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VYVO]J A APLIKACE AFINITNIHO NOSICE PRO IZOLACI LIDSKYCH KARBONYL-REDUKUJICICH ENZYMU

JiZ po nékolik tisicileti tvori zaklad lidské mediciny malé bioaktivni molekuly, které
byly podavany ve formé rostlinnych extrakti nebo synteticky pripravenych sloucenin.
Jejich vyuziti v moderni 1ékai'ské védé ovSem neni mozZné bez detailniho porozuméni
jejich biochemickych ucinki a identifikace jejich molekuldrnich cila. Metody chemické
proteomiky, zaloZené na specifické interakci mezi bioaktivni latkou a cilovou molekulou,
patii v soucasné dobé k nejpouzivanéjsim technikam pfti identifikaci molekularnich cili
malych molekul. Oproti klasickym biochemickym metodam (napft. 2D elektroforéza) se
jedna o citlivé a predevSim velmi selektivni techniky, diky kterym lze z komplexnich
biologickych vzorkt uspésné identifikovat i biomolekuly, které se prirozené vyskytuji jen
ve velmi malych koncentracich. Takovymi biomolekulami jsou i karbonyl-redukujici
enzymy, které predstavuji fyziologicky dileZitou skupinu proteint, jelikoZ se podili na
metabolismu fady endogennich (napi. prostaglandiny, steroidni hormony)
i xenobiotickych (napf. antracykliny, oracin) sloucenin. I kdyz je vétSina dosud
charakterizovanych  karbonyl-redukujicich enzyma cytosolickych, v nadrodiné
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) se nachazi i fada membranoveé
vazanych zastupcil. Znalosti o jejich podilu na metabolismu xenobiotik ale zatim nejsou
prili§ velké. Vyzkumem stereospecifity redukce potencialniho protinadorového 1éciva
oracinu vsSak byla zjisténa piitomnost dosud neznamych mikrosomalnich karbonyl-
redukujicich enzymi, které se podili na jeho metabolismu. Dosavadni pokusy o jejich
purifikaci ovSem skoncily nezdarem. Ackoli byly ziskdny proteinové frakce, které
vykazovaly metabolickou aktivitu vici oracinu i pozadovanou stereospecifitu jeho

redukce, vyuzitim neselektivnich  purifikacnich  technik  (iontové-vyménna



chromatografie, hydrofobné-interak¢ni chromatografie) nebylo mozné obsazené enzymy
ziskat v dostatecném mnozZstvi a Cistoté pro jejich naslednou identifikaci pomoci MS.
Cilem tohoto projektu bylo vytvoreni originalniho afinitniho nosi¢e schopného
selektivné izolovat karbonyl-redukujici enzymy z komplexnich biologickych vzorki. Za
timto ucelem byla testovana sada magnetickych i nemagnetickych ¢astic, na které bylo
riznymi zplsoby imobilizovano potencialni protinddorové léc¢ivo oracin. Afinitni nosic
s nejlepSimi vlastnostmi byl nasledné testovan se sérii Ccistych rekombinantné
pripravenych enzymi a s bunéénymi homogenaty obsahujicimi overexprimované cilové
enzymy. Ve vSech pripadech bylo prokdzano, Ze nami pripraveny afinitni nosic¢
s imobilizovanym 1é¢ivem oracinem byl schopen izolovat karbonyl-redukujici enzymy,
které maji afinitu vii¢i oracinu. Afinitni nosi¢ byl nasledné zatazen do purifika¢niho
protokolu membranové vazanych karbonyl-redukujicich enzymi z lidské jaterni tkané.
Byly tak ziskany proteinové frakce s metabolickou aktivitou viici oracinu i poZadovanou
stereospecifitou jeho redukce. Metodou hmotnostni spektrometrie byly v téchto frakcich
nasledné identifikovany mikrosomalni enzymy DHRS1, RDH16 al73-HSD6 bez znamé
afinity a metabolické aktivity vii¢i oracinu. Dale byl identifikovan enzym 113-HSD1,
u kterého byla afinita vii¢i oracinu popsana jiz drive. U enzymt DHRS1 a RDH16 byla
afinita vlci oracinu nasledné potvrzena u rekombinantné pripravenych enzymi. Tyto
rekombinantni formy ale zatim bohuZel nepotvrdili vyznamnou metabolickou aktivitu
vici tomuto 1é¢ivu. Potvrzenti jejich afinity vii¢i tomuto xenobiotickému substratu ovSem

miiZe naznacovat jejich dalsi potencialni roli v biotransformaci jinych xenobiotik.



