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Ve dnech 25.4 20|2 2l. 10. 20|2 jsem se zričastnil sté e v laboratoŤi prof.

Guengeriche, na Ústavu biochemie Lékďské fakulty Vanderbilt University v Nashville,

Tennessee, USA. Prof. Guengerich patÍi mezi pŤední světové vědce v oblasti studia

cytochromri P450, enzym , které hrají roli pŤedevším v metabolismu léčiv, ale také v aktivaci

prokarcinogen a v neposlední Ťadě i v syntéZe a metabolismu látek endogenních, zejména

látek steroidní a lipidové povahy.

Moje experimentální práce byla zaměŤena na studium funkce orfarrních cytochromti

P450. Ve srovnaní s cytochromy P450 metabolizujícími primárně léčiva nebyla ri|oha těchto

orfanních cytochrom P450 v lidském organismu doposud zcela objasněna. Mrij zájem byl

soustŤeděn na enzym CYP2U1. V prvnífázijsem se snažil exprimovat modifikovan;f gen pro

CYP2UI v buřkách ruznych kmenti bakterie E. coli, následně tento eÍuzym z buněk izolovat

a purifikovat zapollžití chromatografické separace využívajicí speciální sorbent s nikelnat;imi

ionty.

Purifikovany enzym jsem pak využil v experimentech necílené ana|yzy neboli

metabolomiky. Principem necílené ana|yzy, která je vhodná pro hledaní endogenních

substrátri orfarrních CYP, je inkubace purifikovaného enzymu s tkářov;im extraktem (v mém

pŤípadě se jednalo o tkar1ov1i extrakt kravského mozku a lidsk;ich jater), reakční směs je

následně podrobena ana|yze využívajíci spojení vysoko činné kapalinové chromatografie

s hmotnostní spekÍrometrií (LCIMS) a vystupní data jsou ana|yzovéna za pomocí

metabolomic[ich softwarŮ. Dále jsem pŤi studiu funkce CYP2UI využil metodu inkubace

eÍrzymu a tkariového extraktu v pŤítomnosti dvou ruznfch isotopti kyslíku. Na zák|adé

uveden;ich experiment jsem zjistil, že CYP2Ul se podílí na metabolismu N.acylserotonin ,
konkrétně tr/-arachidonoy1serotoninu.

V;isledky LC/MS analyzy naznači|y, že CYP2Ul je nejen zodpově dny za metabolické

pŤeměny v Íetezcích mastnych kyselin, jak již bylo zjištěno dŤíve, ale také zŤejmě hraje roli i

v metabolickych pŤeměnách na indolovém jádŤe. Pomocí preliminární cílené ana|yzy bylo

následně zjišteno, že CYP2Ul kata|yzuje také oxidativní pŤeměnu serotoninu a jeho dalších
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strukturálních analog . Dalším zajímavym odhalením je fakt, Že se CYP2Ul podílí na

metabolismu bioaktivního metabolitu paracetamolu sloučeniny p-aminophenolu

s arachidonovou kyselinou, kterf je zajímavy z hlediska schopnosti tlumit bolest. Míru

pŤeměn uvedenych substrátri katalyzovanych CYP2UI, zejména N-arachidonoylserotoninu, je

tŤeba dále kvantifikovat. K tomu bude zapotÍebí inkubací CYP2Ul s radioaktivně značen;imi

substráty a následné zjištěru zékLadních parametru charakterizujících pŤíslušné etuymatické

reakce.

Závérem bych rád zdtnaznil fakt, že tato stétžbyla pro mě velmi pŤínosnou z hlediska

mé další vfzkumné práce. Měl jsem možnost sezniímit se s Ťadou noqich technik zejména

z oblasti metabolomické ana|yzy a eÍupologie, pŤi své experimentální práci jsem ěasto

vyuŽil ruzn;ich typri hmotnostních spekÍrometru a osvojil si tak práci s nimi a v neposlední

Ťadě se v pruběhu stě e zvyši|a tiroveř mé odborné angličtiny. Do budoucna je planovana

publikace z qisledk mé experimentální práce v laboratoŤi prof. Guengeriche a zéroveí není

vyloučena možnost další spolupráce zejména v oblasti studia funkcí cytochrom P450.

Zpráva vyhotovena dne 21.|0.2012.

Mgr.Michal Šiller, Ph.D. 0
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