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Ve dnech 25.4 2012 — 21. 10. 2012 jsem se zGCastnil staZe v laboratofi prof.
Guengeriche, na Ustavu biochemie Lékatské fakulty Vanderbilt University v Nashville,
Tennessee, USA. Prof. Guengerich patii mezi pfedni svétové védce v oblasti studia
cytochromii P450, enzymi, které hraji roli pfedev$im v metabolismu 1é&iv, ale také v aktivaci
prokarcinogent a v neposledni fadé i v syntéze a metabolismu latek endogennich, zejména
latek steroidni a lipidové povahy.

Moje experimentdlni prace byla zaméfena na studium funkce orfannich cytochromi
P450. Ve srovnani s cytochromy P450 metabolizujicimi primarné 1é¢iva nebyla tloha t&chto
orfannich cytochromi P450 v lidském organismu doposud zcela objasnéna. Mij z4jem byl
soustfedén na enzym CYP2U1. V prvni fézi jsem se snazil exprimovat modifikovany gen pro
CYP2U1 v bunikdch rlznych kment bakterie E. coli, ndsledné tento enzym z bun&k izolovat
a purifikovat za pouziti chromatografické separace vyuzivajici specialni sorbent s nikelnatymi
ionty.

Purifikovany enzym jsem pak vyuZil vexperimentech necilené analyzy neboli
metabolomiky. Principem necilené analyzy, kterd je vhodna pro hledéni endogennich
substrati orfannich CYP, je inkubace purifikovaného enzymu s tkafiovym extraktem (v mém
pfipadé se jednalo o tkafiovy extrakt kravského mozku a lidskych jater), reakéni smés je
nasledné podrobena analyze vyuZivajici spojeni vysokou¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni ~ spektrometrii (LC/MS) a vystupni data jsou analyzovdna za pomoci
metabolomickych softward. Dale jsem pfi studiu funkce CYP2U1 vyuzil metodu inkubace
enzymu a tkafového extraktu v pfitomnosti dvou riznych isotopt kysliku. Na zaklad
uvedenych experimentti jsem zjistil, e CYP2U1 se podili na metabolismu N-acylserotonind,
konkrétn€¢ N-arachidonoylserotoninu.

Vysledky LC/MS analyzy naznacily, ze CYP2U1 je nejen zodpovédny za metabolické
pfemény v fetezcich mastnych kyselin, jak jiz bylo zjisténo dfive, ale také ziejmé hraje roli i
v metabolickych pfeménach na indolovém jadie. Pomoci prelimindrni cilené analyzy bylo

nasledné zjiSteno, Ze CYP2U1 katalyzuje také oxidativni pfeménu serotoninu a jeho dalsich
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strukturdlnich analogi. Dal$im zajimavym odhalenim je fakt, Ze se CYP2U1 podili na

metabolismu bioaktivniho metabolitu paracetamolu — slou€eniny p-aminophenolu
s arachidonovou kyselinou, ktery je zajimavy z hlediska schopnosti tlumit bolest. Miru
pfemén uvedenych substrati katalyzovanych CYP2U1, zejména N-arachidonoylserotoninu, je
tieba dale kvantifikovat. K tomu bude zapotiebi inkubaci CYP2U1 s radioaktivné znacenymi
substraty a nasledné zjisténi zékladnich parametrti charakterizujicich ptislusné enzymatické
reakce.

Zavérem bych rad zdaraznil fakt, Ze tato staz byla pro mé velmi piinosnou z hlediska
mé dalsi vyzkumné prace. M¢l jsem moznost seznamit se s fadou novych technik zejména
z oblasti metabolomické analyzy a enzymologie, pii své experimentdlni praci jsem casto
vyuzil riznych typt hmotnostnich spektrometri a osvojil si tak praci s nimi a v neposledni
fadé se v prub&hu staze zvysila Groven mé odborné anglic¢tiny. Do budoucna je planovana
publikace z vysledki mé experimentalni prace v laboratofi prof. Guengeriche a zaroven neni

vylou¢ena moznost dal$i spoluprace zejména v oblasti studia funkci cytochromt P450.

Zprava vyhotovena dne 21.10. 2012.
Mgr. Michal Siller, Ph.D.
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