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Aldosareduktasa (EC 1.1.1.21) AKR1B1 je jednim ze 13 lidskych enzymU z AKR
nadrodiny. VSechny lidské AKR jsou cytosolické a NADP(H) dependentni. AKR1B1
hraje dulezitou roli v metabolismu endogennich i exogennich latek. Hlavnim
endogennim substratem je glukosa. Jeji redukce na sorbitol je dlisledné spojena
se sekundarnimi diabetickymi komplikacemi. Z xenobiotik je metabolizovan pomoci
AKR1B1 daunorubicin, protinadorové |éCivo ze skupiny antracyklin(, které je
redukovano na daunorubicinol. Tento metabolit je méné aktivni nez plvodni [éCivo
a je pfricinou antracyklinem zplsobené kardiotoxicity. V soucasnosti je mnoho
projektd zamérenych na zkoumani AKR1B1 jako cilového enzymu a hledani
specifickych inhibitord.

Rekombinantni protein byl pfipraven v E. coli spolecné s pET-28b(+)
expresnim vektorem. Nejprve byla izolovdna z E. coli cDNA pro AKR1B1 v pOTB?7.
Kédova sekvence AKR1B1 byla namnoZena pomoci PCR. PCR byla provedena
s Phusion Hot Start Il polymerasou a parem forward a reverse primerl, které
obsahuiji restrikéni mista pro Ndel a Xhol. Jako vektor byl pouzit plasmid pET-28b(+).
Purifikované PCR fragmenty i plasmid byly dvojité Stépeny vysSe uvedenymi
restrikénimi endonukleasami a purifikovany, nasledovala ligace do mnohocetného
klonovaciho mista. Po ligaci byla provedena trasnformace za pouziti metody
tepelného Soku. K expresi proteinu byl vyuzit kmen E. coli BL21 (DH3), indukce byla
provedena pfidanim 1 mM IPTG. Protein byl purifikovan pomoci kitu Ni-NTA Fast
Start, kde purifikace je zaloZzena na afinité proteinu k nikelnatym iontlm

a koncentrace proteinu byla stanovena metodou dle Bradfordové.



