Abstrakt

Redukce je opakem oxidace a muze ji byt bud ztrata atomu kysliku, nebo
ziskani dvou atomU vodiku. Redukce karbonylové skupiny xenobiotik byla hlavnim
tématem této prace.

V na8i praci jsme se pokusili identifikovat a charakterizovat lidské
karbonylreduktazy zodpovédné za deaktivaci protinadorovych léCiv. Rakovina je
jednou z nejcastéjSich pricin umrti v rozvinutych zemich, proto je hledani novych a
efektivnich zpusobu IéCby velmi dllezité. Inhibice enzymu, které se mohou podilet na
rozvoji choroby nebo jejich relapsu a/nebo snizeni ucinnosti terapie deaktivaci I&Civ,
muUze byt zplsobem, jak zlepSit 1é€bu a snad i snizit davky IéCiv a tim i incidenci
nezadoucich uginkl cytostatik.

V prvni Casti naseho projektu jsme se soustfedili na rozpustnou cytosolickou
reduktazu, AKR1C3. Tento enzym se uc€astni metabolismu pohlavnich hormond a
muze hrat dulezitou roli v rozvoji rakoviny prsu a prostaty. Testovali jsme jeji
schopnost metabolizovat protinadorova IéCiva inkubaci s oracinem a doxorubicinem
a naslednym stanovenim metabolitl pomoci HPLC. Podafilo se nam prokazat, ze
AKR1C3 je schopna deaktivovat doxorubicin s Ky, 355 uyM a oracin s K, 110 yM.
AKR1C3 tedy mulze ovlivnit protinadorovou terapii, zejména pokud je jeji exprese
v zasazene tkani zvysena.

Druha c&ast projektu byla zeméfena na purifikaci nové lidské jaterni
mikrosomalni reduktazy pouzitim AKTA chromatografického systému. PouZili jsma
fadu chromatografickych technik (iontové vyménna, afinitni chromatografie, gelova
filtrace, elektrofocusing) a separacnich metod. Oracin byl pouzit jako modelovy
substrat pro stanoveni redukéni aktivity. SDS-PAGE a Nativni PAGE byly dllezité
pro urCeni Cistoty frakci ziskanych purifikaci, aktivni prouzky byly analyzovany
pouzitim Maldi-Tof. Pro stanoveni obsahu proteinu ve vzorcich byly byuzity dvé
metody, BCA a stanoveni bilkoviny dle Bradforda.

Testovali jsme fadu separacnich metoda podminek, nékteré byly na pracovisti
zavedeny a pouzity v dalSich experimentech, jiné byly vylouCeny. Béhem tohoto
dlouhého procesu jsme sledovali nékolik voditek a diky praci celého tymu se nam
podafilo ¢astecné purifikovat novou lidskou membranové vazanou reduktazu, ktera je
schopna metabolizovat protinadorové Ié€ivo oracin.



