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Podarilo sa mi dokazat’, ze mnohé kuracie tkanivd si schopné uc¢inne metabolizovat’
steroidné hormoény ako st glukokortikoidy, androgény a progestiny, a tak modulovat’ ich
biologicky ucinok. Glukokortikoid kortikosteron bol v sledovanych tkanivach, podobne ako
u cicavcov, oxidovany na uhliku Ci11 enzymom 11B-HSD. Na rozdiel od cicavcov bol vSak
tento substrat predovsetkym redukovany na uhliku Czo. 20-reduktazova aktivita bola pritomna
vo Vsetkych sledovanych tkanivach a vo vécSine z nich bola vyznamne vysSia nez 11pB-
oxidazova aktivita.

Vyznam dvojitej modifikacie molekuly kortikosteronu (11f3-oxidacia a 20-redukcia)
a moznu spolupracu enzymu 20B-HSD senzymom 11B-HSD pri ochrany MR pred
nespecifickou védzbou s tymto substratom, som dokdzal vytesiovacim experimentom.
Experimentom som zistil, ze 20-redukcia molekuly kortikosterénu vyznamnejSie zniZzuje jeho
afinitu k MR nez 11B-oxidacia. Dvojita modifikacia kortikosteronu (11B-oxidacia spolu
s 20-redukciou) mala, v porovnani s 11-dehydrokortikosteronom (iba 11p-oxidacia), za
nasledok priblizne dvojnasobny pokles jeho afinity k MR. Samotnou 20-redukciou doslo k eSte
vyraznejSiemu poklesu afinity kortikosteronu k MR neZ u dvojitej modifikacie, avsak tento
rozdiel nebol Statisticky vyznamny.

Pokusy s inkubaciou tkanivovych rezov dalej dokazali, Ze ako u cicavcov tak aj
u vtakov, sa enzymy s 20-reduktazovou aktivitou podielaji na metabolizme progesteronu.
Tento substrat bol tkanivom oblicky metabolizovany len na 20p-dihydro-epimér, kym tkanivo
tenkého ¢reva redukovalo progesteron na 20a- a 20B-dihydro-epimér v pomere 1:3.

Vsetky sledované tkaniva vykazovali vysokl 3-reduktazovu aktivitu. Tato enzymaticka
aktivita u mnohych polyfunkénych steroidnych dehydrogenaz predstavuje jednu z ich aktivit
auplatiuje sa predovSetkym pri modifikacii u€inku androgénov. Sledované tkaniva
metabolizovali biologicky aktivny androgén Sa-dihydrotestosteron (androstanolén) na 3a-
a 3pB-hydroxy-epiméry v roznom pomere. Tieto vysledky tak poukazuju na pritomnost
viacerych steroidnych dehydrogenaz s 3a/B-reduktazovou aktivitou.

Na zaklade podobnosti so sekvenciami cicavcov som identifikoval a rekombinantne
exprimoval kuraci enzym 20B-HSD v baktériach E. coli a d’alsimi pokusmi dokazal, ze je
zodpovedny za 3- a 20-reduktdzovi aktivitu nameranu v kuracich tkanivach. Sekvencia
enzymu vykazovala vysoky stupeil aminokyselinovej homoldgie so sekvenciami u inych
stavovcov (cicavce ~ 75 %, ryby ~ 61 %). Vysokd sekvenéna homologia a takmer identicka

trojrozmerna Struktura sekvencie kuracieho a prasacieho proteinu boli dolezité indikatory toho,
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ze identifikovana sekvencia skutocne predstavuje kuraci homolog sekvencie enzymu 203-HSD
prasiat.

Definitivny dékaz o tom, Ze sa skuto¢ne jednalo 0 enzym 20B-HSD poskytli vysledky
dokazujice polyfunkénti aktivitu proteinu pripraveného rekombinantnou expresiou v
baktériach Escherichia coli. U purifikovaného proteinu bola namerana vysoka 3o/f-
reduktazova, 17-oxidoreduktdzova anizSia 200/B-reduktazova aktivita. Inkubaciou enzymu
s androgénmi som zistil, ze 3-reduktazovd a 17-oxidoreduktdzova aktivita enzymu
Vv pritomnosti  kofaktorov. NADP(H), predstavovali najvysSie namerané aktivity. 20-
reduktazova aktivita bola pritom priblizne 10 - 15-krat nizS$ia. Konverzia radioaktivne
znatené¢ho progesteronu rekombinantnym proteinom naviac dokédzala jeho 200/B-
stereoSpecificitu, so zastupenim 200- a 20B-hydroxy-epimérov v podobnom pomere (1:3), ako
Vv pripade vysledkov z inkubdcie tkaniva tenkého Creva s progesteronom.

Distribucia transkriptu enzymu korelovala s aktivitou nameranou na tkanivovych
rezoch a poskytovala tak d’al§i dokaz o tom, ze identifikovany a exprimovany enzym 203-HSD
predstavoval enzym zodpovedny za redukciu Coi steroidov na uhliku Czo u kura. Expresia
mRNA bola najvyssia v oblicke a hrubom creve; nizsia v pohlavnych orgénoch a peceni.

Kvantifikaciou expresie som naviac dokazal pohlavné rozdiely v expresii mRNA pre
sledovany enzym, ako aj regulaény vplyv estrogénov u oboch pohlavi. Expresia bola vo
vacSine tkaniv vysSia u samcov neZ u samic a po aplikécii estrogénov doslo u oboch pohlavi

K jej vyznamnému poklesu.
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