLQSIRALRDFLRKEYGGLDVLVNNAGIAFKVADPTPFHIQAEVTMKTNFEGT 118
Orangutan FHQLDIDDLQSIRALRDFLRKEYGGLDVLVNNAGIAFKVADPTPFHIQAEVTMKTNEFFGT 118
Prasa FHQLDIIDLQSIRALCDFLRKEYGGLDVLVNNAAIAFQLDNPTPFHIQAELTMKTNFMGT 118
Kralik FHQLDITDLQSIRALRDFLRRAYGGLNVLVNNAVIAFKMEDTTPFHIQAEVTMKTNEDGT 118
Potkan FHQLDIDNPQSIRALRDFLLQEYGGLNVLVNNAGIAFKVVDPTPFHIQAEVTMKTNFEGT 118
MysS FHQLDIDNPQSIRALRDFLLKEYGGLDVLVNKAGIAFKVNDDTPFHIQAEVTMETNEFFGT 118
Kura FHQLDIDDLQSIKVLRDFLKEKYGGLNVLVNNAGIAFKVSDRTPFAVQAEVTLKTNFFGT 117
O. mykiss YHHLDICDQGSAKQLSNFLOKTYGGLDVLINNAGMAFKNDATETFGEQAEVTMRTNEFWGT 117
P. altivelis FOHLDICDQGSAVKLRDFLONTYGGLDVLVNNAGIAFKNDATEPFGEQAEVTMRTNEWGT 117
D. rerio FHQLDICDQGSCMKLKKFLEEKYGGLDVLINNAGIAFKNAATEPFGEQAEVTMRTNEWGT 118
cakkk -k * kK hkkk kkokok kk-: Lk kkk ok kkk ko
Clovek RDVCTELLPLIKPQGRVVNVSISIMSVRALKSCSPELQQKFRSETITEEELVGLMNKEVED 178
Orangutan RDVCTELLPLIKPQGRVVNVSISEMSVRALKSCSPELQOKFRSETITEEELVGLMNKEVED 178
Prasa RNVCTELLPLIKPQGRVVNVSISIEGVRALNECSPELQQKFKSETITEEELVGLMNKEFVED 178
Kralik RDVCTELLPLMRPGGRVVNVSISMTCLRALKSCSPELQOKFRSETITEEELVGLMKKEFVED 178
Potkan QDVCKELLPIIKPQGRVVNVSISEVSLRALKSCSPELQQKFRSETITEEELVGLMNKEFIED 178
MysS RDVCKELLPLIKPQGRVVNVSISMVSLRALKNCRLELQOKFRSETITEEELVGLMNKEVED 178
Kura RNICTELLPLIKPYGRVVNVS SISALGGCSQELQKKFRSDTITEDELVELMTKFVED 177
O. mykiss LWVCHALLPLLRPNARVVNVSISFVSKKALDTCSPQLOQAKFRDTELSEEELCLLMGQFVIA 177
P. altivelis LWVSHALIPILRPNARVVNVSISFVSKRALDQCSPQLQAKFRDPKLTEEELCGLMGEFVTA 177
D. rerio LWACHALLPILRANARVVNVSISFVSKKSLDQCSAELQAKFRNKDLSEEELCLLMGEEFVQD 178
kok:oo  kkkkkkx sk ok skk kx| cakekk  kk k-
Clovek TKKGVHQKEGWPSSAYGVTKII GVTVLSRIHARKLSEQRKGDKILLNACCPGWVRTDMAGP 238
Orangutan TKKGVHQKEGWPSSAYGVTKIIGVTVLSRIHARKLSEQRKGDRILLNACCPGWVRTDMAGP 238
Prasa TKNGVHRKEGWSDSTIYGVTKIL GVSVLSRIYARKLREQRAGDKILLNACCPGWVRTDMGGP 238
Kralik TKKGVHQTEGWPDTAYGVTKMGVTVLSRIQARHLSEHRGGDKILVNACCPGWVRTDMGGP 238
Potkan AKKGVHAKEGWPNSAYGVTKILGVTVLSRIYARKLNEERREDKILLNACCPGWVRTDMAGP 238
Mys TKKGVHAEEGWPNSAYGVTKIIGVTVLSRILARKLNEQRREDKILLNACCPGWVRTDMAGP 238
Kura TKKSVHEKEGWPNTAYGVSKIIGVTVLSRIQARMLNEKRKGDHILLNACCPGWVRTDMAGP 237
O. mykiss AQQGNHQAQGWPNTAYGTTKIGVTVLSRIQAHYLTKTRAADGILLNACCPGWVRTDMAGS 237
P. altivelis AQNGSHQAEGWPNTAYGTTKIL GATVLSMIQARELTKTRSGDGILLNACCPGWVRTDMAGD 237
D. rerio AQAGDHSAKGWPNTAYGTTKIGVTVLSRIQARVLNETRPGDGILLNACCPGWVRTDMAGP 238
.. * :**‘.::**_:*:*.:*** * *: * : * * **:************‘*
Clovek KATKSPEEGAETPVYLALLPPDAEGPHGQFVSEKRVEQW-—===——————— 277
Orangutan KATKSPEEGAETPVYLALLPPDAEGPHGQFVSEKRVEQW-——-=-—-=—————— 277
Prasa KAPKSPEVGAETPVYLALLPSDAEGPHGQFVTDKKVVEWGVPPESYPWVNA 289
Kralik NATKSPEEGAETPVYLALLPPDAEGPHGQFVMDKKVEQW-——-=-—-=—————— 277
Potkan KATKSPEEGAETPVYLALLPPGAEGPHGQFVQDKKVEPW-—=-==—=—————— 277
Mys KATKSPEEGAETPVYLALLPPDAEGPHGQFVQDKKVEPW-——-—-—-——————— 277
Kura KAPKSPEEGAETPVYLALLPSDADGPHGQFVSEKTVRTW-—-—-——-——-————— 276
O. mykiss KAPKSPEEGAQTPTYLALLPEGAKEPHGQLVWDKTVQEW-—-—-=-=-——=—-———— 276
P. altivelis KAPKSPEEGAQTPTYLALLPAGAKEPHGQLVWDKVVQEW-—===—=—————— 276
D. rerio 277

KAPKSPEEGAETPVYLAMLPEGAKEPHGQLVWDKTVQEW---—————————

sk kkkk kkokk kkk.kk Kk kkkk.k .k * Kk

(Obrazok 31). Porovnanie zlozenej aminokyselinovej sekvencie kuracieho enzymu 20B-HSD so znamymi
sekvenciami tohto enzymu u inych stavovcov. Zvyraznené st aminokyseliny podstatné pre enzymaticku katalyzu
enzymu 20B-HSD (identifikované a popisané u prasaSiecho enzymu v praci Ghosh et al., (2001). O. mykiss =
Oncorhynchus mykiss, P. altivelis = Plecoglossus altivelis, D. rerio = Danio rerio.

"*" aminokyseliny si rovnaké pre vsetky porovnané sekvencie

":" U aminokyselin v danom stipci s mozné konzervované substitiicie

u aminokyselin v danom stipci st mozné semi-konzervované substitiicie
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Pomocou internetovej aplikacie SWISS-MODEL (www.expasy.org) a programu
PDBViewer bol vygenerovany troj-rozmerny model pre navrhnuti aminokyselinova sekvenciu
kuracieho enzymu (obrazok 32A a B). Ako templat pri modelovani bol pouzity znamy 3D
model prasacieho enzymu v komplexe s kofaktorom NADP* (SWISS-MODEL templat:
1n5dA, Ghosh et al., 2001). Na vytvorenych 3D modeloch kuracieho i prasadiecho proteinu
jasne vidiet’ 7 centrdlne umiestnenych f-skladanych listov s postrannymi a-hélixami, ktoré st
charakteristickou c¢rtou super-rodiny SDR dehydrogenaz. Taktiez je u 3D modelov zjavna
identicka lokalizacia aminokyselin podstatnych pre tvorbu aktivneho miesta enzymu (obrazok
32B).

U 3D modelu prasacicho proteinu v obrazku 31A je dobre viditelnd unikatna
C-termindlna sekvencia 12 aminokyselin, ktord sa u tohto proteinu nevyskytuje u Ziadneho
Z ostatnych zastupcov stavovcov (zeleny retazec).

Vysledky ziskané porovnanim primarnej a terciarnej Struktiry zlozenej sekvencie
kuracieho enzymu so znamymi sekvenciami, predovSetkym vSak so sekvenciou prasacicho
proteinu 20B-HSD dokazuji, Ze sa pravdepodobne jedna o jeho kuraci homoldg. Pre
definitivne potvrdenie tohto predpokladu bola zlozend sekvencia v d’alSich pokusoch
rekombinantne exprimovana v baktériach Escherichia coli a na ¢istom proteine bola stanovena

substratova Specificita rekombinantného enzymu.
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A Navrhnuty Prasaci enzym
kuraci enzym

j‘%&w*

Ser 140

Lys 198

Tyr 194

Obrazku 32. Trojrozmerny model kuracieho enzymu 20B-HSD vytvoreny pomocou internetovej
aplikacie SWISS-MODEL (www.expasy.org) a programu PDBViewer. A. Model kuracieho proteinu
(v Tavo), model prasaciecho proteinu (v pravo). B. detail kofaktor a substrat viazuceho miesta.
Zvyraznené su aminokyseliny Glyll, Glyl7, Glyl5 Rosmannovho zahybu a hlavné aminokyseliny
katalytického miesta: Ser140, Tyr194, Lys198 (podla databazy SWISS-PROT, www.expasy.org a
Ghosh et al., 2001).
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5.3.1. Sekvenacia zloZenej sekvencie kuracieho enzymu 20$-HSD

Aby som zistil ¢i in silico zlozena sekvencia kuracieho enzymu 203-HSD odpoveda
sekvencii skuto¢ne pritomnej u kurciat, boli na zlozenu sekvenciu navrhnuté oligonukleotidové
PCR primere. Primere boli navrhnuté tak, aby medzi sebou obsahovali cely ¢itaci ramec
sekvencie apomocou nich bola sekvencia amplifikovand metédou PCR. Po vlozeni
amplifikovanej sekvencie do sekvenacného vektoru pGEM T-EASY a kompetentnych baktérii
Escherichia coli (JM109) bola sekvencia overena sekvenaciou. Na obrazku 33 je porovnanie
teoretickej sekvencie overenej sekvenaciou so sekvenciou ziskanou zo serveru Ensembl
(www.ensembl.org). Nukleotidova sekvencia ziskana sekvenéciou sa zhodovala s navrhnutou
sekvenciou ako aj s pocitaovo vygenerovanou sekvenciou uvedenou v databaze serveru
Ensembl. ZloZena sekvencia bola nakoniec zaslana do databazy GenBank a je v nej uvedena

pod pristupovym ¢islom DQO079061.
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20BHSD CGCAGTTGCTGCTGGTCGGTCGGCCCTTTCCAGCGCTGAGGAGTGCGGGAAGGTGTGTGG 60
predicted20PHSD  —=——mmmmmm s
20BHSD TGCTGGAGTGACTGTTGCTTTGGCATCCATCCTGAGAAGATAATGTCCAACGTACCCGTG 120
predicted20BHSD  —mmmmmmmmmmm o ATGTCCAACGTACCCGTG 18
dkkkkkkkkkkkkkkxkk
20BHSD GCTGTGGTGACCGGCTCCAACAAAGGGATTGGATTGGCGATTGTGCGGGATCTGTGCAAG 180
predicted20BHSD GCTGTGGTGACCGGCTCCAACAAAGGGATTGGATTGGCGATTGTGCGGGATCTGTGCAAG 78
hhkkhkhkhkkhkkhkhhkkhhkhkkhhhkhhkhkhhkhkhhhhhkhhkhhkhkhkhkhkhhhkhkrhkhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkkx*k
20BHSD CAGTTCAAGGGGGATGTGTACCTTACTGCCCGAGACCCTGCCCGTGGTCAGGAAGCAGTG 240
predicted20BHSD CAGTTCAAGGGGGATGTGTACCTTACTGCCCGAGACCCTGCCCGTGGTCAGGAAGCAGTG 138
hhkkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhdkhhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkkhkhkkhkkkkkhxk
20BHSD GCAAAGCTTCAGGAGGAAGGGCTGCATCCACTCTTCCACCAGCTGGATATTGATGATCTG 300
predicted20BHSD GCARAGCTTCAGGAGGAAGGGCTGCATCCACTCTTCCACCAGCTGGATATTGATGATCTG 198
Khkkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhhkhkhhkhkhkhdhhhkhkhkkhhkhkhhkhkhkkhhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkxkhx*k
20BHSD CAAAGCATCAAAGTCTTGCGGGACTTCCTAAAGGAGAAGTATGGAGGTCTGAATGTGTTG 360
predicted20BHSD CAAAGCATCAAAGTCTTGCGGGACTTCCTAAAGGAGAAGTATGGAGGTCTGAATGTGTTG 258
khkkhkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhrhrhrhrhrhrhkrhkrhkrhkrhkrhkrkrkrxkxk*
20BHSD GTTAACAATGCAGGGATTGCTTTCAAAGTTAGCGACAGAACTCCATTTGCAGTCCAAGCA 420
predicted20BHSD GTTAACAATGCAGGGATTGCTTTCAAAGTTAGCGACAGAACTCCATTTGCAGTCCAAGCA 318
hhkkhkhkhkhkkhkhhkhhkhhhhkhhkhkhhhkhhkhkhhkhhkhkhhkhk bk dhhkhkhhkkhhkdhhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkhxk
20BHSD GAGGTTACACTGAAGACAAACTTTTTTGGAACCAGGAATATTTGCACAGAATTGTTGCCT 480
predicted20BHSD GAGGTTACACTGAAGACAAACTTTTTTGGAACCAGGAATATTTGCACAGAATTGTTGCCT 378
hhkkhkhkhkkhkkhkhhkkhhkhkhhhhhkhkhrhhkhhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhhhkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkkxk
20BHSD CTTATAAAGCCTTATGGTAGAGTGGTGAATGTCTCTAGCATGGTAAGTATCTCAGCTCTG 540
predicted20BHSD CTTATAAAGCCTTATGGTAGAGTGGTGAATGTCTCTAGCATGGTAAGTATCTCAGCTCTG 438
hhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhhhkhhkhhkhhhhkhhkhkhrhhhkhrkhkhhkhhkhkhrhkhkhkhkhkrhkhkrhhkkhkxkhxk
20BHSD GGAGGCTGTAGCCAAGAACTGCAGAAGAAGTTCCGCAGTGACACAATCACTGAGGATGAG 600
predicted20BHSD GGAGGCTGTAGCCAAGAACTGCAGAAGAAGTTCCGCAGTGACACAATCACTGAGGATGAG 498
Kk khkhkkhkkhhkkhkhkhhhkhkhkhkhkhkdhhhkhhkhkhhkhhhkhkhkhkhhkdkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkkkkkhxk
20BHSD TTAGTGGAGCTCATGACGAAGTTTGTGGAAGATACTAAGAAAAGTGTGCATGAGAAAGAA 660
predicted20BHSD TTAGTGGAGCTCATGACGAAGTTTGTGGAAGATACTAAGAAAAGTGTGCATGAGAAAGAA 558
dhkkhkhkkhkkhkhkkhhkhkhkhhkhhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhhkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhhkhkhkkhkxdhxk
20BHSD GGTTGGCCAAACACTGCTTATGGGGTATCCAAAATTGGTGTCACGGTCTTATCTAGAATT 720
predicted20BHSD GGTTGGCCAAACACTGCTTATGGGGTATCCAARATTGGTGTCACGGTCTTATCTAGAATT 618
hhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhkhkhhkhkhhkhhkhkhkhkdhhkhkhkhkkhkhkdhhkhkhkhkhkhkhhkkhhkhxk
20BHSD CAAGCCCGGATGTTAAATGAGAAAAGAAAAGGTGACCACATCCTTCTTAATGCCTGCTGT 780
predicted20BHSD CAAGCCCGGATGTTAAATGAGAAAAGAAAAGGTGACCACATCCTTCTTAATGCCTGCTGC 678
dhkkhkkkhkkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhkhhkhkhhkkhkhkhhkhkhkhkkhhkhkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkx
20BHSD CCTGGATGGGTGAGAACAGACATGGCAGGTCCAAAGGCCCCTAAATCACCAGAGGAAGGG 840
predicted20BHSD CCTGGATGGGTGAGAACAGACATGGCAGGTCCAAAGGCCCCTAAATCACCAGAGGAAGGG 738
hhkkhkhkhkhkrkhkhkhkhhkhkhhhkhhkhhkhkhhhkhhhkhrhhhhrhkhhkhhkhkhkhkdkhkhkhhkrhkhkrhkhkkhkxkhxk
20BHSD GCCGAGACCCCTGTTTACTTAGCCCTTCTGCCTTCTGATGCTGATGGTCCTCATGGCCAG 900
predicted20BHSD GCCGAGACCCCTGTTTACTTAGCCCTTCTGCCTTCTGATGCTGATGGTCCTCATGGCCAG 798
Fhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhhhkhhkhhhkhkhhkhhhkhhkhkhhkh bk hkhkhhkhkhhkhhkhkhkrhkhkhhkkhhkhxk
20BHSD TTTGTTAGTGAGAAAACTGTTCGAACCTGGTAAACTTAACATCTGTGGACCCTTGCAAGT 960
predicted20BHSD TTTGTTAGTGAGAARRACTGTTCGAACCTGGTAAACTTAACATCTGTGGACCCTTGCAAGT 858

Khkhk Ak Ak kA Ak kA Ak kA Ak hk kA hkhk Ak kA hkhk kv hkhkhkrhkhkkrkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrkhkkk*xk

Obrazok 33. Porovnanie sekvenaciou overenej sekvencie kuracieho proteinu 20B-HSD s pocitacom
Predicted20B-HSD =

vygenerovand sekvencia z databazy Ensemble Project, 20B-HSD = navrhnutd a sekvenaciou overena

vygenerovanou sekvenaciou uvedenou v databaze Ensemble Project.

sekvencia.
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5.4. PRIPRAVA A PURIFIKACIA REKOMBINANTNEHO PROTEINU
20B-HSD

Baktérie Escherichia coli kmena BL21 (DE3) boli transformované plazmidom pET-15b
obsahujucim sekvenciu kuracieho enzymu 20B-HSD. Po dosiahnuti optickej denzity kultiry
ODeso = 0,4 — 0,6 (stredne-logaritmicka faza rastu), bola po pridani IPTG indukovana tvorba
rekombinantné proteinu. Po 6 hodinovej indukcii bol rekombinantny protein v bunkéach,
odobratych v hodinovych intervaloch, stanoveny metodou SDS-Page elektroforézy
V polyakrylamidovom géle (Obrazok 34). Na obrazku je jasne vidiet, v zavislosti od Casu
inkubAcie, zvySujicu sa expresiu proteinu s velkostou priblizne 33 kDa. Dizka indukovaného
proteinu tak odpovedala teoretickej velkosti kuracicho proteinu (30,3 kDa) prediZenej o

sekvenciu 6xHis a sekvenciu pre Stiepenie proteazou trombin (spolu 2,5 kDa)

- .

BRI .®

1h 2h 3h 4h 6h peleta  purifikovany
6h protein

33 kDa

Obrazek 34. SDS-Page polyakrylamidovy gél vzoriek s 6-hodinovou indukciou expresie fizneho
proteinu. Oh — 6h = vzorky cytosolu s indukovanou expresiou proteinu, peleta 6h = membranova frakcia

vyizolovana z buniek po 6-hodinovej indukcii expresie.

Z obrazku 34 je zjavné, Ze exprimovany kuraci protein bol pritomny vyhradne v cytosolarne;j
frakcii buniek a nie v bunkovej membrane (ziadny signal vo vzorke s oznacenim peleta 6h).
Indukovany protein bol nasledne izolovany nanesenim homogenatu bakterialnej kultiry na
chromatograficki kolonu s obsahom Ni-NTA agar6zy. Mnozstvo indukovaného proteinu po
6 hodinovej inkubécii s IPTG predstavovalo priblizne 30 % z celkového mnoZstva bunkového
proteinu. Cistota purifikovaného rekombinantného proteinu bola overena SDS-Page
elektroforézou v polyakrylamidovom géle (obrazok 34). Po odstraneni vysokej koncentracie
imidazolu (0,25 M) z roztoku proteinu jeho dialyzou oproti roztoku 0,25 M sachardzy, bola

Z proteinu, 5 hodinovou inkubéciou v koléne s obsahom trombinovej agardzy, Uspesne
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odstiepena sekvencia 6xHis. Na obrazku 35 je SDS-Page polyakrylamidovy gél

s indukovanym proteinom pred a po Stiepeni protedzou trombin.

303kDa —>» -_—
nestiepeny Stiepeny Stiepeny nestiepeny

Obrizok 35. SDS-page elektroforéza v polyakrylamidovom géle. Stepenie fiizneho proteinu pomocou

trombinovej agar6zy.
U purifikovaného kuraciecho proteinu 20B-HSD bola nasledne stanovena jeho

substratova a kofaktorova Specificita inkubaciou s neznacenymi i radioaktivne znacenymi

steroidnymi substratmi.
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5.5. MERANIE SUBSTRATOVEJ SPECIFICITY ENZYMU 208-HSD

5.5.1. Meranie substratovej Specificity enzymu 20B-HSD - radiometricka assay

5.5.1.1. Konverzia [3H]kortikosteronu

Radioaktivne oznaceny kortikosteron (45 nM) bol rekombinantnym proteinom
Vv pritomnosti kofaktora NADPH metabolizovany na 20B-dihydrokortikosteron. V pritomnosti
kofaktora NADH nebola pozorovana ziadna konverzia substratu (Obrazok 36). Z dévodu
nedostupnosti 20a-dihydrokortikosteronu vsak nebolo mozné urcit’ stereosSpecificitu enzymu.
Nepritomnost’ tretieho signalu (20a-epimér) na zézname z HPLC, je mozné vysvetlit' tak, Ze
20a-epimér je bud’ vo vzorkach nepritomny, alebo sa jeho retencny ¢as zhoduje s retenénym
¢asom pre 20B-epimér. Otazku stereospecificity kuracieho enzymu preto vyriesil az nasledujuci
pokus s inkubaciou proteinu s radioaktivne zna¢enym progesteronom.

e 1

12000 - |

10000 -

2000 —
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s 10 15 20 miny

Obriazok 36. HPLC chromatogram konverzie [*H]kortikosteronu purifikovanym proteinom 20B-HSD
exprimovanom v baktériach E. coli; (A) v pritomnosti kofaktora NADH, (B) v pritomnosti kofaktora
NADPH. 1 = kortikosterén, 2 = 20p3-dihydrokortikosteron.
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5.5.1.2. Konverzia [3H]progesteronu

Dostupnost’ 20a- a 20B-hydroxyepimérov progesterénu, ako aj ich rozdielne retencné
Casy, umoznili urcit stereoSpecificitu kuracieho rekombinantného proteinu. Purifikovany
protein konvertoval v pritomnosti kofaktora NADPH radioaktivne znaceny progesteréon (45
nM) na 20a- a 20B-dihydroprogesteron. Mnozstvo vzniknutého 20B-dihydroprogesteronu bolo
priblizne 3-krat vysSie ako 20a-dihydroprogesteronu (11,541 vs. 28+2,5 pmol/hod.mg
proteinu). Na obrazku 37 je chromatogram znédzoriujuci zastupenie jednotlivych metabolitov

vo vzorkach.

Progesteron
(68,8 U0)

20B-dihydroprogesteron
l\ (22,3 %)
I

20t-dihydroprogesteron \ |

(8,7 %) |
\ |
\

|
ﬁ o

Obrazek 37. HPLC chromatogram konverzie [*H]progesteronu purifikovanym proteinom 20B-HSD
Vv pritomnosti kofaktora NADPH.
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5.5.1.3. Konverzia [*H]androstanolonu

V tomto pokuse ma zaujimalo, ¢i kuraci rekombinantny protein, podobne ako jeho
homolog u cicavcov, vykazuje okrem vysSie dokazanej 20-reduktazovej aktivity, aj aktivitu
3-reduktazova. 3-reduktdzova aktivita bola sledovand na Cig steroidnom substrate
androstanoloéne (5a-dihydrotestosterone, 45 nM). Pri inkubdcii rddioaktivne znaceného
androstanolonu s purifikovanym proteinom bol tento substrat metabolizovany na 3a- a 3p3-
hydroxyderivaty. Zastpenie 3B-epiméru bolo pritom takmer 2-krat vysSie ako

3a-epiméru (147+4,2 vs. 83,3+£2,5 pmol/hod.mg proteinu) (obrazok 38).

14000

12000

10000 -

T ¥ 1 ¥ T T T T T T LEE T T T g % PPN R T
6 8 10 12 14 16 18 20

Obrazok 38. HPLC chromatogram konverzie [*H]androstanolonu purifikovanym proteinom 208-HSD
exprimovanom v baktériach Escherichia coli v pritomnosti kofaktora NADPH. 1 = 5Sa-androstan-3§-

17B-diol, 2 = Sa-androstan-3a-17p-diol 3 = androstanolon, 4 = neznamy produkt.

Tabul’ka 11 sumarizuje vysledky inkubacie rekombinantného proteinu s radioaktivne

znaCenymi substratmi. NajvysSia aktivita enzymu bola namerana pri sledovani redukcie
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androgénu androstanolonu na uhliku C3 (230+6,7 pmol steroidu/hod.mg proteinu). Aktivita
enzymu bola pre redukciu Cz: steroidov na uhliku Czo (kortikosteron, progesteron) priblizne
6-krat nizsSia. Vysledky tiez poukazuji na NADPH kofaktorova Specificitu (kortikosterdn,
obrazok 36) a prevladajucu 20B- a 3B- substratovi stereosSpecificitu enzymu (progesteron

a androstanolon, tabulka 11).

SUBSTRAT PRODUKT
20a-DHK + 203-DHK

3 . L,

[ H]kortikosterén 39 £ 0,35
20a-DHP |

3 £
["Hlprogesteron 11,5+ 0,9 | 27,9£25

3 Hlandrostanolé androstan-3a-173-diol | androstan-3p-17p-diol
[ © Hlandrostanolon 833425 | 146,8 + 4,2

Tabul’ka 11. Konverzia radioaktivne oznacenych steroidnych horménov rekombinantnym enzymom
20B-HSD. DHK = dihydrokortikosteron, DHP = dihydroprogesteron. Hodnoty st vyjadrené v pmol
steroidu/hod.mg proteinu, n = 6.

5.5.2. Meranie substratovej Specificity enzymu 20B-HSD - spektrofotometricka
assay

Spektrofotometricky bola sledovana redukcia a oxidacia funkénych skupin na uhlikoch
Cs, Cxo alebo Ci7 u roznych 3-, 17- a 20-keto- alebo hydroxy-steroidov rekombinantnym

proteinom.

5.5.2.1. 20-oxidoreduktiazova aktivita

20-oxidazova aktivita rekombinantného proteinu 203-HSD bola testovand za pouzitia
C21 steroidnych latok s hydroxy-skupinou na uhliku Czo V pritomnosti kofaktora NADP®*.
U ziadneho z pouzitych substratov som nepozoroval oxidaciu sledovanej funk¢nej skupiny
rekombinantnym enzymom, ¢o sa prejavilo Statisticky nevyznamnym narastom v absorbancii
za jednotku ¢asu pri vlnovej dizke 340 nm (tabuPka 12).

Naproti tomu, Vv pritomnosti kofaktora NADPH, rekombinantny enzym redukoval
vsetky pouzité steroidné substraty s keto-skupinou na uhliku Czo. 20-reduktazova aktivita sa
prejavila  vyznamnym poklesom absorbancie za jednotku &asu pri vinovej dizke
340 nm. Najvyssia aktivita bola namerand pri pouziti substratov 11-dehydrokortikosteronu,

17-hydroxyprogesteronu, kortikosteronu a Sa-dihydropregnanolonu (tabulka 12).
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Kofaktor: NADPH
SUBSTRAT AKTIVITA

kortikosteron

76 + 0,04
(4-pregnen-11p,21-diol-3,20-dion) 0,876 £ 0,040

*** progesteron

(4-pregnen-3,20-dién) 0,977+ 0,024
(-prognan-21-01 1120-ien
{-pregnanci7-ok,2-dion 091620016
(Saprognanapol20-én) 1120012
5B-pregnan-3a,21-diol-11,20-di6n 0,466 + 0,015
5B-pregnan-3a,11B,21-triol-20-6n 0,313 + 0,072

Kofaktor: NADP”*

SUBSTRAT AKTIVITA
4-pregnen-20 a-ol-3-6n

X
(20a-hydroxyprogesteron)
4-pregnen-20 B-ol-3-6n

X
(20B-hydroxyprogesteron)
4-pregnen-11p, 208,21-triol-3-6n «
(20B-dihydrokortikosteron)
4-pregnen-20, 21-diol-3,11-di6n X

(11-dehydro-20dihydrokortikosterén)

Tabul’ky 12. Hodnoty 20-oxidoreduktazovej aktivity rekombinantného proteinu pre rézne substraty
(100 uM). Hodnoty st vyjadrené v nmol steroidu/hod.mg proteinu = SEM, n = 6.

x = hodnota aktivity sa vyznamne neli$i od nuly

*** progesteron: v pokuse v dosledku nizkej rozpustnosti vo vode (max. 30 uM) bola pouzita

koncentracia 30 uM

5.5.2.2. 3-oxidoreduktizova aktivita

V tomto pokuse som sledoval schopnost’ rekombinantného proteinu metabolizovat’ Cig
steroidné latky na uhliku Cs. V pritomnosti kofaktora NADPH a substratu androstanolonu
(5a-androstan-17p-0l-3-6n) bola pozorovana vysoka 3-reduktazaova aktivita rekombinantného

proteinu. Testosteron bol enzymom tiez redukovany, avSak s priblizne 6-krat niZSou

98




Vysledky —

ucinnostou. Na rozdiel od vysokej 3-reduktdzovej aktivity som u rekombinantného enzymu
V pritomnosti kofaktora NADP" nezaznamenal Ziadnu 3-oxidazovu aktivitu (TabuPka 13).

Kofaktor: NADP*

SUBSTRAT AKTIVITA
5 a-androstan-3a-ol-17-6n X
5a-androstan-33-ol-17-6n X

Kofaktor: NADPH

SUBSTRAT AKTIVITA
androstanolon
29,81 +2
(5a-androstan-173-ol-3-6n ) %8 0
testosteron 4,76 + 0,35

(4-androstén-173-ol-3-6n)

TabuPka 13. Hodnoty 3-oxidoreduktazovej aktivity rekombinantného proteinu pre rézne substraty.
x = aktivita sa vyznamne neli§i od nuly. Hodnoty st vyjadrené v nmol steroidu/hod.mg proteinu

+ SEM, n = 6.

5.5.2.3. 17-oxidoreduktazova aktivita

Mnohé steroidné dehydrogendzy vykazuji viac nez jeden typ dehydrogenazove;j
aktivity. Preto som u kuracieho proteinu okrem 3- a 20-oxidoreduktazovej aktivity meral aj
konverziu funkénej skupiny Cig steroidov na uhliku Ci7. Vysokd aktivita rekombinantného
proteinu 20B-HSD bola pozorovana pri jeho inkubacii so substratmi obsahujucimi vo svojej
Struktare 17-keto alebo 17-hydroxy skupinu. Enzym ucinne oxidoval androgén androstanolon
(50-androstan-17p-0l-3-6n) v pritomnosti kofaktora NADP®, ako aj ucinne redukoval
17-keto-steroid Sa-androstan-3p-0l-17-6n v pritomnosti NADPH (tabul’ka 14). Pri pouziti
3a-epiméru (5o-androstan-3a-0l-17-6n) bola zistena priblizne 30 x niz$ia 17-reduktazova
aktivita nez tomu bolo v pripade 3p-epiméru (Sa-androstan-3p-0l-17-6n). Dokazuje to vyraznt
preferenciu rekombinantného proteinu k 17-redukcii 3B-hydroxy-epiméru oproti 3a-hydroxy-

epiméru.
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Kofaktor: NADP™

SUBSTRAT AKTIVITA
androstanolon , 11,07 + 0.26
(5a-androstan-173-o0l-3-6n )
testosteron 216 £ 0,15

(4-androstén-178-ol-3-6n)

Kofaktor: NADPH

SUBSTRAT AKTIVITA
5 a-androstan-3a-ol-17-6n 0,49 + 0,09
5a-androstan-33-o0l-17-6n 14,27 + 0,37

TabuPka 14. Hodnoty 17-oxidoreduktazovej aktivity rekombinantného proteinu pre rozne substraty.
Hodnoty st vyjadrené v nmol steroidu/hod.mg proteinu + SEM, n = 6.

* Statisticky vyznamny rozdiel oproti Sa-androstan-3a-ol,17p-6n (P < 0,05)

Z vysledkov inkubdacie rekombinantného proteinu so steroidnymi substratmi je zjavné,
ze 3-reduktazova aktivita predstavovala najvysSiu nameranu aktivitu, ked’ze bola priblizne
2-krat vysSia nez maximalna zistend 17-reduktizové aktivita a viac nez 15-krat vySSia nez

20-reduktazova aktivita namerand pri pokusoch s Cz1 steroidnymi substratmi.

5.6. KVANTIFIKACIA EXPRESIE mRNA ENZYMU 208-HSD V KURACICH
TKANIVACH METODOU ..REAL -TIME“ PCR

V tomto pokuse bola sledovand expresia mRNA naklonovaného enzymu 20B-HSD
Vv kuracich tkanivach. Jednym zo zdmerov bolo zistit, ¢i uroven expresie mRNA v kuracich
tkanivach priblizne odpoveda vysledkom o distribucii 20-reduktazovej aktivity z pokusov
na tkanivovych rezoch v kapitole 5.1.1. Okrem toho boli sledované rozdiely v expresii MRNA
medzi pohlaviami, ked’Zze napriklad v praci Imamura et al., (2001) bola u prasiat pozorovana
vyrazna aktivita enzymu 20B-HSD v obli¢ke samcov, zatial’ ¢o u samic, bola vel'mi nizka.

Na obrazku 39 je graf znazoriiujuci relativnu expresiu mRNA zlozenej sekvencie
kuracieho proteinu 203-HSD v r6znych tkanivach. Najvyssia expresia bola namerand v oblicke
samcov a samic, kde bola priblizne 10-krat vysSia nez v hrubom ¢reve a pohlavnych orgénoch;
v peceni bola expresia najnizsia. Z uvedenych vysledkov su zjavné vyrazne rozdiely v expresii

tohto enzymu medzi pohlaviami. V oblickdch samcov bola zistend priblizne 3-krat vysSia a
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Vv hrubom c¢reve 2-krat vysSia expresia mRNA 208-HSD nez usamic. Aj V pohlavnych
organoch bola expresia priblizne 2-krat vyssSia v semennikoch nez vo vaje¢nikoch. Z vysledkov
je zjavné, ze expresia enzymu 20B-HSD je usamcov kurciat vy$Sia nez u samic. Vynimku

predstavuje len tkanivo pecene, v ktorom bola namerana vyznamne vysSia expresia u samic.

*
=
951
754 T T OKontrola |
B Aplikacia DES
554 Wt o ¢+ —1 -
351
// *
14 | -
084 |
0,64 |
0al | -+ .
T t
* T
0,2 4 .
O T T T T
Oblicka Oblicka Hrubé érevo Hrubé ¢revo Pecen Pecen Semenniky  Vajecniky
Samec Samica Samec Samica Samec Samica
Oblicka Hrubé ¢revo Pecen Pohlavné organy
Samec Samica Samec Samica Samec | Samica | Semenniky | Vaje¢niky
Kontrola | 10,09+0,27* | 2,56+0,33 | 0,85+0,16* | 0,43+0,03 |0,17+0,04* | 0,31+0,03 | 0,61+0,17 0,32+0,03
DES 6,53+0,37t | 6,30+0,23" | 0,23+0,06" | 0,234+0,05t | 0,24+0,03 | 0,38+0,04 | 0,17+0,03" | 0,23+0,04

Obrazok 39 a tabulka 15. Graf a hodnoty relativnej expresie mRNA kuracieho proteinu 20B3-HSD
v roznych kuracich tkanivach po aplikacii a bez aplikacie DES. Hodnoty st vyjadrené ako pomer
relativnej koncentracie mRNA enzymu ku mnozstvu celkovej RNA pouzitej na reverzn transkripciu %
SEM, n=5.

* Statisticky vyznamny rozdiel medzi pohlaviami (P < 0,05)

T Statisticky vyznamny rozdiel po aplikacii DES (P < 0,05)

Pritomnost’ pohlavnych rozdielov v expresii enzym 208-HSD u kur¢iat poukazuje na
moznost, Ze expresia je regulovana plazmatickymi koncentrdciami pohlavnych hormonov.

U samcov a samic cicavcov bola expresia 203-HSD indukovatel'nd androgénmi (Imamura et
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al., 2001). Preto bolo tiez zaujimavé sledovat’ regulaciu expresie tohto enzymu pohlavnymi
hormoéonmi (estrogén dietylstilbesterol, DES) v kuracich tkanivach. Podla vysledkov na
obrazku 39 av tabul’ke 15 mala aplikacia DES u samic za nasledok viac ako dvojndsobny
narast expresie mRNA enzymu 20B-HSD v oblicke. Vo vécsine sledovanych tkaniv vSak po
aplikécii DES doslo bud’ k vyznamnému poklesu expresie mRNA (obli¢ky, ¢revo a semenniky
samcov, ¢revo samic), alebo sa hodnoty expresie pred a po aplikacii DES u samcov a samic
medzi sebou vyznamne nelisili.

Na obrazku 40 je graf zobrazujuci rozdiely v expresii mRNA pre gén [-aktin
v roznych sledovanych tkanivach, rozdiely medzi pohlaviami a po aplikacii DES. U vicSiny
sledovanych tkaniv doslo po aplikécii DES k vyraznému poklesu expresie mRNA pre (-aktin.
Rozdiely v expresii boli tiez pozorované medzi typmi tkaniv (pecen, oblicka <« ostatné
tkaniva). Preto boli vyssie uvedené vysledky expresice mRNA enzymu 20B-HSD vztiahnuté na

celkové mnozstvo RNA povodne pouzité na reverznu transkribciu.
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Obrazok 40. Rozdiely v expresii mRNA génu B-aktinu v roznych tkanivach u samcov a samic pred
apo aplikacii estrogénov. Hodnoty expresie B-aktinu boli prepocitané na celkovih RNA a vyjadrené
Vv relativnych jednotkach ako priemer = SEM, n = 5.

* Statisticky vyznamny rozdiel medzi pohlaviami (P < 0,05)

¥ Statisticky vyznamny rozdiel po aplikacii DES (P < 0,05)
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6. DISKUSIA

Medzi vyznamné prinosy tejto prace patri uspeSné klonovanie a charakterizicia
kuracieho enzymu 20B-HSD ako aj viaceré dokazy o tom, ze u vtakov, podobne ako je tomu
u inych stavovcov, st mnohé tkaniva schopné ucinne metabolizovat’ steroidné hormony ako su
glukokortikoidy, progestiny a androgény.

U vtakov k inaktivacii kortikosteronu dochadza z velkej cCasti za vyuzitia inych
enzymov (20B-HSD), nez aké boli doposial’ identifikované u vacsiny cicavcov (11B-HSD).
Moje vysledky analyzy konverzie steroidnych substratov kortikosteronu a progesteronu
tkanivovymi rezmi kurciat jasne poukazuji na to, Ze konverzia steroidnych hormoénov na
uhliku Czo predstavuje beznu a doleziti vlastnost mnohych kuracich tkaniv. Povodné stadie
z rokov 1989 (DiBattista et al., 1989) a neskor z roku 1998 (Vylitova et al., 1998) dokazali
pritomnost’ enzymov s 20-reduktazovou aktivitou len v ¢reve kacic a kuréiat, a preto tato praca
poskytuje prvy dokaz o takmer vSadepritomnej distribucii tohto enzymu vo vtacich tkanivach.
Najvyssia 20-reduktdzova aktivita bola, pri pouziti substratu kortikosteronu, namerana
Vv oblicke a tenkom ¢reve, hlavnych tkanivach ucinku aldosteronu (mineralokortikoidné cielové
tkanivd). Pomerne vysokd aktivita bola tiez zaznamenand v nemineralokortikoidnych
cielovych tkanivich ako st pefen asemenniky. Z vysledkov inkubacie tkaniv
s kortikosteronom je tiez zjavné, ze 11B-oxidazova aktivita je v tkanivach vtdkov vyznamne
niz§ia nez 20-reduktdzova aktivita. NajvySSiu 11B-oxidazovi aktivitu som zaznamenal
v mineralokortikortkoidnych cielovych tkanivach (oblicky a ¢revo) a vo vajcovode, zatial’ ¢o
kompletne chybala v pe€eni, pohlavnych organoch a mozgu. Vysoka 11B-oxidazova aktivita
v tychto tkanivach (oblicky a ¢revo) pravdepodobne, podobne ako u cicavcov (Stewart
a Krozowski, 1999), predstavuje aktivitu izoformy 11p-HSD2. U cicavcov ma tento enzym
vyznamnu ulohu v lokalnom metabolizme glukokortikoidov a zabezpecuje tak S$pecificitu
ucinku aldosteronu v mineralokortikoidnych cielovych tkanivach. Relativne vysoka
11B-oxidazové aktivita namerand u vtakov vo vajcovode by tieZ mohla ochraiiovat’ tento organ
pred ucinkom vysokych koncentracii glukokortikoidov. Je totiz zndme, Ze tvorba niektorych
z proteinov  vaje¢ného bielka je regulovand estrogénmi, progestinmi, androgénmi
a glukokortikoidmi.  Plati vSak, ze vécSina tychto génov je pocCas primarnej stimulécie
Specificka na estrogény a mozu byt’ indukované progestinmi, androgénmi a glukokortikoidmi
az po sekundarnej opitovnej stimulacii estrogénmi (Muramatsu a Sanders, 1995).

Fyziologickd uloha enzymu 20B-HSD v tkanivach kurc¢iat nie je doposial presne
objasnena. Prace Sandor et al., (1989) a Rafestin-Oblin et al., (1989) dokazuju, ze MR vtakov
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viaze aldosteron aj kortikosteron priblizne s rovnakou afinitou. Rosenberg a Hurwitz, (1987)
vo svojej Studii poukazuju na omnoho vyssie cirkulujuce koncentracie kortikosteronu v Krvi
vtakov nez je tomu u aldosteréonu. V mineralokortikoidnych cielovych tkanivach, ako su
oblicky a ¢revo, by preto enzym 203-HSD spolu s 113-HSD mohol hrat’ ilohu v ochrane MR
pred vézbou s kortikosteronom. Redukcia kortikosteronu na 20B-dihydrokortikosteron tak
pravdepodobne predstavuje systém alternativny k 11p-oxidacii, ked’ze tento metabolit podla
DiBattista et al., (1989) nevykazuje vyznamnu afinitu k MR.

Podl'a udajov v dostupnej literatire sa zda, Ze u vac¢Siny cicavcov sa 20-keto-steroid
dehydrogenéazy predovsetkym podielaju na reguldcii aktivity progesterénu a nezucastiiuju sa
metabolizmu kortikosteronu a inych 11-keto Cp; steroidov (Takada et al., 2000; Imamura et
al., 2001; Nakajin et al., 1988a). Moje vysledky analyzy konverzie progesteronu tkanivom
oblicky a ¢reva kurciat dokazuja pritomnost’ enzymov redukujucich progesterén na uhliku Cz2o
v kuracich tkanivach. Progesteron bol takmer vyhradne metabolizovany na 20pB-
dihydroprogesterén, ¢o poukazuje na pritomnost’ enzymov s vyraznou 20f3-stereosSpecificitou
v ¢reve aoblicke vtakov. Podobne aj DiBattista et al., (1989) identifikovali B-epiméry
kortikosteronu a progesteronu ako hlavné produkty ich metabolizmu v ¢reve kacic. Je mozné,
Ze u vtakov je ten isty enzym zodpovedny za redukciu oboch substratov, progesteronu ako
aj kortikosternu, na uhliku Cz. Neda sa vSak ani vylacit' acast’ inych, doposial presne
neuréenych enzymov s 20B-HSD aktivitou. Z literatiry je zname, Ze 20-redukcia progestinov
U cicavcov vyznamne zniZuje ich biologickl aktivitu. Naopak u niZSich stavovcov (ryby), ma
20-redukcia za nasledok tvorbu biologicky aktivnejSich zluc¢enin. Prikladom je tvorba 17a,208-
dihydroprogesterénu ako dolezitého maturacného faktora u niektorych druhov ryb (Nagahama,
1997).

U cicavcov bol enzym 20B-HSD po prvy krat identifikovany v semennikoch prasiat
a okrem 20B-dehydrogenazovej aktivity bola u neho zistena aj vysoka 3o/p-dehydrogenazova
aktivita (Nakajin et al., 1988a; Ohno et al., 1991). Pritomnost’ 3a/p-dehydrogenazovej aktivity
u prasacieho enzymu tak poukazuje na jeho Ucast’ na metabolizme Cig steroidov, androgénov.
Neskorsie stidie imunochemicky a imunohistochemicky dokazali pritomnost’ tohto enzymu aj
Vv inych tkanivach prasiat, ako st oblicky, pecen, pltca, srdce, mozog a semenniky (Kobayashi
et al., 1996). Preto som sa aj ja prianalyze konverzie steroidnych substratov, okrem
kortikosteronu a progesteronu, zameral aj na sledovanie konverzie radioaktivne znaceného Cig
steroidu 5a-DHT (androstanolonu) niektorymi tkanivami. Vysledky tychto pokusov dokazuju

pritomnost’ enzymov S 3a/B-dehydrogenazovou aktivitou v sledovanych tkanivach. Kym
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Vv ¢reve vyznamne prevladala 3p-reduktazova aktivita, tak vo vajcovode bola 3a-reduktazova
aktivita priblizne dvojnasobne vysSia a V mozgu boli obidve reduktizové aktivity priblizne
rovnaké. Zda sa preto pravdepodobné, ze okrem enzymu 20B-HSD je tento substrat
v sledovanych tkanivach metabolizovany aj inymi steroidnymi dehydrogenazami s 3a- a 3p-
reduktazovou aktivitou.

Vyznam existencie dvoch systémov inaktivacie kortikosterénu (113-HSD a 20B3-HSD)
nie je u vtakov doposial’ presne objasneny. Niektori autori sa domnievaju, ze by funkcné
prepojenie 11B-oxidacie s 20-redukciou cez kosubstraty, mohlo vyrazne stimulovat’ Gc¢inok
tychto steroidnych dehydrogendz (Mercer a Krozowski, 1992). Podla tejto teodrie by
redukované kofaktory vznikajuce aktivitou enzymu 11B-HSD2 mohli byt v dalSom kroku
vyuzité enzymom 20B-HSD na redukciu molekuly kortikosteronu, avSak v tomto pripade na
uhliku Cz. Tedriu o moznom kosubstratovom prepojeni spominanych enzymov podporuje
aj skutoénost’, ze enzym 20B-HSD je cytozolarny protein a 11B-HSD2 (pritomny v membrane
endoplazmatického retikula) ma katalytickii ¢ast molekuly orientovanu tiez smerom do
cytozolu.

Existuju aj dokazy o tom, ze by Czo-redukcia 11-dehydrokortikosterénu mohla este
vyraznejsie znizovat’ jeho biologickl aktivitu (Sabatini et al., 1993). Uz v roku 1989 Sandor et
al. dokazali, ze u kura domaceho 11B-redukcia kortikosteronu priblizne 10-nasobne znizuje
afinitu tohto substratu k MR. Moje vysledky z vytesiiovacieho experimentu, zameran¢ho na
charakterizaciu MR z hl'adiska jeho afinity k 11-dehydro- a 20-dihydro-derivatom
kortikosteronu, st v sulade s tymito pracami. 11-dehydrokortikosterén v mojich pokusoch
vykazoval priblizne 5-krat niZSiu afinitu k MR neZ kortikosteron. Okrem toho som
V experimente  zaznamenal zvySenie hodnoty ECsp u substratu 11-dehydro-20-
dihydrokortikosteronu oproti hodnote ECso u substratu 11-dehydrokortikosteronu. Tieto
vysledky dokazuji, ze 20-redukcia 11-dehydrokortikosteronu znizuje jeho afinitu k MR
priblizne dvojnasobne. Zaujimavym bolo aj zistenie, zZe v pripade redukcie molekuly
kortikosteronu na uhliku Czo (20B-dihydrokortikosterén), bez stcasnej oxidacie funkcnej
skupiny aj na uhliku Ci1, doslo k eSte vyraznejSiemu poklesu afinity substratu k MR. Tento
pokles vSak nebol Statisticky vyznamny v porovnani s dvojitou modifikdciou molekuly
kortikosteronu. Cely experiment dokazuje, Ze 20-redukcia molekuly kortikosteronu
v tkanivach kur¢iat, je z hl'adiska ochrany MR pred neSpecifickou vdzbou s kortikosteronom
ucinnejsia nez 11B-oxidacia.

20B-redukcia kortikosterénu ma v porovnani s 11B-oxidéaciou, okrem toho, Ze sposobuje

vyraznej$i pokles afinity kortikosteronu k MR, aj dalSie vyhody. Na rozdiel od 11B-HSD
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schopnej redukovat’ len Cz1 steroidy s 11-keto skupinou (glukokortikoidy), méze 20B-HSD
svojou 20B-reduktdzovou a 3a/B-oxidoreduktazovou aktivitou naviac ucinne zasahovat do
modulécie ucinku progestinov a androgénov.

Stadium pritomnosti &i nepritomnosti aktivity konkrétnej steroidnej dehydrogenazy na
celom tkanive, alebo zmesi buniek, v§ak vo vicSine pripadov neumoziiuje presne urcit’ aktivitu
tejto dehydrogendzy. Steroidné dehydrogendzy ¢asto metabolizuju Siroké spektrum steroidnych
substratov, prekryvajice sa so spektrom inych dehydrogenaz s podobnymi aktivitami.
PodrobnejsSie charakterizovat kuraci enzym 20B-HSD mi umoznila jeho rekombinantna
expresia v baktériach Escherichia coli s jeho naslednou purifikaciou.

Enzym 20B-HSD prasiat bol prvou identifikovanou anaklonovanou monomérnou
karbonyl reduktazou (Tanaka et al., 1992) u ktorej bola vroku 2001 ur¢ena krystalova
Struktira a identifikované aminokyseliny podstatné pre vizbu substratu a enzymaticka katalyzu
(Ghosh et al., 2001). Mne sa podarilo identifikovat’ a klonovat’ sekvenciu kuracicho enzymu
20p-HSD. Tato sekvencia kodovala protein s dizkou 276 aminokyselin, ¢o predstavovalo
protein o 12 aminokyselin krat§i nez prasa¢i enzym. Nakajin et al., (2001) zistili, ze 12 extra
aminokyselin na C-konci prasacieho proteinu nie je pritomnych u znamych sekvencii inych
stavovcov. Autori tiez ur€ili, Ze u prasaciecho proteinu ma tento kratky peptid stabilizacnu
funkciu pre vézbu niektorych androgénov, progestinov, inych steroidnych latok a koenzymov.

O tom, ze zloZena sekvencia skutocne predstavuje kuraci enzym 20B-HSD, svedcia
vysledky ziskané jej porovnanim so znamymi sekvencia in silico, ako aj analyza enzymatickej
aktivity purifikovaného enzymu, ziskaného rekombinantnou expresiou v baktériach E. coli.
Vroku 2001 Ghosh et al. podrobne popisali terciarnu S$truktiru prasacieho proteinu
a identifikovali uneho katalyticky vyznamné motivy a aminokyseliny. Vysoka sekvenc¢na
homolégia zloZenej kuracej sekvencie s prasac¢im proteinom (78 %) a identickd lokalizacia
aminokyselin Rosmanovho zdhybu (Gly-X-X-X-Gly-X-Gly) atriady aminokyselin
katalytického miesta (Ser140, Tyr194, Lys198) vo vytvorenom trojrozmernom modeli,
predstavovali ddlezité indikatory toho, Ze sa skuto¢ne jedna o kuraci homoldég enzymu 2083-
HSD.

Este vyznamnejSie su z tohto hl'adiska moje vysledky o polyfuncnej enzymatickej
aktivite kuracieho proteinu, pripraveného rekombinantnou expresiou v baktériach, dokazujice
jeho 3o0/B-reduktazovi, 17-oxidoreduktazova a 200/B-oxidoreduktazovu aktivitu. Podl'a Ohno
et al., (1991), prasaci enzym 20B-HSD tiez vykazoval 30/fB,20B-reduktazova aktivitu, kym
uryb (Thibaut a Porte, 2004) bola identifikovana 20a- aj 20B-HSD aktivita, avSak nie je

zname, €1 sa u nich jedna o jeden, alebo dva rézne enzymy. U purifikované¢ho kuracieho
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3-reduktazova a 17-oxidoreduktdzova aktivita ju niekol’konasobne prevySovali. Tieto vysledky
st v stilade s pracami Ohno et al., (1991) a Nakajin et al., (2001), v ktorych autori namerali
u purifikovaného proteinu 20B-HSD prasiat priblizne 10-15 krat vysSiu 3-reduktazovi nez
20-reduktazovt aktivitu. Na rozdiel od prasacieho proteinu, som vSak u kuracieho proteinu
nenameral ziadnu 3-oxidazovu aktivitu, potrebnu pre spiatnu oxidaciu biologicky neaktivnych
30- a 3B-redukovanych androgénov. Dal§im vyraznym rozdielom oproti dostupnym udajom
0 aktivite cicav¢ieho enzymu 20B-HSD je fakt, Ze na rozdiel od proteinu cicavcov, kuraci
rekombinantny protein vyznamne redukoval, ako aj spédtne oxidoval, 17-keto-skupinu
androgénu androstanolonu a testosteronu. Doposial’ bolo u cicavcov popisanych viacero typov
a izoforiem 17B-HSD, ktoré patria medzi AKR aj SDR steroidné dehydrogenazy (Mindnich
et al.,, 2004a). 17-oxidoreduktazova aktivita tychto enzymov sa predovSetkym vyznamne
uplatiiuje v steroidogenéze a reverzibilnej konverzii androgénov (Luu-The, 2001). Peltoketo
et al., (1999) a Luu-The, (2001) poukazuji vo svojich pracach na fakt, ze mnohé izoformy
enzymu 17B-HSD in vitro vykazuji oxidazovu aj reduktazova aktivitu, avSak in vivo vzdy
ucinkuju bud’ len ako oxidéaza, alebo reduktdza. Ked'Zze sa v pripade kuracieho enzymu jedna
0 cytozolarny protein preferujuci kofaktory NADP* a NADPH a cytosol je predovsetkym
charakteristicky pritomnostou kofaktorov  NAD" a NADPH (Luu-The, 2001), je mozné
predpokladat, Zze in vivo bude tento enzym predovSetkym katalyzovat' 17-redukciu
a 3-redukciu androgénov. V takom pripade by kuraci enzym, vzhl'adom na svoj vysoky stupen
expresie v tkanivach a vysoku 3-reduktazovu a 17-reduktazovu aktivitu, ucinne zasahoval do
modulécie u¢inku androgénov v tkanivach vtakov.

Okrem priameho regula¢ného uc¢inku na aktivitu androgénov moéze enzym 208-HSD,
podl'a Nakajin et al., (1998b) aj nepriamo modulovat’ syntézu androgénov a estrogénov
Vv pohlavnych orgénoch. Tito autori zistili, Ze 20B-hydroxyderivaty Cz1 steroidov vznikajlice
ucinkom 20B-HSD st schopné vyrazne inhibovat’ aktivitu cytochromu P450c17, dolezitého pre
biosyntézu androgénov a estrogénov a exprimované¢ho v pohlavnych, ako aj inych orgénoch
vtakov (Boswell et al., 1995; Schlinger et al., 1999).

Zaujimavé su rozdiely vo vysledkoch urcujucich stereoSpecificitu rekombinantného
enzymu 20B-HSD na substrate progesterone (tabul’ka 11), pri ich porovnani s vysledkami
z inkubacie kuracich tkaniv s tymto substratom (graf na obrazku 28). Kym vysledky ziskané
pri inkubdcii tkaniva tenkého creva s progesterénom priblizne odpovedaju stereoSpecificite
purifikovaného proteinu (20B-epimér:20a-epimér = 3:1), tkanivo oblicky redukovalo

progesteron len na 20B-dihydroprogesteron. Vysledky z kvantifikdcie expresie mRNA
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klonovaného enzymu pritom jasne dokazuji, Ze tento enzym je v oblicke exprimovany vo
vysokom mnozstve. Je mozné, Zze v tkanive oblicky su, na rozdiel od creva, pritomné
dehydrogenazy konvertujice vznikajuci 20a-dihydroderivat na blizsie neuréené derivéty. Dalej
moze v bunkdach tkaniva oblicky dochadzat’ k postranslacnym modifikaciam enzymu (napr.
glykozylaciou) spdsobujiicim zmenu jeho substratovej Specificity.

Povodne bola 20B-reduktazovéd aktivita enzymu 20B-HSD identifikovana
v semennikoch neonatalnych prasiat, kde sa tento enzym podiel'a na regulacii koncentracie
steroidnych hormoénov pocas ontogenetického vyvinu (Nakajin et al., 1988a). Neskorsie Studie
vSak dokazali jeho Siroku distribliciu aj v ostatnych tkanivach neonatalnych prasiat (Kobayashi
et al., 1996) au ryb (Guan et al., 1999). To je v sulade s mojimi vysledkami z kvantifikacie
expresie mRNA identifikovaného kuracieho enzymu 20B8-HSD. Enzym bol exprimovany vo
vSetkych analyzovanych tkanivach, pricom uroven expresie sa medzi nimi vyrazne liSila.
NajvysSia expresia mRNA bola zistend v oblicke, hrubom ¢reve a semennikoch kurciat;
s vysledkami o distribticii 20-reduktazovej aktivity z pokusu s inkubdaciou tkanivovych rezov,
kedy najvyssia 20-reduktazova aktivita bola namerand v oblicke, ¢reve a semennikoch kurciat
namerana v pokusoch s tkanivovymi rezmi predstavuje aktivitu naklonovaného enzymu
20B-HSD.

Vysledky kvantifikdcie expresie tieZ dokazuju existenciu vyraznych pohlavnych
rozdielov v expresii mRNA enzym 20B-HSD. Relativne mnozstvo mRNA bolo vo vsetkych
sledovanych tkanivach, bud’ vyznamne vysSie u samcov neZ u samic, alebo medzi pohlaviami
neboli zistené vyznamné rozdiely. Expresia mRNA v oblickach, ¢reve a pohlavnych organoch
bola u samcov kur¢iat vyznamne vy$$ia nez u samic, ¢o je v sulade s vysledkami Imamura
et al., (2001). Tito autori dokazali vyznamné pohlavné rozdiely v aktivite 20B-HSD
v mikrozoémoch izolovanych z obli¢iek potkanov. 20B-reduktdzova aktivita u samic potkanov
bola v porovnani so samcami vyrazne nizSia abola unich indukovatelna aplikaciou
androgénov. Aj Takada et al., (2000) namerali v mikrozémoch izolovanych z pecene potkanov
vyrazne vyssiu 20B-reduktazovl aktivitu u samcov, nez u samic. Moje vysledky kvantifikacie
cDNA v tkanivach kur¢iat, pred a po aplikécii estrogénu DES, poukazuju na regulaciu expresie
20B-HSD estrogénmi. Na rozdiel od androgénov u cicavcov (Imamura et al., 2001), mali
estrogény vo vicSine sledovanych tkaniv u kur€iat vyrazny inhibi¢ny vplyv na expresiu
enzymu 20B-HSD. Tento inhibi¢ny vplyv bol predovsetkym vyrazny u samcov, u ktorych su

plazmatické koncentacie estrogénov Standardne vel'mi nizke a androgénov vysoké. Zda sa
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preto pravdepodobné, ze u samcov kurciat je vysokad expresia mRNA 20B-HSD v tkanivach
vysledkom stimula¢ného U¢inku androgénov, kym u samic nizSia expresia suvisi s inhibicnym
vplyvom estrogénov.

V pokusoch som hodnoty kvantifikacie expresie mRNA v tkanivach vyjadril ako
pomer relativnej koncetracie mRNA génu ku mnozstvu totdlnej RNA povodne pouzitej na
reverzni transkripciu. Bolo dokédzané, Ze totdlna RNA pritom pozostava z85-90 %
Z ribozomalnych rRNA, ktorych expresia je vSeobecne vel'mi stabilna (Barbu a Dautry, 1989;
De Leeuw et al., 1989; Bhatia et al., 1994; Bustin, 2000). Dalsim z dovodov pre pouzitie
celkovej RNA anie niektorého z tradicnych vnutorny $tandardov (,,housekeeping™ génov)
bolo, ze v dostupnej literatire dodnes chybaju prace, ktoré by sa venovali variabilite expresie
roznych ,,housekeeping® génov v tkanivach kurciat. Vhodny ,,housekeeping gén by musel byt
stabilne exprimovany vo vsetkych sledovanych tkanivach a to U oboch pohlavi a zaroven by
jeho expresia nemala byt ovplyvnitelna exogénnou aplikaciou estrogénov. Z hladiska
sledovania rozdielov v expresii sposobenych aplikaciou estrogénov sa javil ako vhodny
vnutorny $tandard gén pre B-aktin. Na to poukazuji napriklad prace Kamata et al., (2005)
a Ace aOkulicz, (1995), ktori sledovali zmeny v expresii hlavnych pouzivanych
,housekeeping® génov ako st B-aktin, cyklofilin A, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
(GAPDH) a ribosomalny protein L19 (RPL19) v maternici primatov a ovariektomizovanych
potkanov po aplikacii exogénnych estrogénov. Medzi tymito génmi vykazoval prave B-aktin
najstabilnejSiu  expresiu. P-aktin a d’alSie tradi€ne pouZivané ,housekeeping” gény
(napr. GAPDH) vsak patria medzi gény s vysokou variabilitou expresie pri porovnani ich
expresie medzi réznymi typmi tkaniv (Hsiao et al., 2001; Warrington et al., 2000). To
dokazuje aj obrazok 40, ktory znazoriiuje rozdiely v expresii B-aktinu v roznych tkanivach
samcov a samic pred a po aplikécii estrogénov v mojich pokusoch. Expresia B-aktinu bola
vyrazne ovplyvnena aplikdciou estrogénov a boli pozorované aj zna¢né pohlavné rozdiely
v expresii v ramcei jedného typu tkaniva.

Moje vysledky z kvantifikacie expresie enzymu 20B-HSD, spolu s vysledkami
0 aktivite rekombinantného proteinu, dokazuji jeho expresiu v mnohych kuracich tkanivach
a vysoku 3a/B-reduktazovt, 17-oxidorektdzovl a 200/B-reduktazovu aktivitu. Tento enzym sa
preto bude vyznamne podiel'at’ na modulacii biologického ucinku Ci9 a Cz1 steroidov ako su

glukokortikoidy, androgény a progestiny v kuracich tkanivach.
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7. SUHRN

Podarilo sa mi dokazat’, ze mnohé kuracie tkanivd si schopné uc¢inne metabolizovat’
steroidné hormoény ako st glukokortikoidy, androgény a progestiny, a tak modulovat’ ich
biologicky ucinok. Glukokortikoid kortikosteron bol v sledovanych tkanivach, podobne ako
u cicavcov, oxidovany na uhliku Ci11 enzymom 11B-HSD. Na rozdiel od cicavcov bol vSak
tento substrat predovsetkym redukovany na uhliku Czo. 20-reduktazova aktivita bola pritomna
vo Vsetkych sledovanych tkanivach a vo vécSine z nich bola vyznamne vysSia nez 11pB-
oxidazova aktivita.

Vyznam dvojitej modifikacie molekuly kortikosteronu (11f3-oxidacia a 20-redukcia)
a moznu spolupracu enzymu 20B-HSD senzymom 11B-HSD pri ochrany MR pred
nespecifickou védzbou s tymto substratom, som dokdzal vytesiovacim experimentom.
Experimentom som zistil, ze 20-redukcia molekuly kortikosterénu vyznamnejSie zniZzuje jeho
afinitu k MR nez 11B-oxidacia. Dvojita modifikacia kortikosteronu (11B-oxidacia spolu
s 20-redukciou) mala, v porovnani s 11-dehydrokortikosteronom (iba 11p-oxidacia), za
nasledok priblizne dvojnasobny pokles jeho afinity k MR. Samotnou 20-redukciou doslo k eSte
vyraznejSiemu poklesu afinity kortikosteronu k MR neZ u dvojitej modifikacie, avsak tento
rozdiel nebol Statisticky vyznamny.

Pokusy s inkubaciou tkanivovych rezov dalej dokazali, Ze ako u cicavcov tak aj
u vtakov, sa enzymy s 20-reduktazovou aktivitou podielaji na metabolizme progesteronu.
Tento substrat bol tkanivom oblicky metabolizovany len na 20p-dihydro-epimér, kym tkanivo
tenkého ¢reva redukovalo progesteron na 20a- a 20B-dihydro-epimér v pomere 1:3.

Vsetky sledované tkaniva vykazovali vysokl 3-reduktazovu aktivitu. Tato enzymaticka
aktivita u mnohych polyfunkénych steroidnych dehydrogenaz predstavuje jednu z ich aktivit
auplatiuje sa predovSetkym pri modifikacii u€inku androgénov. Sledované tkaniva
metabolizovali biologicky aktivny androgén Sa-dihydrotestosteron (androstanolén) na 3a-
a 3pB-hydroxy-epiméry v roznom pomere. Tieto vysledky tak poukazuju na pritomnost
viacerych steroidnych dehydrogenaz s 3a/B-reduktazovou aktivitou.

Na zaklade podobnosti so sekvenciami cicavcov som identifikoval a rekombinantne
exprimoval kuraci enzym 20B-HSD v baktériach E. coli a d’alsimi pokusmi dokazal, ze je
zodpovedny za 3- a 20-reduktdzovi aktivitu nameranu v kuracich tkanivach. Sekvencia
enzymu vykazovala vysoky stupeil aminokyselinovej homoldgie so sekvenciami u inych
stavovcov (cicavce ~ 75 %, ryby ~ 61 %). Vysokd sekvenéna homologia a takmer identicka

trojrozmerna Struktura sekvencie kuracieho a prasacieho proteinu boli dolezité indikatory toho,
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ze identifikovana sekvencia skutocne predstavuje kuraci homolog sekvencie enzymu 203-HSD
prasiat.

Definitivny dékaz o tom, Ze sa skuto¢ne jednalo 0 enzym 20B-HSD poskytli vysledky
dokazujice polyfunkénti aktivitu proteinu pripraveného rekombinantnou expresiou v
baktériach Escherichia coli. U purifikovaného proteinu bola namerana vysoka 3o/f-
reduktazova, 17-oxidoreduktdzova anizSia 200/B-reduktazova aktivita. Inkubaciou enzymu
s androgénmi som zistil, ze 3-reduktazovd a 17-oxidoreduktdzova aktivita enzymu
Vv pritomnosti  kofaktorov. NADP(H), predstavovali najvysSie namerané aktivity. 20-
reduktazova aktivita bola pritom priblizne 10 - 15-krat nizS$ia. Konverzia radioaktivne
znatené¢ho progesteronu rekombinantnym proteinom naviac dokédzala jeho 200/B-
stereoSpecificitu, so zastupenim 200- a 20B-hydroxy-epimérov v podobnom pomere (1:3), ako
Vv pripade vysledkov z inkubdcie tkaniva tenkého Creva s progesteronom.

Distribucia transkriptu enzymu korelovala s aktivitou nameranou na tkanivovych
rezoch a poskytovala tak d’al§i dokaz o tom, ze identifikovany a exprimovany enzym 203-HSD
predstavoval enzym zodpovedny za redukciu Coi steroidov na uhliku Czo u kura. Expresia
mRNA bola najvyssia v oblicke a hrubom creve; nizsia v pohlavnych orgénoch a peceni.

Kvantifikaciou expresie som naviac dokazal pohlavné rozdiely v expresii mRNA pre
sledovany enzym, ako aj regulaény vplyv estrogénov u oboch pohlavi. Expresia bola vo
vacSine tkaniv vysSia u samcov neZ u samic a po aplikécii estrogénov doslo u oboch pohlavi

K jej vyznamnému poklesu.
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9. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

[EH]CS [*H]kortikosteron

11deCS 11-dehydrokortikosteron
11de20diCS 11-dehydro-20-dihydrokortikosteron
170,20p-DHP 170,20B-dihydroxyprogesteron
20diCS 20-dihydrokortikosteron
S50-DHT Sa-dihydrotestosteron

AA akrylamid-bis

AKR ,,aldo-keto reductases‘

AME »apparent mineralocorticoid excess*
APS amonium persulfat

AR androgénovy rceptor

bp bazovy par

CBG ,corticosteroid binding globulin®
CBR karbonyl reduktaza

CBX karbenoxolon

cDNA komplementarna DNA

CS kortikosteron

DBD DNA viazuca doména

DCC ,dextran-coated charcoal suspension‘
DES dietylstilbesterol

DHEA dehydroepiandrosteron

DHP dihydroxyprogesteron

DNA kyselina deoxyribonukleova
DTT ditiotreitol

EDTA kyselina etylén-diamino-tetraoctova
ER estrogénovy receptor

GABA kyselina gamma-aminomaslova
Gly glycin

GR glukokortikoidny receptor

His histidin

HRE ,hormone response elements*
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HPLC
HSD

IPTG

kDa

Kwm

Kad

LB

LBD

Lys

Met

MR
MRNA

n

NAD*, NADH
NADP*, NADPH
PCR

PR

RAR, RXR
RNA

SDR

SDS

Ser

SOC médium
TEMED
TR

Tris

Tyr

uv

VDR

Vmax
X-Gal

Zoznam pouzitych skratiek —

vysokoucinna kvapalinova chromatografia
hydroxysteroid dehydrogenédza
izopropyl-B-D-tiogalaktopyranosid
kilodalton
Michaelisova konstanta
disociacnd konStanta
Luria-Bertrani kultivaéné médium
ligand viazuca doména
lyzin
metionin
mineralokortikoidny receptor
mediitorovd RNA
pocet merani
nikotin-amid-adenin-dinukleotid a jeho redukovana forma
nikotin-amid-adenin-dinukleotid-fosfat a jeho redukovana forma
polymerdzova retazova reakcia
progesterénovy receptor
receptory retinovych kyselin
kyselina ribonukleova
,»short-chain alcohol dehydrogenases*
sodium dodecyl-sulfat
serin
»super optimal catobolite kultivacné médium
tetrametyl-etyléndiamin
tyroidny receptor
tris-hydroxymetyl-aminometan
tyrozin
ultrafialové svetlo
receptor pre vitamin D
maximalna rychlost’ enzymatickej reakcie

5-brémo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranozid
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