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HSD17B10-ENTSYYMIAKTIVISUUSTESTIN
KEHITYS

Entsyymit katalysoivat eli nopeuttavat kemiallisia reaktioita ja ovat valttdmattémia solujen
toiminnalle. Ne ovat lahes aina proteiineja ja niiden oikea kolmiulotteinen rakenne mahdollistaa
niiden biologisen aktiivisuuden. Entsyymien toimintaa voidaan estda erilaisten estéjien eli
inhibiittoreiden avulla, joita ovat useat ladkeaineet, ja moni entsyymi on my0s aktiivisen
laékekehityksen kohteena.

Hydroksisteroidi-17-beta-dehydrogenaasi tyyppi 10 (HSD17810) -geenin aktivoitumisen
tuloksena syntyy HSD17B310-entsyymid, joka tunnetaan myds tyypin Il 3-hydroksiasyyli-CoA-
dehydrogenaasina. Tama mitokondrionaalinen entsyymi saa aikaan rasvahappojen, alkoholien ja
steroidien hapettumista. Se pystyy katalysoimaan esimerkiksi biologisesti aktiivisen estrogeenin,
17B-estradiolin, hapettumista vahemman aktiiviseksi  estroniksi, 3a-androstanediolin
hapettumista 5a-dihydrotestosteroniksi ja allopregnanolonin hapettumista 5a-
dihydroprogesteroniksi.

HSD17(310-entsyymiaktiivisuutta on havaittu aivojen eri osa-alueilla, eniten hippokampuksessa.
Alzheimerin tautia sairastavilla potilailla HSD17p10-entsyymin tasot kohoavat, jolloin hermostoa
suojaavien estradiolin ja allopregnanolonin tasot vastaavasti laskevat. HSD17(10-entsyymin
inhibitiolla on mahdollista pitéaa ylla aivojen hermosoluja suojaavia steroiditasoja, minka vuoksi
tama entsyymi onkin mielenkiintoinen laékekehityksen kohde.

Opinnaytetydn tavoitteena oli kehittdd uusi HSD17310-entsyymin aktiivisuustesti, jota voitaisiin
myéhemmin  kayttdd ladkeainekandidaattien seulonnassa. Menetelman kehityksessa
hyddynnettiin tieteellisissa julkaisuissa olevaa tietoa ja yrityksessé olevaa kokemusta vastaavista
entsyymiaktiivisuustestien kehittdmisestd. Tyohon siséltyi entsyymin toimintaan vaikuttavien
tekijoiden analyyseja, jotka toteutettin 96-kuoppalevyformaatissa fluoresenssi- ja UPLC-
menetelmilla.

Opinnaytetydlle asetetut tavoitteet toteutuivat, silla uusi HSD17310-entsyymin aktiivisuustesti
saatiin kehitettyd osaksi yrityksen laékeaineseulontaa.

ASIASANAT:

Alzheimerin tauti, entsyymi, HSD17p10, estradioli, inhibiittori, entsyymiaktiivisuustesti
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DEVELOPMENT OF HSD17B10-ENZYME
ACTIVITY TEST

Enzymes catalyze or accelerate chemical reactions and are essential for cell function. They are
almost always proteins, and their proper three-dimensional structure allows their biological
activity. The activity of enzymes can be inhibited by various inhibitors, which many drugs are, and
many enzymes are also subject to active drug development.

As a result of activation of the hydroxysteroid-17-beta dehydrogenase type 10 (HSD17810) gene,
HSD17310 enzyme, also known as type Il 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, is produced. This
mitochondrial enzyme induces the oxidation of fatty acids, alcohols, and steroids. It catalyzes, for
example, the oxidation of a biologically active estrogen, 17(3-estradiol, to a less active estrone,
the oxidation of 3a-androstanediol to 5a-dihydrotestosterone, and the oxidation of
allopregnanolone to 5a-dihydroprogesterone.

HSD17B10 enzyme activity has been observed in different regions of the brain, most in the
hippocampus. In patients with Alzheimer's disease, levels of the enzyme HSD17(310 increase,
resulting in a decrease in the levels of estradiol and allopregnanolone, which are known for their
protective role in the nervous system. By inhibiting the HSD17B10 enzyme it is possible to
maintain the neuroprotective steroid levels of the brain, which is why this enzyme is an interesting
target for drug development.

The goal of the thesis was to develop a new activity test for the enzyme HSD17(310, which could
later be used in screening drug candidates. During the development of the method, scientific
publications and in-house experience in the development of similar enzyme activity tests were
utilized. The work included analyses of various factors influencing the activity of the enzyme.
These analyses were carried out in the 96 well plate format using fluorescence and UPLC
methods.

The objectives set for the thesis were realized as a new activity test for the HSD17310 enzyme
was successfully developed as part of the company's drug screening.

KEYWORDS:

Alzheimer’s disease, enzyme, HSD17310, estradiol, inhibitor, enzyme activity test
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

AKR

Aktiivinen alue

Aktivaatioenergia

ALLOP

CoA

DHP

DMSO
El-kompleksi
ES-kompleksi

ESI-kompleksi

El
E2
ER
GABA

GABAAx

Inhibiittori

In vivo

In vitro

Katalyytti

Kofaktori

Aldo-keto-reduktaasi (Hiltunen ym. 2019, 107-118).

Entsyymin sitoutumiskohta substraatille ja kilpailevalle inhi-
biittorille (Reunanen ym. 2006a).

Energiamaara, miké vaaditaan reaktion kaynnistamiseksi
(Palmer & Bonner 2011, 67-75).

Allopregnanoloni (C21H3405) (Yang ym. 2014, 460-472).
Koentsyymi A (Hiltunen ym. 2019, 107-118).
5a-dihydroprogesteroni (C21H3202) (Yang ym. 2007, 36—42).
Dimetyylisulfoksidi (C20s0S) (Rockinger ym. 2021).
Entsyymi-inhibiittori-kompleksi (CSUSM 2018, 1-7).

Entsyymi-substraatti-kompleksi eli yhdistelma, jonka ent-
syymi muodostaa substraatin kanssa (Hayes ym. 1994,
28606-28612).

Entsyymi-substraatti-inhibiittori-kompleksi (Moura-Tamames
2009, 908-920).

Estroni (C1sH2202) (Vinklarova ym. 2020, 231-243).
Estradioli (C1gH2402) (Vinklarova ym. 2020, 231-243).
Endoplasmakalvosto (Zschocke 2012).

Gamma-aminovoihappo (CsHgNO3) (Vinklarova ym. 2020,
231-243).

Gamma-aminovoihapporeseptori, joka on ionikanavaresep-
tori. (Vinklarova ym. 2020, 231-243).

Aine, mika estaa entsyymia toimimasta (Yang ym. 2014,
460-472).

Elamassa tai elavassa eliossa toteutettu tutkimus (Duodecim
2016a).

Tutkimus on toteutettu koeputkessa, ei elavassa organis-
missa (ECHA 2021).

Aine, mika vahentéa aktivaatioenergiaa samalla nopeuttaen
kemiallista reaktiota (Hiltunen ym. 2019, 107-118).

Aine, mika ei ole mukana reaktiossa, mutta silti valttamaton
entsyymille. Mahdollistaa proteiiniosan kanssa entsyymin toi-
mivaksi (Nagel ym. 1992).
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Koentsyymi

Lopputuote

NAD*

NADH

NADP*

NADPH

Substraatti

SDR

TCA

*H

Kofaktori, mikd on orgaaninen ja isokokoinen (Reunanen ym.
2006Db).

Entsyymireaktion lopuksi valmistuva tuote, joka muodostuu
substraatista (Feng ym. 2021).

Hapettunut nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin muoto
(C21H27N7014P>) (Kérki 2016, 3-5).

Pelkistynyt nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin muoto
(C21H27N7014P>) (Kérki 2016, 3-5).

Hapettunut nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatin muoto
(C21H29N7017P3) (Kérki 2016, 3-5).

Pelkistynyt nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatin muoto
(C21H29N7017P3) (Kérki 2016, 3-5).

Entsyymin aktiiviseen alueeseen kiinnittyva molekyyli/yh-
diste, minka rakenne muokkautuu entsyymireaktiossa
(Palmer & Bonner 2011a).

Lyhytketjuinen dehydrogenaasi/reduktaasi (Hiltunen ym.
2019, 107-118).

Trikloorietikkahappo (C.HCI;0;) (Obaleye ym. 2020).

Tritium eli radioaktiivinen vedyn isotooppi (Augustyn ym.
2018).
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1 JOHDANTO

Alzheimerin tauti (AD) on hitaasti eteneva muistisairaus, jonka esiintyvyys kasvaa ian
my6ta. Kun tauti etenee, potilaan toimintakyky huononee. Ensimmaisina oireina esiintyy
muun muassa vaikeuksia uusien asioiden sisaistamisessa ja lievia tapahtumamuistin
hairioita, ja taudille ominaista on myds mydhaisemmat oireet, joita ovat esimerkiksi toi-
mintakyvyn heikkeneminen ja ajantajun katoaminen. Taudin aiheuttajalle ei ole |6ydetty
patevaa selitysta. Aivoissa tapahtuu mikrotasolla erilaisia muutoksia (solunulkoisten se-
niilien plakkien ja neurofibrillikimppujen muodostuminen), jotka aiheuttavat hermoratojen
ja aivosolujen vaurioita. Vauriot |&htevét aivoissa sijaitsevista ohimolohkojen sisédosista,
joista ne etenevat aivokuoreen asti heikentden muistia ja tiedonkasittelya. (Haltia 1995;
Juva 2018; Harma & Juva 2021, 1-11.)

HSD17610-geenin aktivoinnin tuloksena syntyy HSD17(310-proteiinia (tyypin Il 3-hydrok-
siasyyli-CoA-dehydrogenaasia), ja tama mitokondriaalinen entsyymi pystyy katalysoi-
maan rasvahappojen, alkoholien ja steroidien hapettumista. HSD17(310-entsyymiaktiivi-
suutta on havaittu aivoissa eri osa-alueilla, ja se kykenee katalysoimaan 173-estradiolia
ja allopregnanolonia (ALLOP), jotka ovat neuroaktiivisia steroideja. Alzheimerin tautia
sairastavilla potilailla mitokondrioiden HSD17p10-tasot kohoavat merkittavasti.
HSD17p10-entsyymia inhiboimalla on mahdollisuus sailyttd&d hermosoluja suojaavat ste-
roiditasot aivoissa. Alzheimerin taudin liséksi, HSD17310-entsyymin toimintahairidista
tunnetaan synnynnéinen HSD17(310-puute, joka johtaa erilaisiin neurogeneratiivisiin sai-
rauksiin. (Yang ym. 2014, 460-472.)

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdaa entsyymiaktiivisuustesti HSD17310-entsyymille.
Tyon sisaltdoon kuului tutkimuksen taustateorian kokoaminen, kokeelliset analyysit, tulos-
ten analyysit ja lopuksi pohdinta. Maarityksissa kaytetty entsyymi oli tuotettu Escherichia
Coli -bakteerissa (E. coli), ja entsyymin konversiota mitattiin fluoresenssi- ja UPLC-ana-

lyyseillda 96-kuoppalevyformaatissa.

Opinnaytetyo tehtiin suunnitellulla tavalla ja tavoitteet toteutuivat uuden HSD17B10-ent-
syymiaktiivisuustestin  kehityksessa. Opinnaytetyd toteutettiin yritykselle Forendo
Pharma, jonka toimintaperiaatteena on olla edelldkavija hormonaalisiin mekanismeihin

vaikuttavien uusien hoitomuotojen kehittdmisessa (Forendo Pharma 2021).
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2 ENTSYYMIT

Proteiinit ovat biologisia katalyytteja, entsyymeja. Proteiinisynteesin avulla solut pystyvét
valmistamaan aminohappoja proteiineista, ja monta vaihetta sisaltdvassa prosessissa
aminohapot synnyttavat aminohappoketjuja, jotka voivat kiertya tai laskostua, vaantya
mutkille ja muodostaa yhtenaisia entsyymeja. Entsyymin kolmiulotteista (kuva 1) raken-
netta maarittdd aminohappojarjestys, jonka lisaksi siita vastaavat esimerkiksi rikkisillat ja
vetysidokset. (Reunanen ym. 2006a; Palmer & Bonner 2011, 67-75; von Weymarn
2017, 2-8; Juva 2018; Manubolu ym. 2018, 313-330.)

Kuva 1. HSD17p10-entsyymin kolmiulotteinen rakenne (Lustbader ym. 2004).

2.1 Entsyymien toiminta solussa

Jokainen elava elid vaatii entsyymeja toimintaansa ja jokainen solu sisaltda tuhansia
entsyymeja. Solujen toiminta tapahtuu paéasiallisesti solun sisapuolella, mutta osa ent-
syymeista toimii myds solun ulkopuolella. DNA:n kaksoiskierteen avaavat entsyymit,
RNA-polymeraasi ja hydrolaasi, pilkkovat nukleiinihappoja (lukuun ottamatta oksido-

reduktaaseja ja transferaaseja) ja ravintoaineita lysosomissa solun sisapuolella, kun taas
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ruoansulatusentsyymit ovat esimerkki solun ulkopuolelle erittyvista entsyymeista. So-
luissa tuotetaan ja eristetaan entsyymeja elimiston tarpeiden mukaisesti (kaava 1), ja
solun sisalla olevan tuman geenit ohjaavat entsyymien valmistumista. (Palmer & Bonner
2011b, 44-66; von Weymarn 2017, 2-8.)

Kaava 1. Soluissa tapahtuva entsyymien synteesi (von Weymarn 2017, 2-8).

Genomi - DNA - mRNA - Entsyymi

Ihmisen elimistdssa tapahtuvia kemiallisia reaktioita vahvistavat entsyymit, mitka luoki-
tellaan biologisiksi aineiksi, proteiineiksi, joiden tarkoituksena on saada kemialliset reak-
tiot nopeutumaan esimerkiksi ihmiskehossa, eli entsyymit toimivat reaktioissa katalyyt-
tein&. Reaktioiden kannalta entsyymeja tarvitaan vain vahan, koska entsyymien katalyyt-
tisen kyvyn ansiosta ne kykenevéat nopeuttamaan reaktioita ilman reaktiotasapainon tai
termodynamiikan jarkkymista. Reaktionopeus saattaa kasvaa jopa 10’10 kertaiseksi.
(Reunanen ym. 2006a; Palmer & Bonner 2011, 65-75; von Weymarn 2017, 2-8; Feng
ym. 2021.)

Ihmiskehon jokaisen solun sisdlla on monia entsyymeja, jotka toimivat tietyissa toimin-
noissa. Runsaan aktivaatioenergian avulla saadaan biologiset reaktiot k&ynnistymaan,
mutta jos entsyymeja ei olisi, suurin osa reaktioista jaisi tapahtumatta. Entsyymit véhen-
tavat aktivaatioenergiaa ja saavat reaktion nopeutumaan, mutta tarkeimpana tehtavana
niilla on lopputuotteiden (esim. hormonit) tuottaminen. Entsyymien toiminta reaktiossa
katalyyttina ei muuta itse entsyymia, ja entsyymin kemiallisen reaktion katalyysi maaray-
tyy sen rakenteen pohjalta. (Reunanen ym. 2006a; Palmer & Bonner, 2011, 65-75; von
Weymarn 2017, 2-8; Feng ym. 2021.)

Katalyyttiset ja toiminnalliset RNA-molekyylit (ribotsyymit) ovat myds entsyymeja, joita
tunnetaan paljon, mutta kuitenkaan proteiinit eivat lukeudu naihin (Reunanen ym.
2006a). Ribotsyymit pystyvat katalysoimaan biokemiallisia reaktioita, ja niita pystytaan
soveltamaan erilaisten biologisten jarjestelmien manipulointiin niiden RNA-molekyyliomi-

naisuuksiensa ansiosta (Park ym. 2019).
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2.2 Substraatit ja kofaktorit

Entsyymikatalysoidun reaktion reaktanttia sanotaan substraatiksi, joka on yhdiste, jonka
entsyymireaktio pystyy muuttamaan (Duodecim 2016b). Entsyymien luonne on spesifi-
nen, ja jokainen entsyymi vaikuttaa tiettyyn substraattiin tai substraatteihin, jotta se saa
tuotettua halutun tuotteen tai tuotteita. Substraatteja ovat muun muassa rasvahapot,
sappihapot, estrogeenit, androgeenit, progestogeenit ja kortikostreroidit. Kosubstraatit
eli koentsyymit ovat hajoamattomia, niilla on pieni molekyylipaino, eivatka ne ole proteii-
nipitoisia orgaanisia yhdisteitd. Koentsyymit ovat mukana entsyymireaktioissa, joissa ne
toimivat vastaanottajina tai luovuttajina kemiallisille ryhmille tai elektroneille, ja niilla on
orgaaninen rakenne, joka toimii entsyymissa kofaktorin asemassa. (Palmer & Bonner
2011b, 105-125).

Entsyymi-substraatti-kompleksi eli ES-kompleksi muodostuu yleensa reaktioon, jonka
entsyymi on jo katalysoinut. ES-kompleksi muodostuu tyypillisesti aktiiviseen kohtaan
entsyymissé, jolloin kemiallinen reaktio kaynnistyy. Katalyyttisen aktiivisuuden ja reak-
tion spesifisyyden maarittdd entsyymin aktiivinen kohta. Yleensa entsyymi suosii sille
spesifistd eli aktiiviseen kohtaan parhaiten sopivaa substraattia, mutta toisinaan ent-
syymi voi myds Kkatalysoida toisia rakenteellisesti samankaltaisia substraatteja.
(Reunanen ym. 2006a; Porkka 2016, 11-13).

Reaktiossa substraatti muuttuu lopputuotteeksi. Entsyymi poistuu lopputuotteesta, kun
reaktio on loppunut, ja yleensa entsyymit toimivat perakkaisissa reaktioissa katalysoi-
malla niitd. Taman kaltaisissa tapauksissa ensimmaisen reaktion lopputuotteesta syntyy
seuraavalle reaktiolle substraatti. (Hayes ym. 1994, 28606-28612; Reunanen ym.
2006a.) Valitun substraatin, molekyylin tai yhdisteen toimintaan liittyy tietty entsyymi. Ne
ovat spesifisid, tehokkaita, mutta ei myrkyllisia. (Palmer ja Bonner 2011b, 67-75; von
Weymarn 2017, 2-8.)

Komplementaarisuudeksi kutsutaan entsyymin aktiivisen kohdan ja substraatin luomaa
kolmiulotteista muodostelmaa. Reaktio vakautuu tdman kolmiulotteisen muodostelman
ansiosta, koska entsyymin aktiivinen kohta ja substraatti kiinnittyvéat keskenaén ei-kova-
lenttisten vuorovaikutuksien avulla. Entsyymi saattaa ajautua konformaatiomuutokseen
sidosenergian johdosta, jota aiheuttaa ei-kovalenttiset vuorovaikutukset. Ne mydés va-
hentavat substraattientropiaa ja saavat aikaan fysikaalista jannitettd eraisiin sidoksiin

substraattimolekyylissa. Entsyymin katalyysille toimiva orientaatio voi mahdollisesti
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syntya konformaatiomuutoksen ansiosta, jolloin eraat toiminnalliset ryhmét sijoittuvat toi-
senlaiseen jarjestykseen. Happo-emas-katalyysi ja kovalenttinen katalyysi ovat myds

entsyymeille toimivia katalyyttisia toimintamekanismeja. (Reunanen ym. 2006a.)

Entsyymin spesifisyys maaraytyy normaalisti apoentsyymisté (proteiiniosasta), joka toi-
mii entsyymin rakennusaineena. Kun kyse on entsyymiaktiivisuudesta, sille valttama-
tonta voi olla entsyymirakenteen jokin molekyyliosa. Tamén kaltaista molekyyliosaa sa-
notaan kofaktoriksi. Kofaktorit jaetaan kahteen ryhmaan: epaorgaanisiin ja orgaanisiin.
Epaorgaaninen kofaktori voi olla esimerkiksi metalli-ioni (esimerkiksi sinkki, rauta ja ku-
pari) tai orgaaninen suurikokoinen koentsyymi. Kofaktorit muuntavat entsyymin aktiivista
aluetta (kiinnityskohtaa) substraatille suotuisaksi, ja joidenkin entsyymien aktiivisuuden
saavuttamiseen vaaditaan seka metalli-ionia etta koentsyymid. Prosteettinen ryhma
muodostuu metalli-ionista ja koentsyymistd, jotka ovat kiinnittyneet entsyymiin kovalent-
tisin sidoksin, ja holoentsyymi on nimitys entsyymille, joka on taydellinen ja katalyyttisesti
aktiivinen. Kofaktori sitoutuu apoentsyymiin, joka on toiminnallisesti inaktiivinen, muo-
dostaen holoentsyymin (kuva 2). Entsyymista syntyy epavakaa tai se ei laskostu kun-
nolla, jos kofaktoreita ei ole sitoutuneena siihen. (Nagel ym. 1992, 150; Hashim & Adnan
1994, 93-94; Reunanen ym. 2006a.)

g - [

Kofaktori
Apoentsyymi Holoentsyymi

Kuva 2. Holoentsyymin muodostuminen (mukaillen Chen ym. 2003, 63-71; Haynes
2010, 8).

2.3 Entsyymit bioteknisesta nakdkulmasta

Aiemmin entsyymeja on tuotettu uuttaen eldaimen tai kasvimateriaalien osia, mutta nyky-
aan iso osa entsyymeista tuotetaan mikrobisolujen avulla hallituissa olosuhteissa teh-
dasymparistbssd. Solut pystyvat tuottamaan entsyymeja intrasellulaarisella (solun si-

salld) tai ekstrasellulaarisella (solun ulkopuolella) tavalla, joista ekstrasellulaarinen tapa
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on helpompi toteuttaa prosessiteknisella tasolla, mutta tuotto voi silti olla vaikeaa. (Artin
2015, 19; von Weymarn 2017, 2—-8.) Solut ovat entsyymeille toivotuin vaihtoehto, silla
soluissa on otollisimmat olosuhteet. Teollisissa olosuhteissa esimerkiksi pH-arvo, lam-
potila ja suolapitoisuus on entsyymeille todella voimakasta. Taméan takia paastaan har-
voin tavoiteltuihin tuottotasoihin. (Villikka 2012, 8.)

Entsymaattinen reaktio tapahtuu nesteessa tai rajapinnassa, jossa entsyymi, substraatti
ja syntyneet tuotteet sekoittuvat keskenaan. Entsyymeilla on omat optimaaliset olosuh-
teensa, joihin sisaltyy esimerkiksi pH-arvo ja lampotila. Optimaalisilla olosuhteilla tarkoi-
tetaan entsyymille parhaimpia olosuhteita toimia toivotulla tavalla, ja jokaiselle entsyy-
mille on my®ds maaraytynyt oma tehtavansa. Entsyymi-substraattispesifisyydella tarkoi-
tetaan entsyymin kykya kayttaa tiettyja spesifisia substraatteja. (Palmer & Bonner 2011b,
67-75; von Weymarn 2017, 2-8.)

Luo ym. (1995) aloittivat HSD17B10-proteiinin puhdistamisen rotan maksasta ja iso-
leusiinimetaboliasta, ja kloonaus tapahtui lyhytketjuisena 3S-hydroksiasyyli-CoA-de-
hydrogenaasina (SCHAD), joka oli osallisena B-hapetuksessa. Taméa seulonta mahdol-
listettiin hyodyntamalla ihmisen maksan cDNA-kirjastoa, ja vastaava proteiini saatiin
kloonattua naudan maksan cDNA-ilmentymiskirjaston seulonnoissa, kun hyddynnettiin
puhdistettua HSD17[10-proteiinia vastaan muodostettua vasta-ainetta. (Luo ym. 1995,
214-220; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

2.4 EC-luokat

Entsyymikomissiojarjestelman (EC) on perustanut kansainvélinen biokemian ja molekyy-
libiologialiiton nimikkeistokomitea. Jarjestelméssa luokitellaan entsyymien toiminta hie-
rarkkisessa neljan kokonaisluvun jarjestelméssa, jossa kuvataan kemiallisia reaktioita.
Ensimmaisen numeron luokituksessa entsyymit jaetaan kuuteen eri luokkaan: oksido-
reduktaasit, transferaasit, hydrolaasit, lyaasit, isomeraasit ja ligaasit (taulukko 1), ja jo-
kaiseen luokkaan kuuluu oma alakategoria, joka merkitaan toisella kokonaisluvulla. Ala-
luokkien maara saattaa vaihdella eri luokissa, ja ne sisaltavat myos alakategoriat, jotka
merkitdan kolmannella numerolla, ja vimeinen numero maarittdd entsyymin substraatin.
Tutkijat ovat hyddyntaneet EC-numeroa tutkiessaan entsyymiluokituksia. (Rahimi ym.
2013, 36-43.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Henna Jalo



17

Taulukko 1. EC-luokat.

Oksidoreduktaasit
Transferaasit
Hydrolaasit
Lyaasit

Isomeraasit

o 0o~ WDN P

Ligaasit

Oksidoreduktaasit-entsyymiluokka (EC 1) katalysoivat kemiallisen aineen hapettumista
pelkistysreaktion kanssa (Wei ym. 2020, 183—-206). Transferaasit (EC 2) liikuttavat funk-
tionaalisen ryhman (metyyli- tai fosfaattiryhmd) yhdisteesta (luovuttaja) seuraavaan
(vastaanottaja) (Gupta ym. 2013, 183—-217). Hydrolaasit (EC 3) toimivat sidosten katkai-
sureaktioiden (hydrolyysi) katalysoinnissa (Paul & Fernandez 2016). Lyaasit (EC 4) pilk-
kovat eliminoimalla sidoksia (esim. C—C, C-O, C-N) muodostaen monia sidoksia ja ren-
kaita (Vaidya & Annapure 2018, 659-674). Isomeraasit (EC 5) katalysoivat reaktioita,
joissa molekyylit uudelleenjarjestyvat rakenteellisesti. Viimeinen entsyymiluokka, ligaasit
(EC 6), pystyvat yhdistaméaan katalysoimalla kaksi suurta molekyylia reaktiossa kova-
lenttisella sidoksella. Ne luovat uuden kemiallisen sidoksen joko samalla hydrolysoimalla
pienen kemiallisen ryhman isosta molekyylista tai yhdistaen kaksi yhdistetta (esim. C—
0O, C-S, C-N). (Manubolu ym. 2018, 313—-330.) HSD17p10-entsyymi luokitellaan EC 1-
luokkaan eli oksidoreduktaaseihin, jotka katalysoivat kemiallisen aineen hapettumista
yhdessa pelkistysreaktion kanssa (He ym. 2000, 139-143; Wei ym. 2020, 183—-206).

2.5 Inhibiittorit

Entsyymeill& on erilaisia inhibiittoriaineita, jotka vaikuttavat entsyymien toimintaan. Ne
ovat molekyyleja, jotka sitoutuvat entsyymiin, ja estavat tai hidastavat entsyymin toimin-
taa. Laakeaineiden kehityksessad inhibiittorien toimintamekanismit ovat tarkeassa
0sassa, ja niihin kuuluvat esimerkiksi inhibiittoreiden rakenteiden vaikutukset. Inhibiittorit
voidaan jakaa kahteen luokkaan niiden toiminnan perusteella: palautumattomiin ja pa-

lautuviin inhibiittoreihin. (Reunanen ym. 2016.)
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2.5.1 Palautumattomat inhibiittorit

Kun inhibiittorin ja entsyymin valille muodostuu kovalenttisia sidoksia, puhutaan niin sa-
notusti palautumattomista eli itsemurhainhibiittoreista. Sitouduttuaan entsyymiin inhibiit-
torit voivat muuttua reaktiivisiksi yhdisteiksi, jotka pystyvit sitoutumaan seuraavaan ent-
syymiin erittain tiukasti kovalenttisin sidoksin. Taman kaltaiset inhibiittorit pystyvat esta-
maan entsyymiaktiivisuuden palautumattomasti, eika inhibiittoria pystytd poistamaan
entsyymista. Palautumattomia inhibiittoreita kutsutaan myds mekanismiin perustuviksi
inaktivaattoreiksi, koska ne hyddyntavat entsyymin normaalia reaktiomekanismia. Jois-
sain tapauksissa inhibiittori pystytdan poistamaan entsyymista, kun lisatdan toinen kom-
ponentti reaktioseokseen, mutta télla ei kyetd vaikuttamaan entsyymin alkuperaiseen
toimintaan. (Reunanen ym. 2016; Laine 2017, 25-26.)

2.5.2 Palautuvat inhibiittorit

Palautuvat inhibiittorit sitoutuvat entsyymiin heikosti ei-kovalenttisin sidoksin, jolloin ne
pystytdan poistamaan dialyysilla tai laimennoksella, ja talléin saadaan palautettua tay-
dellinen entsyymiaktiivisuus. Normaalisti palautuvat inhibiittorit kykenevat muodosta-
maan nopealla tahdilla tasapainojarjestelmén entsyymin kanssa, jolla saavutetaan tietty
inhibitiotaso. Inhibitio pysyy vakiona koko ajanjakson ajan, johon vaikuttaa entsyymin,
inhibiittorin ja substraatin konsentraatiot. (Laine 2017, 25-26.) Kompetitiivinen (kilpai-
leva), nonkompetitiivinen (kilpailematon) ja unkompetitiivinen inhibitio kuvaavat palautu-
van inhibiition sitoutumismuotoja, joita esitellddn seuraavissa kappaleissa (Reunanen
ym. 2016).

Kompetitiiviset inhibiittorit

Kompetitiivisten inhibiittorien ja substraatin valilla tapahtuu kilpailua entsyymin aktiivi-
seen kohtaan sitoutumisesta (Reunanen ym. 2016). Kompetitiiviset inhibiittorit ovat ra-
kenteeltaan lahes samankaltaisia kuin substraatit, mink& ansiosta ne pystyvét kilpaile-
maan samasta sitoutumiskohdasta entsyymissa, ja talléin muodostuu entsyymi-inhibiit-
torikompleksiksi, jolloin entsyymiin ei sitoudu oikeaa substraattia (kuva 3). Entsyymin

toiminta on talldin estynyt eli entsyymi on inhiboitunut. Substraatin maaraéa kasvattamalla
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suhteessa inhibiittoriin pystytddn kumoamaan kompetitiivinen inhibitio. (Reunanen ym.
2016; Laine 2017, 25-26.)

E+S 2ES -E+P s

-
S

ks

E+1 2El

Kuva 3. El-kompleksin (entsyymi-inhibiittori-kompleksin) muodostuminen kompetitiivisen
inhibiittorin kiinnittymisen ansiosta (mukaillen CSUSM 2018, 1-7).

Nonkompetitiiviset ja unkompetitiiviset inhibiittorit

Entsyymin aktiivisen kohdan ulkopuolelle sitoutuvat nonkompetitiiviset ja unkompetitiivi-
set inhibiittorit. Reaktiotuotetta ei muodostu, jos molemmat molekyylit ovat mukana,
mutta substraatti pystyy silti kiinnittymaan entsyymin aktiiviseen kohtaan. Nonkompetitii-
viset inhibiittorit sitoutuvat ainoastaan entsyymiin tai ES-kompleksiin (entsyymi-
substraatti-kompleksi, kuva 4), ja unkompetitiiviset inhibiittorit pystyvéat sitoutumaan vain
ES-kompleksiin, jolloin ne estavéat reaktiotuotetta muodostumasta (kuva 5). ES-kom-
peksi muodostuu entsyymin ja substraatin kokonaisuudesta (Moura-Tamames ym.
2009, 908-920.). Kompetitiiviselle inhibitiolle saadaan muutos, kun lisdtdan substraatin
maéaraa suhteessa inhibiittorin maaraan, jolloin inhibitio kumoutuu, mutta unkompetitii-
vistd inhibitiota ei pystytd kumoamaan samalla tavalla eli substraattipitoisuuden nosta-

misella ei ole vaikutusta. (Reunanen ym. 2016; Laine 2017, 25-26.)
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Kuva 4. ESI-kompleksin (entsyymi-substraatti-inhibiittori-kompeksin) muodostuminen
substraattiin kiinnittyvan nonkompetitiivisen inhibiittorin ansiosta (mukaillen CSUSM
2018, 1-7).
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Kuva 5. Entsyymiin sitoutuva unkompetitiivinen inhibiittori (mukaillen CSUSM 2018, 1—
7).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Henna Jalo



21

3 ENTSYYMIN KINETIIKKA

Molekyyleissa esiintyy kemiallista kinetiikkaa, ja kemialliset reaktiot pystytdaén luokittele-
maan molekyylipainon tai jarjestyksen mukaisesti. Muuttuneiden molekyylien lukumaara
kertoo reaktion molekyylisyyden, milla tarkoitetaan reagoivien lahtdaineiden (reaktant-
tien) molekyylien maaraa normaalissa reaktiovaiheessa. Reaktion kinetiikkaa pystytaan
kuvaamaan jarjestyksella. Se pysyy yleensad samana molekyylipitoisuuteen nahden yk-
sivaiheisessa yksinkertaisessa reaktiossa ja monivaiheisessa kompleksisessa reak-
tiossa. Monimutkaisemmissa reaktioissa jarjestyksen méaarittdminen ei ole olennaista,
koska entsymaattisen reaktion nopeutta ei yleensa ilmoiteta pitoisuuden tulona. Esi-
merkki ensimmaisen asteen yksimolekyylisesté reaktiosta on ES-kompleksin muuntumi-
nen tuotteiksi tai valituotteeksi, ja toisen asteen biomolekyylireaktiosta on substraattimo-
lekyylin sitoutuminen entsyymimolekyyliin. (Cornish-Bowden 1979, 1-15.)

Integroinnilla pystytaan tulkitsemaan tuloksia. Kun kineettisia yhtaléita integroidaan, tay-
tyy olla selvilla integraation vakiot ja niiden laskut, koska ne harvoin ovat arvoltaan nolla,
mutta kuitenkin jotkin reaktiot voivat olla nolla astetta. Talléin nopeus on vakio riippu-
matta reagoivan aineen pitoisuudesta. Reaktion jarjestys pystytaan maarittamaan mit-
taamalla nopeutta reagenssien eri pitoisuuksilla. Entsyymikineettisia tuloksia ja algebral-
lisia virheitd havaitaan ja tarkastellaan ulottuvuusanalyysin avulla. Lampétilalla on suuri

vaikutus reaktioiden nopeuksiin. (Cornish-Bowden 1979, 1-15.)

3.1 Edistymiskayraanalyysi

Edistymiskéayraanalyysi (Progress Curve) on graafisesti toteutettu kuvaaja, josta ilmenee
kemiallisen reaktion tai entsyymin katalysoiman reaktion edistyminen. Edistymiskayra-
analyysissa tuotteen pitoisuus, substraatin pitoisuus tai kaksiosainen ES-kompleksi piir-
retdan ajan funktiona. (Biology Online 2021.) Edistymiskayrdanalyysilla pystytdén karak-
terisoimaan entsyymitoimintaa, jossa yhdella reaktioseoksella pystytdan tuottamaan mo-
nia kokeellisesti mitattuja pisteita jatkuvasti vaihteleville maarille substraatteja ja tuotteita
entsyymikonsentraation ja muiden pitoisuuksien pysyessa muuttumattomina. (Nikolova
ym. 2008, 345-346.)

Tata menetelméaa hyddynnettiin tdssa opinnaytetydssa maarittAmaan tuotteen muodos-

tumisnopeutta. Entsyymi sitoutuu substraattiin ja samalla se saattaa vahentaa tuotteen
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muodostumisnopeutta tietyissd olosuhteissa, mutta painvastainen vaikutus on myoés
mahdollinen. Kun substraattikonsentraatiot kasvavat, pystytddn saavuttamaan sitoutu-
misnopeuden kasvu, joka johtaa reaktionopeuden nousuun eika laskuun. (Shlomi ym.
2014, 4391-4396.)

3.2 Lineaarinen alue

Lineaarisella alueella kuvataan sellaista pitoisuusaluetta, jossa analyytin naytepitoisuus
on suoraan verrannollinen signaaleihin. Jokaiselle maaritykselle tulee selvittda oma line-
aarinen alue ja matriisi. Lineaarisella alueella voi olla erilaisia kriteereja ja lineaarisen
alueen saattaa pystya selvittdméaan lineaarisuuden arviointikokeiden pohjalta. Yleensa
lineaarisen alueen halutaan olevan 0—150 % tai 50—-150 % analyytin toivotusta pitoisuu-
desta. Pienemmat pitoisuudet ja naytelaimennokset mahdollistavat lineaarisen alueen
laajenemisen, mutta talléin myos analyytin signaalin tulee olla tarpeeksi voimakas.
(University of Tartu 2021.)

Tata menetelmaa hyddynnettiin tdssé opinndytetydssa maarittamaan lineaarinen mit-
tausalue. Lineaarisen mittausalueen maarityksella selvitetdan misséa vaiheessa konsent-
raation lisdys ei enda vaikuta signaalitason nousuun. Tassa vaiheessa signaalitaso voi
mahdollisesti jopa laskea, vaikka mitattavan aineen pitoisuus kasvaa. (University of
Tartu 2021.)

3.3 Michaelis-Menten yhtalo

Michaelis-Menten yhtaloa (MM-yhtalo) kuvataan kahdella vakiolla: Michaelis-vakio (Km)
ja suurin reaktionopeus (Vmax), jotka antavat tietoja entsyymin ominaisuuksista sen ol-
lessa tietyssa tilassa. Alkunopeuskokeen ja aikakokeen avulla pystytddn arvioimaan
naitd vakioita. Alkunopeuskoetta hyddynnetdédn useammin, koska se vahentaa palautu-
vaa reaktiota, entsyymin epavakautta ja tuotteen inhibition aiheuttamia hairioita. (Palmer
& Bonner 2011a, 105-125; Yun & Han 2020, 12-20.)

Nopeuskokeissa MM-yhtalé kuvaa useimmin substraatin alkuperdisen pitoisuuden [S]o
ja alkureaktion nopeuden vo suhdetta. Entsyymimaarityksissa pystytaan selvittdmaan re-
aktio-olosuhteiden alueita, joihin kuuluu: lampdtila, puskuripitoisuus, pH-arvo ja

substraattikonsentraatio, mutta entsyymikonsentraatiolle ei ole reaktio-olosuhteiden
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alueita. Entsyymikonsentraatio tulee maarittaa kokeiden avulla, jotta saadaan alkuno-
peus mitatuksi, ja jos entsyymin stabiilisuus on todella alhainen tai reaktio etenee hi-
taasti, on suositeltavaa nostaa entsyymikonsentraatiota korkeammaksi. Korkeampi ent-
syymikonsentraatio vaikuttaa mittausherkkyyteen positiivisesti parantaen sita. (Palmer &
Bonner 2011a, 105-125; Yun & Han 2020, 12—20.)

Monosubstraatin peruuttamattomasta entsyymireaktiosta pystytddn luomaan kaava
(kuva 6), jossa E kuvaa entsyymia, S substraattia, ES entsyymisubstraattikompleksia ja
P tuotetta. Reaktion yhtenaisyytta kuvaavat hopeusvakiot ki, kir ja kz. (Palmer & Bonner
2011a, 105-125; Yun & Han 2020, 12-20.)

ki k>

E+S 2 ES - P+E

kgr

Kuva 6. Monosubstraatin peruuttamaton entsyymireaktion kaava (Yun & Han 2020, 12—
20).

Kaavaan pystytdan soveltamaan massatoimilakia, jolloin yhtaloésta muutetaan differenti-
aaliyhtdld (HMM-jarjestelmd), joka pystytddn pienentamaan MM-yhtaloksi (kaava 2),
jossa vg kuvaa alkureaktion nopeutta, [S]o substraatin alkupitoisuutta, K, Michaelis-va-
kiota ja Vmax reaktion suurinta nopeutta. (Palmer & Bonner 2011a, 105-125; Yun & Han
2020, 12-20.)

Kaava 2. MM-yhtalo (Yun & Han 2020, 12-20).

Vmax [S ] 0

Yo = Km + [S]O

Kaavasta 2 pystytdan maarittamaan myos Km ja Vmax Suhteet (
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kaava 3 ja kaava 4), joissa [E]o kuvaa alku- tai kokonaisentsyymireaktiota. (Palmer &
Bonner 2011b, 105-125; Yun & Han 2020, 12—20.)

Kaava 3. Vmax-suhde MM-yhtéldssa (Yun & Han 2020, 12-20).

Vmax = k2 [E]O

Kaava 4. Kn-suhde MM-yhtéléssé (Yun & Han 2020, 12—20).

_ k1r+ k2
m — k1
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4 HSD17B-ENTSYYMIPERHE

HSD17B-entsyymiperheeseen kuuluu hydroksisteroidi-17-beta-dehydrogenaasientsyy-
mit, jotka katalysoivat hydroksyyli- tai ketoryhmien NAD (P)* (H) -riippuvaista hapettu-
mista ja pelkistymistd. Niiden tehtavana on yllapitda androgeeni- ja estrogeenitasapai-
noa ja saadella steroidihormoniligandien solunsisdista saatavuutta tumaydinreseptorei-
hin. Tama mahdollistaa kontrollimekanismin, jossa HSD17B-entsyymit katalysoivat aktii-
visia 17B-hydroksisteroideja vahemman aktiivisiksi 17-oksosteroideiksi tai toisinpain, ja
nain saatelevat steroidihormonitasoja. Monet HSD17(-perheeseen kuuluvat entsyymit
ovat katalyyttisesti aktiivisia myds muiden kuin sukupuolihormonien kanssa. Osa entsyy-
miperheen jasenistad pystyy myos prosessoimaan esimerkiksi retinoleja ja karboksyyli-
happoja. (Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

4.1 HSD17B-entsyymityypit

Karakterisoituja nisédkkdan HSD17B-entsyymeja on 14. Poikkeuksena HSD17(5, joka
kuuluu aldo-keto-reduktaasi (Aldo-keto reductase, AKR) perheeseen. Koko entsyy-
miperhe kuuluu lyhytketjuiseen dehydrogenaasi/reduktaasi (short-chain dehydro-
genase/reductase, SDR) perheeseen. Nukleotidikofaktori- ja substraattispesifisyys, so-
lun sisainen ilmentyminen ja kudosspesifisyys ovat ihmisella esiintyvien HSD17(3-per-
heenjasenien erilaisuuksien syind. HSD17B-entsyymien dehydrogenaasiyksikoilla (DH)
on kanoninen Rosmann-taitto, joka mahdollistaa rakenteellisen telineen sitoutumispaik-
kaan joko NAD (P)* -riippuvaiselle dehydrogenaasille tai NAD (P) H -riippuvaiselle reduk-
taasille. Rosmann-taittuva dinukleotidisidos koostuu seitseméasta yhdensuuntaisesta sai-
keestd, joita reunustavat kuusi a-heliksia, jota kutsutaan B-kalvoksi (Vinklarova ym.
2020, 231-243).

HSD17B-perheenjasenet ovat jaoteltu suurimmilta osin in vivo -oksidatiivisiksi entsyy-
meiksi, joita ovat HSD173-tyypit 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11 ja 14, ja ne katalysoivat NAD (P)* -
riippuvaista steroidireseptoriligandien inaktivaatiota. In vivo -reduktiivisiksi entsyymeiksi
on luokiteltu HSD17B-tyypit 1, 3, 5, 7, 12 ja 13, jotka ovat NAD (P) H -riippuvaisia ent-
syymeja, joiden reaktiot tuottavat steroidireseptoriligandeihin. (Szajnik ym. 2012, 587—
594; Hiltunen ym. 2019, 107-118; Su ym. 2019, 119-125.) HSD17B-entsyymiperheen
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kaikki jasenet ovat myos osallisina joissakin sytpatyypeissd, esimerkiksi rintasyévassa,

kohdun limakalvon sydvassa ja eturauhassyovassa (Vinklarova ym. 2020, 231-243).

HSD17B-tyypit 4, 8, 10 ja 12 pystyvat prosessoimaan tioestereita ja karboksyylihappoja,
osallistuvat rasvahappojen peroksisomaaliseen 3-hapettumiseen, 3R-hydroksiasyyliryh-
mien mitokondrioiden hapettumiseen, isoleusiinin hajoamiseen ja rasvahappoketjun pi-
dentymiseen endoplasmassa. Ne myds mahdollistavat reaktion tapahtumisen valittaja-
aineenvaihdunnassa. Evoluution aikaansaannoksen johdosta entsyymit eroavat
substraattien hyédyntamisen suhteen, missa katalyyttinen kohta on muuttunut adaptii-
viseksi. HSD17B4-entsyymi syntyy geenifuusion avulla, kun taas HSD17p8- ja
HSD17p10-entsyymi ovat liitettyind monitoimintoisiin proteiinikomplekseihin. HSD173-
tyyppien: 4, 8 ja 10 kristallirakenteiden avulla pystytdan saamaan kasitys niiden rakenne-
funktio-suhteesta. (Lukacik ym. 2006, 61-71; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

HSD17B-entsyymien toiminnallisten roolien maarittaminen estrogeeni- ja androgeenita-
sapainossa fysiologisissa olosuhteissa on ollut vaikea tutkimuskohde. HSD173-tyyppien
iimeneminen ei liity ainoastaan steroidogeenisiin kudoksiin ja proteiinimaarat ovat vaih-
televat. Karakterisointi on osoittanut, etta useimmilla HSD17(-entsyymeilla on sukupuo-
listeroideihin kohdistuvan vaikutuksen liséksi katalyyttista aktiivisuutta myds muiden ste-
roidisubstraattien kanssa, joita ovat: retinolit, kolesteroli, sekundaariset alkoholit ja keto-
nit, ksenobiotit ja erilaiset pitkaketjuisten karboksyylihappojen tioesterit (rasvahapot ja
niiden metaboliitit). (Lukacik ym. 2006, 61-71; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

4.2 HSD17(310-entsyymi

HSD17310-geenin aktivoinnin tuloksena syntyy tyypin Il 3-hydroksiasyyli-CoA-dehydro-
genaasia eli HSD17B10-proteiinia, joka kuuluu SDR-suurperheeseen. Aikaisemmin
tdma proteiini on tunnettu myos nimilla SC-HMAD (lyhytketjuinen L-3-hydroksi-2-metyy-
liasyyli-CoA-dehydrogenaasi), HADH: (tyypin 1l hydroksiasyyli-koentsyymi A-hydro-
genaasi) ja SCHAD (lyhytketjuinen 3-hydroksiasyyli-CoA-dehydrogenaasi). (Luo ym.
1995, 214-220; Korman and Yang 2007, 115; Yang ym. 2014, 460-472.) HSD17310 on
monitoiminen dehydrogenaasi, joka toimii eri reiteissa ja prosesseissa mitokondriossa.
Ihmisella HSD17310-geeni sijaitsee kromosomissa X, paikassa 11.2. Se koostuu kuu-
desta eksonista ja viidesta intronista. Geenituotteena toimii mitokondrioproteiini, joka

pystyy katalysoimaan monien rasvahappojen ja steroidien hapettumista (kuva 7), ja se
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on mitokondrioiden ribonukleaasi P:n alayksikkd, joka on mukana tRNA:n (transfer-RNA)
kypsymisessa. (Yang ym. 2014, 460-472.)

NAD* HSD17g10 NADH

OH

175-estradioli HSD17p10 Estroni

0 0
HO c HO c
Allopregnanaoloni HSD17g10
© 5a-dihyad. :
HO H oH a-dihydroprogesteroni
OH
3a-androstaanidioli
a-androstaanidioli _HSD1?B1D
H
. H
HO [vid
u  Soa-dihydrotestosteroni
CH, CHz
HC H C. o HSD17B10 HyC c o
cC H © o H ¢
|1}
OH S CoA © S CoA
2-metyyli-3-hydroksibutyryyli-CoA 2-metyyli-asetoasetyyli-CoA

NAD* HSD17810 NADH

Kuva 7. Neurosteroidien ja isoleusiinin aineenvaihdunnassa tapahtuvat valttamattomat
reaktiot HSD17B10-entsyymin katalysoinnin ansiosta (mukaillen Yang ym. 2007, 36—42;
Vinklarova ym. 2020, 231-243).

Proteiini on yhdistetty Alzheimerin taudin kehittymiseen, koska se pystyy sitomaan tau-
din puhkeamiseen osallistuvan amyloidi-beeta (AB) peptidin, ja aminohappoalue, sil-
mukka D, mahdollistaa AB:n sitoutumiskohdan. Muilla SDR-perheeseen kuuluvilla ent-
syymeilla ei ilmene kyseista sitoutumiskohtaa. (Vinklarova ym. 2020, 231-243.) Geeni-
mutaatiot taas ovat syyna HSD17810 puutteeseen. Monia transkriptiomuunnelmia on
tunnistettu, mutta koko luonne on pystytty maarittamaan ainoastaan kahdelle transkrip-

tiomuunnelmalle. (Yang ym. 2014, 460-472.)
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4.2.1 Mitokondrioiden toimintaproteiini

HSD17p10-proteiini koostuu neljasta toisistaan identtisista alayksikdista, muodostaen
homotetrameerin, joista jokainen sisaltda aktiivisen kohdan, ja sen molekyylipaino on
108 kDa. Alayksikot taas koostuvat jokainen aminohappoléhteistd, joita on 261.
(Vinklarova ym. 2020, 231-243.)

Aluksi HSD17p10:n luultiin esiintyvan endoplasmakalvostolla (endoplasmic reticulum,
ER), mutta myéhemmilla tutkimuksilla osoitettiin, ettd proteiini on mitokondrioproteiini.
(Zschocke 2012; Yang ym. 2014, 460-472.) Tama dehydrogenaasi on NAD* -riippuvai-
nen ja se kykenee muuttamaan aktiivisen kohdan avulla monia erilaisia substraatteja.
Aivoissa taman kyseisen entsyymin epdillddn osallistuvan synaptisten toimintojen yllapi-
toon. Hermosolujen vélinen viestinta tapahtuu postsynaptisten kompleksien avulla, ja
kompleksit ovat myds keskeisesséd asemassa synaptisen ja kayttaytymisen plastisuutta
valittavien signaalien vastaanottamisessa ja prosessoinnissa. Postsynaptinen tiheys
(postsynaptic density, PSD) sisdltdad mahdollisesti 1124 proteiinia, ja siksi sité kutsutaan
suurimmaksi kompleksiksi. HSD17810 on yksi mitokondrioiden entsyymeista, joka on
tunnistettu PSD:ssa. (Yang & He 2007, 36—42.) Yksi tunnetuimmista metabolisista ent-
syymeistéa on alkoholidehydrogenaasi (ABAD), joka sitoo mitokondrioiden amyloideja, ja
tama entsyymi on toiselta nimeltdan HSD17p310. (Hroch ym. 2016, 3675-3678.)

Ihmisilla, jotka karsivat 2-metyyli-3-hydroksibutryyli-CoA-dehydrogenaasin (MHBD)
puutteesta, on HSD17(310-proteiinin puutostila. Talldin muodostuu orgaanista happa-
muutta epéatavallisella neurogeneratiivisella tavalla. (Rauschenberger ym. 2010, 51-62).
Tama mitokondrioiden isoleusiinin hajoamisreitin synnynnainen virhe on hairi6, joka ai-
heuttaa isoleusiinin hajoamistuotteiden 2-metyyli-3-hydroksibutyraatin ja tiglyyliglysiinin
kertymista elimistéon. Nailla ihmisilla HSD17B10 oli my6és mutatoitunut, joka johti
HSD17B10 puutostilaan. (Yang ym. 2014, 460-472; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

HSD17p10, mitokondrioiden lyhytketjuinen asyyli-CoA-dehydrogenaasi (SHADH), sisal-
taa kineettisia ominaisuuksia, jotka osoittavat korkean katalyyttisen tehon lyhytketjuisten
3-hydroksiasyyli-CoA-substraattien kanssa, ja proteiini toimii myos sellaisten lyhytket-
juisten substraattien kanssa, joilla metyyliryhma sijaitsee asyyliketjun toisessa hiilessa.
Mitokondrioiden 3-hydroksiasyyli-CoA-dehydrogenaasit (HAD), jotka eivat ole aktiivisia
substraatin suhteen ja omaavat 2-metyyliryhmén, kineettiset ominaisuudet ovat jokseen-

kin paallekkaiset HSD17B10:n aktiivisuusprofiilin kanssa. Paallekkaisyys ilmenee
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suoraketjuisten 3-hydroksiasyyli-CoA-substraattien suhteen, joilla ei ole metyyliryhmaa,
ja taman vuoksi isoleusiinin hajoamiseen tarvitaan paatekijaksi HSD17p10-proteiinia,
joka kykenee muodostamaan 2-metyylihaaroittuneen valituotteen hajoamisreitille (kuva
8). (Yang ym. 2014, 460-472; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)

Isoloeusiini 3-oksoheksanoyyli-CoA
CoA D Tiolaasi
Asetyyli-CoA
2-metyylibutyryyli CoA Butyryyli-CoA
FAD FAD .
D Dehydrogenaasi C FADH Dehydrogenaasi
FADH; _ 2
Tiglyyli-CoA Krotonyyli-CoA
H,0
H.0 N\
\ HSD17p10
3-hydroksibutyryyli-CoA
2-metyyli-3- NAD*
hydroksibutyryyli-CoA C NADH + H HAD
NAD* .
D Hydraasi Const Asetoasetyyli-CoA
NADH + H* o
2-metyyliasetoasetyyli-CoA ) Tiolaasi
CoASH
\ Tiolaasi
Propionyyli-CoA Asetyyli-CoA

Kuva 8. HSD17B10 asyyli-CoA-metaboloivana entsyymind ja oikealla C-6-CoA-
substraatin p-hapetusreitti (mukaillen Hiltunen ym. 2019, 107-118).

HSD17p10-proteiinin ominaisuudet on karakterisoitu, ja sen ansiosta on selvinnyt, etta
proteiini hyvaksyy suoran vdliaineen, lyhytketjuiset 3-hydroksiasyyli-CoA-substraatit in
vitro, kun tehokkuus on suurimmillaan C4-substraattiin nahden. Proteiinille sopiva on
myods 2-metyyli-3-hydroksibutyryyli-CoA, asyylisubstraatti, jossa on 2S-metyyliryhma.
Kun mitokondrioiden proteiineja lokalisoitiin, huomattiin, ett sen katalyyttiset ominaisuu-
det antoivat sille merkityksen rasvahappojen B-hapetuksessa. (Yang ym. 2014, 460—
472; Hiltunen ym. 2019, 107-118.)
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Proteiiniluokittelu HSD17B10-proteiiniksi tapahtui sen reaktion katalysointikyvyn ansi-
osta, koska se hybodyntaa 17p-estradiolia substraattina. HSD17p10-proteiini kykenee
muodostamaan komplekseja muihin proteiineihin nahden, jotta muodostuu mtRNaasi P-
aktiivisuus (mitochondrial RNase P). (Yang ym. 2014, 460-472.) Sitouduttuaan estro-
geenireseptori alfaan, jotkin HSD17B10-toiminnot estyvat, joista esimerkkind komplek-
sien muodostumisen estyminen (Yang ym. 2014, 460-472; Jazbutyte ym. 2009, 450—
454).

4.2.2 HSD17B10-entsyymi osallisena steroidien metaboliassa

HSD17p10-entsyymille tarkeimpind substraatteina pidetdan estrogeeneja ja andro-
geeneja. Aivoissa esiintyvien aktiivisten steroidien pitoisuuksia pystytaan katalysoimaan
HSD17p10-entsyymin avulla, esimerkkina allopregnanolonin hapettuminen 5a-dihydro-
progesteroniksi. HSD17p310-entsyymi pystyy katalysoimaan myds 3a-androstaanidiolin
5a-dihydrotestosteroniksi, ja aktiivisen 17p-estradiolin hapettumisen vahemman aktii-
viseksi estrogeenituotteeksi eli estroniksi. Nam& HSD17(310-entsyymin toiminnot viittaa-
vat siihen, etté entsyymilla on merkittava rooli neuroaktiivisten yhdisteiden metaboliassa
ja steroidihormonien fysiologiassa. Kyseinen entsyymi saattaa olla myés mukana gesta-
geenien ja glukortikoiden metaboliassa ja se mahdollisesti osallistuu my6s sappihappo-
jen isomeraointiin, koska entsyymilla on oksidatiivinen vaikutus 20B3-OH- ja 21-OH-ryhmiin
Ca-steroideissa. (Vinklarova ym. 2020, 231-243.)

Ihmisen tarkeimpana estrogeenina pidetaan estradiolia, joka on keskeisessd asemassa
naisilla niiden lisdantymisfysiologiassa, ja se on myds mukana esimerkiksi miesten li-
saéntymisessa ja aineenvaihdunnassa. Estradioli vaikuttaa erilaisten geenien transkrip-
tioiden modulointiin sitoutumalla estrogeenireseptoreihin a ja B, jolloin reseptori dimeri-
soituu ja siirtyy tumaan. Silla on myés kudosten ravitsemukseen liittyva vaikutus koliener-
gisten hermosolujen kasvussa, kehityksessa ja niiden selviytymisessa, jolloin sen maa-
réat ovat ratkaisevia aivosairauksissa, kuten skitsofreniassa (hermovalittdjaaineiden hai-
ri6). (Vinklarova ym. 2020, 231-243.) Estradioli sdatelee myds neuroinflammaatiota (lie-
vaa tulehdustilaa), joten se pystytaan littdm&aan mahdolliseksi tekijaksi Alzheimerin tau-
dissa (Vinklarova ym. 2020, 231-243; Toppala ym. 2021).
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HSD17B10-entsyymi osallisena allopregnanolonin aineenvaihdunnassa

ALLOP kuuluu gamma-aminovoihapporeseptoreiden (GABA,) positiiviseen steroidi-
modulaattoriin, joka pystyy avaamaan Cl-kanavia (Na*, K* ja Ca*), jonka lisaksi se pystyy
tehostamaan GABA:ta. ALLOP muodostuu 5a-dihydroprogesteronista (DHP), jossa
apuna toimii sytosolinen 3a-HSD3-katalyysi. Hapetusreaktiossa ALLOP hapetetaan 5a-
DHP:ksi, jota mitokondrioiden HSD17B10-proteiini katalysoi samanaikaisesti NAD* -pel-
kistysreaktion kanssa, ja talla ei ole vaikutusta GABAAa-reseptoreihin. (Yang ym. 2007,
36—42; Yang ym. 2014, 460-472.)

Allopregnanolonin ja 17B-estradiolin inaktivointi tapahtuu yksisuuntaisena samanaikai-
sesti tapahtuvan NAD*:n vdhenemisen kanssa. HSD17310-entsyymi katalysoi NAD* -
riippuvaisen dehydrogenaasin avulla palautuvasti 2-metyyli-3-hydroksibutyryyli-CoA:n ja
2-metyyliasetoasetyyli-CoA:n muunnokset. (Yang ym. 2007, 36-42; Yang ym. 2014,
460-472.)

Tutkimuksista on selvinnyt, ettda HSD17310:n ilmeneminen mitokondrioissa oletetaan
olevan vastuussa ALLOP oksidatiivisen inaktivaation katalysaatiosta. HSD17310:n ko-
faktorina toimii NAD" ja se on paikannettu mitokondrioihin, joissa ALLOP palautuu takai-
sin 5a-DHP-muotoon. Talléin NADH ja NAD* ovat noin 1/10 suhteessa toisiinsa nahden.
Entsyymeistd HSD17p10 ja 3a-HSD3 (AKR1C2) osallistuvat ALLOP:n aineenvaihdun-
taan. (Yang ym. 2014, 460-472.)

4.2.3 HSD17B10:n merkitys ihmisen sairauksissa

Aivojen kehityksen ja kognitiivisen toiminnan turvaa valttamaton normaalitasoinen
HSD17p10-proteiini, mutta silti neuroaktiivista steroidien metaboliaa on viela tutkittava.
Epatasapaino ALLOP:n aineenvaihdunnassa toimivan HSD17(310-proteiinin puutteessa
potilaan aivoissa saattaa olla merkittavassa asemassa neurogeneratiivisissa hairidissa,
ja lisatutkimuksilla pystyttaisiin mahdollisesti kehittimaan tehokasta hoitoa potilaille,
jotka karsivat HSD17B10-proteiinin puutteesta. (Yang ym. 2014, 460-472.)
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Syopa

HSD17p10-entsyymin on todettu yliekspressoituvan sydpasoluissa, muun muassa etu-
rauhas- ja luusyOpatyypeissd seka feokromosytoomasoluissa. Feokromosytooma-
soluissa yliekspressio johtaa lisdantyneeseen solujen kasvuun in vivo ja in vitro. Ylieks-
pressio tapahtuu ravintoa rajoittavissa olosuhteissa, jolloin se voi olla apuna solujen ho-
meostaasin yllapitamiseen. Talldin entsyymi tarjoaa lisdsteroideja sisaltavia metaboliit-
teja, jotka saattavat edistdaa solujen selviytymistd ja suojata niitd solukuolemalta.
(Vinklarova ym. 2020, 231-243.)

HSD17p10-entsyymin yliekspressio edesauttaa hengitysketjun aktiivisuutta ja energian
muodostumista, mikd taas mahdollistaa solujen kasvun ja niiden paremman vastustus-
kyvyn muodostumisen oksidatiiviselle stressille. Tama edistaa sydpasolujen tuumorige-
neesia ja aggressiivisuutta. HSD17p10-entsyymi mahdollistaa steroidisynteesin tapah-
tumisen eturauhassyovassa, missa se katalysoi dihydrotestosteronin reaktiota. Ihmisen
HSD17p10-entsyymi on mahdollisesti potentiaalinen l&a&kekohde tietyille sydpatyypeille
(esimerkiksi paksusuolen sy6pd). HSD17p10-entsyymin merkitystéd syovissa ei ole kui-
tenkaan maaritelty tieteellisilla tutkimuksilla perusteellisesti ja lisdtutkimuksia tarvitaan,
jotta pystytaan ymmartamaan paremmin sen rooli eri syovissa. (Vinklarova ym. 2020,
231-243))

HSD17B10-tauti ja neurodegeneratiiviset hairiot

Synnynnadisistd HSD17(10-geenin mutaatioista johtuvat HSD17(310-proteiinin toiminta-
hairiot voivat johtaa neurodegeneratiivisiin sairauksiin. Tata harvinaista tautia kutsutaan
HSD10-taudiksi, ja sen oireet voivat olla hyvin erityyppisia, ja niita voi esiintya niin vas-
tasyntyneilla kuin my6s myohemmalla ialla. Naisilla, joilla on todettu HSD17p310-proteii-
nin puutostila, on havaittu vaihtelevaa psykomotorisen hidastumisen astetta. Mitokond-
rioissa HSD17B10-proteiinin puute aiheuttaa isoleusiinin hajoamisen, jolloin metaboliitit
kertyvat elimistdoon, mutta kuitenkaan kliiniset tutkimukset eivat ole l0ytéaneet tukea talle
vditteelle. Henkiset ja motoriset taidot heikkenevat asteittain, joka viittaa vahvasti mito-
kondrioiden toimintah&iriodn (esimerkiksi laktaattitasojen nousu), johon siséltyy naon
menetysta, koreoatetoosia (pakkoliikkeitd) ja epilepsiaa. (Yang ym. 2014, 460-472;
Hiltunen ym. 2019, 107-118.)
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HSD17B10-proteiinin puutostila saattaa aiheuttaa mikrokefaliaa (pienipaisyyttd), mutta
ei kuitenkaan dysmorfiaa (ruumiinkuvan hairiotd) tai organomegaliaa (plasmasolutautia),
ja psykomotorinen taantuma on yksi taudin pahimmista kliinisista oireista (Yang ym.
2014, 460-472; Duodecim 2016c; Lievonen 2017). Oireet puhkeavat yleensa kuuden
kuukauden ja kolmen ikéavuoden vélilla. HSD17p10-puutostilasta kérsivan potilaan so-
luissa on havaittu mitokondrioiden rakenteiden muutoksia, jolloin mitokondriot ovat py6-
ristyneet tyhjentyneilla kristalleilla, josta pystytdén paattelemaan, ettd tauti matkii mito-
kondrioiden tautia. (Yang ym. 2014, 460-472.)

Mutatoidun HSD17B10:n jAdnndsentsymaattinen aktiivisuus ei korreloi potilaiden kliini-
siin oireisiin. HSD17B10-proteiinin ominaisuudet ovat valttamattomia, riippumatta entsy-
maattisesta aktiivisuudesta, mitokondrioiden rakenteelliselle ja toiminnalliselle ehey-
delle, ja jos tama toiminta heikkenee, hermosoluissa tapahtuu apoptoottinen solukuo-
lema. HSD17B10:n entsymaattinen aktiivisuus ei ole valttamatdnta solujen eloonjaami-
sen kannalta, ja sen takia potilaiden HSD17310-geenimutaatiot eivat aiheuta myrkyllis-
ten metaboliittien kertymista isoleusiinireitille, vaan ne viittaavat mitokondrioiden yleisiin

toiminnallisiin puutoksiin. (Rauschenberger ym. 2010, 51-62.)

HSD17p10-entsyymi kykenee edistamaan neurogeneratiivisia prosesseja ja hermosolu-
jen apoptoosia. Taten silla on merkittava rooli neurogeneratiivisissa hairidissa, esimer-
kiksi Parkinsonin taudissa (Parkinson’s disease, PD). PD on neurogeneratiivinen sai-
raus, jossa dopaminenergiset hermosolut vahenevat substantia nigrassa (mustatumak-
keessa). Tama johtaa erilaisiin motorisiin oireisiin, joita ovat muun muassa asennon epa-
vakaus, kavelyongelmat ja jaykkyys. Kohonneet HSD17p310-tasot saattavat suojata ih-
mista PD:lta. (Vinklarova ym. 2020, 231-243.)

Alzheimerin tauti

Alzheimerin tauti (Alzheimer’s disease, AD) on vanhuksilla esiintyvd dementian muoto.
Kongitiivisten toimintojen heikkeneminen on yleista taudille. AB:ta kertyy ja muodostuu
plakkeiksi neurofibrillaaristen muodostumien mukana, ja ne aiheuttavat patologisia muu-
toksia sairaiden potilaiden aivojen eri alueilla, joilla tauti on ehtinyt edeta. Nama ovat
tyypillisia merkkeja, joihin kiinnitetddn huomiota ensimmaiseksi, ja kayttaytymisessa

esiintyvat muutokset ovat myds huomiota herattavia merkkeja taudista (kuva 9).
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AD:n aiheuttajaa ei ole pystytty maarittdmaan, silla AB:n synnyttamalle toksisuuden me-
kanismille ei ole l16ydetty patevaa selitysta lukuisista tutkimuksista huolimatta. Ne ovat
kuitenkin osoittaneet, ettd AB:ta kertyy synapseissa ja mitokondrioissa, missd on myos
todettu taudin varhaisvaiheessa toimintahéairiéitd. (Yang ym. 2014, 460-472.) AB on
my0Os vuorovaikutuksessa erilaisten mitokondrioiden kanssa, joka aiheuttaa oksidatii-
vista stressid, energian epatasapainoa ja solutoksisuutta (Hroch ym. 2016, 3675—-3678).
Kun mitokondrio vaurioituu, se aiheuttaa talldin mitokondrioiden kuljetuksen heikkene-
mist&, fissio/fuusio epatasapainoa ja epatavallista dynamiikkaa. Lisdksi mitokondrioiden
toiminta, paikannus ja muoto ovat merkittavia aivotoimintojen ja kongnition kannalta. Sy-
naptisten mitkondrioiden puutetta esiintyy yleensd AD:n varhaisvaiheessa. (Yang ym.
2014, 460-472.)

Muut |
Muistih&irié J_L>kongnitiiviset yJJ'> Dementia Kaytoshairiot Laitoshoito

héiridt

Varhainen Lieva Keskivaikea Vaikea

Vuosia

Kuva 9. Alzheimerin taudin eteneminen (mukaillen EI-Sappagh ym. 2020, 197-215.)

HSD17p10-proteiinin maara aivoissa voidaan selvittdd aivo-selkaydinnesteesta (ce-
rebrospinal fluid, CSF). Tutkimustulokset ovat osoittaneet, etta CSF:ssa HSD17310-pro-
teiinin pitoisuus pienenee, kun ikaa tulee lisda. AD-potilailla pitoisuus on kuitenkin 5,7
kertaisesti suurempi kuin vastaavilla ikdan sovitetuilla verrokkeilla, ja tamé& on havaittu
myds AD-hiirimallissa. HSD17810 osallistuu Alzheimerin tautiin niiden patogeneesissa
(Rauschenberger ym. 2010, 51-62). HSD17(10-proteiinin yliekspressio aiheuttaa mito-
kondrioille matriisikondensaation ja johtaa osittaiseen kristallirakenteen hajoamiseen.
(Yang ym. 2014, 460-472.)

Entsyymitoiminnan muutoksen aiheuttama AB-ABAD-vuorovaikutus on osoitettu aikai-
semmin mahdollistavan stressid mitokondrioissa, joka johti sytotoksisiin vaikutuksiin. Li-
saksi HSD17B10-proteiini on esiintynyt vuorovaikutuksessa nanomolaarisilla pitoisuuk-

silla suoraan AB:n kanssa. Oksidatiivisen stressin ja mitokondrioiden toimintahairididen
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edistymista tapahtuu silloin, kuin A ja ABAD ovat vuorovaikutuksessa keskenaan, mika
johtaa solukuolemaan. (Hroch ym. 2016, 3675-3678).
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5 MENETELMAT

Entsyymiaktiivisuustestin kehityksella halutaan luoda HSD17B10-entsyymille oma me-
netelma, joka on toimiva ja luotettava. Menetelman periaatteena on pystyd seulomaan
HSD17B10-entsyymin inhibiittoreita, ja se pohjautuu reaktioseoksen inkubointiin, jossa
seos siséltaa puskurin, HSD17B10-entsyymin, radioleimatun substraatin (3H), kofaktorin
jajoissain maarityksissa myos leimaamattoman substraatin ja inhibiittorin. Inkubointiajan
paatyttya lahtbaine erotetaan lopputuotteesta Waters Aquity UPLC H-Class System -
erotuslaitteistolla Maaritys toistetaan myo6s fluoresenssianalyysind. Poikkeuksena
UPLC-analyysiin, fluoresenssianalyysissa reaktioseos siséltédé ainoastaan leimaamatto-
man substraatin ilman radioleimattua substraattia. Fluoresenssianalyysissé kaytetaan
Tecan Spark®-monimoodimikrolevylukijaa, joka antaa mitattavien aineiden fluoresenssi-

singnaalin. Signaali muutetaan konversioksi standardisuoraan suhteuttamalla.

5.1 Analyysilaitteisto

Analyysilaitteistoon kuului Waters Aquity UPLC H-Class System -erotuslaitteisto ja
Tecan Spark® -monimoodimikrolevylukija. UPLC-laitteistossa hyodynnettiin XBridge
VanGuard C18 3,5 pm, 3,9 x 5 mm esikolonnia ja XBridge C18 3,5 pm, 4,6 x 50 mm
kolonnia erotuksessa. Detektorina toimi Bertold FlowStar? -leimalaskindetektori. UPLC-
analyysilaitteistoon asetettiin maarityksille ajo-olosuhteet, jotka pysyivat muuttumatto-
mina jokaisessa UPLC-analyysissa (taulukko 2). Ajoliuoksena kaytettiin asetonitriilia ja
0,1 % muurahaishappoliuosta (CH-O; + H,O) 42/58 suhteessa. Detektorissa kaytettiin

Ecoscint™ A -tuikeliuosta mahdollistamaan signaali.

Taulukko 2. UPLC-analyysien ajo-olosuhteet.

Ajoaika 3 min/nayte
Injektiotilavuus 40 pl
Injesointien maara 1 injesointi/nayte
Ajoliuoksen virtausnopeus 1,2 ml/min
Tuikeliuoksen virtausnopeus 0,8 ml/min
Kolonnin esilammitys +35 °C
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Tecan Spark® -monimoodimikrolevylukija koostui suodattimista, Tecan QuadX Mo-
nochromators™ -monikromaattorijarjestelmasta ja SparkControl-ohjelmistosta. Mit-
tausolosuhteet pysyivat muuttumattomina jokaisessa fluoresenssianalyysissa ja ne on
kuvattu taulukossa 3. Emissio- ja eksitaatioaallonpituudet perustuvat tuotemolekyylin
fluoresenssiominaisuuksiin. Jokaisesta fluoresenssianalyysin tuloksesta on poistettu O-

pisteen antamat taustat.

Taulukko 3. Monimoodimikrolevylukijalla tehtyjen méaaritysten mittausolosuhteet.

Emissioaallonpituus 370 nm 370 nm

Eksitaatioaallonpituus 470 nm 510 nm

Gain Tris-HCI- KH2PO4- Tris-HCI- KH2PO4-
puskuri puskuri puskuri puskuri
100 106 143 148

Maarityksissa kaytettyjen reagenssien, 96-kuoppalevyjen ja laitteiden tiedot ovat liit-
teissa 1 ja 2, ja levytyypit pysyivat muuttumattomina jokaisessa maarityksessa. UPLC-
maarityksissa naytteet suodatettiin suodatuslevyn avulla ennen ajoa ABM + Waters® +
Wika® -suodatuslaitteistolla ajolevylle. Maarityksissa kaytettin HSD17(310-proteiinia,
jonka on tuottanut GenScript E.coli -bakteerissa. Proteiini saatiin solulysaatin superna-
tantista ja puhdistus toteutettiin yksivaiheisella Ni-kolonnilla. HSD17p10-proteiinin serti-

fikaatti on liitteessa 3.

5.1.1 Waters Aquity UPLC H-Class System ja UPLC-analyysi

Ultrakorkean suorityskyvyn nestekromatografiaa (ultra-high-performance liquid chroma-
tography, UPLC) hyodynnetaan erilaisten seosten ja niissa olevien komponenttien tun-
nistuksessa. Kromatografian periaatteena on kahden faasin vélilla tapahtuva erottumi-

nen analyysien vuorovaikutusten avulla. (Vahétalo 2018, 37-38).

UPLC-analyysissa liuotin virtaa korkealla paineella (jopa yli 1300 bar) laitteiston I&pi
pumppusysteemin avulla, jossa kaasujen poisto ja liuotinsuhteiden muutokset tapahtu-
vat. Aluksi injektori syottaa maaritetyn maaran naytetta (taulukko 2) suoraan liuotinvir-

taukseen, jonka jalkeen se saavuttaa esikolonnin, jossa epé&puhtaudet poistuvat.
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Kolonnissa tapahtuu naytteiden erottuminen, jotka havaitaan detektorin avulla, ja loppu-
tuloksena tietokone luo analyysistd kromatogrammit, jotka kuvaavat yhdisteiden reten-
tioajat kolonnissa. Kromatogrammeissa mahdollisesti esiintyvat piikit ja niiden pinta-alat
tai korkeudet antavat kvantitatiivisia tietoja, ja yhdisteiden tunnistaminen tapahtuu reten-

tioaikojen ja detektorin tietojen pohjalta. (Vahatalo 2018, 37-38.)

Waters Aquity UPLC H-Class System -erotuslaitteisto yhdesséa Bertold FlowStar? -leima-
laskindetektorin kanssa mahdollistavat entsyymin katalysoimien reaktioiden lantbainei-
den ja tuotteiden konversion mittaamisen, kun kyseessa on radioleimattu substraatti ja
tuote. Tritiumleimatun (®H) substraatin etuna on, etta detektori havaitsee konversion ai-
noastaan, jos lahtbaineeseen on lisatty radioaktiivinen leima. Radioaktiivinen leima an-

taa suhteellisen konversion.

5.1.2 Tecan Spark® ja fluoresenssimittaus

Fluoresenssiksi kutsutaan sita atomien ja molekyylien ominaisuutta, jossa atomit ja mo-
lekyylit absorboivat méaaritetylla aallonpituudella niihin kohdistuneita fotoneja (eksitaatio-
valo), ja lyhyen ajan kuluttua ne hyddyntavat pidempaé aallonpituutta, jotta ne pystyvat
sateilyn avulla saavuttamaan matalaenergisemmat fotonit (emittointi). Fluoresenssiin
kuuluva emissio on mahdollista ainoastaan tietyissa aallonpitoisuuksissa ja se on suu-
rempi kuin eksitaatioaallonpituus. Autofluoresoiviksi molekyyleiksi luokitellaan luonnolli-

sesti yksin fluoresoivat molekyylit. (Lahteenmaki 2010, 10-11.)

Tecan Spark® -monimoodimikrolevylukijalla mittaus tapahtuu automatisoidun Z-tarken-
nuksen avulla, jolloin jokaisen maaritetyn kuopan tarkennus tapahtuu yla- ja alaosaan.
Mittauksessa hyddynnetd&dn myo6s kaivoskannausta ja SparkControl-ohjelmistotydkalua.
Mittauksessa jokaiselle kuopalle méaaritetd&n omat laskukaavat ja jokaisen kuopan kon-
versioprosentti maaraytyy laskukaavan mukaisesti automatisoidusti laskettuna, ja stan-

dardit ovat vertailuna pipetoiduille naytteille.

5.2 HSD17B10-entsyymin testaus

HSD17p310-entsyymia testattiin aluksi, jotta saatiin nakemys sen toimivuudesta. Tes-
taukseen sisdltyi eri substraatit ja kofaktorit, yksi proteiinipitoisuus ja kolme eri aikapis-

tettd. Testaaminen aloitettiin erilaisista radioleimatuista substraateista ja kofaktoreista
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(taulukko 4). Reaktioseoksia valmistettiin kahdeksan, joista jokaiseen liséttiin eri radio-
leimattu substraatti ja kofaktori. Proteiinikonsentraatioksi valittiin 10 pg/ml ja pitoisuus
pidettiin samana jokaisessa reaktioseoksessa. Kontrollinaytteita (1 % DMSOQO) pipetoitiin
96-kuoppalevylle 2 ul kolmena rinnakkaisnaytteena ja reaktioihin pipetoitiin 200 pl reak-
tioseosta. Aikapisteet olivat 2, 4 ja 24 tuntia ja aikataulutus otettiin huomioon reaktioseok-
sia tehdessa. Jokaiselle aikapisteelle tehtiin omat rinnakkaisnaytteet, ja inkubointi suori-
tettiin lampdkaapissa (+37 °C). Aikapisteiden paattyessa pipetoitiin reaktioihin 22 pl
10 % trikloorietikkahappoa (TCA), joka lopetti reaktion. TCA:n lopullinen konsentraatio
reaktiossa oli 1 %. Taméan jalkeen suodatettiin naytteet ajolevylle ja suoritettiin ajo UPLC-
laitteella kappaleen 5.1 mukaisesti.

Taulukko 4. HSD17B10-entsyymin testausmaadrityksen reaktio-olosuhteet.

Reaktioseos Radioleimattu Kofaktori Proteiini
substraatti (0,5 nM) (10 pg/ml)
(7,5 nM)

1 *H-E2 NAD* HSD17p10
2 °H -E2 NADP?* HSD17p10
3 °H -E1 NADH HSD17p10
4 °H -E1 NADPH HSD17p10
5 °H-T NAD* HSD17(10
6 °H-T NADP* HSD17(10
7 °H -A4 NADH HSD17(10
8 °H -A4 NADPH HSD17p10

5.3 HSD17p10-entsyymiaktiivisuuden optimointi radioleimatulla substraatilla

Menetelméakehitys aloitettiin testaamalla reaktiopuskurin pH-arvon, proteiinikonsentraa-
tion, inkubointilampétilan, substraattipitoisuuden ja kofaktoripitoisuuden vaikutus reakti-

oon.

Aluksi tehtiin puskurivertailutesti, jossa vertailtiin kahden eri puskurin pH-arvojen vaiku-

tusta reaktioon. Puskurien pH-arvot olivat pH 5,5; 6,5; 7,5 ja 8,5, ja valmistetut puskurit
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olivat Tris-HCI (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 5 % glyseroli, 1 mM DTT + proteaasi-
inhibiittoritabletti) ja KH2PO4 (20 mM KH2PO,4 + 1 mM EDTA) -puskuri. Molemmat pus-
kurit jaettiin neljaan eri saildpulloon, jossa saadettiin jokaiselle puskurille haluttu pH-arvo
saatéliuosten avulla. Jaetut Tris-HCI -puskuriliuokset sdadettiin pH-mittarin avulla 1 N

HCI -liuoksella ja jaetut KH2PO4 -puskuriliuokset sdadettiin 2 M KOH -liuoksella.

Jokaista puskuriliuosta hyédynnettiin reaktioseoksissa, ja jokaiseen reaktioseokseen li-
sattiin sama maara kofaktoria, substraattia ja proteiinia. Kofaktorina kaytettiin 0,5 mM
NAD", radioleimattuna substraattina 7,5 nM 3H-E2 ja proteiinikonsentraatio oli 10 pug/ml.
Tyo6n suoritus, lopetus, suodatus ja ajo toistuivat samalla tavalla kuten kappaleessa 5.2

ja aikapiste oli kaksi tuntia.

5.3.1 HSD17B10-entsyymiaktiivisuuden testaus fluoresenssireaktiossa

Maarityksessa kaytettiin kahta eri substraattia (ID 7008 ja ID 7010), ja hyédynnettiin mo-
lempia puskureita (Tris-HCl ja KH2PO4 -puskuri) pH-arvoilla 7,5 ja 8,5. Loput maarityksen
parametrit ovat taulukossa 5. Molemmille substraateille valmistettiin niitd vastaavat stan-
dardit, jotka valmistettiin tuotteista, koska ne fluoresoivat. Substaatti + tuote -parit olivat
ID 7008 (substraatti) ja ID 7009 (tuote) ja ID 7010 ja ID 7011.

Standardien laimennokset valmistettiin laimennostaulukon mukaisesti laimennoslevylle
(taulukko 6). Ensin laimennokset pipetoitiin laimenoslevylle, josta ne siirrettiin reak-
tiolevylle (Black OptiPlate) 2 ul/kuoppa, kolmena rinnakkaisnaytteena. DMSO (1 %) toimi
kontrollindytteena konversiolle, ja standardeita ja nollanaytteita hyddynnettiin taustafluo-
resenssin poistossa. Standardien ja nollanaytteiden reaktioseokset eivat siséltaneet pro-
teiinia, mutta muuten reaktioseokset olivat samat kuin naytteilla, ja reaktioseoksen pH-
arvo oli 7,5. Inkubointi suoritettiin lampdkaapissa (+37 °C) ja aikapisteet olivat 0 min,
15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 300 min, 360 min ja 1440 min
(24 h), ja jokaisen aikapisteen kohdalla suoritettiin fluoresenssimittaus kappaleen 5.1
mukaisesti. Maaritys tehtiin kahdessa osassa, jolloin aluksi tehtiin molemmilla pusku-
reilla ja molemmilla pH-arvoilla substraatin ID 7008 kanssa, jonka jalkeen méaaéritettiin
substraatti ID 7010.
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Taulukko 5. Fluoresenssireaktiomaarityksen reaktio-olosuhteet.

Reaktiopuskurit: Tris-HCI ja KH2PO4

Testi Reaktiopus- Substraatti Kofaktori Proteiini

kurin pH-arvo (1 pum) (0,5 nM) (10 pg/ml)

1 8,5 ID 7008 NAD* ja HSD17310
NADP*

2 8,5 ID 7010 NAD* ja HSD17310
NADP*

3 7,5 ID 7008 NAD"* ja HSD17310
NADP*

4 7,5 ID 7010 NAD* ja HSD17810
NADP*

Taulukko 6. Standardien laimennokset.

Testiaineen Naytteen konsent- Lopullinen
pipetointimaara DMSO (ul) raatio laimennos- konsentraatio
levylla (M) testilevylla (M)

S5ul1-102 M 45 1-10% (ei reaktiolevylle)

10 1-10%M 90 1-10* 1-10°

60 ul1-10%M 20 7,5-10° 7,5-107
40u75-10°M™m 20 5-10° 5-107

25 ul5-10°M 25 2,5-10° 2,5-107
20l 2,5-10°M 30 1-10° 1-107

5ul1-10°M™m 45 1-10° 1-108

5.3.2 Proteiinikonsentraation ja inkubointilampétilan optimointi radioleimatulla
substraatilla

Entsyymin aktiivisuusmittauksen optimointia jatkettiin proteiinikonsentraation ja inku-
bointilampdtilan maarityksella eli molemmat olosuhteet maaritettiin saman maarityksen
avulla. Maaritettavat proteiinikonsentraatiot olivat 1 pg/ml, 5 pg/ml ja 10 pg/ml, jolloin
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reaktioseoksia valmistettiin kolme. Kofaktori oli 0,5 mM NAD?*, radioleimattu substraatti
oli 7,5 nM 3H-E2 ja inkubointilampétilat olivat +37 °C ja huoneenlampdtila (RT). Molem-
mille inkubointiolosuhteille valmistettiin sama reaktioseos, vaikka pipetointi tapahtui kah-
delle eri kuoppalevylle. Kontrolliaineena toimi DMSO (1 %), jota pipetoitiin 2 pl/kuoppa
kolmena rinnakkaisnaytteend, ja reaktioihin pipetoitiin 200 pl reaktioseosta. Molemmat
reaktiolevyt tehtiin samoilla parametreilld, ja aikapisteet olivat 30 min, 60 min ja 120 min,
mitk& otettiin huomioon reaktioseoksia valmistaessa. Reaktiot lopetettiin, suodatettiin ja

ajettiin UPLC-laitteella kappaleen 5.2 mukaisesti.

5.3.3 Substraattipitoisuuden optimointi radioleimatulla substraatilla

Substraattipitoisuuden optimointimaarityksessa kaytettin 7,5 nM radioleimattua
substraattia (®H-E2), joka oli jokaisessa substraattipitoisuudessa vakio, ja loput
substraattipitoisuudesta oli leimaamatonta estradiolia (E2) (taulukko 7). Proteiinikonsent-
raatio oli 5 pg/ml ja kofaktorin (NAD") pitoisuus oli 0,5 nM. Reaktiopuskurina toimi Tris-
HCI pH-arvolla 8,5, ja kontrolliaineena toimi DMSO (1 %), jota pipetoitiin kolme rinnak-
kaisnaytettd. Naytteita pipetoitiin reaktiolevylle 2 pl/kuoppa, ja reaktioihin pipetoitiin re-
aktioseosta 200 pl. Naytteet inkuboitiin (+ 37 °C) 75 minuuttia, ja reaktioiden lopetus,

suodatus ja naytteiden ajo UPLC-laitteella tehtiin kappaleen 5.2 mukaisesti.

Taulukko 7. Substraattipitoisuusmaarityksessa kaytetyt substraattipitoisuudet.

7,5 7,5 0
100 7,5 92,5
1 000 7,5 992,5
10 000 7,5 9992,5
20 000 7,5 19992,5
50 000 7,5 49992,5
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5.3.4 Kofaktoripitoisuuden optimointi radioleimatulla substraatilla

Viimeiseksi entyymin aktiivisuusmittauksen optimoinnissa maaritettiin kofaktoripitoisuus,
jossa kofaktorina oli NAD*. Kofaktoripitoisuudet olivat 100 nM, 1 uM, 10 uM ja 500 pM ja
substraattipitoisuus oli 1 pM, joka siséalsi 7,5 nM radioleimattua substraattia (*H-E2) ja
992,5 nM leimaamatonta substraattia (E2). Muut reaktio-olosuhteet pysyivat samana
kuin substraattipitoisuusmaarityksessa kappaleessa 5.3.3, ja maarityksen suoritus tois-
tui myds samalla tavalla. Inkubointiaika oli 90 minuuttia, jonka jalkeen reaktioiden lope-

tus, suodatus ja naytteiden ajo UPLC-laitteella suoritettiin kappaleen 5.2 mukaisesti.

5.3.5 HSD17B10-entsyymireaktion kinetiikkamaaritys radioleimatulla substraatilla

Entsyymireaktion kinetiikkamaarityksessd maéaritettiin  entsyymireaktiolle edistymis-
kayraanalyysi (Progress curve). Substraattipitoisuudet olivat 7,5 nM, 100 nM ja 1 uM, ja
ne sisalsivat 7,5 nM (®H-E2) ja loput pitoisuudesta oli leimaamatonta estradiolia (E2).
Muut olosuhteet pysyivat maarityksen 5.3.3 mukaisina, ja maaritys myds suoritettiin sen
mukaisesti. Aikapisteet olivat 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 min, 180 min, 240 min,
300 min ja 1440 min (24 h), ja reaktiot lopetettiin, suodatettiin ja ajettiin UPLC-laitteella
kappaleen 5.2 mukaisesti.

5.4 HSD17B10-entsyymiaktiivisuuden inhiboinnin testaus fluoresenssireaktiossa

Entsyymiaktiivisuuden inhibointimaarityksessa kaytettiin kirjallisuudesta |6ytyvaa inhibiit-
toria, joka oli bentsotiatsol-6-sulfonyyli, ID 7333 (Aitken ym. 2019, 1-23). Inhibitiopitoi-
suudet olivat 10 pM, 1 pM ja 100 nM. Substraattina kaytettiin 1 pM ID 7008, jonka tuot-
teena toimi ID 7009. Inhibiittorin laimennokset valmistettiin laimennoslevylle taulukon 8
mukaisesti, ja standardin, ID 7009, laimennokset tehtiin taulukon 6 mukaisesti. Proteii-
nikonsentraatiot olivat 1 pg/ml, 5 pg/ml ja 10 pg/ml, muut reaktio-olosuhteet pysyivat
samana kuin aikaisemmassa maarityksessa 5.3.1, ja maaritys tehtiin fluoresenssimaari-
tyksena kappaleen 5.1 mukaisesti. Aikapisteet olivat 0 min, 15 min, 30 min, 45 min,
60 min, 90 min ja 120 min, ja mittaukset suoritettiin fluoresenssimittauksina kappaleen

5.1 mukaisesti jokaisen aikapisteen kohdalla.
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Taulukko 8. Inhibiittorilaimennokset.

Testiaineen DMSO () Testiaineen kon- Lopullinen
pipetointimaara sentraatio laimen- konsentraatio
noslevylla (M) reaktiolevylla
5pl-102M 45 1-103 10 pM
5pl-10%M 45 1-10* 1uM
5ul-10*M 45 1-10° 100 nM

5.4.1 Inhibiittorien seulonta radioleimatulla substraatilla ja fluoresenssireaktiolla

Inhibointia testattiin eri inhibiittoreilla kahdessa erillisessé mittauksessa (taulukko 9) seka
UPLC- etta fluoresenssianalyysein&. Inhibiittorilaimennokset valmistettiin 10 pM ja 1 uM
pitoisuuksiin (taulukko 8), mutta muut reaktio-olosuhteet pysyivéat aiemman fluoresens-
sianalyysin 5.4 mukaisina. Fluoresenssianalyysin ensimmaisen inhibiittoriryhméan aika-
pisteet olivat 30 min, 45 min ja 60 min ja UPLC-analyysissa aikapiste oli 75 min. UPLC-
analyysin reaktio-olosuhteet pysyivét kappaleen 5.3.5 mukaisina. Fluoresenssianalyysin
toisen inhibiittoriryhméan aikapisteet olivat 45 min ja 60 min ja UPLC-analyysissa aika-

piste pysyi samana kuin ensimmaisen inhibiittoriryhméan kohdalla.

Taulukko 9. Inhibiittorien seulontamaarityksissa kaytetyt ID-numerot.

Inhibiittoriaineet (ryhma 1) Inhibiittoriaineet (ryhma 2)

ID 7333 ID 350
HM-2001 ID 1836
ID 1758 ID 2227
ID 3637 ID 3028
ID 4875 ID 4782
ID 4940 ID 4884
ID 5090 ID 4980
ID 5429

ID 6468

ID 7483
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5.5 HSD17B10-entsyymin uusi seulontamenetelma

Uusi seulontamenetelma kehitettiin entsyymin optimointimaaritysten avulla. UPLC-ana-
lyysin seulontamenetelman reaktio-olosuhteisiin kuuluu 7,5 nM radioleimattu substraatti
(®(H-E2), 1 puM leimaamaton substraatti (E2) ja Tris-HCI -puskuri (50 mM Tris-HClI,
100 mM NaCl, 5 % glyseroli, 1 mM DTT + proteaasi-inhibiittoritabletti), jonka pH-arvo on
saadetty arvoon 8,5, ja inkubointi suoritetaan lampokaapissa (+37 °C) 75 minuutin ajan.
Proteiinikonsentraatioksi optimoitiin 5 pg/ml. Fluoresenssianalyysissa substraattina toi-
mii ID 7008 ja tuotteena ID 7009. Inkubointiaika on 45 minuuttia, mutta muuten reaktio-
olosuhteet pysyvat samoina kuin UPLC-analyysissa.

5.6 Tulosten kasittely

Kaikki tulosten pohjalta laaditut kuvaajat piirrettiin GraftPad-sovelluksella kolmen rinnak-
kaisnaytteen keskiarvon (average, kaava 5) ja keskihajonnan (standard deviation, kaava
6) pohjalta, ja kuvaajissa nakyy kolmen rinnakkaisnaytteen keskihajonta. Tuloksissa
esiintyvat inhibitioprosentit laskettiin

kaava 7 mukaisesti.
Kaava 5. Keskiarvon laskukaava.

Yic1X1

n

X =

Kaava 6. Keskihajonnan laskukaava.

n(x;— X)?
SN
i=1 n

Keskiarvon (ka) ja keskihajonnan (s) laskukaavoissa x; tarkoittaa yksittaista arvoa, x

arvojen aritmeettista keskiarvoa ja n arvojen lukumaaraa.
Kaava 7. Inhibitioprosentin laskukaava (Porkka 2016).

DMSO — kontrollin konversio % — inhibiittorin konversio % - 100
DMSO — kontrollin konversio %
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6 TULOKSET

Tulokset sisaltavat opinnaytetydn kokeellisten menetelmien tulokset: entsyymin testauk-
sen, entsyymin optimoitavien parametrien maaritykset, fluoresenssireaktion, reaktion ki-
neettisen maarityksen ja edellisten maaritysten mittaustulosten pohjalta luodun menetel-

man avulla tehdyt inhibiittoreiden seulontamaaritykset.

6.1 HSD17B10-entsyymin testaus

Aluksi maaritettiin HSD17310-proteiinin kanssa parhaiten toimiva steroidisubstraatti ja
kofaktori radioleiman avulla (kuva 10). Kahden tunnin aikapisteen kohdalla (*H-E2 +
NAD") konversio on 51,02 % (kuva 10, A), ja muilla radioleimatuilla substraateilla kon-
versio on 0,0 % kahden ja neljan tunnin aikapisteissa (kuva 10, A-D). Naiden muiden
radioleimattujen substraattien konversioprosentin nousu havaitaan vasta 24 h aikapis-
teessa (taulukko 10). Tulosten pohjalta paatettiin valita seuraaviin testeihin radioleima-
tuksi substraatiksi *H-E2 ja kofaktoriksi NAD".
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Kuva 10. HSD17B10-entsyymi ajan funktiona. Toimivin radioleimattu substraatti + ko-
faktori oli ®H-E2 + NAD". A-kuvaajassa *H-E2 + NAD* vs *H-E2 + NADP*, B-kuvaajassa
3H-E1 + NADH vs *H-E1 + NADPH, C-kuvaajassa 3H-T + NAD" vs *H-T + NADP" ja D-
kuvaajassa 3H-A4 + NADH vs 3H-A4 + NADPH. Maaritys tehtiin UPLC-maarityksena.
Kuvaajassa esiintyvilla vareilla on eroteltu kofaktorit toisistaan.

Taulukko 10. Radioleimattujen substraattien ja kofaktorien konversioprosentit 24 h ai-

kapisteessa.

3H-E2 + NAD*
SH-E2 + NADP?*
%H-E1 + NADH
SH-E1 + NADPH

3H-T + NAD*
3H-T + NADP*
3H-A4 + NADH
3H-A4 + NADPH
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6.2 Proteiinikonsentraation ja inkubointilampdtilan vaikutus HSD17p10-entsyymin

toimintaan

Proteiinipitoisuus ja inkubointilampdétila maaritettiin UPLC-analyysilla (kuva 11). Proteii-
nipitoisuudella 5 pg/ml konversioprosentti on 27,26 % 60 minuutin kohdalla, kun inku-
bointilampdtila on +37 °C (kuva 11), kun taas proteiinipitoisuudella 1 pg/ml konversio-
prosentti on noussut vasta 15,45 %:iin 120 minuutin aikapisteen kohdalla inkubointilam-
potilan ollessa +37 °C (kuva 11). Inkubointi huoneenlammaossa (RT) vaikutti reaktion ete-
nemiseen selke&sti hitaammin, kuin inkubointi lampokaapissa (+37 °C) (taulukko 11),
joten valittin seuraavaan maaritykseen proteiinikonsentraatioksi 5 pg/ml ja inkubointi
lAmpodkaapissa (+37 °C).

100+

1 pg/ml, RT

5 pg/ml, RT

10 pg/ml, RT

1 pg/ml, +37 °C
5 pg/ml, +37 °C
10 pg/ml, +37 °C

80

or o

60-

E2w=pE1L
konversio %

40+

{0 BRI R R

20+

1

0 T T T T T 1
°© P © & S & N
Aika (min)

Kuva 11. Proteiinikonsentraation ja inkubointilampdtilan vaikutukset HSD17310-
entsyymin reaktioon ajan funktiona. Jatkoma&arityksiin valittiin proteiinikonsentraati-
oksi 5 pg/ml ja inkubointi [Ampdkaapissa (+37 °C), koska se oli [ahimpana lineaarista
aluetta. Proteiinikonsentraatiot olivat 1 pg/ml, 5 pg/mlja 10 pg/ml, ja inkubointiolosuhteet
olivat huoneenlapdtila (RT) ja lampokaappi (+37 °C). Maaritys tehtiin UPLC-maarityk-
sena. Lineaarinen alue on kuvattu katkoviivalla konversioprosentin ollessa 30 %. Kuvaa-
jassa esiintyvat symbolit kuvaavat samaa proteiinikonsentraatiota ja vareilla on eroteltu
proteiinikonsentraatiot + inkubointilampdatilat toisistaan.
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Taulukko 11. Proteiinikonversion ja inkubointilampdtilan konversioprosentit eri aikapis-
teissa.

Inkubointi- Proteiini-
lampdtila konsentraatio 30 min 60 min 120 min
(Hg/ml)

1 3,99 7,54 15,45

+37 °C 5 12,02 27,26 49,55

10 16,01 36,29 62,29

0,00 4,83 5,62

RT 5 5,75 13,74 26,52

10 9,31 20,76 37,61

6.3 Eri puskurien vaikutus HSD17p10-entsyymin toimintaan

Entsyymireaktiolle méaaritettiin sopiva puskuri UPLC-analyysilla (kuva 12). Maarityk-
sessa oli mukana puskurit Tris-HCI ja KH2PO4 pH-arvoilla 5,5; 6,5; 7,5 ja 8,5. Tris-HCI -
puskurin (pH 8,5) konversioprosentti oli 87,60 % ja KH.PO, -puskurin (pH 8,5) 90,52 %
kahden tunnin aikapisteen kohdalla (kuva 12), ja siksi seuraavaan maaritykseen jatkoivat
molemmat puskurit Tris-HCI ja KH2PO,. pH-arvoksi valittiin 8,5 molemmille puskureille,

koska reaktio eteni parhaiten tassa pH-arvossa (
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taulukko 12).
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Kuva 12. Puskurivertailun, Tris-HCI vs KH2PQ., ja niiden eri pH-arvojen, 5,5; 6,5;
7,5ja 8,5, vaikutukset HSD17B10-entsyymin reaktioon ajan funktiona. Parhaan kon-
version tuottivat Tris-HCI ja KH.PO,4 pH-arvolla 8,5, minka pohjalta ne valittiin jatkomaa-
rityksiin. Maaritys tehtiin kahden tunnin inkubointiajalla UPLC-méaarityksenéd. Kuvaajissa
esiintyvat varit erottavat eri puskurit ja niiden pH-arvot toisistaan.
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Taulukko 12. Tris-HCI ja KH2PO4 -puskurin ja niiden eri pH-arvojen konversioprosentit
kahden tunnin aikapisteessa.

Konnversioprosentti

Puskuri kahden tunnin

aikapisteesséa (%)

8,5 87,60
Tris-HCI 7,5 50,94
6,5 0,00
55 0,00
8,5 90,52
KH2PO4 7,5 69,05
6,5 4,27
55 0,00

Maaritettiin myos fluoresenssimenetelmaan sopiva puskuri ja sen pH-arvo kahdella eri
substraatilla, jotka olivat ID 7008 (kuva 13, A) ja ID 7010 (kuva 13, B), ja kofaktoreilla
NAD* ja NADP*. Maarityksessa kaytettiin Tris-HCI ja KH.PO, -puskuria, pH-arvoilla 7,5
ja 8,5. Tulosten pohjalta kofaktoriksi seuraaviin maarityksiin jatkoivat molemmat puskurit
ja ensisijaisesti kofaktori NAD*, ja puskurin pH-arvoksi valittiin pH 8,5, koska reaktio eteni

nopeammin emaksisemmassa pH-arvossa.
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Kuva 13. Eri puskurien vaikutukset HSD17B10-entsyymin reaktioon ajan funktiona
fluoresenssimaarityksenda substraateilla ID 7008 ja ID 7010. Parhaan konversion an-
toivat Tris-HCI ja KH,PO4 pH-arvolla 8,5 ja kofaktori NAD*, minka vuoksi ne valittiin jat-
komaarityksiin. Maarityksessa vertailussa olivat puskurit Tris-HCI ja KH>.PO,4 pH-arvoilla
7,5 ja 8,5 ja kofaktorit NAD* ja NADP*. A-kuvaajassa substraattina kaytettiin ID 7008 ja
B-kuvaajassa kaytettiin ID 7010. Kuvaajissa esiintyvat symbolit esittavat puskurien eri
pH-arvoja. Eri varit erottavat puskuri + kofaktori -yhdistelméat toisistaan.

6.4 Substraatin vaikutus HSD17(310-entsyymin reaktioon

Entsyymireaktiolle méaéaritettiin optimaalinen substraattipitoisuus UPLC-analyysina (kuva
14). Maarityksessa kaytetyt substraattipitoisuudet olivat 7,5 nM (3H-E2), 7,5 nM ((H-E2)
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+ 100 nM (E2), 7,5 nM (®H-E2) + 1 uM (E2), 7,5 nM (*H-E2) + 10 uM (E2), 7,5 nM (°H-
E2) + 20 uM (E2), 7,5 nM (®*H-E2) + 50 uM (E2). Substraattipitoisuudella 7,5 nM (*H-E2)
konversioprosentti oli 69,96 %, 7,5 nM (3H-E2) + 100 nM (E2) 50,91 % ja 7,5 nM (®H-E2)
+1 uM (E2) 37,85 % 75 minuutissa (kuva 14). Tuloksissa oli eroja, joten paadyttiin kayt-
tamaan 7,5 nM (®H-E2) + 1 uM (E2), koska konversioprosentin oletettiin olevan lahim-
pana lineaarista aluetta 75 minuutissa.

100+

80+

E2=0E1
konversio %

Kuva 14. Substraattipitoisuuden vaikutus HSD17810-entsyymin reaktioon eri
substraattipitoisuuksilla. Jatkomaarityksiin valittin 7,5 nM (3H-E2) + 1 uM (E2), koska
se oli lahimpana lineaarista aluetta. M&aritys tehtiin 75 minuutin UPLC-maarityksena.
Lineaarinen alue on kuvattu katkoviivalla konversion ollessa 30 %. Kuvaajassa esiintyvéat
varit erottavat eri substraattipitoisuudet toisistaan.
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6.5 Kofaktoripitoisuuden vaikutus HSD17310-entsyymin reaktioon

Entsyymireaktiolle maaritettiin optimaalinen kofaktoripitoisuus UPLC-analyysilla (kuva
15). Maarityksessa kaytetyt kofaktoripitoisuudet olivat 500 uM, 10 p, 1 uM ja 100 nM.
Pitoisuudella 500 uM konversioprosentti oli 37,86 % 90 minuutissa (kuva 15), kun taas
muilla pitoisuuksilla ei ollut tarpeeksi konversiota 90 minuutin inkuboinnilla (taulukko 13).

Tulosten pohjalta valittiin seuraavaan maaritykseen kofaktoripitoisuudeksi 500 pM.
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Kuva 15. Kofaktoripitoisuuden vaikutus HSD17B10-entsyymin reaktioon eri kofak-
toripitoisuuksilla. Toimivin kofaktoripitoisuus oli 500 pM, ja siksi se valittiin jatkom&ari-
tyksiin. Mé&aritys tehtiin 90 minuutin inkuboinnilla UPLC-méaéarityksena. Maarityksessa
kaytetyt kofaktoripitoisuudet olivat 500 uM, 10 y, 1 uM ja 100 nM. Kuvaajassa esiintyvat
varit erottavat eri kofaktoripitoisuudet toisistaan.
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Taulukko 13. Eri kofaktoripitoisuuksien konversioprosentit 90 minuutin aikapisteessa.

500 pM 37,86
10 pM 7,67
1 uM 0,00

100 nM 0,00

6.6 HSD17p10-entsyymin edistymiskayraanalyysi

Entsyymireaktiolle tehtiin kinetiikkamaaritys, josta piirrettiin edistymiskayraanalyysi
(kuva 16). Tuloksista pystytdan paattelemaan, etta reaktio tapahtui alkuvaiheessa line-
aarisella alueella, jonka jalkeen reaktion eteneminen hidastui. Substraattipitoisuudella ei
ollut vaikutusta. Substraattipitoisuuden ollessa 7,5 nM (*H-E2) + 1 uM (E2) reaktio ete-
nee lineaarisesti 300 minuutin aikapisteen kohdalle, kun taas substraattipitoisuuksilla 7,5
nM (®H-E2) + 100 nM (E2) ja 7,5 nM (®H-E2) reaktiot etenevét lineaarisesti 120 minuutin
aikapisteen kohdalle. Konversioprosentti oli substraattipitoisuudella 7,5 nM (H-E2)
30,88 %, 7,5 nM (3H-E2) + 100 nM (E2) 31,57 % ja 7,5 nM (H-E2) + 1 uM (E2) 27,6 %

60 minuutissa.
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Kuva 16. HSD17B10-entsyymin edistymiskayraanalyysi ajan funktiona. Konversioi-
den nousu tapahtui reaktioiden alkuvaiheessa lineaarisella alueella ja substraattipitoi-
suudella ei ollut vaikutusta. Maaritys tehtiin fluoresenssimaarityksena. Kuvaajassa esiin-
tyvat symbolit ja eri varit erottavat eri substraattipitoisuudet toisistaan.

6.6.1 HSD17B10-entsyymin inhibointikoe

Ensimmainen inhibiittorimaaritys tehtiin fluoresenssianalyysind yhdellda inhibiittorilla,
ID 7333, pitoisuuksilla 10 uM, 1 uM ja 100 nM ja kolmella proteiinikonsentraatiolla, jotka
olivat 1 pg/ml (kuva 17, A), 5 ug/ml (kuva 17, B) ja 10 pug/ml (kuva 17, C). Inhibiittoripi-
toisuudella 100 nM inhibiittorin teho ei riittanyt estdmaan reaktiota tapahtumasta. Maari-
tyksen pohjalta valittiin seuraaviin maarityksiin proteiinikonsentraatioksi 5 pg/ml ja inhi-

biittoripitoisuuksiksi 10 uM ja 1 pM.
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Kuva 17. HSD17B10-entsyymin inhibitioméaaritys ID 7333 -inhibiittorilla ajan funk-
tiona kolmella eri proteiini- jainhibitiopitoisuudella fluoresenssiméaarityksené. Jat-
komaarityksiin valittiin proteiinipitoisuudeksi 5 pg/ml, koska se oli Iahimp&na lineaarista
aluetta (konversio 30 %), ja toimivuuden perusteella valittiin inhibitiopitoisuuksiksi 10 uM
ja 1 uM. Maarityksen proteiinipitoisuudet olivat A-kuvaajassa 1 pug/ml, B-kuvaajassa
5 pg/ml ja C-kuvaajassa 10 pg/ml, ja inhibitiopitoisuudet olivat 10 pM, 1 uM ja 100 nM.
Kuvaajissa esiintyvat symbolit ja varit erottavat negatiivisen kontrollin ja eri inhibitiopitoi-
suudet toisistaan.

Vastaavasti tehtiin inhibiittorimaaritys UPLC-analyysind samoilla olosuhteilla kuin ensim-
maisessa inhibiittoritestissa (kuva 18), johon proteiinipitoisuudeksi valittiin 5 pg/ml aiem-
man maarityksen pohjalta (kuva 17). Tuloksista paateltiin, ettd inhibiittori (ID 7333) inhi-
boi parhaiten 10 uM pitoisuudella (inhibitio -90,90 %) (kuva 18). Pitoisuudella 1 yuM inhi-
bitio laskee noin puoleen (inhibitio -55,60 %) negatiivisesta kontrollista (1 % DMSO).
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Kuva 18. HSD17B10-entsyymin inhibitiomaaritys ID 7333-inhibiittorilla ajan funk-
tiona. Toimivin inhibiittoripitoisuus 1D 7333-inhibiittorilla oli 10 uM, mutta myds 1 pM pi-
toisuudella havaitaan inhibitiota. Maaritys tehtiin 75 minuutin inkuboinnilla UPLC-maari-
tyksend. Maarityksen proteiinipitoisuus oli 5 pg/ml ja inhibitiopitoisuudet olivat 10 pM, 1
MM ja 100 nM. Kuvaajassa esiintyvat varit erottavat negatiivisen kontrollin ja eri inhibi-
tiopitoisuudet toisistaan.

6.6.2 HSD17B10-entsyymin inhibiittoreiden seulonta

Inhibiittoreille tehtiin kaksi seulontamé&aritysta fluoresenssianalyyseina (inhibiittoriryhmé&
1, kuva 19 ja inhibiittoriryhmd 2, kuva 20). Aiempien maaritysten pohjalta valittiin proteii-
nikonsentraatioksi 5 pg/ml ja inhibiittoripitoisuuksiksi 10 uM ja 1 pM, ja inkubointiaika oli
45 minuuttia. Kaksi inhibiiittoria havaittiin toimiviksi, joista ID 4090 oli inhiboitunut koko-
naan (inhibitio -100 %) 10 uM pitoisuudella ja ID 7333 inhibitio pysyy samanlaisena edel-
liseen testiin verrattuna (inhibitio 94,9 %) (kuva 19). Inhibiittoriryhma 2:n tuloksista (kuva
20) péaateltiin, ettéd 10 pM pitoisuudella 1D 4980 (inhibitio -60,7 %) ja ID 4782 (inhibitio -
79,2 %) (kuva 20, A) ovat toimivia inhibiittoreita. Kun naiden inhibiittoreiden 10 pM
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pitoisuudella tehdyn maarityksen tuloksia verrattiin 1 uM pitoisuudella tehdyn maarityk-
sen tuloksiin, huomattiin, ettd 1 uM pitoisuudella ID 4980 (inhibitio -15,9 %) ja ID 4782

(inhibitio -37,5 %) (kuva 20, B) on huomattavasti huonompi.
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Kuva 19. Inhibiittoriryhma 1: HSD17B10-entsyymin inhibiittoreiden seulonta kah-
della inhibiittoripitoisuudella. Toimivat inhibiittorit olivat 10 pM ja 1 pM pitoisuuksilla
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ID 7333 ja ID 4940. Méaaritys tehtiin 45 minuutin inkuboinnilla fluoresenssimaarityksena.
A-kuvaajassa 10 pM inhibiittoripitoisuus ja B-kuvaajassa 1 uM inhibiittoripitoisuus. Ku-
vaajissa esiintyvat varit erottavat negatiivisen kontrollin ja eri inhibiittorit toisistaan.
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Kuva 20. Inhibiittoriryhmé 2: HSD17B10-entsyymin inhibiittorien seulonta kahdella
inhibiittoripitoisuudella. Toimivat inhibiittorit olivat 10 uM pitoisuudella ID 4782 ja ID
4980, kun taas 1 uM pitoisuudella ei ollut toimivia inhibiittoreita. Maaritys tehtiin 45 mi-
nuutin inkuboinnilla fluoresenssimaarityksena. A-kuvaajassa 10 pM inhibiittoripitoisuus
ja B-kuvaajassa 1 uM inhibiittoripitoisuus. Kuvaajissa esiintyvat vérit erottavat negatiivi-
sen kontrollin ja eri inhibiittorit toisistaan.
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Vastaavat inhibiittorimaaritykset tehtiin myés UPLC-analyyseind 75 minuutin inkuboin-
tiajalla (kuva 21 ja kuva 22). Inhibiittoriryhma 1:n tuloksista (kuva 21) huomattiin, ettéa ne
olivat verrattavissa aiempiin fluoresenssianalyysin tuloksiin (kuva 19 ja kuva 20), ja par-
haimmiksi inhibiittoreiksi nousivat ID 4090 (inhibito -100 %) ja ID 7333
(inhibitio -90,7 %) 10 uM pitoisuudella (kuva 21, A). Toimivaksi inhibiittoriksi todettiin
my6s ID 7483 10 uM pitoisuudella (inhibitio -79,0 %) (kuva 21, A). ID 7333
(inhibitio -57,1 %) ja ID 4940 (inhibitio -78,4 %) toimivat my6s 1 uM pitoisuudella (kuva
21, B). Inhibiittoriryhma 2:n tuloksista (kuva 22) paateltiin, etta ID 4782 inhiboi toimivasti
10 uM pitoisuudella (kuva 22, A). Pitoisuudella 1 pM yksik&éan inhibiittoreista ei toimi
toivotulla tavalla, ja inhibitio on huono (kuva 22, B).
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Kuva 21. Inhibiittoriryhmé& 1: HSD17810-entsyymin inhibiittoreiden seulonta kah-
della inhibiittoripitoisuudella. Toimivia inhibiittoreita olivat 10 pM pitoisuudella
ID 7333, 1D 4940 ja ID 7483, ja 1 pM pitoisuudella toimivimmiksi inhibiittoreiksi osoittautui
ID 7333 ja ID 4940. Mé&aritys tehtiin 75 minuutin inkuboinnilla UPLC-méaarityksena. A-
kuvaajassa 10 uM inhibiittoripitoisuus ja B-kuvaajassa 1 uM inhibiittoripitoisuus. Kuvaa-
jissa esiintyvéat vérit erottavat negatiivisen kontrollin ja eri inhibiittorit toisistaan.
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Kuva 22. Inhibiittoriryhmé 2: HSD17B10-entsyymin inhibiittorien seulonta kahdella
inhibiittoripitoisuudella. Toimiva inhibiittori oli 10 uM pitoisuudella ID 4782, ja 1 uM
pitoisuudella ei ollut toimivia inhibiittoreita. Maaritys tehtiin 75 minuutin inkuboinnilla
UPLC-maarityksend. A-kuvaajassa 10 puM inhibiittoripitoisuus ja B-kuvaajassa 1 pM in-
hibiittoripitoisuus. Kuvaajissa esiintyvat vérit erottavat negatiivisen kontrollin ja eri inhi-

biittorit toisistaan.
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7/ POHDINTA

Opinnaytetyodn tavoitteena oli kehittaa HSD17p10-entsyymille aktiivisuustesti. Menetel-
maa luodessa tehtiin monia analyyseja ja maarityksia. Niiden avulla pystyttiin maaritta-
maan optimaaliset arvot entsyymin toiminnalle. Kehitettiin uusi menetelma, jolla pystyttiin

seulomaan HSD17B10-entsyymin inhibiittoreita.

Puskurivertailumaarityksissa havaittiin, ettéa puskuriliuoksen pH-arvolla on suuri merkitys
reaktion etenemiseen. Toimivimmaksi puskuriksi valittiin Tris-HCI -puskuri, silla se toimi
molemmilla analyysilaitteilla. KH2PO4 -puskurilla tehdyissad maarityksissa saadut rinnak-
kaiset arvot poikkesivat enemman toisistaan, kuin Tris-HCI -puskurilla tehdyissa maari-
tyksissa. pH-arvoksi valittiin 8,5, koska entsyymireaktio toimi talla pH-arvolla parhaiten.
Entsyymin toiminta heikkeni ja jopa loppui, kun pH-arvot laskivat happamuuden puolelle,

koska HSD17B10-entsyymi ei toimi happamassa olosuhteessa (Li ym. 2021, 412—-427).

Kirjallisuuden pohjalta optimaalinen pH-arvo dehydrogenaasireaktiolle on 9,3 ja reduk-
taasireaktiolle 7,0 (Shafgat ym. 2003, 49-60). Tehdyissa méaarityksissa optimaalisin pH-
arvo madritettavista pH-arvoista (5,5; 6,5; 7,5 ja 8,5) oli pH 8,5. Muut reaktio-olosuhteet
mahdollisesti vaikuttivat myds reaktion etenemiseen, ja maarityksien emaksisin pH-arvo
oli 8,5, joten ei voida olla varmoja, etta olisiko reaktio edennyt paremmin viela emaksi-
semmassa pH-arvossa. Kirjallisuuteen verraten on yhtenevaa, etta entsyymireaktio eteni

emaksisemmassa pH-arvossa selkeasti paremmin.

Substraatti ID 7010 ei soveltunut fluoresenssimenetelméaan Tris-HCI -puskurilla, pH-ar-
voilla 7,5 ja 8,5 ja kofaktorilla NAD*, koska "taustafluoresenssi” oli 50 % jo 0-kohdassa.
Tris-HCI -puskurilla, molemmilla pH-arvoilla, kofaktori NAD* toimi selkeasti paremmin
kuin NADP*, kun substraattina oli ID 7008. Tamé& saattaa johtua siita, ettd NAD* eroaa
rakenteellisesti NADP*:sta. NADP* sisaltda ylimaaraisen fosfaattiryhman riboosin 2’
-0sassa, mika pitaa huolen adeniiniosasta, kun taas NAD* ei sisalla kyseista fosfaatti-
ryhmaa. (Lakna 2017.)

Kirjallisuudesta I0ytyneisiin tietoihin verraten, entsyymi toimi toivotulla tavalla. Kofaktori
NAD* toimi kirjallisuudesta I6ytyvan tiedon mukaisesti, ja se muuttuu reaktion edetessa
NADH:ksi. Kirjallisuuden mukaan optimaalinen olosuhde inkuboinnille on lampdkaapissa
(+25 °C), mutta kyseisissd maarityksissa ei ollut kaytetty suurempia lampdtiloja. Maari-

tyksista saatujen tulosten perusteella lampétilan nostaminen vaikuttaa nopeuttavasti
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kemiallisen reaktion aktiivisuuteen, kuten maarityksessa 5.2. Proteiinin aktiivisuus kas-
vaa huomattavasti lampdkaapissa (+37 °C) verrattuna huoneenlampdétilassa tapahtu-
vaan inkubointiin (RT), ja tdman takia valittin menetelmaan inkubointiolosuhteeksi lam-
pdkaappi (+37 °C). Mahdollisesti muut reaktio-olosuhteet vaikuttivat siihen, etta reaktio
eteneminen tapahtui toimivammin lampimammassa olosuhteessa (+37 °C), kuin kirjalli-

suuden mukaisessa lampdtilassa (+25 °C). (Shafgat ym. 2003, 49-60.)

Kirjallisuuden arvoon verraten on otettava huomioon my6s muut reaktio-olosuhteet, jotka
vaikuttavat reaktion etenemiseen (esimerkiksi proteiinikonsentraatio, substraattipitoi-
suus ja kofaktoripitoisuus). Mahdollisesti olisi voitu valita suurempi proteiinikonsentraa-
tio, jolloin inkubointiaikaa olisi voitu lyhentéaa. Talléin proteiinikonsentraatioksi olisi valittu
10 pg/ml, koska konversioprosentti oli noin 30 % 50 minuutin kohdalla. Proteiinia kuiten-
kin saastetaan ja liiallinen proteiinimaara maarityksessa saattaa hairita reaktiota, ja tasta
syysta valittiin matalampi pitoisuus. Mahdollisesti liiallinen proteiinin maara saattaisi vaa-

ristda analyysilaitteen antamia tuloksia.

Substraattipitoisuuksista suurimmat pitoisuudet toimivat parhaiten. Menetelmaan valittiin
7,5 nM 3H-E2 + 1 uM E2, koska tuloksista havaittiin, etta se oli lahimpéana lineaarista
aluetta (30 % konversio) 75 minuutin inkuboinnilla. Pienemmat substraattipitoisuudet
vaatisivat pidemman inkubointiajan ja mahdollisesti my6s suuremman proteiinikonsent-
raation. Kirjallisuudessa on mainittu, ettd entsyymi toimii 17B-estradiolin kanssa, ja reak-
tiossa se muuttuu estroniksi (E1) (Vinklarova ym. 2020, 231-243). HSD17(310-entsyy-
mille on mainittu kirjallisuudessa myds muita substraatteja, esimerkiksi 5a-dihydrotesto-
steroni. Menetelman kehitykselle olisi hyddyllista testata myds muiden, kuin taméan opin-
naytetyon maaritykissa kaytettyjen, substraattien toimivuutta, silla ne voisivat mahdolli-
sesti antaa lisatietoja muun muassa HSD17(310-entsyymin liittymista Alzheimerin tautiin.
(Shafgat ym. 2003, 49-60.)

Tavoitteena oli kehittdd menetelma, jossa pystytaan tutkimaan entsyymin toimintaa. Me-
netelméa voidaan katsoa toimivaksi, koska substraatti (E2) ja kofaktori (NAD*) toimivat
kirjallisuuden mukaisesti. Inhibiittorimaaritysten tulokset olivat myds vertailukelpoisia
kesken&an molemmilla analyyseilla. Kirjallisuuden inhibiittori (bentsotiatsol-6-sulfonyyli)
toimi opinnaytetyssa toteutetuissa maarityksissa, kuten Kkirjallisuudessakin todettiin
(Aitken ym. 2019, 1-23). Tieteellisten artikkelien julkaisuissa maarityksia on tehty erilai-
silla reaktio-olosuhteilla, esimerkiksi parametrit vaihtelevat kaytetysta puskurista (DSF-
puskuri: 150 mM NacCl + 10 mM HEPES, Tris-HCI -puskuri: 200 mM NaCl + 20 mM Tris-
HCI), sen pH-arvosta (pH 7,5; 9,3), kofaktoripitoisuuksista (1 mM, 100 uM) ja reaktion
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inkubointilampdétilasta (+ 25 °C) eri substraattipitoisuuksiin (1 mM). Yhtenevaa on, etta
tieteellisissa julkaisuissa on kaytetty samaa substraattia (E2) ja kofaktoria (NAD*). (He
ym. 2000, 139-143; Shafgat ym. 2003, 49-60 Oerum ym. 2017, 3294-3302.)
HSD17p10-proteiinin aktiivisuus maaraytyy proteiinin tuoton ja sen puhdistuksen perus-

teella, ja ne vaikuttavat maarityksessa valittuihin parametreihin.

Menetelmalla taytyy tehdd useampia toistoja, jotta pystytdan olemaan varmoja, etta se
on toimiva. Sitd ennen menetelmaa ei kannata hyodyntaa ladkemolekyylien seulon-
nassa. Yrityksessa tehtavissa muissa vastaavissa proteiinimaarityksissa kaytetaan Tris-
HCI -puskuria pH-arvolla 7,5, joten jos halutaan yhdenmukaistaa taméa uusi kehitetty
maaritys muiden proteiinimaaritysten kanssa, pitaisi testit toistaa myds samalla puskurin
pH-arvolla. Yrityksessa tehtavien proteiinimaaritysten yhdenmukaistaminen mahdollis-
taisi maarityksen tekemisen helpommin, koska puskuria ei tarvitsisi valmistaa kuin yhta,
joka sopii kaikkiin proteiinimaarityksiin. Testiainekirjaston aineita on testattava enemman
talla opinnaytetytssa kehitetylla menetelmalld, jotta tuloksia pystytdén vertaamaan ai-

kaisempien maaritysten tuloksiin.

Entsyymin toimintaan vaikuttavien tekijoéiden analyysit fluoresenssi- ja UPLC-analyysilla
todettiin toimiviksi saatujen tulosten pohjalta. Opinnaytetydlle asetetut tavoitteet toteutui-
vat, ja kehitettiin uusi HSD17(10-entsyymiaktiivisuustesti osaksi yrityksen ladkeaine-

seulontaa.
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Reagenssit
Asetonitriili, CoHsN, (Ultra) Gradient HPLC Grade J.T. Baker, Lot: 2024801801, CAS:
75-05-8

B-nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NADH), C21H27N7O14P>, reduced disodium salt
hydrate, SIGMA, Lot: #SLBV8731, N8129-100MG

B-nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti (NADP), C21H29N7017P3, sodium salt hy-
drate, SIGMA, Lot: #SLBV4386, NO505-100MG

Dimetyylisulfoksidi (DMSQO), C;HsOS, Merck KGaA, Lot: K51637131951,
1.02931.1000

Ditiotreitoli (DTT), CaH1002S2, = 98 % (TLC), = 99.0 % (titration), Sigma-Aldrich, Lot:
#SLBT1947, CAS: 3483-12-3

Ecoscint™ A, National diagnostics, Lot: 04-19-17
Etanoli (EtOH), C2HsOH, 99,5 paino-%, ALTIA Corporation

Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), C10H1sN20s, 99.0 — 101.0 %, SIGMA, Lot:
#SLBC8362V, CAS: 6381-92-6

Glyseroli, C3HgO3, 99.0 — 101.0 %, Sigma-Aldrich, Lot: #STBJ5141, CAS: 56-81-5
Inhibiittoriaine ID 7008, 10 mM, liuotettu: 14.09.2020
Inhibiittoriaine ID 7009, 10 mM, liuotettu: 14.09.2020

Inhibiittoriaine ID 7010, FOR-7387, FO-CODE: 116 ak, 10 mM in DMSO, liuotettu
02.06.2020

Inhibiittoriaine ID 7011, FOR-7388, FO-CODE: 116 keto, 10 mM in DMSQO, liuotettu
23.06.2020

Kaliumhydroksidi (KOH), = 85 %, Sigma-Aldrich, Lot: SCBC2010V, CAS: 1310-58-3

Kaliumvetyfosfaatti, KH2PO4, =2 99,5 %, Merck KGaA, Lot: AM0973673614, CAS: 7778-
77-0
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Metanoli, CH3;OH, (Ultra) Gradient HPLC Grade J.T. Baker, Lot: 2021301866, CAS: 67-
56-1

Muurahaishappo, CH.0,, = 99 %, VWR Chemicals, Lot: ZE650458, CAS: 64-18-6
Natriumkloridi (NaCl), = 99,5 %, Sigma-Aldrich, Lot: #STBJ5008, CAS: 7647-14-5

Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD), C21H27N;O14P», free acid, Sigma-Aldrich,
Lot: K51804342008, 1.24542.0005

Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti (NADPH), C21H29N;O17P3, PanReac Appli-
Chem, Lot: OF008690, A1395.0001

Proteaasi-inhibiittori cocktail tabletit, cOmplete™, Roche Diagnostics GmbH, Lot:
44077300, 11836145001

Proteiini HSD17B10, Q99714-1, Lot: U3759FD140-2/P1FDO001, 1,49 mg/ml, 90 %
Suolahappo (HCI), fuming 37 %, Merck KGaA, Lot: 20669417032, 1.00317.1000

Trikloorietikkahappo (TCA), CoHCI;02, 6.1 N Solution, MP Biomedicals, Lot: S0621,
CAT: 196057

Tris(hydroksimetyyli)aminometaani (Tris base), C4sH11NOs3, Fisher Bioreagents, Lot:
178205, CAS: 77-86-1

Vesi, filtered at 0,2 pm, VWR Chemicals, Lot: 201014026, CAS: 7732-185

3H-Androsteenidioli, Androst-4-ene-3,17-dione [1,2,6,7-H(N)], C1sH2602, PerkinElmer,
Lot: 2497566, NET469250UC

3H-Estradioli, [2,4,6,7-*H(N)], CisH240,, PerkinElmer, Lot: 2736767 & Lot: 2785749,
NET317250UC

3H-Estroni, [6,7-*H(N)], C1sH2202, American Radiolabeled Chemicals, Lot: 201002, ART
0819

3H-Testosteroni, [1,2,6,7-*H(N)], C19H2s02, Perkin Elmer, Lot: 2776497, NET370250UC
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Laitteet

Esikolonni, BEH C18 XBridge VanGuard Cartridge, 130A, 3,5 pm, 3,9 x 5 mm
Kolonni, XBridge BEH C18 Column, 130A, 3,5 pm, 4,6 x 50 mm

Nestetuikepumppu, LB 5037, Bertold Technologies

pH-mittari, SCHOTT Instruments, 56-61 mV/pH, Laitenumero: FPLO15
pH-yhdistelmaelektrodi, SI Analytics™, BlueLine

Puolimikrovaaka, Mettler Toledo AT261 DeltaRange® Balance, Laitenumero: FPL0O09

Radio HPLC Detektori, FlowStar? LB 514, Berthold Technologies, Laitenumero:
FPLO31, Asennettu: 22.2.2017

Staattisuuden poistoportti, Laitenumero: FPL0O11
Tecan Spark®, Laitenumero: FPL034, Asennettu: 12.8.2019

UPLC-laite, H-Class System, Waters Acquity, Laitenumero: FPL030, Asennettu:
20.1.2017

Suodatuslaitteisto, Greiffenberber Antriebstechrik GmbH Marktred witz, Typ.
4AEKF56CX—4 + Waters®, Milford Mascachusetts U.S.A, S/N: 0517 + Wika®

96-kuoppalevyt

Laimennoslevy, Mikroplate, 96 well, PS, U-Bottom, Clear, Greiner Bio-One, Lot:
E20103QA)

UPLC-analyysien reaktiolevy, Thermo Scientific Nunc -reaktiolevy, 96 well Conical
Btm PP Pit Natural, RNASE/DNase-Free, Thermo Fisher Scientific, Lot: 1301846

Suodatuslevy, Merck Millipore Ltd -suodatuslevy, Lot: ROMB18718

UPLC-ajolevy, 96-kuoppalevy, deep square well, 350 pl, no lid, Waters Oy, CAT:
WAT058943

Fluoresenssimaaritysten reaktiolevy, OptiPlateTM-96 F, Black, 96-well, Pinch bar de-
sign, PerkinElmer, Lot: 8040-20481
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HSD17B10-proteiinin sertifikaatti

Certificate of Analysis

Order Number: U3759FD140-2

Protein Name: Q99714-1

Shipping Condition: Dry Ice

Lot Number: U3759FD140-2/P1FD0O0O1
Codon Optimization: Yes

Expression System &
Vector:

Expression
Optimization:

Expression Scale:

E.coli, Expression Vector pET-30a(+)

Yes

3 L TB culture

Tag Removal: No
. . Protein was obtained from supernatant of cell lysate, one-step
Purification: ; . .
purification by Ni column
Package: 20.86 mg. 1.00 mi/tube, 14 tubes

Concentration:

Purity:

Sterility:

Two cycles of freeze-
thaw testing:

Storage and Handling:

Storage Buffer:

1.49 mg/ml, determined by Bradford protein assay with BSA as a
standard (ThermoFisher, Cat. No. 23236)

90%, estimated by densitometric analysis of the Coomassie Blue-
stained SDS-PAGE gel under reducing condition

Sterilized via a 0.22 pm filter and packaged aseptically

No visible precipitation was observed (Referring to appendix Freeze-
Thaw Testing)

Store at -80 TC. Aliquots should be stored at the same temperature after
first use to avoid multiple freeze-thaws

20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1mMDTT,pH 7.5
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SDS-PAGE & Western blot Analysis:

SDS-PAGE Western Blot

M, 1 2 M, 3

120 kDa--- .

80 kDa---
60 kDa---

50 kDa---
42 kDa---

s2kDa— il o

18 kDa---

Fig.1 SDS-PAGE and Western blot analysis of Q99714-1

Lane M;: Protein Marker, GenScript, Cat. No. M00516

Lane M2: Protein Marker, GenScript, Cat. No. M00521

Lane 1: BSA (2.00 pg)

Lane 2: Q997 14-1 (Reducing condition, 2.00 pg)

Lane 3: Q997 14-1 (Reducing condition)

Primary antibody: Mouse-anti-His mAb (GenScript, Cat.No. A00186)
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