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Aldo—ketoreduktasa 1A1 (AKR1A1) je monomerni cylady enzym patici do
skupiny karbonyl redukujicich enzyin nadrodiny aldo—ketoreduktas. Rodina aldo-
ketoreduktas se vyznampodili na reduénich reakcich endogennich substréprvni faze
biotransformace xenobiotik. V lidském organismunaehazi 15 zastupaéto velké rodiny,
které lze nalézt viznych tkanich. NejtSi zastoupeni maji v hepatocytech a renalnich
burnkach.

AKR1A1 katalyzuje reakce aromatickych i alifatickycaldehyd na jejich
odpovidajici alkoholy. Z endogennich latek je jesluibdstratem mevalonat. Jeho vyznamnymi
substraty jsou i ¢ktera I€iva ze skupiny antracyklinovych antibiotik — doxbicin
a daunorubicin. Dale se podili na biotransformadbisolu a rozvoji diabetickych komplikaci.

Priprava rekombinantniho enzymu byla provederta woli za pomoci expresniho
vektoru pET28b(+). Izolovana cDNA byla namnoZendymerasovouietzovou reakci,
katalyzovana Phusion Hot Start Il polymerasou z#&omnosti specifickych primér
obsahujicich restrini mista pro endonukleasidel a Xhol, kterymi byly na3tpeny
purifikované produkty PCR i plasmid. Takto rge&né produkty byly pomoci DNA-ligasy
zaligovany a transformovany do kompetentnich ¢kuk. coli kmen HB101 metodou
tepelného Soku. K expresi proteinu byly vyuZityiky E. coli kmen BL21. Indukce byla
provedena pomoci isopropftD-1-thiogalaktopyranosidu. Koncentrace enzymu byla
stanovena metodou dle Bradforda a enzym byl panfih na purifikatoru Acta. Qveni

aktivity prokehlo inkubaci g—nitrobenzaldehydem.
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