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Kljub temu, da v glivnem primarnem metabolizmu ni steroidnih substratov, ima
Cochliobolus lunatus 17p-hidroksisteroid dehidrogenazo, ki relativno dobro
oksidira in reducira nekatere androgene in Se posebno estrogene. 17p-HSDcl
katalizira oksidacijo oz. redukcijo substratov v prisotnosti piridinskih nukleotidov
NADP® oz. NADPH po urejenem dvosubstratno-dvoproduktnem mehanizmu
(ordered bi-bi). V poteku reakcije se na beljakovinski del encima najprej veze
ustrezna oblika koencima, temu sledi vezava substrata in kemi¢na oksido-redukcija,
nato pa v obratnem vrstnem redu najprej izstopi produkt in kon¢no Se spremenjeni
koencim. S skrbno nacrtovanimi poskusi smo tak potek dogodkov Zeleli dokazati,
pri ¢emer je bilo potrebno poskuse izpeljati pod pogoji, ko se vmesni produkti
kopicijo v zadostnih koli¢inah. V predpostavljeni reakcijski shemi smo dolocili vse
kineticne parametre, vendar pa se je zaradi posebnosti sistema, v katerem
sodelujejo zelo slabo topni steroidni substrati, vedno pokazalo, da se med
kataliti¢cnim procesom ternarni kompleks encim-koencim-substrat ne kopi¢i v
zadostnih koli¢inah in ga zato ni bilo mogoce dokazati. V vrsti kineti¢nih poskusov
smo uspeli dolociti hitrostne konstante, znacilne za poenostavljen t.i. Theorell-
Chanceov reakcijski mehanizem. 173-HSDcl kaze visoko afiniteto do piridinskega
koencima, kar ima za posledico nizko hitrost izstopanja koencima. lzstopanje
koencima naj bi bila najpocasnejSa stopnja v reakcijskem mehanizmu, kar smo s
posebej nacrtovanim poskusom tudi prvi¢ dokazali.
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There are no steroid substrates in fungal primary metabolism; however,
Cochliobolus lunatus has an enzyme 17p-hydroxysteroid dehydrogenase, which
catalyzes reduction and oxidation of androgens and especially estrogens relatively
well. 17B-HSDcl converts substrates in the presence of pyridine coenzyme NADP*
or NADPH in the ordered bi-bi reaction mechanism. The first step in the reaction is
coenzyme binding, followed by binding of the substrate. The next step is oxido-
reduction, followed in reverse, first by the dissociation of the product and finally of
the changed form of coenzyme. We tried to prove that the process happened in this
order through several thoroughly planned experiments, which had to be carried out
in specific circumstances, so as to obtain sufficient quantities of intermediates. In
the conceived reaction scheme all kinetic parameters were set, but due to the
peculiarities of the system in which very poorly soluble steroid substrates were
involved, it always came out that in the catalytic process the ternary complex
enzyme-coenzyme-substrate did not accumulate in sufficient quantities and was
thus unable to prove. In a series of kinetic experiments we managed to set rate
constants, characteristic of the simplified Theorell-Chance reaction mechanism.
17B-HSDcl shows high affinity towards the pyridine coenzyme, which leads to the
low speed of coenzyme dissociation. Coenzyme dissociation is believed to be the
slowest phase in the reaction mechanism, which through a specifically designed
experiment has been proven for the first time.
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1UvOD

V glivnem primarnem metabolizmu ni steroidnih substratov, vendar pa ima Cochliobolus
lunatus 17pB-hidroksisteroid dehidrogenazo (17p-HSDcl), ki relativno dobro oksidira in
reducira nekatere androgene in Se posebno estrogene.

17B-hidroksisteroid dehidrogenaze so encimi, ki pretvarjajo aktivne oblike androgenov in
estrogenov v neaktivne, in obratno, in sicer preko specifi¢ne oksido-redukcijske pretvorbe
hidroksilne oziroma karbonilne skupine na mestu 17 steroidnega skeleta. Za svoje
delovanje potrebujejo kofaktor nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP® ali
NADPH) (Laplante in sod., 2009).

Molekulski mehanizem delovanja 17p-HSDcl poteka po urejenem dvosubstratno-
dvoproduktnem mehanizmu (ordered bi-bi). Na beljakovinski del encima se najprej veze
ustrezna oblika koencima, temu sledi vezava substrata in kemi¢na oksido-redukcija, nato
pa v obratnem vrstnem redu najprej izstopi produkt in kon¢no Se spremenjeni koencim
(Kristan, 2003).

Namen dela je opredeliti primernost nekaterih zaporednih dvosubstratnih-dvoproduktnih
reakcijskih mehanizmov rekombinantnega encima 17p-hidroksisteroid dehidrogenaze iz
glive Cochliobolus lunatus. Izmed konkuren¢nih reakcijskih mehanizmov zelimo izbrati
najprimernejSega na osnovi razli¢nih kineti¢nih in nekineti¢nih kriterijev.

Postavili smo hipotezi, da se v kataliti¢ni pretvorbi steroidnega substrata s 17p-HSDcl
ternarni kompleks encim-koencim-substrat ne kopi¢i, in da je najpoasnejSa stopnja

zasledovane encimsko katalizirane reakcije izstopanje pretvorjenega koencima.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HIDROKSISTEROID DEHIDROGENAZE

Hidroksisteroid dehidrogenaze (HSD) so encimi, ki stereospecificno in reverzibilno
katalizirajo pretvorbo hidroksilne skupine v ketonsko skupino ob prisotnosti koencima
NAD*/NADP"* (Steroid nomenclature, 1990). Poznamo 30-HSD in 20a-HSD, najbolj
raziskane pa so 3f-HSD, 113-HSD in 173-HSD. Najdemo jih v razli¢nih organizmih, od
mikroorganizmov do sesalcev. Pri sesalcih katalizirajo zadnjo stopnjo biosinteze steroidnih
hormonov, in sicer estrogenov in androgenov, uravnavajo pa tudi njihovo aktivnost. V
nekaterih tkivih aktivne steroide pretvarjajo v neaktivne in s tem uravnavajo njihov uéinek
na jedrne receptorje (Penning, 1997). HSD wuvr§¢amo v naddruzino kratkoveriznih
dehidrogenaz/reduktaz (SDR) (Persson in sod., 2009). Izjema je 17B-HSD tipa 5 oz.
AKR1C3, ki spada v naddruzino aldo/keto-reduktaz (AKR) (Jin in Penning, 2007).

2.1.1 Naddruzina kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz (SDR)

V naddruzino kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz uvr$¢amo encime velikosti 25-35
kDa, za katere je znacilno, da imajo kljub 25 % ujemanju v aminokislinskem zaporedju,
podoben nacin zvitja in reakcijski mehanizem ter visoko ohranjena zaporedja (Penning,
1997). Encimi imajo ohranjena dolo¢ena zaporedja, in sicer vezavno mesto za koencim
(Gly-X-X-X-Gly-X-Gly) ter aktivno mesto (Tyr-X-X-X-Lys). Vezavno mesto za koencim,
ki je del Rossmanovega zvitja (slika 1), lezi na N-terminalnem delu, medtem ko je aktivno
mesto prisotno v osrednjem delu aminokislinskega zaporedja (Krozowski, 1992;
Krozowski, 1994). Posebna porazdelitev a-vijacnic in B-plasti (B-o-B-a-B)z, t.i.
Rossmanovo zvitje, je znacilna za celotno naddruzino SDR (Oppermann in sod., 2003). Ti
encimi delujejo kot izomeraze, epimeraze ali oksidoreduktaze, obicajno pa so aktivni v di-
oz. tetramerni obliki (Joernvall in sod., 1995). Sodelujejo pri metabolizmu hormonov,
oksidaciji ma$¢obnih kislin in biotransformaciji ksenobiotikov (Oppermann in sod., 2001),
povezani pa so tudi z nastankom nekaterih bolezni, in sicer rakavih obolenj (Lin in sod.,

1999), bolezni policisti¢nih ledvic (Fomitcheva in sod., 1998), povisanega krvnega tlaka
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(Liin sod., 1998), Alzheimerjeve bolezni (He in sod., 1999) in debelosti (Masuzaki in sod.,
2001).

2.1.2 Hidroksisteroid dehidrogenaze pri bakterijah, glivah in kvasovkah

17B-HSD so prisotne v mikroorganizmih, in sicer v bakterijah, kvasovkah in glivah
(Lanisnik Rizner in sod., 2001).

Vloga HSD pri bakterijah je razstrupljanje in razgradnja eksogenih steroidov, ki sluzijo kot
vir energije in ogljika. 33,17B-HSD iz bakterije Comamonas testosteroni in 3a,203-HSD iz
aktinomicete Streptomyces hydrogenans sodelujeta pri razstrupljanju steroidov eksogenega
izvora ter pri transportu steroidov skozi membrano (Lanidnik Rizner in Zakelj-Mavric,
2000). 3B,17p-HSD bakteriji C. testosteroni omogoca izrabo steroidov kot edinega vira
ogljika, kar je tudi razlog povecane odpornosti bakterije na steroidne antibiotike (Mindnich
in sod., 2004). Raziskane so tudi 7a-HSD iz bakterije Escherichia coli, 70-HSD iz
Eubacterium sp., 17B-HSD iz S. hydrogenans ter 17p-HSD iz Alcaligenes sp. (Yin in sod.,
1991).

17B-HSD so sprva odkrili pri dveh vrstah gliv, in sicer pri Cochliobolus lunatus (17p-
HSDcl) ter Cylindrocarpon radicicola, kasneje pa tudi pri Stevilnih drugih. Doslej so 17p-
HSD izolirali iz gliv C. lunatus in C. radicicola ter dolo¢ili tudi nukleotidno zaporedje
genov, ki kodirajo omenjen encim, klonirali pa so le 17p-HSDcl (LanisSnik RiZzner in sod.,
1996; Lanisnik Rizner in sod., 1999). Encima iz omenjenih gliv se med drugim razlikujeta
po tem, da je 17B-HSD iz C. radicicola inducibilna, 17B-HSDcl pa konstitutivna (Lanisnik
Rizner, 1996). Konstitutivno 17p-HSD so dokazali tudi pri drugih nitastih glivah, kot so
Mucor spinosus, Rhizopus nigricans, Fusarium lini, Pleospora herbanum, Pleurotus
ostreatus, Trichoderma viride in Stropharia rugosa (Lanisnik Rizner in sod., 1992;
Lani$nik RiZner in Zakelj-Mavri¢, 2000).

Razli¢ne vrste kvasovk so prav tako sposobne pretvorbe steroidov, in sicer androstendiona,
testosterona, estrona in estradiola (Lanisnik RiZner in sod., 2001a; LanisSnik RiZner in sod.,
2001b; LaniSnik Rizner in sod., 2001c). 17B-HSD aktivnost so odkrili pri mezofilnih
kvasovkah Candida tropicalis, Cryptococcus tsukubaensis, Saccharomyces cerevisiae in
ekstremofilnih kvasovkah Hortaea werneckii, Trimmatostroma salinum in Phaeotheca

triangularis (Lanisnik Rizner in sod., 2001c).
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Peroksisomalni multifunkcionalni encim tipa 2 (MFE-2) ((3R)-hidroksiacil-CoA
dehidrogenaza/2-enoil-CoA hidrataza 2) iz S. cerevisiae in C. tropicalis, ki primarno
sodeluje pri P-oksidaciji mascobnih kislin, prav tako izkazuje 17B-HSD aktivnost.
Rekombinantna (R)-3-hidroksiacil-CoA dehidrogenazna domena encima MFE-2 iz
kvasovke C. tropicalis deluje podobno kot ¢loveski MFE-2 encim, imenovan tudi 17f-
HSD tipa 4 (Lanisnik RiZner in sod., 2001a).

2.1.3 Mehanizem delovanja hidroksisteroid dehidrogenaz

HSD katalizirajo oksidoredukcije steroidov s pomocjo koencimov NADP(H) ali NAD(H),
ki prenasajo redukcijske ekvivalente. Delujejo po zaporednem mehanizmu, pri cemer se na
encim vezeta koencim (A) in substrat (B). Nastane ternarni kompleks, po reakciji pa encim
zapustita oba, produkt (P) in druga oblika koencima (Q).

V primeru, da se substrat B ne veze na prosti encim, ampak le na binarni kompleks EA
oziroma, ¢e se¢ P lahko veZe le na kompleks EQ, govorimo o obveznem zaporednem

mehanizmu (compulsory-order, ordered Bi-Bi).

E < EA < EAB < EQP <+ EQ < E

V primeru, da vrstni red vezave za nastanek ternarnega kompleksa ni pomemben,

govorimo o nakljuénem zaporednem mehanizmu (random-order, random Bi-Bi) (Engel,

1977).

Molekulski mehanizem delovanja 17B8-HSDcl poteka po t.i. Theorell-Chanceovem
reakcijskem mehanizmu, ki predpostavlja zaporedno urejeno dvosubstratno encimsko
reakcijo (ordered Bi-Bi) brez kopicenja ternarnega kompleksa encim-koencim-substrat.
Kompleks nastane, a obstaja le tako kratek ¢as, da ga v raztopini ne moremo dolociti
(Kristan, 2003).

HSD iz naddruzine SDR tvorijo ternarni kompleks po obveznem in naklju¢nem
zaporednem mehanizmu, vse do zdaj raziskane HSD iz naddruzine AKR pa delujejo

izkljuéno po obveznem zaporednem mehanizmu (Penning, 1997).
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2.1.4 Kataliti¢ni mehanizem hidroksisteroid dehidrogenaz iz naddruzine SDR

Pri HSD iz naddruZine SDR lezi koencim v aktivnem mestu v sin konformaciji, kar
omogoca, da se 4-pro-(S) hidridni anion iz nikotinamida prenese na a-Stran steroidnega
substrata.

HSD iz omenjene naddruZine imajo ohranjeno zaporedje Tyr-X-X-X-Lys. Tyr in Lys sta
Klju¢na za encimsko katalizo. Lys stabilizira ribozo ter zniza pKa fenolne skupine Tyr, ki
po potrebi deluje kot kataliticna kislina ali baza. Z usmerjeno mutagenezo so potrdili tudi
pomen bliznjega Ser. Tyr in Ser elektrofilno napadeta karbonilni kisik na mestu 17 na
substratu in s tem pripomoreta, da ogljikov atom sprejme (pro)-S hidridni anion.

2.2 NITASTA GLIVA COCHLIOBOLUS LUNATUS

Nitasto glivo Cochliobolus lunatus uvrs¢éamo med askomicete (Ascomycota), ki imajo
deljene hife in dvoplastne hitin-glukanske celi¢ne stene. V naravi obstaja kot teleomorfni
mikroorganizem, za katerega je znacilen popoln spolni ciklus razmnozevanja s tvorbo
askospor. Razmnozevalne oblike glive C. lunatus so zelo razli¢ne, kar je znacilnost vecine

vi§jih gliv (Rozman, 1993).

2.2.1 17p-hidroksisteroid dehidrogenaza iz glive C. lunatus

Med vsemi glivnimi SDR je najbolje raziskana 17p-hidroksisteroid dehidrogenaza iz glive
C. lunatus (17p-HSDcl). 17B-HSDcl je encim, ki v prisotnosti koencima NADP(H)
regiospecifi¢no Kkatalizira oksido-redukcije androgenov in estrogenov, npr. 4-estren-3,17-
diona in 4-estren-17p-ol-3-ona (Lanisnik Rizner in sod., 2001a).
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Slika 1: Rossmannovo zvitje 173-HSDcl; aminokisline kataliti¢ne triade: Tyr167, Ser153 in Lys171; Arg28
za specifi¢no vezavo NADP(H) koencimov; oranZno: substrat 4-estren-3,17-dion; NADPH v barvah atomov
(svetlo modra: ogljiki, rdeca: kisiki, temno modra: dusiki). Polipeptidna veriga proteina je obarvana:
violi¢no: vijaénice, rumeno: beta strukture, modro: obrati, belo: neurejena struktura (Humphrey in
s0d.,1996).
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Slika 2: Reaktanti in kataliti¢na triada 17B-HSDcl na zacetku in na koncu reakcije; prikazani so le tisti H
atomi, ki sodelujejo v reakciji (Humphrey in sod., 1996).

Aminokislinsko zaporedje 17B-HSDcl vkljucuje zaporedja, ki so znacilna za naddruZino
SDR, in sicer vezavno mesto za koencim Gly-X-X-X-Gly-X-Gly in aktivno mesto Tyr-X-
X-X-Lys. Z usmerjeno mutagenezo so potrdili, da sta v aktivnem mestu encima Tyr167 in
Lys171, poleg tega pa tudi His164 in Tyr212, ki sicer ne sodelujeta pri vezavi, temvec sta

le steri¢na ovira za dostop substrata in koencima (Kristan, 2003). V fizioloSkih razmerah
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deluje 17B-HSDcl kot dimer (LaniSnik Rizner in sod., 1999). Med aminokislinskimi
ostanki Argl29 in Glull7/Asp121 ter Hislll in Aspl87 nastajajo solni mosti¢ki oz.
vodikove vezi. Mo¢ne hidrofobne in aromatske interakcije med oE- in aF-vijaCnicama
obeh podenot (oz. Phel20, Phe 124, Phe 132, Phe133 in Phel77) stabilizirajo dimerizacijo.
Monomeri kljub ohranjeni sekundarni zgradbi niso aktivni (Kristan in sod., 2005).

Encim je homologen nekaterim glivnim reduktazam, ki sodelujejo v biosintezi
mikotoksinov in pigmenta melanina, in sicer versicolorin reduktazi (VerA) iz vrste
Emericella nidulans (65 %), versicolorin reduktazi (Verl) iz Aspergillus parasiticus (67
%) ter 1,3,8-trihidroksinaftalen reduktazi (THNR) iz Colletotrichum lagenarium (61 %) in
Magnaporthe grisea (61 %). Podobnost so odkrili tudi s 7a-HSD iz bakterije Escherichia
coli (37%) ter s ¢loveskima 17B-HSD tipa 4 in 8 (31 %) (Lanisnik Rizner in sod., 1999).

V glivi C. lunatus so dokazali endogeno sintezo steroidnega hormona testosterona iz
radioaktivne mevalonske kisline (Kastelic-Suhadolc in sod., 1994), zato bi bil lahko
naravni substrat encima 178-HSDcl endogeni steroid. Konstitutivna 178-HSDcl bi bila
lahko udelezena v uravnavanju koncentracije aktivne steroidne signalne molekule, saj so v
citosolu in plazemskih membranah glive C. lunatus odkrili tudi vezavne proteine za
androgene steroide (Kastelic-Suhadolc in Lenasi, 1992; Zakelj-Mavri¢ in sod., 1995).
FizioloSka vloga encima Se vedno ni pojasnjena. 173-HSDcl bi bila lahko vkljucena v
sekundarni metabolizem, saj je izrazanje proteina najvecje v stacionarni fazi rasti. Tako kot
homologna encima Verl in THNR, bi lahko tudi 17B-HSDcl sodelovala pri biosintezi
mikotoksinov in melanina. Znano je, da C. lunatus sintetizira toksina brefeldin A in
kurvularin, ki vsebujeta karbonilne in hidroksilne skupine, in bi bila lahko, tako kot
steroidi, podvrZzena oksido-redukciji. Mozno je tudi, da 17B-HSDcl sodeluje pri
detoksifikaciji eksogenih steroidov. Znano je, da doloCeni steroidi zavirajo rast gliv. 17p-
HSD iz Shizosaccharomyces pombe inaktivira steroid 4-androsten-3,17-dion, ki negativno
vpliva na rast in morfologijo kvasovke. Podoben nacin detoksifikacije so opisali tudi pri
kvasovki Candida albicans (Lani$nik RiZner in sod., 2001b).

58 % identi¢nost aminokislinskega zaporedja THNR iz glive M. grisea in 17p-HSDcl, je
na podlagi kristalne zgradbe THNR omogocila izdelavo tridimenzionalnega atomskega
modela 17B-HSDcl. V aktivno mesto so modelirali koencim NADPH in substrat
androstendion, podobno kot sta estradiol in ekvilin vezana v aktivnem mestu ¢loveske 17p-
HSD tipa 1 (Lanisnik RiZner in sod., 2000).
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2.2.1.1 Aminokisline, ki so pomembne za vezavo koencima in substrata

Aminokisline v aktivnem mestu in njegovi bliZini:

Aminokislinski ostanki kataliticne triade so Serl53, Tyrl67 in Lys171 (34). Prol97 in
Pro234 razmejujeta rigidno glavno verigo od prozne zanke, ki pokriva aktivno mesto
(Lanidnik Rizner in sod., 2000). Dostop do aktivnega mesta ovirata His164 in Tyr212, ki
sta povezana z vodikovo vezjo (Filling in sod., 2002).

Stabilizacija nikotinamidnega obroca koencima:

Pri stabilizaciji nikotinamidnega obroca koencima sodelujejo razlicne aminokisline.
Thr200 in Thr202 z amidno skupino nikotinamida tvorita vodikovo vez (Kristan in sod.,
2003), Met204 pa naj bi nikotinamidni del koencima usmeril v ustrezen poloZaj za potek

reakcije (Brunskole in sod., 2009).

Aminokisline, ki dolo¢ajo koencimsko specifi¢nost:

Pri encimih, ki kot kofaktor uporabljajo fosforiliran koencim (NADP(H)), se dva negativna
naboja 2'-fosfatne skupine izravnata z enim ali dvema pozitivnima nabojema na proteinu
(Persson in sod., 2003). V primeru 17B3-HSDcl je za to odgovoren Arg28, ki je del
vezavnega mesta za koencim (Kristan in sod., 2007).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Laboratorijska oprema

tehtnici: E. Mettler

Sartorius Basic

magnetno mesalo: ROTH, R 1000
pH meter: HANNA instruments
stresalniki: Kambi¢

PTR-60, Grant-bio
centrifuge: Beckman, J2-CM, rotor JA14

Eppendorf 5415 D
Eppendorf 5810 R

vodna kadicka: KA, WB 13

fotometer: UV1101, Biotech Photometer

spektrofotometer: Perkin Elmer, Lambda 45,
UV/VIS spektrofotometer

stop-flow aparatura: SF/PQ-53, Hi-Tech Scientific

luminiscenc¢ni spektrometer: Perkin Elmer, LS 55

3.1.2 Bakterije

Escherichia coli: sev BL 21 s plazmidom pGex-17p-HSDcl
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3.1.3 Raztopine, pufri, gojisce

Ampicilin (c=50 mg/ml):
Zatehtamo 0,75 g ampicilina in ga raztopimo v 15 ml bidestilirane vode. Razdelimo v 1,5
ml alikvote in hranimo pri -20 °C.

IPTG (c=25 mg/ml)
Zatehtamo 0,50 g IPTG in ga raztopimo v 20 ml bidestilirane vode. Razdelimo v 1 ml

alikvote in hranimo pri —20 °C.

Lizocim (c=24 mg/ml)
Zatehtamo 240 mg lizocima in ga raztopimo v 10 ml PBS. Razdelimo v 1 ml alikvote in

hranimo pri -20 °C.

Trombin (c=1 U/ul)
1000 enot trombina raztopimo v 1 ml bidestilirane vode. Razdelimo v 40 pl alikvote in

hranimo pri -70 °C.

BSA (c=1 mg/ml)
Zatehtamo 1 mg BSA in ga raztopimo v 1 ml bidestilirane vode. Raztopino hranimo v
hladilniku.

PBS:
140 mM NaCl (8,2 g)
2,7 mM KCI (0,2 g)

10 mM Nay;HPO4 (1,409
1,8 mM KH,PO, 0,2 9)

destilirana voda (@1l

pH uravnamo na 7,3 in 20 min avtoklaviramo pri 121 °C in tlaku 1,2*10° kPa.
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Gojisce 2YT:

pastone (30,4 9)

kvasni ekstrakt (19,0 0)

NaCl (9,50)

destilirana voda (ad1,91)

pH uravnamo na 7,0 in 20 min avtoklaviramo pri 121 °C in tlaku 1,2*10° kPa.

3.2 METODE

3.2.1 Gojenje bakterij in indukcija izrazanja

Reagenti:

2YT gojisce
ampicilin (50 mg/ml)
IPTG (100 mM)

Postopek:
V stiri 500 ml erlenmajerice s 50 ml 2YT gojis¢a in 100 ul ampicilina (100 pg/ml 2YT)

smo nacepili E. coli , BL 21 s plazmidom pGex-173-HSDcl. Po 16-urni inkubaciji (37 °C,
200 rpm, stresalnik Kambic) smo po 22 ml te bakterijske predkulture nacepili v osem 2 |
erlenmajeric z 200 ml 2YT gojisca in 400 ul raztopine ampicilina. Inkubacija je potekala v
enakih razmerah, dokler ni opti¢na gostota pri 600 nm znaSala priblizno 1. Po dosezeni
opti¢ni gostoti smo v vsako erlenmajerico dodali 1 ml pripravljene raztopine IPTG.

Indukcija izrazanja je potekala 3 ure (37 °C, 200 rpm, stresalnik Kambic).
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3.2.2 Regeneracija glutation sefaroze

Reagenti:
20 % etanol

pufer PBS

glutation: 10 mM v 50 mM Tris-u; pH=8,0
0,1 M Tris v 0,5 M NaCl; pH=8,5

0,1 M Na acetat v 0,5 M NaCl; pH=4,5

Postopek:
Gel smo resuspendirali v 20 % etanolu, ga centrifugirali (4 °C, 5 min, 2000 rpm, centrifuga

Beckman, J2-21, rotor 14) in 4-krat sprali s trikratnim volumnom pufra PBS. Med spiranji
smo ponovili centrifugiranje. Nato smo gel 2-krat po 30 min inkubirali na sobni
temperaturi s trikratnim volumnom 10 mM glutationa v 50 mM Tris-u (pH=8,0). Ob tem
smo odstranili vezano glutation-S-transferazo. Sledilo je trikratno izmeni¢no spiranje gela
s trikratnim volumnom 0,1 M Tris-a v 0,5 M NaCl (pH=8,5) in trikratnim volumnom 0,1
M Na acetata v 0,5 M NaCl (pH=4,5). Gel smo Se dvakrat sprali s trikratnim volumnom

pufra PBS, ga resuspendirali v 20 % etanolu in shranili pri 4 °C.

Wew W

3.2.3 Izolacija in CiS¢enje proteina

Reagenti:
pufer PBS

lizocim (24 mg/ml PBS)

MgCl, (1M)

endonukleaza (346 U/ul)

gel za afinitetno kromatografijo: Glutathion Sepharose 4B, Pharmacia Biotech
trombin (1 U/pl)
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Postopek:

Gojisce smo centrifugirali (5000 rpm, 5 min, centrifuga Beckman), supernatant zavrgli, E.
coli pa resuspendirali v 2-krat 40 ml PBS. Suspenziji celic, ki je bila na ledu, smo dodali
400 pl lizocima, da je razgradil celi¢no steno, nato pa smo suspenzijo 6-krat zamrzovali in
odtajali, s ¢imer smo porusili strukturo membran. Suspenziji smo na ledu dodali $e 200 pl
1M MgCl, ter 1 ul endonukleaze (346 U/ul) in na sobni temperaturi na stresalniku
(stresalnik PTR-60, Grant-bio) inkubirali 15 min.

Kulturo smo centrifugirali (4000 rpm, 5 min, centrifuga Eppendorf in 5000 rpm, 10 min,
centrifuga Beckman) supernatant pa preko gaze prefiltrirali v sterilno epruveto. Dodali smo
2 ml gela za locitev fuzijskega proteina (glutation-S-transferaza-17p-HSDcl) z afinitetno
kromatografijo. Gel smo skupaj s supernatantom stresali 2,5 h pri 4 °C (stresalnik CAT),
nato pa ga 8-krat spirali s hlajenim PBS (2000 rpm, 5 min, centrifuga Eppendorf). Prenesli
smo ga Vv 4 alikvote in dodali trombin (1. alikvot 30 pl/ml gela; 2., 3. in 4. alikvot 15 pl/ml
gela), da se je 17B-HSDcl odcepila od glutation-S-transferaze, ki je ostala vezana na gelu.
Gel s trombinom smo preko noci stresali pri 4 °C (stresalnik PTR-60, Grant-bio). Po
centrifugiranju (200 rpm, 5 min, centrifuga Eppendorf) smo supernatant odpipetirali ter Se
enkrat centrifugirali (14000 rpm, 5 min, centrifuga Eppendorf), da se je ves gel lo¢il od

raztopine proteina. Raztopini proteina smo nato dolo¢ili koncentracijo.

3.2.4 Dolocevanje koncentracije proteina po Bradfordovi metodi

Reagenti:
pufer PBS

Bradfordov reagent
BSA-standard (1 mg/ml)

Postopek:

Koncentracijo proteina smo dolocili po uveljavljeni Bradfordovi metodi. 5 pl raztopine
proteina smo dodali 900 pl PBS ter 100 pl Bradfordovega reagenta. Ker za dolo¢evanje
koncentracije proteina potrebujemo umeritveno premico, smo enako naredili z 1 pl, 2 ul, 3

ul, 4 pl, 5 pl in 7 pl standardne raztopine BSA ter nato pri 600 nm merili absorbanco.
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3.2.5 SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza

Reagenti:
12 % lo¢ilni gel:
3,35 ml destilirane vode
2,5ml 1,5 M Tris-HCI (pH=8,8)
100 ul 10 % SDS
4 ml 30 % akrilamida/bis akrilamida
50 ul 10 % amonijevega persulfata (APS)
5 ul TEMED-a

koncentrirni gel:
6,1 ml destilirane vode
2,5ml 0,5 M Tris-HCI (pH=6,8)
100 ul 10 % SDS
1,3 ml 30 % akrilamida/bis akrilamida
50 ul 10 % amonijevega persulfata
10 ul TEMED-a

barvanje proteina:
0,1 % Coomassie briliant blue barvilo
7 % ocetna kislina

Postopek:

Loceno smo pripravili koncentrirni in loc¢ilni gel. Locilni gel smo nalili med stekli in prelili
s 30 % etanolom. Gel se je strjeval 45 min. Etanol smo nato sprali z vodo, popivnali s filter
papirjem in nalili koncentrirni gel, ki se je strjeval 35 min.

Vzorce proteina z maso 4 pug smo denaturirali v pufru za pripravo vzorca (razmerje
volumnov 3:1, 95 °C, 5 minut). Ohlajene vzorce in standard smo nanesli na gel. V kadicko
smo dolili elektroforezni pufer, ki smo ga predhodno 5-krat red¢ili. Elektroforeza je
potekala 50 min pri napetosti 190 V.

Po koncu elektroforeze smo gel potopili v Coomassie briliant blue barvilo in segrevali do

vrenja. Nato smo barvilo odlili, gel sprali z navadno vodo, dolili 7 % ocetno kislino in spet
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segrevali do vrenja. Ocetno kislino smo odlili in gel ponovno sprali z destilirano vodo.
Postopek segrevanja do vrenja v ocetni kislini in spiranja z destilirano vodo smo 4-krat

ponovili. Pri tem se je ozadje gela razbarvalo, proteini pa so ostali obarvani.

3.2.6 Kineti¢ni poskusi

3.2.6.1 Materiali

Razmere merjenja:

2=340 nm
T=25°C

Reagenti:
100 mM fosfatni pufer (pH=8,0)

1% DMF

Oksidacija:
substrat: 4-estren-17p3-o0l-3-on

koencim: NADP”*

Redukcija:
substrat: 4-estren-3,17-dion

koencim: NADPH

koencim NADP™:
Mr=765,4 g/mol
0% Cistosti=98 %

c=12 mM oz. y=9,37 mg/ml
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koencim NADPH:
Mr=833,4 g/mol
% Cistosti=97 %

c=12 mM oz. y=10,31 mg/ml

substrat 4-estren-17p-ol-3-on:
Mr=274,41 g/mol
¢=20 mM oz. y=5,49 mg/mi

substrat: 4-estren-3,17-dion
Mr=272,39 g/mol
¢=20 mM oz. y=5,48 mg/ml

encim:
Mr=28000 g/mol
¢=0,5 uM oz. y=1,03 mg/ml

3.2.6.2 Postopek

3.2.6.2.1 Klasicen spektrofotometer

Izoliran in ociS¢en encim smo kineticno opredelili z merjenjem njegove aktivnosti za
redukcijo 4-estren-3,17-diona in oksidacijo 4-estren-17p-ol-3-ona v prisotnosti ustreznih
koencimov. Reakcije oksidacije in redukcije smo zasledovali s pomocjo Perkin Elmer,
Lambda 45, UV/VIS spektrofotometra. Spremljali smo spreminjanje absorbance pri 340
nm, tj. valovna dolzina, pri kateri absorbira NAD(P)H z molarnim absorbcijskim
koeficientom 6600 1/mol*cm. Izvedli smo ve¢ meritev v prisotnosti razlicnih koncentracij
obeh steroidov (20-140 uM) in koencimov (20-140 uM). Koncentracija encima je bila 0,5
uM. Vse meritve smo opravili v 100 mM fosfatnem pufru, pH 8,0 pri 25 °C. Zaradi boljse
topnosti steroidov je koncna raztopina vsebovala 1 % DMF. Reakcije redukcije in

oksidacije smo spremljali do doseZenega ravnotezja.
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3.2.6.2.2 Naprava za merjenje hitrih reakcij

NajpocasnejSo stopnjo V kataliticnem procesu pretvorbe steroidnega substrata s 17[-
HSDcl smo zeleli dolociti s pomoc¢jo naprave za merjenje hitrih reakcij (»stopped-flow
apparatus« SF/PQ-53, Hi-Tech Scientific). Zasledovali smo c¢asovni potek redukcije
NADP”, in sicer fotometri¢no pri valovni dolzini 340 nm. Alikvota dveh raztopin, od
katerih je prva vsebovala encim in koencim, druga pa substrat, smo zmeSali v meSalni
celici »stopped-flow« naprave. Kon¢na koncentracija encima je bila 4,7 uM, koncentracija
koencima 400 uM, koncentracija substrata pa 145 uM. Meritev smo opravili v 100 mM
fosfatnem pufru, pH 8,0 pri 25 °C. Zaradi boljSe topnosti steroidov je kon¢na raztopina
vsebovala 1 % DMF.

3.2.6.3 Analiza kineti¢nih podatkov

3.2.6.3.1 Dolocitev ravnotezne konstante

Ravnotezno konstanto oksido-redukcije s 17B-HSDcl smo dolo¢ili tako, da smo v
prisotnosti encima zasledovali pretvorbo doloc¢enih zacetnih koncentracij steroidov in
koencimov, dokler se absorbanca ni ve¢ spreminjala. 1z sprememb absorbance smo
izraCunali koli¢ino pretvorjenega koencima in zaradi stehiometriénega razmerja tudi
koli¢ino pretvorjenega steroida. Tako smo dobili podatke za ravnoteZzne koncentracije

reaktantov in produktov in iz njih izracunali ravnotezno konstanto.

3.2.6.3.2 Dolo¢itev vezavnih konstant za koencim

Vezavni konstanti za koencim NADPH (K;) in koencim NADP" (K) smo dolo¢ili z
merjenjem sprememb Vv intenziteti intrinzi¢ne triptofanske fluorescence. 17p-HSDcl
vsebuje dva triptofana, in sicer Trp 239 in Trp 257. Encimu smo dodajali po 1 pl razli¢nih
koncentracij obeh koencimov (0-20 uM). Vzorci smo vzbudili s svetlobo valovne dolZine
290 nm, emitirano svetlobo pa smo merili pri 335 nm. Dobljene rezultate smo analizirali s

pomocjo enacbe:
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FIFo = (Ki*A)/(Ki+c(NADPH)) + (Ko*Ay)/(Ko+c(NADP™Y)) 1

3.2.6.3.3 Dolocitev zacetnih hitrosti reakcije

Zacetne hitrosti Smo dolocili za reakciji oksidacije in redukcije pri razli¢nih koncentracijah
substrata (0-140 uM) in ustreznega koencima (0-140 uM). Zacetne hitrosti predstavljajo
tangente na izmerjene krivulje spreminjanja absorbance NADPH v ¢asu ni¢. Pri redukciji
se zaradi zmanjSevanja koncentracije NADPH absorbanca zmanjSuje, pri oksidaciji pa se
zaradi nastajanja NADPH absorbanca povecuje.

3.2.6.3.4 Meritve casovnega poteka oksidacije in redukcije s klasi¢nim spektrofotometrom

V prisotnosti 17B-HSDcl smo zasledovali naraséanje in padanje koncentracije NADPH, ki
je posledica pretvarjanja steroidov. Pri oksidaciji, kjer je NADPH nastajal, smo kot
substrat uporabili 4-estren-17p-ol-3-on, pri redukciji, kjer se je NADPH porabljal, pa 4-
estren-3,17-dion. Pogoje reakcije smo izbrali tako, da se je vsakokrat porabil eden izmed
reaktantov, kar nam omogoca razreSitev mehanizma reakcije. V smeri redukcije smo
koncentraciji substrata in koencima spreminjali od 50 do 100 uM, v smeri oksidacije pa od

50 do 200 uM. Koncentracija encima je bila vedno 0,5 uM.

3.2.6.3.5 Meritev ¢asovnega poteka prve pretvorbe 4-estren-17p-ol-3-ona s 17p-HSDcl v

prisotnosti NADP™ z napravo za merjenje hitrih reakcij (»stopped-flow)

Pretvorbo 4-estren-17B-ol-3-ona smo merili z napravo za merjenje hitrih reakcij (stopped-
flow apparatus). Alikvota dveh raztopin, od katerih je prva vsebovala 800 pM NADP” ter
9,4 uM 17B-HSDcl, druga pa 290 uM substrat 4-estren-17p-ol-3-on, smo zmesali v
volumskem razmerju 1:1. Absorbanco nastajajo¢ega NADPH smo zasledovali kot dvojno
zaporedno meritev, in sicer najprej v ¢asovnem obdobju 10 s, nato pa Se nadaljnih 200 s.
Vse meritve smo naredili v 100 mM fosfatnem pufru, pH 8,0 pri 25 °C. Zaradi boljse

topnosti steroidov je kon¢na raztopina vsebovala 1 % DMF.
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3.2.6.3.6 Doloc¢anje znacilnih hitrostnih konstant in potrditev reakcijskega mehanizma

Za analizo izmerjenih krivulj smo uporabili reakcijsko shemo, ki sta jo za soroden encim,
alkohol-dehidrogenazo, prva vpeljala Theorell in Chance. Po tem modelu z encimom
najprej reagira koencim, v naslednji stopnji pa se substrat pretvori brez kopicenja
ternarnega kompleksa encim-koencim-substrat v produkt in kompleks encim-

komplementaren koencim. Sledi izstopanje pretvorjenega koencima.

E+A & EA+B © EQ+P © E+Q

E predstavlja prosti encim, A koencim NADPH, B 4-estren-3,17-dion, P 4-estren-17f3-ol-3-
on in Q koencim NADP".

Znacilne diferencialne enacbe za Theorell-Chanceovo reakcijsko shemo so:
d(E)/d(t) = -k (E)(A) + ka(EA) + kis(EQ) — k3(E)(Q)

d(EA)/(t) = ki1 (E)(A) + k2(EQ)(P) — ka(EA) - ki2(EA)(B)

d(EQ)/d(t) = ks2(EA)(B) + k3(E)(Q) — k2(EQ)(P) — k+3(EQ)

d(A)/d(t) = -k (E)(A) + ka(EA)

d(B)/d(t) = -ks«2(EA)(B) + k2(EQ)(P)

d(P)/d(t) = k+2(EA)(B) - k2(EQ)(P)

d(Q)/d(t) = k+3(EQ) - ks(E)(Q)

0 N oo 0o B~ W DN

Ustrezen racunalniski program numeri¢no resi sistem diferencialnih enacb (enacbe 2-8) in
i8¢e njihove koeficiente s hkratnim prilagajanjem vseh eksperimentalnih krivulj nastajanja
NADPH. Racunalniski program je implementiran kot spletni streznik ENZO (Bevc in sod.,
2011).
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4 REZULTATI

4.1 1IZOLACIJA PROTEINA

Protein 17B-HSDcl smo izolirali s pomocjo afinitetne kromatografije. Na glutation
sefarozni gel se je vezal fuzijski protein GST-17B-HSDcl, nato pa smo s pomocjo trombina

odcepili protein 17p-HSDcl. Cistost izoliranega encima smo preverili z SDS-PAGE (Slika

Slika 3: SDS-PAGE kot metoda za dolo¢anje Eistosti izoliranega proteina.
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4.2 DOLOCEVANJE KONCENTRACIJE IZOLIRANEGA PROTEINA

Pri valovni dolzini 600 nm smo v dveh paralelkah izmerili absorbanco standardnih raztopin

BSA in dobili rezultate, ki so predstavljeni v Preglednici 1.

Preglednica 1: Absorbanca pri razlicnih koncentracijah standardne raztopine BSA.

Koncentracija BSA (mg/ml) Absorbanca
1. meritev 2. meritev Povprecje
0 0 0 0
2 0,115 0,140 0,128
3 0,196 0,211 0,204
4 0,231 0,250 0,241
5 0,286 0,305 0,296

Na osnovi rezultatov v Preglednici 1 smo dolo¢ili umeritveno premico (Slika 4), s pomocjo
katere smo izracunali koncentracijo izoliranega encima.

0,35
0,3 1 *

0,25

Absorbanca

0,15

0,1 1

0,05

0 1 2 3 4 5 6
Koncentracija BSA (mg/ml)

Slika 4: Umeritvena premica za izracun koncentracije izoliranega proteina

Postopek izolacije proteina smo ponovili dvakrat in skupno iz 3,2 | bakterijske kulture

izolirali priblizno 6,5 mg encima.
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Pri prvi izolaciji smo pridobili 3,9 ml raztopine proteina s koncentracijo 1,20 mg/ml,
skupno 4,68 mg encima, pri drugi izolaciji pa smo pridobili 3,3 ml raztopine proteina s
koncentracijo 0,54 mg/ml, skupno 1,78 mg encima.

4.3 KINETICNI POSKUSI

4.3.1 Dolocitev ravnotezne konstante

160 F 7
140 '// 6
120 E I —
— 8
100 =
g ;
= sofF
)
T I 3
CN T
10 2
20 - 1
D 1 | | |
0 150 300 450 600

CAS [sek]

Slika 5: Casovni potek spreminjanja koncentracije NADPH v prisotnosti razli¢nih zagetnih koncentracij
koencimov in substratov ter 17f-HSDcl; zacetne koncentracije obeh koencimov in substratov si na krivuljah
1-7 sledijo od 20 do 140 puM. Na krivulji 8 sta koncentraciji NADPH in 4-estren-3,17-diona 100 pM,
koncentraciji NADP" in 4-estren-17p-o0l-3-ona pa 67 uM.

Za doloc¢itev ravnotezne konstante smo na krivuljah 1-7 uporabili enake koncentracije obeh
koencimov in substratov. Pri krivulji 8 pa smo ravnotezne koncentracije posameznih

reaktantov dolo¢ili na podlagi ocenjene ravnotezne konstante.
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Tako smo uporabili 100 uM koncentraciji NADPH in 4-estren-3,17-diona ter 67 uM
koncentraciji NADP" in 4-gstren-17B-ol-3-ona. S tem smo dosegli, da se med meritvijo

absorbanca prakticno ni spreminjala in tako dokazali vrednost ravnotezne konstante kot

kvocient 67*67/10000.

4.3.2 Dolo¢itev vezavnih konstant koencimov

I I I ] ] ]
Titracija 17pHSD s koencimom
_— o NADP™
HH_GHH_%
04 - -aq_q"-\—-h__hg NADPH |
E-E"“-ﬁ
02 F .
D | | | | | | 1 1 1
0 2 4 B B 10 12 14 16 18 20
[koencim][uh]

Slika 6: Titracija 17p-HSDcl z oksidiranim in reduciranim koencimom.

Vezavni konstanti za koencim NADPH in koencim NADP® smo doloéili s
potenciometri¢no titracijo. Encimu smo dodajali razlicne koncentracije NADPH ali
NADP" in merili spremembe v intenziteti intrinziéne triptofanske fluorescence. Vezavni
konstanti smo dolo¢ili za oba koencima s prilagajanjem koeficientov enacbe 1 za vsako

krivuljo posebej.
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4.3.3 Dolocitev zacetnih hitrosti reakcije

Preglednica 2: Steviléne vrednosti zagetnih hitrosti oksidacije 4-estren-17p-ol-3-ona v prisotnosti 0,5 uM
17B-HSDcl in NADP™ (hitrosti so podane kot 10**sprememba absorbance/min).

koncentracija 4-estren-17p-ol-3-ona (UM)

20 40 60 80 100 120 140

20 13,3 | 12,0 | 10,0 6,6 6,8 8,2 8.9

40 18,7 | 136 | 229 | 20,3 | 195 | 22,2 17,8

konc. | 60 | 27,8 | 21,8 | 269 | 270 | 293 | 287 | 296
NADP*
(M) | 80 | 246 | 265 | 281 | 304 | 27,7 | 364 | 356

100 | 459 | 44,2 | 40,8 | 49,0 | 456 | 47,2 40,1

120 | 43,2 | 36,3 | 388 | 395 | 382 | 47,0 /

140 | 649 | 62,1 | 61,2 | 544 | 573 | 68,3 61,2

Preglednica 3: Steviléne vrednosti zaGetnih hitrosti redukcije 4-estren-3,17-diona v prisotnosti 0,5 uM 17p-
HSDcl in NADPH (hitrosti so podane kot 10**sprememba absorbance/min).

koncentracija 4-estren-3,17-diona (UM)

20 40 60 70 80 100 | 140

20 196 | 245 | 455 | 62,9 | 46,1 | 457 /

40 234 | 315 | 63,7 63,1 | 66,2 | 58,0 | 86,1

Konc. 60 | 432 | 536 | 66,4 | 754 | 570 | 780 | /
NADPH
(M) 80 | 455 | 39,7 / 770 | 757 | 78,5 | 106

100 43,2 | 47,7 | 78,2 873 | 70,4 | 87,8 /

120 51,1 | 58,1 | 66,8 | 865 | 80,7 | 89,2 | 110

140 445 | 654 | 730 | 866 | 750 | 72,5 | 110
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Casovni potek nastajanjaNADPH
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Slika 7: Casovni potek oksidacije 4-estren-17p-0l-3-ona s 17B-HSDcl v prisotnosti NADP* (diagrami 1-7);
koncentracija 17B-HSDcl je 0,5 uM, koncentracije steroida od diagrama 1 do 7 naras¢ajo od 20 do140 uM,
koncentracije koencima na posameznem diagramu naras¢ajo od 20 do 140 uM; ¢asovna skala reakcije na x-
osi je od 0 do 11 min.

Diagram desno spodaj prikazuje zacetne hitrosti reakcije pri pogojih na diagramih 1-7; koncentracija steroida
je od 0 do 140 uM, hitrosti oksidacije 4-estren-17f3-ol-3-ona na y-osi pa od 0 do 11 umol/min (Steviléne
vrednosti so podane v Preglednici 2)

Krivulje v diagramih 1-7 na sliki 7 prikazujejo Casovni potek nastajanja NADPH v
odvisnosti od razli¢nih koncentracij substrata pri razlicnih koncentracijah koencima v
prisotnosti 17B-HSDcl, kot smo jih izmerili s klasi¢nim spektrofotometrom. Koncentracija
nastalega NADPH je odvisna od zacetnih koncentracij substrata in koencima. Zacetne
hitrosti reakcije so na posameznem diagramu enake in niso odvisne od koncentracije
koencima. Na diagramu desno spodaj je prikazana linearna odvisnost zacetnih hitrosti
reakcije od koncentracije substrata. Zaradi slabe topnosti steroidov njihove koncentracije
ni mogoce dvigniti do stopnje nasicenja, kjer bi se zacCetne hitrosti asimptoticno

priblizevale maksimalni vrednosti.
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Casavni potek padanja NADPH
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Slika 8: Casovni potek redukcije 4-estren-3,17-diona s 17B-HSDcl v prisotnosti NADPH

(diagrami 1-7); koncentracija 173-HSDcl je 0,5 uM, koncentracije steroida od diagrama 1 do 7 naras¢ajo od
20 do140 pM, koncentracije koencima na posameznem diagramu nara$¢ajo od 20 do 140 uM; ¢asovni potek
reakcije na x-osi se giblje od 0 do 11 min.

Diagram desno spodaj prikazuje zadetne hitrosti reakcije pri pogojih na diagramih 1-7; koncentracija steroida
je od 0 do 140 pM, hitrosti redukcije 4-estren-3,17-diona na y-osi pa od 0 do 21 pumol/min (Steviléne
vrednosti so podane v Preglednici 3)

Krivulje v diagramih 1-7 na sliki 8 prikazujejo casovni potek padanja koncentracije
NADPH v odvisnosti od razlicnih koncentracij substrata pri razliénih koncentracijah
koencima v prisotnosti 17p-HSDcl. Zacetne hitrosti reakcije so linearno odvisne od
koncentracije substrata (diagram desno spodaj), glede na koncentracijo koencima pa se ne
spreminjajo. Omejujo¢ dejavnik predstavlja zelo slaba topnost steroidov, zaradi ¢esar ni
mogoce dosec€i stopnje nasi¢enja. Kon¢na koncentracija NADPH je odvisna od zacetnih

koncentracij substrata in koencima.
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4.3.4 Meritve Casovnega poteka oksidacije in redukcije do ravnotezja s klasicnim

spektrofotometrom
".
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Slika 9: Casovni potek oksidacije 4-estren-17p-ol-3-ona (1-4) in redukcije 4-estren-3,17-diona (5-8) s 17p-
HSDcl v prisotnosti NADP* 0z. NADPH pri posebej izbranih pogojih, ki omogocajo razresitev mehanizma
reakcije.

krivulje 1-3: substrat 4-estren-17p-ol-3-on 50, 100, 100 uM, koencim NADP* 50, 50, 100 pM; krivulje 5-8:
substrat 4-estren-3,17-dion 50, 100, 100, 100 uM, koencim NADPH 50, 50, 100, 200 puM; krivulja 4: 4-
estren-17B-ol-3-on, 4-estren-3,17-dion, NADP" in NADPH, vsi 30 uM; koncentracija encima 0,5 uM

V prisotnosti 17B-HSDcl smo zasledovali povecevanje in zmanjSevanje koncentracije
NADPH, ki je posledica pretvarjanja steroidov, in sicer do ravnotezja. Pri oksidaciji
steroida, kjer je NADPH nastajal, smo kot substrat uporabili 4-estren-17p-o0l-3-on, pri
redukciji, kjer se je NADPH porabljal, pa 4-estren-3,17-dion. Posamezne koncentracije
reaktantov smo izbrali tako, da se je med meritvijo vsakokrat porabil eden izmed
reaktantov. S tem smo pridobili podatke v celotnem merljivem obmocju reakcije, kar nam

je omogocilo razreSitev mehanizma reakcije. Tu velja ponovno opozoriti, da zaradi slabe
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topnosti steroidov, le-teh ni bilo mogoce uporabiti v koncentracijah, ki bi zasitile kompleks
encim-koencim.

Zacetne hitrosti reakcije so zato linearno odvisne od koncentracije steroidov, kar izkljuéuje
kopicenje trojnega kompleksa encim-koencim-substrat. Po drugi strani, pa je afiniteta
encima do koencimov tako velika, da se tudi ob dodatku najmanjSe koncentracije
koencima ves encim nahaja v kompleksu z njim. Kljub temu je mogoce pridobiti podatke
tudi v obmocju delne zasienosti encima s koencimom, in sicer v tistem delu poteka
reakcije, ko se sistem priblizuje ravnotezju. Reakcijski mehanizem, ki vkljucuje vse
ugotovljene znacilnosti, je mogoce preveriti s socasnim prilagajanjem koeficientov
modelno specificnih diferencialnih enacb za teoreti¢ni izraCun vseh osmih krivulj na sliki
9. V preglednici 2 so podane znacilne hitrostne konstante, s Kkaterimi je ujemanje
teoreticnih in eksperimentalnih krivulj izredno dobro. Iz preglednice je jasno, da je
najpocasnejsa stopnja v kataliticnem procesu pretvorbe steroidnega substrata s 17-HSDcl
izstopanje pretvorjenega koencima in ne kopicenje trojnega kompleksa encim-koencim-
steroid. Ternarni kompleks sicer nastane, vendar ga zaradi slabe topnosti steroidnih

substratov ni mogoce nakopiciti.

Preglednica 4: Karakteristi¢ne hitrostne konstante za reakcije pretvorbe 4-estren-3,17-diona in 4-estren-17f
ol-3-ona v prisotnosti NADPH in NADP" s 178-HSDcl.

RS 1,77 +/- 0,20*10°
ki(sT) 278,9 +/- 162,6

kiz (M5 241703 +/- 128052
ko, (M 5162 +/- 24

Kis (5 1,04 +/- 0,02

ks (M1sh 1,13 +/- 0,13*10°
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4.3.5 Meritev Casovnega poteka prve pretvorbe 4-estren-17p-ol-3-ona s 173-HSDcl v

prisotnosti NADP* z napravo za merjenje hitrih reakcij (»stopped-flow«)

30

NADPH [uM]

NADPH [uM]

10

[CAS] [sek]

Slika 10: Casovni potek oksidacije 4-estren-17p-ol-3-ona s 17p-HSDcl v prisotnosti NADP* pri visoki
koncentraciji encima; koncentracija NADP™ je 400 uM, koncentracija 17B-HSDcl 4,7 uM, koncentracija 4-
estren-17p-ol-3-ona 145 uM.

Zadnja stopnja v preverjanju reakcijskega mehanizma je direktno merjenje kemijske
oksidacije steroidnega substrata. Slika 10 prikazuje ¢asovni potek oksidacije 4-estren-1743-
ol-3-ona s 17B-HSDcl v prisotnosti NADP™ pri visoki koncentraciji encima. Reakcijo smo
podrobno spremljali prvih deset sekund, celoten potek reakcije do nastanka ravnotezja pa
smo merili 200 sekund. Potek reakcije v prvi sekundi predstavlja prvo pretvorbo pred
sprostitvijo nastalega NADPH, ko je v raztopini prisoten le kompleks encim-koencim. V
nadaljevanju poteka postane naklon krivulje bistveno poloznejsi, kar je dokaz, da je hitrost
celotne reakcije omejena s hitrostjo izstopanja NADPH. To pa je tudi v skladu z visoko

afiniteto 17p-HSDcl do piridinskega koencima. NajpocasnejSo stopnjo v Kkataliticnem
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procesu pretvorbe substrata s 17B-HSDcl zato predstavlja izstopanje reduciranega

koencima.
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5 RAZPRAVA

Hidroksisteroid dehidrogenaze (HSD) so encimi, ki stereospecificno in reverzibilno
katalizirajo pretvorbo hidroksilne skupine v ketonsko skupino ob prisotnosti koencima
NAD*/NADP" (Steroid nomenclature, 1990). Sesalski encimi sodelujejo pri biosintezi
steroidnih hormonov v steroidogenih tkivih, v tar¢nih tkivih pa uravnavajo koli¢ino
biolosko aktivnih steroidov (Penning, 1997). Bakterijske HSD sodelujejo v detoksifikaciji
eksogenih steroidov in pri razgradnji steroidnega skeleta, kar jim predstavlja vir energije in
v nekaterih primerih tudi glavni vir ogljika. Glivne HSD so manj raziskane, saj so do sedaj
izolirali le dve 17B-HSD, in sicer iz nitastih gliv Cylindrocarpon radicicola in
Cochliobolus lunatus, klonirali pa le 17p-HSD iz glive C. lunatus (17p-HSDcl) (Lanisnik
Rizner in sod., 1996; Lanisnik Rizner in sod., 1999).

Pred casom izdelani 3D model je pri 17B-HSDcl razkril vse znacilnosti proteinov
naddruzine SDR (Lanisnik Rizner in sod., 2000) in zelo uspe$sno omogocil usmerjene
raziskave specificno mutiranih encimov (Kristan in sod., 2003; Kristan in sod., 2007;
Brunskole in sod., 2009). Nedavno razreSena kristalna struktura (PDB vnos: 31S3), ki se le
zanemarljivo razlikuje od modela, je potrdila vsa predvidevanja in dodatno potrdila idejo o
katalitithem mehanizmu tega encima (LaniSnik Rizner in sod., 2000). S skrbno
nacrtovanimi kineti¢nimi poskusi je v sploSnem tak potek dogodkov mogoce dokazati. Ob
tem pa je treba poskuse izpeljati v razmerah, ko se posamezni vmesni produkti kopic¢ijo v
zadostnih koli¢inah. To opazimo s kvalitativnim ogledom eksperimentalnih krivulj,
kvantitativno pa z ustrezno analizo. Rdeca nit vseh dosedanjih, in tudi te raziskave, je bila
zato enoli¢na dolocitev vseh kineti¢nih parametrov v predpostavljeni reakcijski shemi, saj
ujemanje eksperimenta s teorijo mo¢no podpira razumevanje dogodkov na molekulskem
nivoju. Zaradi posebnosti sistema, v katerem sodelujejo zelo slabo topni steroidni substrati,
pa se je vedno pokazalo, da se med Kkataliticnim procesom ternarni kompleks encim-
koencim-substrat ne kopi¢i v zadostnih koli¢inah in ga zato ni bilo mogo¢e dokazati.
SploSen zaporedni bi-bi reakcijski mehanizem se v takih primerih poenostavi. V vrsti
kineti¢nih poskusov smo uspeli dolociti hitrostne konstante, znacilne za poenostavljen, t.i.
Theorell-Chanceov reakcijski mehanizem, in sicer za rekombinantno 17p-HSDcl ter ve¢
njenih mutantov. Poleg slabe topnosti steroidnih substratov je, tako kakor pri veéini

proteinov z Rossmanovim zvitjem, tudi pri 17p-HSDcl afiniteta encima do koencima zelo
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velika. Zato se je uveljavilo prepricanje, da je izstopanje vezanega piridinskega nukleotida
najpoCasnejSa stopnja v reakcijskem mehanizmu, kar smo s posebej naértovanim
poskusom tudi prvi¢ dokazali.

Uporabili smo rekombinantni encim, pridobljen z izrazanjem gena, ki smo ga predhodno
vnesli v bakterijo E. coli. Aktivnost prec¢is¢ene rekombinantne 173-HSDcl smo dolocali s
pomocjo klasi¢ne spektrofotometrije in naprave za merjenje hitrih reakcij (stopped-flow),
in sicer tako, da smo pri 340 nm merili absorbanco NADPH v reakcijski raztopini.
NADPH je pri reakciji oksidacije 4-estren-17p3-ol-3-ona v 4-estren-3,17-dion nastajal, pri
redukciji 4-estren-3,17-diona v 4-estren-17p-ol-3-on pa se je porabljal.

V prvem poskusu smo na klasicnem spektrofotometru merili ¢asovni potek spreminjanja
absorbance NADPH pri sedmih razli¢nih zacetnih koncentracijah koencima in substrata
(sliki 7 in 8). Iz zacetnih hitrosti reakcije, doloCenih v obeh smereh, smo izdelali diagrama
odvisnosti zacetnih hitrosti od koncentracije steroidnega substrata (desna spodnja diagrama
na slikah 7 in 8). Ta odvisnost je v obeh smereh reakcije linearna in je popolnoma v skladu
s pricakovanji. Zaradi njihove slabe topnosti, koncentracij steroidnih substratov ni mogoce
dvigniti do stopnje nasi¢enja v kompleks encim-koencim-substrat, kjer bi se zacetne
hitrosti asimptoti¢no priblizevale maksimalni hitrosti reakcije.

V drugem poskusu smo na napravi za merjenje hitrih reakcij Zeleli neposredno
identificirati najpocasnejSo stopnjo v reakcijskem mehanizmu. Zaradi narave teh poskusov
smo reakcijo lahko zasledovali le v smeri oksidacije, saj bi se zaradi prevelike zadetne
koncentracije reduciranega piridinskega koencima (NADPH) meritve zacele pri prevelikih
vrednostih absorbance. Najpomembnejsa znacilnost tega poskusa je, da smo uporabili
visoko koncentracijo encima, povezanega v kompleks encim-koencim (holoencim), ki ob
dodatku substrata, Se preden reducirani koencim disociira in se zamenja z novim, omogoca
zanesljivo zasledovanje spreminjanja absorbance. Zaradi relativno nizkega absorbcijskega
koeficienta koencima NADPH je bila potrebna koncentracija encima nekaj mikromolarna.
Seveda pa tako visoka koncentracija encima zelo pospesi reakcijo, ki jo je mogoce
zasledovati le na napravi stopped-flow. Dodatno je potrebno uporabiti prebitno
koncentracijo koencima: po eni strani zato, da ves encim steroidni substrat pricaka v obliki
kompleksa encim-koencim, po drugi strani pa zato, da se koncentracija koencima med
kasnejSo popolno pretvorbo steroidnega substrata le minimalno zmanjSa. Zaradi tega je
srednji del osrednje krivulje na sliki 10 nekaj casa prakti¢no linearen, vendar z druga¢nim

naklonom kot tangenta skozi izhodisce. Ker pa je naklon srednjega dela krivulje na sliki 10
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manjsi od zacetnega, je to dokaz, da je disociacija pretvorjenega koencima najpocasnejsa
stopnja v kataliti¢cnem procesu pretvorbe steroidnega substrata s 17-HSDcl.

S tema dvema poskusoma smo kvalitativno dokazali na zacetku postavljeni hipotezi, da se
v kataliticni pretvorbi steroidnega substrata s 17B-HSDcl ternarni kompleks encim-
koencim-substrat ne kopi¢i, in da je najpoCasnejSa stopnja zasledovane encimsko
katalizirane reakcije izstopanje pretvorjenega koencima. Da bi to tudi kvantitativno
podprli, smo morali ponoviti nekatere predhodne poskuse.

Najprej smo Zeleli ponovno izmeriti ravnotezno konstanto v reakciji med steroidnima
substratoma z obema oblikama fosforiliranega piridinskega koencima. Ceprav ravnotezna
konstanta ni odvisna od encima, je to prva od Sestih neznank pri dolocanju kineti¢nih
parametrov reakcije. Pri tem smo uporabili encim le, da smo reakcijo ¢imprej privedli v
ravnotezje. Iz dodanih zacetnih in fotometri¢no izmerjenih ravnoteznih koncentracij, smo
po stehiometri¢nih principih izracunali vrednost ravnotezne konstante: pri pH=8 je enaka
0,4. To je za kineti¢ne $tudije izredno ugodno, saj omogoca skoraj idealne meritve v obe
smeri.

Naslednji dve neznanki Theorell-Chance-ovega reakcijskega mehanizma smo dobili iz
poskusov, kjer smo encim titrirali z obema oblikama koencima in to zasledovali z
merjenjem spremembe intrinzi¢ne triptofanske fluorescence. Ta eksperimentalna metoda
se je pri 17B-HSDcl pokazala kot zelo primerna. Zadnji kristalografski podatki razkrivajo,
da se najobseznejSe konformacijske spremembe pri 17p-HSDcl zgodijo prav ob vezavi
koencima, ko se premakne Trp239, ki lezi na meji najbolj gibljive zanke v proteinu. S temi
poskusi smo doloc¢ili vezavni konstanti za oba koencima in med njima potrdili precejSnjo
razliko. Kljub temu, da naj bi po nasih predvidevanjih reakcija pri C. lunatus potekala v
smeri redukcije steroidnega substrata, je afiniteta za oksidirano obliko koencima skoraj cel
velikostni razred vecja od afinitete za reducirano obliko. Navidezno nasprotje je mogoce
razloziti s tem, da je v celicah koncentracija NADP® priblizno 100-krat niZja, kar
ravnotezje kljub vecji afiniteti mocno premakne v smeri redukcije steroida.

Za dolocitev preostalih treh kineticnih neznank v reakciji moramo uporabiti ¢asovni potek
nastajanja in padanja koncentracije NADPH od zacetka do ravnotezja, in sicer izmerjene v
obeh smereh (Slika 9). Analiza takih krivulj ni trivialna, vendar jo je mogoce elegantno
izpeljati z uporabo ustreznega racunalniskega programa. Program, ki uporablja numeri¢no
metodo za izraun Casovnega poteka posameznih intermediatov iz ustreznih diferencialnih

enacb predpostavljene Theorell-Chance-ove reakcijske sheme (enacbe 2-8), je od
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nedavnega implementiran kot spletni streznik ENZO (Bevc in sod., 2011). Izmed vseh
krivulj ¢asovnega poteka na slikah 7 in 8 smo izbrali le osem najbolj znacilnih, in sicer
takih, ki vsebujejo informacije v celotnem merljivem obmocju koncentracij reaktantov. Na
sliki 5 so krivulje, kjer smo reakcije zaceli z enakimi koncentracijami vseh Stirih
reaktantov. Dodatna osma krivulja pa kaze razmere, ko so bile koncentracije ze
ravnotezne, zato se med meritvijo absorbanca ni spreminjala.

Z analiziranjem vseh rezultatov smo uspeli doloCiti vse kineticne parametre in tako
razreSiti teoreticno reakcijsko shemo za pretvorbo steroidnih substratov s 17B-HSDcl v
prisotnosti ustreznih piridinskih koencimov. Preostanek smo posvetili zadnjemu kriznemu
preverjanju dobljenih hitrostnih konstant z analizo krivulje iz poskusa na stopped flow
napravi. Tudi to smo izvedli na spletnem strezniku ENZO in za prve priblizke uporabili kar
prej ocenjene konstante. V preglednici 4 so zapisane vrednosti hitrostnih konstant, ki smo
jih dolo¢ili s prilagajanjem koeficientov diferencialnih enacb, pri ¢emer smo razmerja
konstant fiksirali tako, kot smo jih dolo€ili iz meritev ravnotezja in titracije encima s
koencimoma. Zelo majhne razlike v $tevilénih vrednostih so mo¢an dokaz o pravilnosti
kompleksnega razmiSljanja pri identifikaciji kvalitativnih in analizi kvantitativnih

kineti¢nih podatkov o delovanju 17p-HSDcl.
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6 SKLEPI

Kljub temu, da v glivnem primarnem metabolizmu ni steroidnih substratov, ima C. lunatus
17B-hidroksisteroid dehidrogenazo, ki relativno dobro oksidira in reducira nekatere
androgene in Se posebno estrogene.

Zaradi velike afinitete encima do piridinskega koencima in zelo slabe topnosti steroidov je
proucevanje reakcijskega mehanizma otezeno. Kljub nekaterim pomanjkljivostim je
najprimernejSi Theorell-Chanceov mehanizem, ki ne vkljucuje niti centralne izomerizacije
niti ternarnih  kompleksov. Theorell-Chanceov mehanizem predpostavlja urejeno
dvosubstratno reakcijo (ordered Bi-Bi), pri kateri z veCanjem koncentracije substrata ni
mogoce doseCi kopicenja ternarnega kompleksa encim-koencim-substrat. Vrstni red
vezave je pomemben, saj se substrat lahko veze le na binarni kompleks encim-koencim, ne
pa tudi na prost encim.

17B-HSDcl kaze visoko afiniteto do piridinskega koencima, kar ima za posledico nizko
hitrost izstopanja koencima. Intermediat, ki prevladuje med reakcijo, je kompleks encim-
koencim (E-A, E-P), Se posebej zato, ker je spektrofotometri¢éno zasledovanje reakcije
mozno le v prebitnih koncentracijah koencima. 17p-HSDcl je slab encim, zato mora biti
njegova koncentracija med meritvijo priblizno enaka disociacijski konstanti koencima.
Katalitska konstanta za pretvorbo steroidnih substratov s 173-HSDcl zato odseva hitrost

izstopanja koencima in ne kemiéne pretvorbe substratov v produkte.
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