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ABSTRAKT

Flavinové monooxygenasy, jako biotransforma¢ni enzymy katalyzujici oxidaci Sirokého
spektra cizorodych latek v organismech, byly dlouho v porovndni s cytochromy
P450, rozsahlejsi skupinou biotransformacnich enzymu, prehlizeny. Ke studiu
metabolismu cizorodych latek se Casto uzivaji jaterni mikrosomy, které obsahuji oba
zminéné biotransformacni enzymy. Jejich katalytickd aktivita se mize z divodu potieby
stejnych kofaktort prekryvat, a proto je potfebné je vhodné rozlisit.

Tato bakalafskd prace se zabyva optimalizaci metody pro stanoveni enzymové
aktivity flavinovych monooxygenas v jaternich potkanich mikrosomech. Modelovou
reakci pro optimalizaci metody byla oxidace methyl-p-tolylsulfidu na methyl-p-
tolylsulfoxid. Pro stanoveni aktivity byly stanoveny nejvhodné&jsi podminky: prostiedi
o pH 9,5, 2mM methyl-p-tolylsulfid a 10minutovéa doba inkubace. Bylo zjiSténo, Ze na
oxidaci methyl-p-tolylsulfidu se podileji 1 cytochromy P450, izoforma 1Al nejvice.
Testovany byly i rizné inhibitory obou vyse zminénych biotransformac¢nich enzymi
(kyselina lipoova, methimazol, Brij 35 a Triton X-100). Jako vhodny inhibitor
katalytického Uc¢inku cytochrom P450 byl vybran Brij 35, ktery nemél na rychlost
oxidace katalyzovanou flavinovymi oxygenasami zadny vliv.

V zavéru prace byla z prozatim neznamého divodu opakované zaznamendna
tvorba vysokého mnoZstvi produktu reakce methyl-p-tolylsulfoxidu 1 ve slepych
vzorcich. Pouzitd metoda proto nemiiZze byt doporuc¢ena pro stanoveni enzymové aktivity
flavinovych monooxygenas v mikrosomalnich frakcich a je na misté tuto metodu déle

zkoumat a rozvijet.

Kli¢ova slova: cytochromy P450, enzymova aktivita, flavinové monooxygenasy,

methyl-p-tolylsulfid, methyl-p-tolylsulfoxid, potkani jaterni mikrosomy.



ABSTRACT

Flavin monooxygenases, biotransformation enzymes catalyzing the oxidation of broad
spectrum of xenobiotics, have long been overlooked compared to cytochromes P450,
a larger group of biotransformation enzymes. Liver microsomes containing both flavin
monooxygenases and cytochrome P450 are often used to study metabolism of
xenobiotics. The catalytic aktivity of both enzymes may overlap due to the need of
identical cofactors and it is therefore necessary to differentiate them appropriately.

This bachelor thesis deals with the optimization of the method for the determination
of enzyme activity of flavin monooxygenases in rat liver microsomes. Model reaction for
optimization of the method was the oxidation of methyl p-tolyl sulfide to methyl p-tolyl
sulfoxide. To determine the activity, the most suitable conditions were set: sample buffer
with pH 9.5, 2 mM methyl p-tolyl sulfide and a 10 minute incubation time. It has been
found that in the oxidation of methyl p-tolyl sulfide cytochromes P450 are also involved,
mostly isoform 1A1. Various inhibitors of both of the above mentioned biotransformation
enzymes (lipoic acid, methimazole, Brij 35 and Triton X-100) have also been tested.
Brij 35 was selected as a suitable inhibitor of the catalytic action of cytochromes P450,
because it had no effect on the rate of oxidation catalyzed by flavin oxygenases.

For the hitherto unknown reason, the high amounts of the reaction product methyl
p-tolyl sulfoxide were repeatedly found in blanks. Therefore, the method used cannot be
recommended for the determination of the enzymatic activity of flavin monooxygenases
in microsomal fractions and it is recommended to further investigate and develop this

method.

Keywords: cytochromes P450, enzyme activity, flavin monooxygenases, methyl p-tolyl
sulfide, methyl p-tolyl sulfoxide, rat liver microsomes.

[IN CZECH]



OBSAH

SEZNAM ZKRATEK ..ouuuuiiiiiivniiiniisnniccssssnsicsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
1 TEORETICKY UVOD...ucuiureunscusscmnsssssesssessssesssssssssssssesssssssssssssssssssssasssssssssasess 9
1.1 Metabolismus cizorodyeh TAtK . ......coouiiiiiiiiiiiee e e 9

L 1T XENODIOTIKA ..ottt ettt ettt ettt sb e bbbt e e neen 9

1.1.2 BIOtrANSTOTIIIACE .....eveiiiieiieiietiteste ettt ettt ettt st ettt et et bbbt bt easennens 10
1.1.2.1 1. f4Ze bIOtranSfOrmACE .........couevuiriiriiiiiciiecetertet ettt sttt 11

1.1.2.2 1. f4Ze bIOtranSfOImACE. ......couveiiriiiiiitieieeieete ettt ettt ettt sae et st e b satenaeene 11

1.1.3 BiotranSformacni €NZYIMY .........c..cceevverieriieriieiierieiieseesseeseesseeseesssesseesseessessesssesseessessseessenss 11

LI @) 4 7<) 1 T2 T PSP US P STRPRR 12
1.2.1 MONOOXYZENASY ...vveeuveeenvrerurieereesuteeeseesseeeseesnseesseesnseesseessseesseesssessseessseessessseessseessseesssees 12

1.2.2 FlaviNOVE MONOOXYZCINASY ....vveevverrrerreereeseesesssesssesseesseesseessesssesssessasssesssesssesssssssesssessesssesssenss 13

1.2.2.1 Struktura flavinovych monooxygenas

1.2.2.2 Katalyticky MECRANISINIUS .....ccueeuieiiriieiiitieieriteieett ettt ettt et sttt s eae

1.2.3 CYtOCAIOMY PAS0.....ciiiiieiieiieie ettt ettt te e e et saaesta e be e s e essesssesseessaesseenseensenns 16

1.3 Stanoveni aktivity flavinOvé MONOOXYZENASY ....cveeververierieerreerreereeeresseesseesseesessesssesseesseessesssenes 17
1.3.1 ENZYMOVA BKEIVITA ....ecuiiiiieiieiieeieeiieeieesteeteeteeteseesteesteesseesaessaessaesaesseesseessesssesssesseesseesseensenns 17

1.3.2 Metody stanoveni aktivity flavinovych monooxXygenas ...........ccecceeeerieneereniieieeieeseeneeeeene 18

1.3.3 Specifita flavinovych monooxygenas a cytochromi P450...........coccooiieiiniiniiii e 20

2. CIL PRACE..cuuiucrincssnnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 21
3. MATERIAL A METODY .uuuuieererensesesssesessesessssesssssessssessssssssssssssssssessssssessssesess 22
3.1 PouZité priStroje @ POMUCKY .......coueeuieieiiiertietietteitete ettt ettt sttt ettt st eneens 22
3.2. Pouzité chemikalie @ MateTial ..........ccueriiiiiiiiiiiiieieee ettt st 23
3.3 POUZIE MELOAY ... .eeeuietietieieete ettt ettt et ettt e st e st et e et e e e e nteemeesseesaeesse e st eneeenseeneenneenseennean 24

3.3.1 Priprava inkubacénich smési pfi optimalizaci podminek stanoveni enzymové aktivity
flaviNOVYCh MONOOXYZENAS ... .eeiuietieiieieetieetiete et ettt et ettt et eese e s et e st e teenseeneesseesseesaeanseeneeens 24

3.3.2 Piprava inkubac¢nich smési s optimalizovanymi podminkami pro stanoveni enzymové

aktivity flavinovyCh MONOOXYZENAS. ....cccueeeiieeiieeiieeiieeieeerieeeiteetteeteeestaeetaeessaeensaeessseensseessseenses 25

3.3.3 Separace oxida¢niho metabolitu methyl-p-tolylsulfidu.........cccoeeiiiiieiiiiiniiiiieeee, 26

4. VYSLEDKY A DISKUZE S
4.1 Vliv pH na oxidaci methyl-p-tolylsulfidu flavinovymi monooxygenasami..........cccccecereuervenueennen. 27
4.2 Zavislost rychlosti oxidace methyl-p-tolylsulfidu na koncentraci SUbStratu ........cccceveeeeeerveennenns 28
4.3 Vliv inkubac¢ni doby na aktivitu flavinovych monooXygenas .........ccceeeveerveeriveereeenieenieesveeseeenns 29
4.4 Oxidace methyl-p-tolylsulfidu potkanimi izoformami cytochromu P450...........c.ccocoovininincenennns 29
4.5 Vliv inhibitorti na rychlost oxidace methyl-p-- tolylsulfidu..........cccoininiriniiiicninineceiee 30
4.6 Inkubacni SMEST S MIKTOSOMY ......eervieiieieiieiie ettt ettt ettt ae e seesseesseeseesseessesseenseensens 32



4.7 Vliv koncentrace enzymu na rychlost oxidace MTS

4.8 Neenzymova tvorba methyl-p-tolylsulfoxidu ve slepych vzorcich..........ccooceniiniiiiiiiiiiiie.

S5 ZAVER .aoeeeeeeeeererevenanens

SEZNAM LITERATURY




SEZNAM ZKRATEK

CYP

FAD
FADOOH
FMO

Km

MTS
MTSO
NADPH
NBI

Cytochromy P450
Flavinadenindinukleotid
Peroxyflavin

Flavinové monooxygenasy
Michaelisova konstanta
Methyl-p-tolylsulfid
Methyl-p-tolylsulfoxid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

N-benzylimidazol



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Metabolismus cizorodych latek

Vsechny organismy na Zemi, vCetné nés lidi, jsou trvale a nevyhnutelné vystaveny
cizorodym chemickym latkdm (= xenobiotiktim). Témto latkhm mohou byt vystaveny
umyslng, uzivanim potfebnych 1é¢iv a konzumaci potravin, nebo netimysln€, napf.
pusobenim latek znecist'ujicich zivotni prostiedi, primyslovych chemikalii, potravinaiskych
aditiv a pesticidi [1,2].

Cizorodé¢ latky mohou mit na organismy rizné U€inky, které mohou byt prospesné,
naptiklad v ptipad¢ 1éciv, ale i Skodlivé, jako v pfipad¢ jedd. Pisobeni xenobiotika na
organismus vSak neni jednostranné, biologicky systém reaguje na piitomnost cizorodé latky
a chemicky ji pfeménuje. Proces pfemény cizorodé latky v organismu se rozdéluje do Ctyt
fazi: absorpce do organismu, distribuce, biotransformace a eliminace z organismu ven. Tyto

Ctyfi faze 1ze souhrnné oznacit jako metabolismus cizorodych latek [1,3].

1.1.1 Xenobiotika

Xenobiotika, neboli cizorodé latky, jsou latky, které jsou pro metabolismus nepfirozené
acizi. Mezi xenobiotika zahrnujeme jak uméle syntetizované latky — 1€ky, pesticidy,
primyslové chemikalie, tak i latky pfirodniho plivodu — alkaloidy, sekundarni metabolity
rostlin a toxiny produkované plisnémi, rostlinami nebo zvitaty [1,2].

Aby mohlo xenobiotikum v organismu jakkoli uc€inkovat, musi do ného nejprve
vstoupit. Latky se z vnéjSiho prostiedi do organismu dostavaji nejcastéji vdechovanim
a pokozkou. Témito cestami se latka do organismu ¢asto dostava neimysIné. BéZnou vstupni
cestou je také poziti cizorodé latky, neboli peroralni vstup. Pti poZiti dochéazi k absorpci latky
se mohou do organismu dostavat i jinymi zptisoby, kterymi se aplikuji ptedevsim léky. Jedna
se o vstup intravendzné (vpravenim do zily), subkutanné (vpravenim pod kiizi),
intramuskuldrné (vpravenim do svalu) a intraperitonealné (vpravenim do bfi$ni dutiny) [3].

Cizorodym latkam umoZiiuje vstup do organismu jejich lipofilni charakter. Lipofilita
jim usnadiiuje vstup pfes bunéné membrany az do krevniho feciste. Mala lipofilni
xenobiotika mohou prochazet pfes membranu pouze prostou pasivni diftuzi po
koncentra¢nim gradientu. Vétsi lipofilni xenobiotika se pfes membranu nedostanou prostou

difazi a jsou odkdazané na membranové pienaSece [2].



Xenobiotika jsou absorbovana do krevniho fecisté, kterym jsou roznaSena po celém
téle az k cilovym bunikdm. Tuto fazi metabolismu cizorodych latek nazyvame distribuce.
Kam bude xenobiotikum distribuovano, zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
xenobiotika, na jeho lipofilit¢ a také na prokrvenosti tkané€. Lipofilni latky dobfe prostupuji
bunéénymi membranami a maji tendenci se hromadit ve tkénich, které jsou bohaté na tuky.
Centralni nervovy systém je proti vstupu cizorodych latek ochraiiovan vice nez jiné organy,
a to diky hematoencefalické bariére, ktera je bariérou mezi krvi a mozkem [1,3].

Lidé denné piijimaji obrovské mnozstvi potencidlné Skodlivych chemikalii.
Lipofilita, usnadiiyjici jejich vstup do organismu, ale zaroven znemoziuje jejich potiebnou
eliminaci z organismu ven. Organismus tento problém fesi pomoci biotransformacnich
reakci [1]. V organismu jsou pfitomny tzv. biotransformacni enzymy, které umoziiuji
pfeménovat cizorodé latky do forem, které jsou obecné mén¢ toxické a snaze se vylucuji [4].
Mezi takové enzymy patii i flavinové monooxygenasy, kterymi se v této bakalatské praci

zabyvam.

1.1.2 Biotransformace

Chemické premény, kterym podléhaji cizorodé latky v organismu, nazyvame
biotransformace. Jak jiz bylo fe¢eno v piedchozi kapitole, xenobiotika vstupujici do
organismu maji vétSinou lipofilni charakter, ktery jim usnadnuje absorpci do organismu, ale
zarovenl znesnadnuje jejich vylouceni. Pfi biotransformaci se vyrazné snizuje lipofilni
charakter cizorodé latky, coZ umozni jeji vylouc€eni z organismu ven. Bez biotransformace
by se lipofilni xenobiotika vylu€ovala z téla tak pomalu, Ze by nakonec organismus pfemohla
a zahubila [1,3].

Pro vétsinu produktii biotransformace skutecné plati, ze jsou méné toxické nez
puvodni vychozi latka, ale existuji 1 vyjimky. Nekteré biotransformaéni reakce vedou
naopak ke vzniku produktu, ktery je u¢innéjsi nez samotné xenobiotikum. Takové reakce se
nazyvaji metabolickou aktivaci [3,5]. Existuji pfipady, kdy je metabolicka aktivace pfinosna,
zejména u aktivnich forem nékterych 1€¢iv, u kterych je nutné podstoupit biotransformaci,
aby viibec zacala ucinkovat [6]. Ke vzniku toxi¢téj§iho produktu, nez je samotnd vychozi
latka, vede nepfinosnd metabolickd aktivace, kterd miize dokonce vést ke vzniku
karcinogennich, mutagennich nebo tumorogennich produktt. Nejcastéji se vSak setkavame
s tim, Ze biotransformace naopak ukonc¢i ucinek léCiva nebo snizi toxicitu xenobiotika.

Proces biotransformace je tedy velice dulezity jak pro farmakologii, tak pro toxikologii [1].
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Biotransformace probiha u savcii, véetné ¢loveka, nejcasteji v jatrech, v mensi miie
také v plicich, ledvinach, sténé€ stfev, sleziné a dalSich organech. Jednotlivé pfemény na
bunécné urovni probihaji pfevdzné v endoplazmatickém retikulu bunék, ale jsou znamé
1 pfemény, které probihaji v mitochondriich a cytosolu [7].

Biotransformacni reakce, které jsou katalyzované biotransformacnimi enzymy, se

rozd€luji na dve skupiny, pii kterych se postupné méni polarita cizorodych latek [1].

1.1.2.1 . faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace probihaji oxidacni, redukéni nebo hydrolytické reakce. Tyto
reakce odhaluji nebo ptiddvaji nové funkéni skupiny (-OH, -NH3, -SH nebo -COOH), coz
vede k mirnému poklesu lipofility xenobiotika. Tento pokles lipofility vétSinou nestaci
k tomu, aby bylo xenobiotikum vylouc¢eno z organismu ven. Proto na téchto odhalenych
nebo nove ptidanych funkénich skupinach probiha nasledné II. faze biotransformace [1].

vvvvvv

kazdé xenobiotikum je oxidovano kyslikem, ktery organismus vdechuje [3].

1.1.2.2 ll. faze biotransformace

Do druhé faze biotransformace fadime acetylace, methylace, konjugace s glutathionem,
konjugace s kyselinou glukuronovou, sulfitové konjugace a konjugace s glycinem.
Kofaktory reakci pattici do II. faze biotransformace reaguji s polarnimi funk¢nimi
skupinami pfitomnymi na xenobiotiku nebo témi, které byly odhaleny ¢i pfidany pfi 1. fazi
biotransformace.

S vyjimkou methylace a acetylace vedou biotransformacéni reakce II. faze k vyraznému
snizeni lipofility xenobiotika a tim vyrazné podporuji jeho vylouceni z organismu. VétSina
enzymu podilejicich se na II. fazi biotransformace se nachéazi v cytosolu. Existuji pfipady,
kdy I. faze biotransformace nepiedchéazi II. fazi, jak bychom ocekévali. Je tomu tak

napftiklad pfi biotransformaci morfinu [1].

1.1.3 Biotransformacni enzymy

Na biotransformacnich pfeménéch se podili velké mnozstvi enzymil. Nejvice participujici
a nejcastéji uzivany enzymovy systém pfi biotransformaci je systém izoenzymu cytochromi
P-450. Mén¢ participujici jsou flavinové monooxygenasy, kterym se budu blize vénovat

v nasledujicich kapitolach. Enzymy katalyzujici biotransformacni reakce jsou Siroce
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distribuovany v organismu a obecn¢ se jedna o enzymy se Sirokou substratovou specifitou.
Jatra obvykle obsahuji nejvétsi koncentraci enzyml metabolizujici xenobiotika. Dale je
mozno tyto enzymy najit v kzi, plicich, nosni sliznici, oku, gastrointestinalnim traktu,
ledvinach, nadledvinach, slinivce, slezing, srdci, mozku, varlatech, placenté, vajecnicich,
plazmé, erytrocytech, krevnich destickach, lymfocytech a aorté [1,7].

Nékteré chemikalie stimuluji syntézu enzymut podilejicich se na xenobiotické
biotransformaci. Tento proces, znamy jako indukce enzymi, je adaptivni a reverzibilni
odpovédi na xenobiotickou expozici. VétSina biotransformacnich enzymt je syntetizovana
1 za nepritomnosti jejich substrati, existuji vSak i takové enzymy, jejichz syntéza je spusténa
pritomnosti samotného xenobiotika. Indukce enzymu umoziuje nékterym xenobiotikiim
urychlit jejich vlastni biotransformaci a eliminaci. Enzymy katalyzujici biotransformacni
reakce Casto ur€uji intenzitu a trvani ucinku 1€ka a hraji klicovou roli v chemické toxicité

a chemické tumorogenezi [1].

1.2 Oxygenasy

Oxygenasy jsou enzymy patiici do skupiny oxidoreduktas. Tyto enzymy katalyzuji vlozZeni
atomu kysliku do organického substratu za pouziti molekularniho kysliku jako donoru
kysliku. Oxygenasy se déli na dv€ podskupiny. Prvni podskupinou jsou monooxygenasy,
které katalyzuji vloZeni jednoho atomu kysliku do organického substratu. Druhou
podskupinou jsou dioxygenasy, které katalyzuji vlozeni obou atomi kysliku do organického
substratu [8].

Mezi oxygenasy je fazena velka skupina enzymu, které se ucastni oxidace
xenobiotik, jako jsou aromaty, fenoly, nitroaromaty, aromatické aminy a azobarviva. Pro
svoji aktivitu potfebuji kromé vySe zminéné molekuly kysliku kofaktor, ktery je schopny je

aktivovat. Jako kofaktory slouzi naptiklad ptfechodné kovy nebo flaviny [9].

1.2.1 Monooxygenasy

Tyto enzymové komplexy katalyzuji zabudovavani jednoho atomu kysliku do molekuly
hydrofobniho substratu za soucasné redukce druhého atomu kysliku na vodu. Aby mohlo
k tomuto typu reakce dojit, potiebuji monooxygenasy aktivovat molekuldrni kyslik. Bez
aktivace kysliku by nedoslo k zZadné reakci v diisledku jeho spinového stavu. K aktivaci

kysliku ve vétSiné ptipadll vyuzivaji monooxygenasy organické kofaktory, které prenesou
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elektron do molekularniho kysliku a vznikne reaktivni meziprodukt. Nésledné¢ muze
dochazet k oxidaci organického substratu. Jaky typ reaktivniho meziproduktu kysliku se
vytvofi, zavisi na typu kofaktoru, ktery je v monooxygenase pfitomny. V nékterych
piipadech nemusi byt pfitomen zadny kofaktor a monooxygenasy ziskavaji elektron piimo
ze samotného substratu [8,9]. Tyto monooxygenasy nazyvame interni, patfi mezi né
napiiklad tryptofan-2-monooxygenasa (TMO) [10]. Monooxygenasy, které jsou zavislé na
externich donorech elektront (napi. na nikotinamidadenmindinukleotidfosfat), nazyvame
externi a patii mezi né naptiklad flavinové monooxygenasy a cytochromy P450 [8].

Na zdklad¢ prostetickych skupin lze monooxygenasy klasifikovat do dvou
zakladnich skupin. Prvni skupinou jsou flavinové monooxygenasy, jejichz prosteticka
skupina je flavinadenindinukleotid. Druhou skupinou jsou monooxygenasy se smiSenou
funkei, které obsahuji cytochrom P450 jako termindlni oxidasu a jejich prostetickou
skupinou je hem [8,9]. V této bakalarské praci se zaméfuji pravé na flavinové

monooxygenasy.

1.2.2 Flavinové monooxygenasy
Flavinové = monooxygenasy  (FMO) jsou  flavoproteiny  obsahujici  jeden
flavinadenindinukleotid (FAD) jako prostetickou skupinu. FMO fadime do enzymové tfidy
monooxygenas, které¢ jsou schopny vytvaret stabilni peroxyflavinovy meziprodukt. Tyto
enzymy katalyzuji oxidaci Sirokého spektra xenobiotik, vCetné 1&€iv, pesticidil a slouc¢enin
pochézejicich ze stravy. FMO byly dlouho ptehlizeny ve srovnani s cytochromy P450, vétsi
a podrobnéji studovanou rodinou detoxikacnich enzymi. FMO vyzaduji ke katalyze FAD
jako  prostetickou skupinu, nikotinamidadenindinukleotidfosfatu  jako  kofaktor
a molekularni kyslik jako kosubstrat. Ke katalyze ale naopak nevyzaduji doplikové
proteiny, protoze ptijimaji reduk¢ni ekvivalenty pfimo z NADPH. Neobvyklou vlastnosti
této tfidy enzymu je, Ze vazba substratu nema Zadny vliv na rychlost katalyzované reakce
[4,11].

FMO se v buiice vyskytuje v aktivované formé. Za aktivovanou formu oznacujeme
FMO s navazanym aktivovanym kyslikem (peroxyflavin), kterd vznik4 jesté pfed navazanim
substratu. Aktivovand forma FMO ma schopnost oxidovat jakykoliv nukleofil majici pfistup
k aktivnimu mistu. Tato neobvykld vlastnost FMO zodpovida za jejich Siroky rozsah
substratl. SmiSena substratovd specifita byla prokazana jiz pii pocatecnich studiich

s purifikovanym prase¢im jaternim FMO. Substraty vhodné pro FMO mohou byt slou¢eniny
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obsahujici nukleofilni heteroatom jako je dusik, kyslik, selen, fosfor nebo slouceniny
obsahujici jeden pozitivni naboj [4,11].

V roce 1984 byl ziskan prvni piimy ditkaz o existenci vice forem FMO, do t¢ doby
byla jejich existence pouze predpokladana [11]. Nyni jiz vime, Ze savci, véetné lidi, maji pét
funkénich gent FMO, nazyvanych FMO1 — FMOS a FMO 6 jako pseudogen [4].
Nejstudovanéjsi z téchto funk¢nich genti je FMO3. FMO1 a FMO3 jsou vyznamné izoformy
nachazejici se pievazné v jatrech a ledvinach a jsou lokalizovany prevazné v membranach
endoplasmatického retikula [11,12]. V lidskych jatrech byla zaznamenéna vyssi exprese
FMO3 a nizka exprese FMOI1, to ovSem neplati ve fetdlnim obdobi, kdy je v jatrech exprese
FMO1 vyssi. V lidskych ledvinach je naopak exprese FMO1 vysoka a exprese FMO3 nizka.
U potkanti je to odli$né, ti maji zaznamenanou expresi FMO3 v ledvinach vyssi neZ v jatrech
a exprese FMO1 je v jatrech mirné [13]. FMO?2 lze nalézt naptiklad v plicich nehumannich
primati. FMO4 spole¢né¢ s FMOS5 piedstavuji vzacné izoformy [12]. Gen FMO6 je
oznacovan jako pseudogen kvili své neschopnosti produkovat spravné sestfizenou mRNA

[13].

1.2.2.1 Struktura flavinovych monooxygenas

Piedpoklada se, Ze FMO je dimer, ktery se sklada ze dvou strukturalnich domén, jedné velké
domény a jedné malé neboli inzer¢ni domény s kandlem mezi nimi (Obr. 1 na stran¢ 15). Pti
katalyze interaguje FAD vyhradné s velkou doménou a flavin je vystaven do prostoru mezi
kanaly. Naopak NADPH se pfi katalyze vaze prostfednictvim své adeninové skupiny pouze
na malou doménu a nikotinamidova skupina se vodikovou vazbou véaze na odkryty
isoalloxazinovy kruh FAD [4,12].

Pomoci krystalové struktury komplexu enzym-substrat kvasinky
Schizosaccharomyces pombe bylo zjisténo, ze FMO netvoii kvartérni strukturu spole¢né
s NADPH, FAD a substratem, ale Ze substrat soutézi o vazebné misto s NADPH, nahrazuje
ho a vaze se na isoalloxazinovy kruh. K pfijimani molekuly kysliku dochazi pouze

v pfitomnosti substratu [4].
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Obrazek 1: Struktura FMO. Cervenou barvou jsou vyznaceny o-helixy, Zlutou barvou jsou vyznaceny
P - skladané listy a zelenou barvou jsou oznaceny flexibilni spojovaci useky. Na levé strane pod Zlutymi
P - skladanymi listy je zelené vyznacena struktura FAD. Vytvoreno v PyMol.

1.2.2.2 Katalyticky mechanismus
Produkty reakci katalyzované FMO jsou obecné polarngjsi, snadnéji vylu¢ovatelné a méné
toxické nebo farmakologicky aktivni nez plivodni slou¢enina [4].

Mistem oxida¢niho piisobeni FMO je nukleofil s centrem bohatym na elektrony, coz
jsou obvykle atomy dusiku, siry, fosforu nebo selenu [14].

FMO vytvafi stabilni 4a-peroxyflavinovy meziprodukt, ktery je stabilni po dobu
nékolika minut aZ hodiny pfi 4 °C. Tento stabilni meziprodukt atakuje, v zavislosti na jeho
protonacnim stavu, nukleofilni nebo elektrofilni substrat a rozdéluje vazbu kyslik-kyslik
[11,10].

V prvnim kroku katalytického cyklu (Obr. 2 na strané¢ 16) podléha FAD
dvouelektronové redukci pomoci NADPH (1). Redukovany flavin rychle reaguje
s molekuldrnim kyslikem za vzniku peroxyflavinu (FADOOH) (2). Tento meziprodukt je
pfipraven na atak nukleofilniho substratu. Nasledné¢ dochdzi k vloZeni jednoho atomu
kysliku z meziproduktu do substratu za vzniku druhého meziproduktu hydroxyflavinu. Po
monooxygenaci substratu (3) se vznikly hydroxyflavin rozklada na oxidovany flavin (4)
a oxidovany kofaktor se obnovi ztratou druhého atomu kysliku z meziproduktu, ktery se

uvolnuje ve form¢ vody. Dochazi tedy k nukleofilnimu ataku substratu na FADOOH, ktery
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vede k tomu, ze jeden atom molekularniho kysliku je pfenesen na substrat a druhy atom

kysliku je redukovéan na vodu [10,11,15].
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H,C N ) H5C ”,o
0] e} (o]
Redukovany flavin Peroxyflavin
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Oxidovany flavin Hydroxyflavin

Obrazek 2: Katalyticky mechanismus FMO. (1) Dvouelektronova redukce FAD na FADH > pomoci elektronii
z NADPH. (2) Reakce redukovaného FADH: s molekulou kysliku za vzniku meziproduktu peroxyflavinu.
(3) Nukleofilni substrat atakuje peroxyflavin za vzniku hydroxyflavinu. (4) Rozklad hydroxyflavinu na
oxidovany flavin za soucasné redukce druhého atomu kysliku na H>O. Prevzato a upraveno [10].

1.2.3 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou evolu¢né staré¢ hemoproteiny, které jsou zéasadni
v metabolismu cizorodych latek. Patii do skupiny monooxygenas, které ziskavaji potfebny
elektron z externich donori, konkrétné molekul NADPH. Tato skupina enzym se podili na
biotransformaci 1é¢iv, metabolismu chemickych karcinogenii, rozkladu herbicidi
a insekticidl, pfeméné alkant, terpend a aromatickych sloucenin, biosyntéze fyziologicky
dalezitych sloucenin (steroidl, steroidnich hormonti, mastnych kyselin, eikosanoidd,
vitaminl rozpustnych v tucich a Zlu¢ovych kyselin) a ptemén¢ polynenasycenych mastnych
kyselin na biologicky aktivni molekuly [6,16,17,18].

Nazev cytochromy P450 je odvozen od jejich zatazeni mezi hemoproteiny a zaroven

od jejich typického absorpcniho maxima redukovaného komplexu vazaného na CO pfi
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vlnové délce 450 nm. Cytochrom znamena hemoprotein, pismeno P symbolizuje pigment
a Cislo 450 odrazi vyse zminéné absorpéni maximum [16].

CYP je mnohem vétsi funkéni genova skupina nez FMO. Obecné je CYP hlavnim
prispévatelem k oxidativnimu metabolismu xenobiotik. Pfestoze jsou aktivni vi¢i mnoha

stejnym substratim, CYP a FMO casto produkuji odlisné metabolity [11].

1.3 Stanoveni aktivity flavinové monooxygenasy

1.3.1 Enzymova aktivita

Mnozstvi enzymu nebo jeho obsah v biologickém materialu 1ze jen malokdy vyjadfit pfimo
v gramech nebo molech, jelikoz enzymy nelze kvantitativné izolovat z diivodu piebytku
balastnich bilkovin. Mnozstvi enzymu lze vyjadfovat v gramech nebo molech jen pokud
mame Cisty enzym se znamou molekulovou hmotnosti, ale tyto podminky ¢asto nejsou pii
praci s enzymem splnéné. Proto se Castéji vyjadiuje mnozstvi enzymu pravé métenim jejich
katalytického tUc¢inku neboli enzymové aktivity, kterd udéava, jaké mnozZstvi
substratu/produktu je pfeménéno/vytvoreno enzymem za jednotku ¢asu. Enzymova aktivita
se udava nejcastéji ve standardnich jednotkach pmol/min (U), nebo méné cCastéji v SI
jednotkéach mol/s (kat) [19, 20].

Pro ur€eni enzymové aktivity je potfeba mit vhodnou a jednoduchou metodu pro
uréovani ubytku substratu s casem nebo jesté 1épe prirtistku produktu s ¢asem. Dal$imi
podminkami pro urceni enzymové aktivity je znalost hodnoty Michaelisovy konstanty (Km)
pro substrat, ktery pouzivame, a celou reakci provadét pii saturacni koncentraci substratu,
pfi které probiha reakce kinetikou 0. fadu, kde je rychlost reakce umérna pouze koncentraci
enzymu. Déle je nezbytné znat jaké je teplotni a pH optimum daného enzymu a pfi téchto
hodnotach je vhodné sledovat pribéh reakce a stanovovat enzymovou aktivitu [19]. Ze
ziskaného casového pritbéhu reakce je urCena pocatecni rychlost vo, kterd je dale prevedena
na jednotky enzymové aktivity [20].

Existuje jeste tzv. specificka aktivita enzymu, kterd ur¢uje miru Cistoty enzymového
preparatu. Tato veli¢ina se ziskd vztaZzenim enzymové aktivity na mnoZstvi proteinu

v daném enzymovém preparatu. Jednotka specifické aktivity je U/mg [19,20].
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1.3.2 Metody stanoveni aktivity flavinovych monooxygenas
Pro stanoveni enzymov¢ aktivity FMO existuje nékolik metod, které se od sebe 1isi pouzitim
rozdilnych substrati. V odborné literatute jsou nejcastéji uvadeéné tii nasledujici metody.
Prvni metoda vyuziva jako substrat methimazol. Tuto metodu popsali v roce 1984
Thomas E. Roche a Aparna Dixit [21]. Methimazol (2-merkapto-1-methylimidazol) je velice
specificky substrat s vysokou afinitou pro FMO3, ktery je schopny kompetitivné inhibovat
metabolismus jinych sloucenin [22]. Studie ukézala, ze se methimazol vaze shora na
isoalloxazinovy kruh FAD v FMO3. Vazba methimazolu na isoalloxazinovy kruh maze vést
k fluorescenénim zménadm FAD [23]. Ke stanoveni specifické enzymové aktivity FMO se
uzivad S-oxidace methimazolu na kyselinu methimazolsulfenovou, kterd je nestabilni
a prechéazi neenzymovou rekci na kyselinu sulfinovou, kterd je jiz dostatecné stabilni, aby
mohla byt detekovana (Obr. 3) [24]. Pfi této metodé se enzymova aktivita stanovuje
spektrofotometricky, po pridani methimazolu se méii absorbance vzniklé kyseliny sulfinové

pti vlnové délce 412 nm a sleduje se nartst koncentrace produktu [22].

OH O OH

SH 5~ Ng”
H3C\N)§N 0, H3C\N)§N H3C\N)\NH
Methimazol Kyselina methimazalsulfenova Kyselina methimazolsulfinova

Obrazek 3: Oxidace methimazolu. Oxidace methimazolu na kyselinu methimazolsulfenovou, ktera je
nestabilni a prechazi samovolné na stabilnéjsi kyselinu methimazolsulfinovou. Prevzato a upraveno [24].

Druhou metodou je metoda uZivajici jako substrat thiobenzamid. Jedna se o starsi
améné citlivou metodu, nez je predchozi metoda s methimazolem jako substratem [21].
Opét dochazi k S-oxidaci za vzniku S-oxidu thiobenzamidu (Obr. 4 na strané 19). MnoZstvi
produktu je stanovovano po jeho separaci na HPLC spektrofotometrickou detekci pti vinové

délce 370 nm [25].
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NH, S

)
S o NH,

NADPH + H*

Thiobenzamid S-oxid thiobenzamidu

Obrazek 4: Oxidace thiobenzamidu: Oxidace thiobenzamidu na S-oxid thiobenzamidu. Prevzato a upraveno
[26].

Posledni metodou je metoda uzivajici jako substrat methyl-p-tolylsulfid (MTS),
ktery je oxidovan na methyl-p-tolylsulfoxid (MTSO) (Obr. 5). Pfi analyze je mnoZzstvi
vzniklého produktu opét vyhodnocovano po separaci na HPLC spektrofotometrickou
detekci pti vinové délce 237 nm [27]. Na tento substrat jsem se zaméfila 1 pfi optimalizaci
metody pro stanoveni aktivity FMO pro potfeby Laboratofe molekularni karcinogeneze

a vyvoje léciv.

CH, O._ _CH HaC @
~ 003 3 =
S/ ~S \g/
Oz
= nebo
NADPH + H*
CH; CHs3 CHj;
Methyl-p-tolylsulfid (S)-Methyl-p-tolylsulfoxid (R)-Methyl-p-tolylsulfoxid

Obrazek 5: Oxidace methyl-p-tolylsulfidu. Znazornéni oxidace methyl-p-toly sulfidu na methyl-p--
tolylsulfoxid, ktery ma dva mozné enantiomery. Prevzato a upraveno [28].
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1.3.3 Specifita flavinovych monooxygenas a cytochromu P450

Pti zkoumani metabolismu xenobiotik se velmi Casto pouzivaji jaterni mikrosomy, které
obsahuji FMO i1 CYP jako biotransforma¢ni enzymy. Oba tyto enzymy se nachazeji
v endoplazmatickém retikulu a potfebuji NADPH a kyslik jako své kofaktory. Slouceniny
obsahujici ve svych strukturdch nukleofilni atomy mohou byt substratem jak pro FMO, tak
pro CYP a mezi enzymy tedy mize dochéazet k piekryvu jejich katalytickych aktivit, které
je potieba vhodnym zptisobem rozlisit [24].

Pro rozliSeni mezi obéma enzymovymi systémy se pouziva tepelnd inaktivace FMO
a inhibice CYP oxidem uhelnatym, N-oktylaminem nebo N-bezylimidazolem (NBI). Jako
obecny inhibitor CYP se uziva NBI. Imidazoly interaguji s vazebnym mistem substratu
a jeden atom dusiku z imidazolového kruhu piimo vaze ligand hemové skupiny CYP, ktery
je zodpovédny za vazbu kysliku. Jako pH optimum pro FMO je uvadéna zasadita hodnota
8,5, kterd se rovnéz uziva k minimalizaci €¢inku CYP, pro které je pH optimum uvadéno
mezi 7,0 a 7,5 [24,29].

K inhibici FMO se casto uziva S-oxidace methimazolu na kyselinu sulfinovou

(Kap. 1.3.2 na stran¢ 18). Tato reakce je zprostiedkovana FMO a nezahrnuje ucast CYP [24].
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2. CiL PRACE

Cilem této bakalatské prace bylo optimalizovat metodu pro méfeni enzymové aktivity FMO
v mikrosomalnich frakcich, ve kterych jsou obsazeny také CYP, které se s FMO mohou svou
katalytickou aktivitou piekryvat. Jako modelovy enzymovy preparat byly zvoleny potkani
jaterni mikrosomy. Ke stanoveni aktivity FMO byla vyuzita reakce oxidace methyl-p-

tolylsulfidu.

Hlavni ukoly prace:
e Optimalizovat reakéni podminky (pH vzorkového pufru, koncentrace substratu
a doba inkubace)
e Urcit, zda CYP ovliviiyji studovanou reakci, a kterd z izoforem CYP ptipadné
nejvice pfispiva ke zvySeni rychlosti oxidace MTS
e Omezit vliv CYP na oxidaci MTS
e Ov¢fit funkénost optimalizovanych podminek a zvoleného inhibitoru CYP na méteni

enzymové aktivity FMO v potkanich mikrosomech
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité pristroje a pomucky

Analyticka vaha:

Discovery DV215CD

Precisa 40SM-200A
Centrifugy:

Centrifuge 5418
Minicentrifuga Spectrafuge™
HPLC systém:

Agilent 1200 Series s DAD detektorem
Inkubatory:

Thermomixer compact
Kolona:

Nucleosil 100-5, C18 (205 x 4 mm, 5um)
Magneticka michacka:

IKA RH bacic 2

pH metr:

HI-2211

Piedvazka:

KERN 440-35A, 440-35N
Vortexy:

GV Lab

Termolyne Maxi Mix II.

MS1 Minishaker

Ohaus, USA

Pesa, Svycarsko

Eppendrof, Némecko
Labnet, Korea

Agilent, USA

Eppendrof, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
IKA, Némecko

HANNA Instruments, USA
Kern & Sohn GmbH, Némecko
GILSON, Némecko

Thermo Scientific, USA
IKA, Némecko
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3.2. Pouzité chemikalie a material

Acetonitril pro HPLC

Brij 35

Glycin

Hydroxid sodny

Jaterni mikrosomy kontrolnich
potkani

Jaterni mikrosomy potkanii
vystavenych B-naftoflavony
Kyselina lipoova

Lidska FMO3 v Supersomech™
Methanol pro HPLC
Methimazol

MTS

MTSO

NADPH

Potkani rekombinantni cytochromy

P450 v Supersomech™

Triton X-100

VWR Chemicals (Francie)

MERCK - Schuchardt (Némecko)
Lach-Ner, s.r.o. (Ceska republika)
Lach-Ner, s.r.o. (Ceska republika)

Laboratot prof. RNDr. Petra Hodka, CSc.

Laboratof prof. RNDr. Petra Hodka, CSc

Sigma Aldrich (Japonsko)
BD Gentest™ (USA)
VWR Chemicals (Francie)
Sigma Aldrich (Cina)
Sigma Aldrich (Indie)
Sigma Aldrich (Indie)

Roche Diagnostics GmbH (Némecko)

BD Gentest™ (USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Priprava inkubacnich smési pri optimalizaci podminek
stanoveni enzymové aktivity flavinovych monooxygenas

Pti optimalizaci metody stanoveni enzymové aktivity FMO jsem vychéazela z postupii
jiz popsanych pokust a komer¢nich navoda [27,30,31]. Pro optimalizaci metody slouzici
k méteni enzymové aktivity FMO byly inkubace reakcnich smési provadény postupné za
ruznych podminek liSicich se v n¢kolika parametrech: pH prostfedi, koncentrace substratu

a doba inkubace. Celkovy objem inkubacnich smési Cinil 250 pl.

Slozeni inkuba¢nich smési:
e Glycinovy pufr (50 mM glycin, pH wuvedeno dale, rozpusténo
v destilované H»0)
e 0,2 pg/ul lidské FMO3 v Supersomech™ (5 mg/ml)
e 1 mM NADPH (zasobni roztok 10 mM, rozpusténo v glycinovém pufru)

e MTS o riznych koncentracich (v methanolu)

Prvnim ménicim se parametrem pii optimalizaci metody bylo pH glycinového pufru.
Kwvili minimalizaci u¢inku CYP, které maji pH optimum okolo 7,0 az 7,5, byla zkousena
rizné pH glycinového pufru (pK =9,6) [29]. Byly pfipraveny inkubacni smési s glycinovymi
pufry o pH 8,5; 9,0 nebo 9,5, u kterych bylo upravovano pH pomoci 1M hydroxidu sodného.
V téchto reakénich smésich byl pouzit ImM MTS [27]. Po zvoleni vhodného pH byla
pfipravena sada inkubac¢nich smési s odliSnymi koncentracemi MTS. Byl pouzit MTS
o koncentraci 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 a 10 mM (koncentrace zadsobnich roztok byla 2,
10, 20, 100, 200, 400 a 2 000 mM). Jako posledni byl optimalizovan ¢as inkubace. Inkubac¢ni
smési se nechaly inkubovat 0, 5, 10, 15, 20 nebo 30 minut.

Krom¢ samotnych inkubacnich smési byly pfipraveny i slepé vzorky. U slepych
vzorkli chybéla vzdy jedna slozka (MTS, NADPH nebo supersomy), ktera byla vzdy
nahrazena pfislusnym rozpoustédlem o stejném objemu. Ve slepych vzorcich bez MTS byl
chybéjici objem doplnén methanolem. V blancich, ve kterych bylo vynechano NADPH nebo
supersomy, byl chybéjici objem doplnén glycinovym pufrem o ptislusném pH.

Do plastovych mikrozkumavek byl nejprve pipetovan glycinovy pufr o ptislusném

pH. Nasledné byly do vSech mikrozkumavek pipetovany supersomy a roztok NADPH
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a smes byla pomoci pipety fddné zamichéna. Po promichani byly smési ve 20sekundovych
intervalech vkladdny do inkubatoru pfedem vyhtatého na 37 °C, kde byly smési
preinkubovany 5 minut pfi 400 rpm (Thermomixer compact). Po péti minutach byl ke
vzorkliim piidavan po 20sekundovych intervalech substrat MTS o pfisluSné koncentraci
asmés byla zlehka promichdna pomoci vortexu. Reakéni smési byly nasledné ihned
vkladany zpét do inkubatoru, kde byly pfislusnou dobu inkubovény stale pti 400 rpm
a 37 °C. Po inkubaci byla reakce zastavovana piidanim 75 pl acetonitrilu a protiepanim
10 sekund na vortexu.

Vzorky byly po zastaveni reakce centrifugovany 10 minut pii 13 000 g (centrifuga
Eppendorf 5418). Nasledn¢ byl odebran supernatant, ktery byl analyzovan pomoci HPLC.
Pokud nebyly vzorky méteny ihned, byly uchovany ve sklenénych vialkach pti -20 °C.

3.3.2 Priprava inkubaénich smési s optimalizovanymi podminkami
pro stanoveni enzymové aktivity flavinovych monooxygenas
Dalsi sady inkubacnich smési byly jiz proméfovany za optimalnich podminek (glycinovy
pufr o pH 9,5; koncentrace MTS 2 mM a inkubace 10 minut).

Slozeni inkubacnich smési bylo stejné jako u predchozich smési slouZicich
k optimalizaci podminek, nebo bylo ve smésich zaménéno FMO3 za rGzné formy
cytochromil P450, potkani jaterni mikrosomy nebo jaterni mikrosomy potkanii vystavenych

B-naftoflavonu, ktery je znamym a u¢innych induktorem CYP1AT1 [32].

Slozeni inkuba¢nich smési:
e 50 mM glycinovy pufr o pH 9,5
e Proménna slozka:
- 0,2 pg/ul lidské FMO3 v Supersomech™ (5 mg/ml)
- 0,1 pmol/ul CYP v Supersomech™ (1 nmol/ml nebo 2 nmol/ml)
- 1 mg/ml potkani jaterni mikrosomy (32,3 pg/ul)
- 1 mg/ml jaterni mikrosomy potkanti vystavenych B-naftoflavonu
(54,3 mg/ml)
e 1 mM NADPH (zasobni roztok 10 mM, rozpusténo v glycinovém pufru)
e 2 mM MTS (z4sobni roztok 400 mM, v methanolu)
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Inkubacni smési byly pfipravovany postupem, ktery je uveden v kap. 3.3.1. na stran¢
24. Pro zamezeni katalytické cinnosti enzymu pfitomnych v pouzitych enzymovych
preparatech (CYP a FMO) byly v nékterych pokusech do inkubac¢nich smési navic ptidavany
jejich inhibitory. Jednalo se o kyselinu lipoovou [11], kterda méla ve smési inhibovat
NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasu a tedy zamezit reakci katalyzované cytochromy
P450, methimazol [33], ktery byl pouzit jako inhibitor FMO a neiontové detergenty Brij 35
nebo Triton X-100 [13], které deaktivuji CYP. Latky byly pfidavany v riznych

koncentracich, blize uvedenych v kapitole s vysledky.

3.3.3 Separace oxidaéniho metabolitu methyl-p-tolylsulfidu

Separace metabolitu methyl-p-tolylsulfoxidu probihala pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (Agilent 1200 Series s DAD detektorem) na kolon€¢ Nucleosil 100-5, C18
s detekci v UV/VIS spektru. Separace probihala pii 45 °C. Jako mobilni faze, ktera protékala
kolonou rychlosti 0,9 ml/min, byl pouzit koncentra¢ni gradient methanolu (Tab.1)

Béhem méfeni byl methanol michdn v rizném poméru sultra Eistou vodou
a dochazelo tedy ktzv. gradientové eluci. V ramci optimalizace metody stanoveni
enzymoveé aktivity FMO bylo potfeba urcit nejvhodnéjsi prabéh gradientové eluce.
V prvnich sedmi minutach byl methanol ptfitomen ze 46 %. V nésledujicich minutach se
koncentrace methanolu linedrn€ zvysovala, az jeho koncentrace dosahla 100 %, po dosaZeni
100 % se opét jeho koncentrace za¢ala snizovat na piivodnich 46 %. Casy, pii kterych se
zvySovala koncentrace methanolu ze 46 % na 100 % a nasledné€ opét snizovala na ptivodnich
46 %, byly rizn¢ ménény a optimalizovany. Gradient, ktery byl zvolen jako optimalni pro

separaci metabolitu methyl-p-tolylsulfoxidu, je uveden v Tab. 1.

Tabulka 1: Gradientova eluce pro separaci MTSO. Mezi nultou a sedmou minutou koncentrace methanolu
zustavala na pocatecnich 46 %. Mezi 7 a 17 minutou koncentrace methanolu linearné rostla na 100 %. Mezi
17 a 21 minutou se koncentrace methanolu snizovala na puvodnich 46 %. Mezi 21 a 25 minutou ziistala
koncentrace methanolu na 46 %.

Cas [min] 0 7 17 21 25
¢ methanolu /%) 46 46 100 46 46

Na zaklad¢ kalibracni kiivky sestrojené pro zavislost plochy piku na koncentraci
MTSO pro rozsah koncentraci 2-120 uM byla urcena koncentrace produktu v inkubacnich

smésich, ze které byla vypocitana rychlost tvorby MTSO.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vliv pH na oxidaci methyl-p-tolylsulfidu flavinovymi

monooxygenasami

Pfi optimalizaci metody stanoveni enzymové aktivity FMO byl nejdiive sledovan vliv pH
na oxidaci MTS na MTSO. Bylo zvoleno zasadité pH (8,5; 9,0 a 9,5), které¢ odpovida pH
optimu FMO a mirn¢ snizuje G€innost CYP, jejichz pH optimum lezi v neutrdlni oblasti pH
[24]. Pti pokusu byl pouzit komeréné dostupny rekombinantni enzym lidska FMO3
v Supersomech™. Nejvétsi mnozstvi MTSO vzniklo v reakéni smési s glycinovym pufrem
o pH 9,5 (Obr. 6). Vzhledem k tomu, Ze pomérné zasadité pH 9,5 mélo pozitivni vliv na
oxidaci MTS katalyzovanou FMO3 a zaroven je nejvice vzdalené od pH optima CYP, které
by mohly na reakci také participovat, byl glycinovy pufr o pH 9,5 zvolen pro piipravu dalSich
inkubacnich smési.

Glycinovy pufr o pH 9,5 byl také pouzit v postupu méfeni aktivity FMO uvedeném
v komeré¢nim navodu [30], z n¢hoz jsem vychazela. V dalSich dvou studiich, ze kterych
jsem pii optimalizaci metody pro stanoveni aktivity FMO vychazela, bylo pouzito pH

glycinového pufru 8,5 nebo 9,0 [27,31].
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Obrazek 6: Zavislost rychlosti oxidace MTS na pH glycinového pufru. Zobrazené hodnoty jsou primeéry
a smérodatné odchylky ze tri méreni.
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4.2 Zavislost rychlosti oxidace methyl-p-tolylsulfidu na
koncentraci substratu

Dal$im optimalizovanym parametrem pro stanoveni aktivity FMO byla koncentrace MTS.
Zameérem bylo ovéfit, jak mnozstvi vznikajiciho MTSO vzrasta s rostouci koncentraci MTS
a nasledn¢ zvolit vhodnou a dostate¢né vysokou koncentraci substratu, aby byla enzymova
aktivita FMO méfend pii nasyceni enzymu substratem. Pfi pokusu byla pouzita komercné
dostupna lidskd FMO3 v Supersomech™.

Z vysledkli byl potvrzen hyperbolicky nartist rychlosti tvorby MTSO s rostouci
koncentraci substratu (Obr. 7). Jako optimalni koncentrace MTS pro stanoveni aktivity FMO
byla zvolena 2mM koncentrace MTS, protoze pti vysSich koncentracich jiz rychlost reakce
vyznamn¢ nestoupala. Vybrana 2mM koncentrace MTS odpovidd pouzivané koncentraci

MTS v komerénim ndvodu [30] a je v souladu s publikovanou hodnotou K, rekombinantni

FMO3 pro MTS (45 uM) [34], kterd je mnohondsobn¢ nizsi.
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Obrazek 7: Zavislost rychlosti oxidace MTS na koncentraci substrdtu.
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4.3 Vliv inkubaéni doby na aktivitu flavinovych
monooxygenas

Dalsim pokusem byla optimalizovdna doba inkubace reak¢nich smési, které obsahovaly
komeréné dostupny rekombinantni lidsky enzym FMO3 v Supersomech™. Byla zjisténa
pfiblizné linearni zavislost mnozstvi vznikajictho MTSO na ¢asu inkubace az do 30. minuty
(Obr. 8), kterd byla témert idedlni do pouziti doby inkubace 10—15 minut. Jako optimalni
byla ponechdna 10minutova doba inkubace, ktera také odpovida dobé¢ inkubace

v komer¢nim navodu [30].
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Obrazek 8: Zavislost mnoZstvi vznikajiciho MTSO na Casu inkubace. Zobrazené hodnoty jsou primeéry ze
dvou méreni. Chybové usecky znazornuji rozdil ziskanych hodnot ze dvou méreni.

4.4 Oxidace methyl-p-tolylsulfidu potkanimi izoformami
cytochromu P450

Zamérem dal$iho méteni bylo zjistit, zda oxidaci MTS katalyzuji i CYP a poptipad¢ jakeé
konkrétni izoformy CYP se premény ucastni. Pokus byl proveden s potkanimi
rekombinantnimi cytochromy P450 v Supersomech™, protoze metoda pro stanoveni
enzymové aktivity FMO byla nésledné zkouSena na potkanich jaternich mikrosomech.

Reakéni smési obsahovaly 25 pmol pfislusné izoformy CYP. Nejvyssi rychlost reakce
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pfemény MTS na MTSO byla zaznamenéna u CYP1A1 (Obr. 9), a proto byla tato izoforma

CYP zvolena na nasledné testovani vlivl inhibitorti na rychlost oxidace MTS.

1A1

281 3A2

1A2
1 2a1  2A2 2C6

2C11 2D1
1 212 pc13 202, 3AL

I1zoformy CYP

Rychlost tvorby MTSO [umol-It-min-1]

Obrazek 9: Oxidace MTS potkanimi izoformami CYP v Supersomech™ (25 pmol/inkubace). Uvedené
hodnoty jsou priimery ze dvou méreni. Chybové usecky znazorinuji rozdil ziskanych hodnot ze dvou méreni.

4.5 Vliv inhibitorit na rychlost oxidace methyl-p-
tolylsulfidu

Uelem daldiho pokusu bylo ovéfit G&innost inhibitori NADPH: cytochrom P450
oxidoreduktasy (kyselina lipoovd), FMO (methimazol) a CYP (detergenty Brij 35 a Triton
X-100). Byly pfipraveny dvé varianty inkubacnich smési, jedna obsahujici rekombinantni
lidskou FMO3 a druha obsahujici rekombinantni potkani CYP1A1. Soucasti pokusu byly
i kontrolni vzorky, které misto zkousSené latky obsahovaly destilovanou vodu nebo
glycinovy pufr (pH 9,5).

Nejprve byly testovany neiontové detergenty o dvou koncentracich: Triton X-100 a Brij 35,
kter¢ by mély deaktivovat CYP jejich solubilizaci a naruSenim interakce mezi CYP
areduktasou [13]. Tato Cinidla byla pfidéna i do inkubacnich smési s FMO3, aby se
vyloucila ptipadné inhibice tohoto enzymu. Oba pouzité detergenty rusily oxidaci MTS

katalyzovanou cytochromem P450 a na aktivitu FMO3 nemély velky vliv (Tab. 2 na strané
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31). Ve smésich obsahujicich FMO3 a detergent Brij 35 nebylo zaznamenano zadné snizeni

rychlosti oxidace MTS, a proto byl vybran jako inaktivator CYP pouzivany pro dals$i méteni.

Tabulka 2: Vliv detergentit na oxidaci MTS zprostiedkovanou FMO3 a CYPIAL. K méreni byla pouZita
komercné dostupnda rekombinantni lidska FMO3 v Supersomech™ a rekombinantni potkani CYPIAI
v Supersomech™. Uvedend procenta se vztahuji ke kontrolnimu vzorku obsahujicimu vodu misto roztoku

detergentu.
FMO3 CYP1Al1
Rychlost tvorby Rychlost tvorby
MTSO [%] MTSO [%]
[umol-I""-min’'] [umol-'-min']
Bez
12,9 100 % 4.4 100 %
detergentu
0,05% Triton
11,5 89 % - 0%
X-100
0,1% Triton
11,1 86 % - 0%
X-100
0,1% Brij 35 13,5 105 % - 0%
0,2% Brij 35 13,8 100 % - 0%

Pii dalSim méfeni byly testovanymi latkami 2mM kyselina lipoova [11] jako
pfipadny inhibitor NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy, 2mM methimazol [31] jako
inhibitor FMO3 a methanol, v némz byl rozpustén pouzity methimazol, abychom si ovéfily,
zda nema na tvorbu produktu nezadouci vliv.

V reak¢ni smési obsahujici 25 pmol CYPIAT nezptsobila 2mM kyselina lipoova
inhibici NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (Tab. 3 na stran¢ 32), kterd by vedla
k zastaveni oxidace MTS. Ve smési obsahujici FMO3 je ovSem vidét mirny pokles rychlosti
oxidace MTS, ktery by se dala vysvétlit plisobenim kyseliny lipoové jako inhibitoru FMO.
Bylo prokazano, Ze kyselina lipoova vlivem nékterych izoforem FMO (FMO1 a FMO2)
podléha S-oxygenaci a je tedy 1 jejich substratem. MlZe snizovat aktivitu FMO v jiné reakci
[35]. Kyselina lipoova nebyla v dalSich experimentech pouZivana.

V inkubaéni smési s FMO3 obsahujici methanol byl pfekvapivé zaznamenéan pokles

tvorby MTSO. Tento pokles ale nebyl pti zddném dal§im méfeni zaznamenan (Obr. 10 na
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stran¢ 33 a Obr. 11 na stran¢ 34), jednd se zfejm¢ o chybu v méfeni. Ve smési obsahujici
CYP methanol pokles tvorby produktu nezptisoboval.

Déle byla vinkubacnich smésich vyzkouSena a potvrzena UCinnost 2mM
methimazolu jako inhibitoru FMO3. Ve smésich obsahujicich FMO3 a methimazol nevznikl
zadny MTSO a reakce byla pln¢ zastavena. Slaby inhibi¢ni u¢inek mél methimazol i na

CYPI1AI, coz bylo potvrzeno i u n¢kterych jinych izoforem CYP [36].

Tabulka 3: Vliv zkoumanych latek na oxidaci MTS. K méreni byla pouzita komercné dostupna rekombinantni
lidska FMO3 v Supersomech™ a rekombinanzni potkani CYPIAI v Supersomech™. Uvedend procenta se
vztahuji ke kontrolnimu vzorku obsahujicimu pufr misto zkoumaného inhibitoru.

FMO3 CYP1A1
Rychlost tvorby Rychlost tvorby
MTSO [%] MTSO [%o]

[umol-I""-min'] [umol-I"'-min']

Pufr 9,6 100 % 4,6 100 %
Kyselina

lipoovi 8,3 87 % 53 117 %
Methanol 7.3 76 % 5,1 110 %
Methimazol - 0 % 3,9 86 %

4.6 Inkubaéni smési s mikrosomy

Pro méteni enzymové aktivity FMO v potkanich jaternich mikrosomech byla vyuzita reakce
oxidace MTS za optimalizovanych podminek (glycinovy pufr pH 9,5; 2mM MTS
a 10minutova doba inkubace). Dale byl sledovan vliv neiontového detergentu Brij 35,
methanolu a methimazolu na rychlost reakce.

Nejprve byly pouzity kontrolni jaterni potkani mikrosomy, které obsahuji pfirozené
zastoupeni izoforem CYP s prevladajici podrodinou 2C [37]. Z vysledkt bylo potvrzeno, ze
methanol neinhibuje oxidaci MTS a vznik MTSO (Obr. 10 na strané 33). Ve smési, kde byl
pouzit methimazol jako inhibitor FMO3, byla tvorba MTSO sniZena na 40 %, nedoslo tedy
k plnému zastaveni reakce jako v ptipadé¢ reakce katalyzované rekombinantnimi FMO3
(kapitola 4.5 na stran¢ 30). Pfitomnost detergentu Brij 35 v reakéni smési neovlivnila
rychlost sledované reakce, coz naznaCuje, Ze se mikrosomalni CYP na oxidaci MTS

nepodilely. To potvrzuje i vysledek z inkubacni smési, do které byl ptidan Brij 35 i inhibitor
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FMO methimazol, a ve které nebylo pozorovano podstatné snizeni rychlosti reakce oproti
inkuba¢nim smésim se samotnym methimazolem. V této reakéni smési stale dochdzelo
k nezanedbatelné tvorbé MTSO a je tedy mozné, Ze reakci také ovliviiuje néjaky jiny enzym
(napf. cyklooxygenasa) pfitomny v mikrosomech, nebo se soucasn€ odehrava i neenzymova
pfeména MTS (viz kapitola 4.8 na stran¢ 35). Divodem také muze byt, ze FMO pfitomné
v potkani mikrosomalni frakci, ve které by se mély vyskytovat izoformy FMO1 a FMO3,

nebyly methimazolem inhibovany Gplné.
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Obrazek 10: Tvorba MTSO zprostiedkovand potkanimi jaternimi mikrosomy v zavislosti na sloZeni
inkubacnich smési. Uvedené hodnoty jsou primery ze dvou méreni. Chybové usecky zndzornuji rozdil
ziskanych hodnot ze dvou méreni. Procenta uvedena na sloupcich jsou vztazena ke vzorku obsahujici pouze
pufr.

V dal$im pokusu byly pouzity misto kontrolnich potkanich jaternich mikrosomu
jaterni mikrosomy potkant, ktetfi byli vystaveny pisobeni B-naftoflavonu, specifickému
induktoru CYP1A1 [32]. Tyto jaterni mikrosomy byly vybrany z davodu ziskanych
vysledkli uvedenych v kapitole 4.4 na stran¢ 29, ve kterych bylo zjisténo, ze CYP1Al
nejvice ze vSech CYP pfispiva k oxidaci MTS na MTSO. Jako inaktivator CYP byl pouzit
opét 0,1% Brij 35.

Vysledky opét potvrdily, Ze methanol nema vliv na tvorbu MTSO (Obr. 11 na strané

34). Brij 35 zpisobil vyraznéjsi snizeni rychlosti oxidace MTS nez v ptipad€¢ kontrolnich
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mikrosomtl, coz dokazuje, ze reakce zde byla vice ovlivnéna cytochromy P450 oproti reakci
zprosttedkované mikrosomy z kontrolnich potkanti. Pii pouziti methimazolu byla tvorba
MTSO sniZena na 20 %, coz je o polovinu méné nez u inkubacnich smési obsahujicich
kontrolni potkani jaterni mikrosomy, ale stale vznikalo malé mnozstvi MTSO. Pfi pouZiti
kombinace methimazolu a Brije 35 byla rychlost oxidace MTS opét sniZzena vice oproti
reakénim smésim s kontrolnimi mikrosomy. To potvrzuje vétsi ovlivnéni oxidace MTS

cytochromy P450, na které mlize mit methimazol také inhibi¢ni vliv [36].

Pufr Brij 35 Methanol Methimazol Brij 35 + Methimazol

8] w B3

Rychost tvorby MTSO [umol-I*-min-1]
=

Obrazek 11: Tvorba MTSO v zavislosti na sloZeni inkubacnich smési. V inkubacnich smésich byly pouzity
Jaterni mikrosomy potkanii premedikovanych f-naftoflavonem, induktorem izoformy CYPIAI. Uvedené
hodnoty jsou prumeéry ze dvou méreni. Chybové usecky znazornuji rozdil ziskanych hodnot ze dvou méieni.
Procenta uvedend na sloupcich jsou vztazenda ke vzorku jedna obsahujict pouze pufr.

4.7 Vliv koncentrace enzymu na rychlost oxidace MTS

Zadmérem posledniho pokusu bylo ovéfit linearni zavislost rychlosti oxidace MTS na
mnozstvi pouzitych kontrolnich jaternich potkanich mikrosomt, a tedy koncentraci FMO
v reakéni smési. Pii pfipravé inkubacnich smési byly pouzity optimalizované podminky
a 0,1% Brij 35 jako inhibitor CYP. Byly pfipraveny i dva slepé vzorky, jeden bez pfitomnosti
mikrosomtl a druhy bez pritomnosti NADPH. U obou slepych vzorkl byl predpokladan
vznik zanedbatelného mnozstvi MTSO tak, jak tomu bylo ve vSech pfedchozich métenti, ale
v obou znich byla zaznamenana tvorba pomérné velkého mnozstvi MTSO. Vzhledem

k reakéni smési s obsahem FMO o koncentraci 1 mg/ml byl ve slepém vzorku bez obsahu
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NADPH vytézek MTSO 55 % a ve slepém vzorku bez ptitomnosti mikrosomti 94 %.
U slepého vzorku, ktery neobsahoval NADPH, bylo mnozstvi vzniklého MTSO mensi nez
u slepého vzorku bez mikrosomii, a proto byl vyuzit k vyhodnoceni zavislosti rychlosti
oxidace MTS na koncentraci FMO (Obr. 12), 1 kdyzZ je tfeba zduraznit, Ze toto vyhodnoceni
je pouze orientac¢ni a nemuze byt povazovano za skutecnou zavislost rychlosti métené reakce

na koncentraci FMO.
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Obrazek 12: Zavislost rychlosti reakce na koncentraci proteinu v potkanich jaternich mikrosomech.
Uvedené hodnoty jsou priimeéry ze t/i méreni, ze kterych jsou vypoctené smérodatné odchylky.

4.8 Tvorba methyl-p-tolylsulfoxidu ve slepych vzorcich

V pribéhu experimentdlni prace byly u kazdého pokusu piipravovany slepé vzorky
inkubacnich smési, které neobsahovaly bud’ kofaktor NADPH nebo enzym. Ve slepych
vzorcich byla nasledné analyzovana piipadnd tvorba MTSO, kterd by nebyla
zprostfedkovana FMO nebo CYP.

V experimentech popsanych v kapitolach 4.1-4.6 nebyl ve vétSiné piipadid ve
slepych vzorcich detekovan zadny vznikajici MTSO. Pouze v reak¢nich smésich s jaternimi
potkanimi mikrosomy bez NADPH byl MTSO nalezen, jeho mnozstvi ov§em nepiesdhlo
3 % mnozstvi MTSO vytvoteného v Uplnych inkubacnich smésich a hodnoty naméfené pro

slepé vzorky byly odecteny od hodnot namétenych pro uplné inkubacni smeési.
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Po del§i pracovni prestavce zpuisobené uzavienim VS z diivodu zamezeni $ifeni
onemocnéni COVID-19 bylo opakovano méfeni s kontrolnimi potkanimi jaternimi
mikrosomy (vysledky v BP neuvedeny) a provedeno méteni zavislosti rychlosti oxidace
MTS na koncentraci enzymu (kap. 4.7 na strané 34). V téchto pokusech dochazelo k tvorbé
velkého mnozstvi MTSO ve vSech slepych vzorcich, ve kterych mnozstvi naméteného
MTSO dosahovalo 20-130 % MTSO vytvofeného v uUplnych inkubacnich smésich
v zavislosti na vzorku. V jednom pfiipadé¢ inkubacni smési s ImM NADPH ale bez
enzymového preparatu a vjednom piipadé inkubacni smeési s jaternimi mikrosomy
kontrolnich potkant (1 mg/ml) ale bez NADPH doslo k tvorbé az 10 nmol MTSO.

Pomoci HPLC byla provedena analyza proménlivych vzorkli obsahujicich vedle
MTS 1 jednotlivé sloZky reakéni smési s cilem zjistit, zda nékterd z nich nema za danych
reakénich podminek vliv na neenzymovou tvorbu MTSO z MTS. Bylo prokazéano, ze
nedochazi k samovolné pteméné MTS na MTSO ve vzorkovém pufru o pH 9,5 s piidavkem
acetonitrilu, jehoz objem odpovidd mnozstvi acetonitrilu pfiddvaného z divodu zastaveni
reakce. Ani ptitomnost detergentu Brij 35 o koncentraci 0,1 %, ani zahtati smési 2mM MTS,
glycinového pufru a 0,1% Brij 35 na 37 °C po dobu 10 min a nésledné pfidani acetonitrilu
nevedlo k tvorbé MTSO. Ve vzorcich obsahujicich mikrosomy ale zddné NADPH nebo
NADPH bez enzymového preparatu jiz viak MTSO nalezen byl. Zadna reprodukovatelna
souvislost mezi vlivem NADPH (bez enzymu) nebo mikrosomi (bez ptidaného NADPH)
na mnozstvi vznikajictho MTSO vSak nebyla pozorovéana. Navic, jak uZ bylo zminéno,
v ptedchozich experimentech (kap. 4.1-4.6) k této neenzymové tvorbé MTSO témét
nedochézelo. Z ¢asovych diivodi nebyla ptic¢ina ptivodu MTSO v reakénich smésich dale
zkoumana. Jesté by mohl byt provéfen vliv riizného mnozstvi NADPH na stabilitu MTS za
stavajicich reak¢nich podminek a pfipadny vliv delSiho stani hotovych vzorki (po inkubaci,

zastaveni reakce, stoceni a odebrani supernatantu) pfed samotnou analyzou na HPLC.
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Tato bakalarska prace se zabyvala optimalizaci metody pro stanoveni aktivity flavinovych
monooxygenas. Z pocatku se jevila optimalizace jako Uspé$nd, ovSem v zavéru meéteni se
vyskytly problémy se slepymi vzorky a optimalizovand metoda tedy neposkytla vyhovujici

vysledek.
Hlavni zavéry bakalarské prace:

e Pfi pouziti rekombinantni lidské FMO3 se podafilo optimalizovat podminky
reakce, oxidace methyl-p-tolylsulfidu, pro stanoveni enzymové aktivity
flavinovych monooxygenas (glycinovy pufr pH 9,5; 2mM MTS a 10minutova
doba inkubace).

e Jako vhodny inaktivator katalytického ucinku cytochromti P450 byl vybran
neiontovy detergent Brij 35 o koncentraci 0,1 %.

e Zdivodu vyznamné tvorby methyl-p-tolylsulfoxidu, kterd neni v reakénich
smésich zprostiedkovana enzymy, neni zde pouzivand metoda vhodna pro
stanoveni aktivity flavinovych monooxygenas v mikrosomalnich frakcich.

e Divody nezanedbatelného mnozstvi methyl-p-tolylsulfoxidu vznikajiciho ve

slepych vzorcich musi byt dale zkoumany.
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