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1. UVOD

Biogenni aminy jsou dusikaté organické latky, které vznikaji predevsim dekarboxylaci
ptislusnych aminokyselin. Polyaminy jsou rovnéz syntetizovany z argininu
a methioninu. Aminy jsou dale oxidovany aminoxidasami (EC 1.4.3.21, EC 1.4.3.22)
na ptislusné aldehydy ¢i aminoaldehydy. Ty mohou samovolné cyklizovat (pyrrolidin,
piperidin) a slouzi tak jako prekurzory rostlinnych alkaloidi. Rovnéz mohou byt dale
oxidovany na pfislusné karboxylové kyseliny, které se posléze metabolizuji
na komponenty citratového cyklu.

Biogenni aminy a polyaminy se pfirozené vyskytuji v potravinach, napf. v rybach,
syrech, ¢okoladé. Casta je jejich piitomnost ve fermentovanych vyrobcich (kysané zeli,
vino, pivo). Jejich zvySena koncentrace byva zptisobena mikrobialni kontaminaci, a tak
zna¢i mozné zkazZeni potraviny. Vysoké koncentrace biogennich aminti, zejména pak
histaminu a tyraminu, jsou toxické a mohou vyvolat fadu potizi (bolesti hlavy, migrény,
zvraceni, kiece hladkého svalstva ¢i tachykardie).

Prvni krok katabolismu amintl, jejich oxidace za vzniku pfislusného aldehydu
¢i aminoaldehydu, peroxidu vodiku a amoniaku, je katalyzovan aminoxidasami
Aminoxidasy se podle kofaktoru déli do dvou zakladnich skupin: FAD obsahujici
aminoxidasy  (polyaminoxidasy) a  Cu/topachinon obsahujici aminoxidasy
(diaminoxidasy). Konkrétné hrachova aminoxidasa (PsAO) patii mezi diaminoxidasy.

V réamci této bakalarské prace bylo studovano mozné pouziti hrachové aminoxidasy
(PsAO) pro detekci amind v pivu. Ke srovnani vysledku ziskanych pomoci méfeni
pfemény amint pfitomnych v pivu Katalyzované PSAO se spektrofotometrickou detekci

jeji aktivity byla pouzita metoda HPLC.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Biogenni aminy a polyaminy
Biogenni aminy a polyaminy (Obr. 1), dusikaté organické latky odvozené od amoniaku,
jsou nizkomolekularni bazické derivaty aminokyselin, které mizeme rozdé¢lit do Ctyf
skupin: alifatické biogenni aminy (putrescin, kadaverin), aromatické biogenni aminy
(tyramin, fenyletylamin), heterocyklické biogenni aminy (histamin, tryptamin)
a polyaminy (agmatin, spermin, spermidin). Zfidkakdy byvaji zaClenény zvlast

i diaminy (Bunka et al., 2012; Boucherau et al., 2000).

H,N NH A~
\||/ NHZ HZN\N\/NHZ H
AGM
NH CAD
NH,
HZNW\ /\/\
NH NH, Ho TR
SPD NH,

HZNWNH\N\NH/\/\NHZ Z \ HIST

SPM N

H
Obr. 1: Strukturni vzorce amint a polyamint, které jsou pfedmétem této prace pro jejich vyskyt
Vv pivu. Prekresleno podle (Kala¢ a Ktizek, 2003).

Biogenni aminy se vyskytuji Vv rostlinnych a zivocisnych bunkach, kde vykonavaji
mnozstvi dilezitych funkci napt. pti syntéze makromolekul, hormonli ¢i obrané proti
osmotickému stresu. Biogenni aminy vznikaji ptedev§im z aminokyselin pisobenim
dekarboxylas ajsou odbouravany pomoci aminoxidas na pfislusné aldehydy
¢i aminoaldehydy za vzniku peroxidu vodiku a amoniaku (Boucherau et al., 2000).

Vzhledem K jejich ptirozenému vyskytu v organismech se aminy nachazeji
V potravinach, jako jsou maso, ryby, syry, ¢okolada a fermentované vyrobky napiiklad
vino, pivo ¢i kvasené zeli. Koncentrace amint stoupa nejéastéji procesem fermentace
a pusobenim bakterii. V&étsi obsah amini mize byt znamkou zkazeni potraviny.
ZvySeny piijem amini spole¢né se snizenym odbourdvanim muze vést ke vzniku

zdravotnich problémd, jako jsou boleti hlavy, zvraceni, prijmy (Kala¢ a Ktizek, 2003).
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2.1.1. Vznik biogennich amint
Biogenni aminy jsou syntetizovany vSemi zivymi organismy, jakozto dilezita slozka
pro jejich riist, vyvoj, ochranu pfed stresem a patogeny ¢i apoptézu a bunécnou smrt.
U vyssich rostlin jsou nejhojnéji zastoupeny putrescin, spermin a spermidin (Rangan
etal., 2014). Jako prvni byl vroce 1908 objeven putrescin v houbé palickovici
namelové (Rielander, 1908).

Pfi syntéze putrescinu jsou vyuzivany dvé rozdilné metabolické drahy (Obr. 2). Obé
metabolické drahy vyuzivaji jako prekurzor arginin. Ornitinova draha probiha
v mitochondriich zZivoc¢iSnych bun€k jakozto jedind moznéd cesta syntézy putrescinu.
Nejprve dochazi k pfeméné argininu na ornitin pomoci arginasy (EC 3.5.3.1). Druhym
krokem syntézy putrescinu je pfeména ornitinu  na putrescin  pomoci
ornitindekarboxylasy (EC 4.1.1.17).

Agmtinova draha, ktera je vyuzivana rostlinami ¢i fadou bakterii, byla objevena
v roce 1944 Nakamurou. Arginin je prvné pomoci arginindekarboxylasy (EC 4.1.1.9)
pfeméni na agmatin. DalSim krokem je vznik N-karbamoylputrescinu z agmatinu
katalyzovany agmatiniminohydrolasou (EC 3.5.3.12). V poslednim kroku dojde
k odstranéni N-karbamoylového konce pomoci N-karbamoylputrescinamidohydrolasy
(EC 3.5.1.53) za vzniku putrescinu (Rangan et al., 2014; Handa et al., 2018).

NH, NH,
H,O NH; H,0
o, ' ? NHg+ CO,
O\ EC35.3.12 EC 3.5.1.53
OH / EC4.1.1.9
HN HN
H,N L
2 >:NH >—O H,N
H,N HzN
agmatin N-karbamoylputrescin
HN
" NH,
H,N NH,
. EC35.3.1 ;
arginin e at11r putrescin
H,0 o
| 4 o,
+
H3N o)
H,N NH,
modovina ornitin

Obr. 2: Agmatinova a ornitinova draha syntézy putrescinu. Piekresleno podle (Rangan et al.,
2014).
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Putrescin je poté spolecné s ATP a methioninem (Obr. 3) prekurzorem dalSich
polyamind jako spermin a spermidin. Prvnim krokem jejich syntézy je vznik
dekarboxylovaného  S-adenosylmethioninu  (dcSAM), ktery  vznika pfeménou
methioninu S-adenosylmethionindekarboxylasou (EC 4.1.1.50)
a S-adenosylmethioninsyntasou (EC 2.5.1.6). Aktivovany dcSAM slouzi poté jako
aminopropylovy donor. Reakce aminopropylového zbytku s  putrescinem
je katalyzovana spermidinsytasou (EC 2.5.1.16). Pomoci sperminsyntasy (EC 2.5.1.22)
dochazi pridanim dalsiho aminopropylového zbytku k spermidinu ke vzniku sperminu
(Rangan et al., 2014).

0 metionin

/\/\/NH2 putrescin

H,N - S

2 o %/\/ \CH3
+

CH
/\/\ +/ 3 NH3
H,N

S
dekarboxylovany SAM EC 4.1.1.50
ylovany ‘ \ ATP < lec o516
AD

) N
EC 25.1.16 o o // \

Hee” AD

spermidin H3N N

/\/\/NH\/\/NH2 3
H,N l

EC 4.1.1.50 CHz | oH
CHj
HzN/\/\ o S-adenosylmetionin

dekarboxylovany SAM
EC 2.5.1.22 D

>—Wwn

s AD = adenosyl

He” AD

spermin

/\/\/NH\/\/NH\/\/NHZ
H,N

Obr. 3: Synteticka draha sperminu a spermidinu. Pfevzato a upraveno (Rangan et al., 2014)

2.1.2. Katabolismus biogennich amini

Aminy a polyaminy jsou oxidovany pomoci aminoxidas na piislusné aminoaldenydy
¢i aldehydy. Vzniklé aminoaldehydy jsou poté dale metabolizovany (Obr. 4), popi.
se samovolné  cyklizuji  (N-amidino-2-hydroxipyrrolidin,  pyrrolidin,  piperidin).
(Tylichova et al., 2007). Tyto heterocykly slouzi jako prekurzory mnohych rostlinnych
alkaloida (nikotin). Pokud nedojde k cyklizaci, maji aminoaldehydy rtzné drahy
odbouravani. Napiiklad 4-aminobutanal, ktery je produktem deaminace putrescinu
pomoci diaminoxidasy (EC 1.4.3.22), je za ptitomnosti aminoaldehyddehydrogenasy
(EC 1.2.1.19) oxidovan na kyselinu y-aminomaselnou (GABA). GABA, jez je dilezitou
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signalni molekulou savct, je dale odbouravana pomoci GABA-transaminasy
(EC 2.6.1.19) na kyselinu 4-oxobutanovou neboli sukcinatsemikarbaldehyd. Nasleduje
oxidace sukcinatsemialdehyddehydrogenasou (EC 1.2.1.16) a vznika kyselina jantarova
(sukcinat), ktera je jednim z komponenti Krebsova cyklu (Eisenreichova et al., 1992;
Seiler, 2004; Tylichova et al., 2007).

H,0+0,  NH3+H,0,

putrescin o
/\/\/NH2 W B —
H,N HoN + H,0
EC 1.4.3.22 NAD "+ H,0
EC 1.2.1.19
NADH
kys. y-aminomaselna O
/> <\
Krebsiiv
cyklus
EC 2.6.1.19
\ kys. 4-oxobutanova
OH
O/
OH

NAD +H20 OH
EC1.2.1.16

kyselina jantarova

OH

NADH NH,
Obr. 4: Degradace putrescinu. Prevzato a upraveno (Tylichova et al., 2007).

2.1.3. Vyskyt a vznik aminu v pivu

V pivu biogenni aminy zastupuje hlavné agmatin (AGM), putrescin (PUT), kadaverin
(CAD) a tyramin (TYR). V nizsich koncentracich jsou zastoupeny i histamin (HIST),
tryptamin (TRYPT), fenyletylamin (PHEA), spermin (SPD) a spermidin (SPM). Obsah
téchto amint se v riznych pivech zna¢né 1isi (Kala¢ a Ktizek, 2003).

Druh a mnozstvi aminii nachazejicich se v pivu je ovlivnény surovinami pouzitymi
k jeho vyrob¢, technikou vyroby piva a mikrobialni kontaminaci. Pivo se vyrabi
nejCastéji ze ¢ty zdkladnich surovin: vody, je¢ného sladu, pivovarnickych kvasnic
(Saccharomyces cerevisiae var. uvarum) a chmele (Humulus lupulus) ¢i jeho extrakta.
Samotny je¢men obsahuje TYR, PUT, SPM, SPD a AGM. Oproti tomu je¢ny slad
obsahuje ve vétsi mife PUT, AGM, SPM, SPD av malém mnozstvi HIST, PHEA,
TRYPT a CAD. Vysoké hladina TYR, PHEA, PUT, SPM, SPD a AGM je obsazena
V chmelu, avsak kvili malému mnozstvi, které je nutné K vyrobé piva, je jeho vliv

na celkové mnozstvi biogennich amind Vv pivu zanedbatelny. Snizeni obsahu biogennich
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amint lze uc¢inné docilit pfidanim ryze pii tvorbé mladiny (Gloria a Izquiero-Pulido,
1999).

Béhem rmutovani a vafeni mladiny stoupd vlivem tepelné dekarboxylace
aminokyselin hladina TYR a AGM. Nejvyrazngjsi narust koncentrace TYR, HIST
a CAD nastava béhem fermentace, ackoliv kvasinky nemaji vliv na zvySeni koncentrace
TYR ¢i HIST. Pozitivni nardst koncentrace byl pozorovan u bakterii rodu Lactobacillus
napt: Lactobacillus frigidus, L. brevis a L. brevissimilis. Na nartst TYR a TRYPT ma
vliv rod Pediococcus zastoupeny hlavné s Pediococcus damnosus. Enterobacteriae
a Pseudomonas produkuji ptedevS§im putrescin a cadaverin. Efektivnim zptisobem
snizeni obsahu pfedev§im TYR miize byt napt. vymyti fermenta¢nich kadi kyselinou
fosforecnou, kdy dojde k odstranéni vySe zminénych bakterii béhem procesu fermentace
(Gloria a lzquiero-Pulido, 1999; Kala¢ a Kiizek, 2003).

K dal$imu zvySeni hladiny biogennich aminti muze dochazet béhem uskladnéni piva.
Vyzkumny tym docenta Frantiska Buiiky testoval zvySeni obsahu biogennich aminta
a polyamind u 114 vzorku éeskych piv, které byly skladovany po dobu 38-173 dnii.
U 25 % z nich se obsah biogennich amint zvysil az na hladinu 100 mg:It. U 6 %
zkoumanych vzorkd byla dokonce piekrotena hranice 200 mg-I%, coZ uz mize byt
koncentrace Skodliva i pro zdravou populaci. (Burika et al., 2012). ZvySeni hladiny
biogennich aminti, zejména tedy TYR, HIST, PUT, CAD, SPD a SPM miize byt
zpusobeno dokvasovacimi procesy, nedostatecnou pasterizaci ¢i naslednou kontaminaci

mikroorganismy (Kala¢ a K¥izek, 2003).

2.1.4. Vliv aminu na lidsky organismus

Aminy jsou nedilnou soucasti kazdého organismu. Podili se na zakladnich procesech,
mezi které nalezi kondenzace chromatinu, DNA replikace a transkripce ¢&i syntéza
protein. Dulezitou roli maji polyaminy také pii obnové klidového membranového
potencidlu ¢i wudrzovani elektrolytické rovnovahy, nebot usnadiiuji prichod
K* do bunék. Spermidin se vaze na N-methyl-D-aspartatové (NMDA ) receptory
areceptory a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny (AMPA)
nervovych bunék mozku a ma vliv jejich funkci véetné paméti (Jiménez-Bremont et al.,
2014; Handa et al. 2018).

Udrzovani optimélni hladiny biogennich aminii a polyamint je dtlezité pro zakladni

funkci bun€k, proto je jejich hladina kontrolovana fadou enzymt, jako jsou
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naptiklad: monoaminooxidasa, diaminooxidasa, spermin-spermidin-N-acetyltransferasa,
acetylpolyaminoxidasa nebo sperminoxidasa (Maintz a Novak, 2007; Pegg, 2016).
Ackoliv jsou polyaminy snadno ziskatelné z potravy, zivoc¢ichové si potfebné aminy
jako spermin, spermidin a putrescin syntetizuji sami. Poruchy jejich syntézy
pak zpisobuji zavazné zdravotni problémy. Naptiklad Snyder-Robinsontiv syndrom je
zpusoben mutaci genu sperminsyntetasy na chromozomu X. Tato mutace zpuasobi
ptipfepisu piedcasné vlozeni stop kodonu a enzym ztraci svou aktivitu. Postizeni je
recesivni a postihuje pouze muzskou populaci. Disledkem nedostatku SPM jsou
mentalni retardace, poruchy ftec¢i, svalova hypoplazie, snizend télesna hmotnost

a osteoporoza. Fyzické priznaky poruchy se s vékem zhorsuji (Pegg, 2009; Pegg, 2016).

Tab. 1 U¢inek jednotlivych amint na lidsky organizmus. Pfevzato a upraveno (Shalaby 1997).

Amin Prekurzor Ucinek na organismus

Histamin Histidin Uvolnuje adrenalin a noradrenalin
Drazdi hladké svalstvo délohy, stfev a respira¢niho
traktu
Stimuluje senzorické i motorické neurony
Ovliviuje sekreci zalude€nich stav
Tyramin Tyrosin Vazokonstrikce perifernich cév
Zvyseni srde¢niho vydeje
Zpusobuje slzeni a slinéni
Zrychluje dychani
Zvysuje hladinu glukosy v Kkrvi
Uvoliluje noradrenalin ze sympatického nervového
systému
Zptsobuje migrénu

Putrescin a Arginin, ornitin  Hypotenze
kadaverin a lysin Snizeni srde¢niho rytmu
Kiece zvykaciho svalstva
Castetna paralyza svalstva konetin
Umociiuji toxicitu jinych amint
Fenyletylamin Fenylalanin Uvoliuje noradrenalin ze sympatického nervového
systému
Zvysuje krevni tlak

Zptsobuje migrénu

Tryptamin Tryptofan Zvysuje krevni tlak
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Nadbytecny pfisun biogennich aminii a polyamini je pro c¢lovéka nebezpecny
a zpusobuje u n¢j razné potize (Tab. 1) od bolesti hlavy, svédéni, zrudnuti, otoku,
prijmu a zvraceni, pfes zavaznéjSi problémy jako jsou poruchy srde¢niho rytmu
a poruchy dychaciho systému. Nejvétsi nebezpeci predstavuji histamin, tyramin,
fenyletylamim a tyramin pro jejich interakci s neutralnimi transmitery a vazoaktivnim
ucinkiim. Putrescin, kadaverin, spermin a spermidin nejsou tak biologicky aktivni, spise

1997, Gloria a Izquierdo-Pulido, 1999).

2.1.5. Histamin

Histamin je siln¢€ biologicky aktivni latka, objevena roku 1910 a o n€kolik let pozd¢ji
ur¢ena jako medidtor anafylaktickych reakci. Je syntetizovdin pomoci
L-hystidindekarboxylasy (EC 4.1.1.22) z aminokyseliny histaminu v zirnych burikach,
bazofilech ¢i krevnich destiCkach. Je poté skladovan v granulech, ze kterych miize byt
vnéjSim podnétem (hypoxie, extrémni horecky, alkohol, drogy nebo urcité potraviny)
uvolnén.

Ma schopnost se vazat na Ctyi'i druhy histaminovych receptora a ptisobi tak na bunky
rozlicnych tkani. Zptisobuje kontrakci hladké svaloviny, vazodilataci, zvySuje
propustnost cévnich stén, ovlivituje krevni tlak a ptsobi na produkci Zaludecnich §tav.
Déle ma vliv na zvySeni imunitni odpovédi, krvetvorbu, hojeni ran a ovliviiuje
cirkadianni rytmus (Maintz a Novak, 2007).

Hladina histaminu je kontrolovana pomoci dvojice enzymi: diaminoxidasou
(DAO; EC 1.4.3.22) a histamin-N-metyltransferasou (HNMT; EC 2.1.1.8). DAO je
skladovdna v plazmatické membrané epitelovych bunék tenkého stieva, vzestupného
tracniku, délohy a ledvin. Po stimulaci je sekretovana do okoli buriky. Oproti HNTM,
ktera je intracelularnim enzymem. HNTM je v lidskych tkénich Siroce rozsitena,
ale v nejvétsi koncentraci se nachazi v jaterni tkani, sleziné, tlustém stievu, prostaté
vajecnicich, a v bronchidlnim epitelu (Maintz a Novak, 2007).

Problémy mohou nastat zvySenym piijmem histaminu konzumaci potravin
s jeho vysokym obsahem, jako jsou ryby <celedi makreloviti (Scombridae)
a rohoretkoviti (Scromberesocideae) nejcastéji sardinka, makrela, tunak a marlin. Dalsi
potraviny s vyssi koncentraci histaminu jsou fermentované uzeniny, zrajici syry

(Gouda, Chedar, Emental), pivo nebo vino. Vyznamnym zdrojem histaminu jsou taktéz
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jiz se kazici potraviny, kdy dochazi k narastu hladiny histaminu vlivem bakteridlniho
ristu. Tomuto aspektu napomaha vyssi teplota. Pokud dojde k pfekroceni hladiny,
kdy detoxifika¢ni systém DAO a HNMT neni schopen rozlozit histamin na netoxické
produkty (imidazol acetat a N-metylimidazol acetat), dojde K rozvoji symptomu tzv.
histaminézy. Mezi nejCastéjSi symptomy patii: vyrazka, prijem, zvraceni, poceni,
bolesti hlavy, buSeni srdce, hypotenze a dychaci obtize. Histamindza muize byt
umocnéna piijmem dalSich amind, jako jsou putrescin, kadaverin ¢i spermin.
(Shalaby, 1997)

Funkce detoxifika¢niho systému muize byt narusena inhibitory, jako jsou alkohol
a DAO blokujici 1é¢iva. Proto by méla byt maximalni povolena hladina pro histamin
V potravinich stanovena na 100 mg/kg a pro alkoholické nipoje 2 mg-I* (Maintz
a Novak, 2007). V roce 2005 byl v EU stanoven limit pro histamin (¢. 2073/2005), ktery
byl novelizovan roce 2013 (¢.1019/2013). Limit histaminu u cerstvych ryb byl
stanoven na 200 mg-kg™? au fermentované rybi omacky 400 mg-kg? (Telsing et al.,
2012a; www.eur-lex.europa.eu, duben 2018).

2.1.6. Tyramin, tryptamin a fenyletylamin

Tyramin, tryptamin a fenyletylamin vykazuji vazoaktivni ucinky. Nejvice toxickym,
byt’ samostatné jen mirné, je tyramin a to v disledku reakce s monoaminoxidasovymi
inhibitory. Tato situace ma za nasledek vznik hypertenzni krize, kdy dochdzi k uvolnéni
noradrenalinu a zazeni perifernich cév. Dal§imi projevy pusobeni tyraminu jsou zizeni
zornic, slzeni, zvySena produkce slin, zvySeni krevniho cukru a tlaku ¢i zrychleni dechu.
Za podminek, které se nachazeji v zaludku, mize dochazet k reakci tyraminu
sdusitanem za vzniku 3-diazotyraminu, ktery zpusobuje rakovinu ustni dutiny
u potkant. (Shalaby, 1997).

Toxicka davka se liSi v zavislosti na individudlnich predispozicich a pfitomnosti
dalsich aminti. Hodnoty 100-800 mg-kg™ pro tyramin a 30 mg-kg? pro fenyletylanim
jsou povazovany pro zdravou populaci za toxické. Nicméné pro osoby vrozenou
poruchou odbouravani biogennich aminii nebo pro osoby uzivajici 1éky inhibujici
monoaminooxidasy, je nebezpecny celkovy piijem 3 mg fenyletylaminu a 6 mg

tyraminu (Santos, 1996).
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2.1.7. Putrescin, kadaverin, agmatin, spermin a spermidin
Polyaminy putrescin, spermin a spermidin ovliviiuji rast a déleni bunék, a proto
se vV rychle rostoucich tkanich vyskytuji ve vyssich koncentracich. Ackoliv nebyla
zjiSténa ptima spojitost mezi polyaminy a vznikem rakoviny, bylo dokazano, ze maji
vliv na rychle rostouci tkan€¢ nadorovych bunék. Nékolik vyzkumi potvrdilo, Ze snizeni
nebo uplné odstranéni polyaminti z potravy vyvolalo remisi ¢i redukci nadorovych
bunék u zvifat (Handa et al., 2018).

Toxické davky u linearnich amind a polyamint jsou velmi vysoké. Pro laboratorni
krysy je toxicka davka oralné ptijatého sperminu a spermidinu 600 mg-kg™ zivé vahy,
pro putrescin 2000 mg-kg? a pro kadaverin vice nez 2000 mg-kg™ (Til et al., 1997).
Na druhou stranu je nutno podotknout, Ze polyaminy maji fadu prospésnych funkeci,
at uZ je to ochrana proti oxidativnimu stresu, inhibice oxidace polynenasycenych
mastnych kyselin ¢i podpora hojeni ran (Santos, 1996).

Aminy byly taktéZ zkoumany jako moZzné mutagenni prekurzory latek, které jsou
schopny tvofit nitrosaminy — karcinogenni latky pro rtzné zivoc¢isné druhy. Bylo
zjisténo, Ze putrescin a kadaverin se po zahtati pfeménuji na pyrrolidin a piperidin. Tyto
latky pak béhem uzeni mohou vytvaret spole¢né s dusiCnany pouzivanymi V smeési
na soleni karcinogenni N-nitrosopyrrolidin a N-nitrosopiperidin. Agmatin, spermin

a spermidin mohou byt také prekurzory nitrososloucenin (Shalaby, 1997).

2.2.Aminoxidasy
Aminoxidasy jsou skupina enzymi katalyzujici oxidaci aminu a polyamint
na odpovidajici aldehydy ¢i aminoaldehydy, amoniak a peroxid vodiku. Podle kofaktoru
se aminooxidasy d¢li do dvou hlavnich skupin: flavinadenindinukleotid (FAD)
aminoxidasy (EC 1.5.3.3) améd’ obsahujici aminoxidasy, které byly plvodné
oznaCovany jako (EC 1.4.3.6). FAD aminoxidasy jsou c¢asto oznaCovany jako
polyaminoxidasy (PAO) a Cu-aminoxidasy jako diaminoxidasy (DAO), podle substratu,
které oxiduji (Angelini et al., 1994; Medda et al., 1995).

Aminoxidasy nalezneme u rostlin, Zivocichd, bakterii, hub ikvasinek (Frébort
a Adachi, 1995). Z rostlinného extraktu byla poprvé izolovana pied 60 lety, a od té doby
byla jiz purifikovana do homogenity a charakterizovana (pfiklady v Tab. 2) fada téchto
enzymu (Medda et al., 1995).
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Tab. 2 Neékteré vlastnosti vybranych rostlinnych aminoxidas. Pfevzato a upraveno
(Medda et al., 1995).

Cizrna Soja Cocka Prysec Je¢men
berani lustinata  jedla statny sety
(Cicer (Glycine  (Lens (Euphorbia  (Hordeum
arietinum)  max) esculenta) characias) vulgare)

Molekulova hmotnost
Gelova chromatografie 150 000 113 000 150 000 140 000 150 000
SDS PAGE elektroforéza 72 000 77 000 75000 72 000 75000
Obsah médi %

(9 Cu/g protein) ND 0,109 0,082 0,09 0,082
Izoelektrické body 6,0 7,1 6,1 52 6,8
5,81 7,05 59
51 7,0 51
6,9
Obsah sacharidt % (w/w) ND ND 14 12 14

2.2.1. FAD obsahujici aminoxidasy

Mezi FAD obsahujici aminoxidasy fadime savéi monoaminoxidasy (EC 1.4.3.4)
arostlinné i zivocisné polyaminoxidasy (EC 1.3.5.13-17). Katalyzuji pfeménu
primarnich, sekundarnich a tercidlnich aminii na odpovidajici iminy, kdy dochazi
k oxidativnimu Stépeni vazby o-uhliku substratu. Imin je poté neenzymaticky
hydrolyzovan na odpovidajici aldehyd a amoniak. Soucasné¢ dochazi k redukci FAD.
Ten se poté oxiduje kyslikem za tvorby peroxidu vodiku (Binda et al., 2002).

U lidské monoaminoxidasy (MAQ) je molekula FAD kovalentné¢ vazana k enzymu
pies aminokyselinu cystein. MAO se nachdzi na vné¢j$i mitochondrialni membrané
a katalyzuje rovnéz deaminaci biogennich a xenobiotickych aminti jako serotonin,
dopamin a norepinefrin. Ztoho divodu hraje MAO dilezitou roli u nékterych
neurologickych poruch jako deprese ¢i Parkinsonova choroba. Inhibici MAO dochazi
k zvySeni hladiny neurotransmiterd v CNS, proto se inhibitory MAO pouzivaji k 1é¢bé
vySe zminénych nemoci (Son et al., 2008).

U polyaminoxidasy je FAD vazan nekovalentné. PAO oxiduji sekundarni
aminoskupinu (-CH2—NH-) polyaminti sperminu a spermidinu, které hraji dalezitou roli
pii bunécné diferenciaci a ristu. Bylo prokazano, Ze aktivita PAO tkani karcinomu
stfeva, prsu a jinych nador oproti zdravé tkani snizena (Binda et al., 2002; Vujcic
et al., 2003).
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2.2.2. Cu/chinon obsahujici aminooxidasy
Med obsahujici aminoxidasy (Cu-AO) jsou Siroce rozsSitené a vyskytuji se jak
Vv prokaryotickych tak eukaryotickych organismech. Ptikladem jsou sav¢i plazmaticka
aminooxidasa, hrachova diaminoxida a dalsi rostlinné ¢i prokaryotické aminoxidasy.
Dé¢li se do dvou skupin: primarni aminoxidasy (EC 1.4.3.21) a diaminoxidasy
(EC1.43.22). KCu-AO se tadi i lysyloxidasa (EC 1.4.3.13), ktera deaminuje
e-aminoskupinu lysinu nebo hydroxylysinu u rezidui kolagenu (Buffoni a Ignesti, 2000;

https://www.brenda-enzymes.org, duben 2018).

Cu-AO Kkatalyzuji oxidativni deaminaci primarnich amini na aldehydy
ping-pongovym mechanizmem zahrnujici transaminaci s naslednou dvouelektronovou
vyménou, ktera redukuje molekularni kyslik a produkuje peroxid vodiku.

Enzym,, + R — CH, — NHf - Enzym,.; — NHj + R — CHO
Enzym,.q — NHf + 0, > Enzym,, + NHf + H,0,

V aktivnim centru se krom¢ atomu meédi nachazi organicky kofaktor
2,4,5-trihydroxyfenylalanin chinon (topachinon). Topachinon je tvofen posttransla¢ni
oxidaci tyrosinového zbytku (Pietrangeli et al., 2007).

Aminoxidasy maji v organismech fadu funkci. Prokaryotické organismy vyuzivaji
aminoxidasy k rozkladu amind, jako zdroje uhliku a dusiku pro rast. U vysSich
organismu se podileji mimo jiné na katabolismu sperminu, spermidinu a putrescinu,
které ovlivnuji fadu dualezitych funkci napt.: diferenciaci bungk, proliferaci, bunécnou
smrt ¢i rist nadort. U savcil stoupa aktivita aminoxidas béhem biezosti, nebot” dochdzi
k nadprodukci polyaminii. Velké mnozstvi aminoxidas se nachazi také v tenkém stieve,
kde dochazi k odbouravani biogennich aminu a polyaminu piijatych s potravou (Frébort
a Adachi, 1995).

Podle substratové specifity miizeme aminoxidasy rozd¢lit do 4 skupin. Skupinu prvni
tvoii sav¢i plazmaticka aminooxidasa, ktera oxiduje benzylamin a dalsi monoaminy.
Druhou skupinu tvofi sav¢éi diaminoxidasy (ledvinové a placentalni enzymy), které maji
nejvyssi specifitu G€inku u diamind a histaminu. Tteti skupinou jsou rostlinné DAO
preferujici putrescin a kadaverin. Posledni skupinu tvofi mikrobialni aromatické
aminoxidasy, které preferuji substraty jako tyramin, histamin, fenyletylamin i jiné

aryalkylaminy (Frébort a Adachi, 1995).
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2.2.2.1. Hrachova diaminooxidasa
Rostlinné DAO jsou voln¢ usazeny v bunétné sténé. Nejvyssi koncentraci DAO
nalezneme u dvoud€loznych rostlin, jako jsou hrach, cizrna, cocka ¢i soja, a to
pfedev§im v okamziku jejich rustu (Cona et al.,, 2006). Rostlinné DAO maji
molekulovou hmotnost v rozmezi 70-95 kDa, skladaji se ze dvou homolognich
podjednotek a kazda podjednotka obsahuje Cu'' a topachinon (Vianello et al., 1998).

Konkrétné hrachova diaminoxidasa (PSAO) se sklada ze dvou podjednotek
0 molekulové hmotnosti 67 kDa (Frébort a Adachi, 1995). Podle krystalové struktury
se kazda jednotka sklada ze tfi domén (D2, D3 a D4). Nejvétsi je D4 doména sestavena
z B-sendvice, ktery obsahuje dva zkroucené antiparalelni B-skladané listy s osmi a deseti
vlakny. Zbylé dvé domény (D2 a D3) jsou umistény na povrchu B-sendvice D4 domény
a skladaji se z2 o-helixi propojenych ctyfvlaknovym antiparalelnim [-skladanym
listem (Kumar et al., 1996).

Cu'" je v aktivnim misté koordinovan tiemi imidazolovymi kruhy histidint (His442,
His444 s His603) a svazan s dvéma molekulami vody. Aktivni centrum je uloZzeno
hluboko venzymu a je nutna reorganizace peptidu. Ktomu dochazi po navazani
substratu. Topachinon se nachazi v blizkosti Cu''. Reakci se substratem (Obr. 5) se tvofi
Schiffova baze, kdy v nékolika krocich dochazi k vzniku aldehydu ptislusného aminu
(Prabhakar a Siegbahn, 2001). Nasleduje oxidace topachinonu kyslikem za vzniku
iminochinonu, poté pomoci hydrolyzy dochazi k odstépeni amoniaku a enzym se tak
vraci do pivodniho stavu (Mukherjee et al., 2008).

PsAO ma Sirokou substratovou specifitu u¢inku, jejimi nejlepSimi substraty jsou
putrescin a kadaverin, ndsledované agmatinem, spermidinem a histaminem. Dalsi

substraty se setkavaji s niz$i aktivitou enzymu (Kivirand a Rinken, 2007).
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Obr. 5: Mechanizmus oxidativni deaminace aminu pomoci DAQO. Pfevzato a upraveno z
(Prabhakar a Siegbahn, 2001).
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2.3.ZaKladni principy pouzitych metod
2.3.1. Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je analyticka metoda pro stanoveni koncentrace a dalSich vlastnosti

I Iy
A=—logT = —log — =log — A=elc
Iy I
zkoumaného vzorku. Pracuje na principu pohlceni paprsku zatfeni pti priichodu vzorkem
(absorbance). Vztah absorbance (pohlcené¢ho zafeni) a transmitance (proslého zéieni)
se fidi Lambert-Beerovym zdkonem.
Spektrofotometr se sklada z péti zakladnich Casti: zdroj zafeni, monochromator,

kyvetovy prostor, detektor a zesilovac.
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2.3.1.1. Stanoveni koncentrace proteini
Pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini se pouziva fada metod
(Biuretova, Lowryho, Bradfordové, bicinchoninova...). V ramci této prace byla vyuzita
bicinchoninova (BCA) metoda, pfi které se pouziva sodna sil kyseliny bicinchoninové,
kterd tvoii komplex s méd'nymi ionty. Méd'naté iontli siranu médnatého pii tvorbé
peptidové vazby v alkalickém prostiedi redukuji na méd’né ionty, ty poté tvofi se soli
kyseliny bicinchoninové purpurové zbarveny komplex. BCA ¢inidlo se sklada ze soli
kyseliny bicinchoninové a siranu méd’natého v poméru 100:1. Mé&feni probihd proti

standardu hovéziho sérového albuminu pii 562 nm (Smith et al., 1985).

2.3.1.2. Stanoveni substratové specifity a Kkinetickych

parametri hrachové aminoxidasy (PsAQO)

Ke stanoveni aktivity a kinetickych parametri PSAO lze vyuzit nékolika metod, které
jsou zaloZzeny na voltametrické, amperometrické ¢i spektrofotometrické detekci
reaktanti ¢i produktt reakce PSAO nebo reakce sptazené. Pro jeho jednoduchost
a dostupnost je nejvice vyuzivano spektrofotometrické stanoveni. (Telsing et al., 2012a;
Telsing et al., 2012b). Pro naSe ucely bylo vyuzito spektrofotometrické metody,
kdy byla vyuzita sptazena reakce s peroxidasou detekujici vznikly peroxid vodiku
pomoci oxidace aminoantipyrinu (AAP) a 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonatu
sodného (DCHBS). Dochazi k vzniku fialovo-rizového zbarveni, které se detekuje pii
515 nm (Ascenzi et al., 2002, Fossati et al., 1980).

2.3.2. Kapalinova chromatografie

Chromatografick¢é metody slouzi k rozd€leni smési latek Vtekouci mobilni fazi
na zaklad¢ jejich rozdilné interakce s fazi stacionarni. Doba mezi nanesenim vzorku
a eluci latky (retencni Cas) je pro urcitou latku pro dany systém specificka. Latky se v
zavislosti na charakteru stacionarni faze pouzitého chromatografického systému separuji
podle rlznych vlastnosti (polarita, elektricky naboj, velikost molekuly, pfitomnost
charakteristickych skupin specificky interagujicich se stacionarni fazi).

Pro analyzu koncentrace biogennich amind je pouziti kapalinové chromatografie
oproti jinym metoddm (enzymatické stanoveni, tenkovrstvd chromatografie,
radioimunologickd analyza) vyhodné =z hlediska vysoké selektivity a citlivosti.

Nevyhodou je, Ze vétSina aminl obsazenych v potravinach ¢i pivu neni detekovatelna
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v UV-VIS spektru ¢i pomoci fluorescence, bez piedchozi Gipravy. Vzorky proto byvaji
derivatizovany. Podle pouzité metody detekce se vyuzivda mnozstvi derivatiza¢nich
¢inidel. Pro fluorescen¢ni detekci napiiklad orto-ftaldialdehyd, 2-merkaptoethanol
a 2-naftyloxokarbonylchlorid. Pro UV-VIS detekci se nejcastéji  pouzivaji
3,5-dinitrobenzoylchlorid, benzoylchlorid, dansylchlorid ¢i ninhydrin (Kirchbaum et al.,
2000; Gomez-Alonso et al., 2007).

Konkrétné pro potieby referencniho stanoveni koncentrace aminti U pivnich vzorki
byla vyuzita ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektroskopii (UHPLC-MS/MS).

2.3.3. Elektroforéza

Elektroforéza je separacni technika pracujici na principu pohybu castic v elektrickém
poli. Castice se vpoli pohybuji réiznou rychlosti v zavislosti na poméru naboje
a velikosti ¢astice (plisobenti tfecich sil). Pro elektroforézu se vyuziva rtiznych materialt
(papir, acetat celulosy, agarosovy gel, polyakrylamidovy gel,...). V rdmci bakalaiské
prace byla vyuzita elektroforéza na akrylamidovém gelu, pro kontrolu ptitomnosti

a Cistoty izolované PsAO.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Biologické materialy

Osivo hrachu setého (Pisum sativum) odriida Abarth

3.2. Chemikalie a materialy

1,4-diaminobutan dihydrochlorid
1-amino-4-guanidinbutan sulfat
2-fenyletylamin

3,5-dichlor-2-hydroxibenzofulfonat sodny

4-aminoantipyrin

Akrylamid

Benzoylchlorid
Bicinchoninova smés
Coomassie Brilliant blue R250
Dietylether
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dodecylsuflat sodny

Ethanol

Glycin

Histamin dihydrochlorid
Hydrogenfosfere¢nan draselny
Hydroxid amonny

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Kadaverin dihydrochlorid
Kienova peroxidasa

Kyselina mravenci

Kyselina octova

Kyselina trichloroctova
Laemmliho pufr

Marker Protein ladder 10-250 kDa
Methanol (HPLC)

Methanol (SDS-PAGE)
Pentahydrat siranu méd’natého
Peroxodisiran amonny

Siran amonny

Spermidin trihydrochlorid
Spermin tetrahydrochlorid
TEMED
Trishydroximetylaminometan
Tryptamin hydrochlorid
Tyramin hydrochlorid
Tyroglobulin

Glukosaoxidasa

Perlit
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(Sigma- Aldrich, kat.
(Sigma- Aldrich, kat.
(Sigma- Aldrich, kat.
(Sigma- Aldrich, kat.
(Sigma- Aldrich, kat.
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A8887)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 259950)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. B9643)
(VWR, kat. ¢. 443283M)
(Lach:Ner, kat. ¢. 20018-ATO)
(Lach:Ner, CR, kat. &. 30016-APO)
(VWR, kat. ¢. 205-788-1)
(Lach:Ner, 20025-099)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8898)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. H7250)
(Lach:Ner, CR, kat. &. 30060-APO)
(Lach:Ner, 1000 1-A25)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71690)
(Lach:Ner, kat. ¢. 30093-APO)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. C8561)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 77322)
(Merck KGA, kat. ¢. 47653764624)
(Lach:Ner, kat. ¢. 30591)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4885)
(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0747)
(BioLabs, kat. ¢. P7703S)
(Biosolve, kat. ¢. 0013687802BS)
(Lach:Ner, kat. ¢. 20038-ATO)
(Lach:Ner, kat. ¢. 30625 0502)
(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0700)
(Lach:Ner, CR, kat. &. 30165-CPO)
(Sigma- Aldrich, kat. ¢. 85578)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 85610)
(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0800)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 154563)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 246557)
(INC Biomedicals, kat. ¢. 103173)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1001)
(Serva, kat. ¢. 22739)
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3.3.Pristroje

Accublock™ digital dry bath (Labnet)
Centrifuga 5430 (Ependorf)
Centrifuga Bench top 4-16k s (Sigma)

Centrifuga IEC CL31R Multispeed
Centrifuga Minispin

(Therno electron corporation)
(Ependorf)

Gel Doc™ EZ Imager (BioRad)
Heating-cooling dry block CH-100 (BioSan)
Magneticka michacka basic C (IKA RET)
Spektrofotometr UV-VIS 8453 (Agilent)
Termostat laziiovy ccl-166A (Merci)
Ttepacka 130 Basic (IKA KS)
UHPLC sestava (SHIMADZU)

-fidici jednotka CBM 20

-pumpy Nexera x2 LC 30AD

-autosampler Nexera x2 SIL BOAL

-degaser DGu-20A5R

-kolona CTO 20AC

-MS detektor LCMS 8050
Vortex M53 Basic (IKA)

3.4. Metody
3.4.1. Vypéstovani etiolovanych hrachovych kli¢ki

Hrachova semena o celkové hmotnosti 1 kg byla po dobu 24 hodin namocena
Vv piiblizn¢ dvojnasobném objemu vody. Nabobtnaly hrach byl druhého dne vyset
na navlhéeny perlit. Po dobu 7 dni byl ponechdn ve tmé¢ skazdodenni zalivkou
ve fytotronu pii teploté 25°C a vlhkosti 50%. Po 7 dnech byly etiolované hrachové
klicky odsttizeny od semene a zbaveny listkii a zamrazeny. Pro zvySeni vytézku bylo
péstovani provedeno tiikrat a ziskané klicky ze vSech tii varek byly po zamrazeni
spojeny do jedné varky.

3.4.2. Izolace a purifikace hrachové aminoxidasy z etiolovanych

hrachovych klicki
Izolace PSAO ze semidennich etiolovanych hrachovych kli¢ku, probéhla podle metody
vyvinuté pro izolaci aminoxidasy z hrachoru (Sebela et al., 1998). Pouzity purifikadni
postup zahrnoval po homegenizaci v draselno-fosfore¢ném (KP;) pufru o koncentraci
0,1 mol-1ta pH 7,0, vysoleni pomoci siranu amonného do 30 a 70% nasyceni, fizenou
tepelnou denaturaci pti 60 °C, tandemovou iontoméni¢ovou chromatografii za pouziti
kolony Bio RAD — High Que a kolony s hydroxyapatitem a gelovou permeaéni

chromatografii za pouziti kolony se Sephadexem S300. Samotna izolace probihala
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Vv chladové mistnosti pfi teploté 4 °C. Mezi jednotlivymi kroky byl vzdy odebran vzorek
pro néaslednou analyzu.

Zmrazené hrachové klicky byly nozem nakridjeny na délku cca 1 cm
a zhomogenizovany pomoci mixéru Vv piiblizné 2 KP;i pufru o koncentraci 0,1 mol-1*
a pH 7,0 bez ptidavku méd’natych kationi. Homogenat byl zfiltrovan ptes nylonovou
sitku a filtrat zcentrifugovan pii 10500 g (centrifuga Sigma, Bench top 4-16k s)
po dobu 20 min pfi teploté 4 °C. Po centrifugaci byl odebran 1 ml supernatantu (vzorek
¢. 1), ktery byl zamraZen.

Nésledovalo vysoleni homogenatu siranem amonnym do 30 % nasyceni
(176 g-1'"). Siran byl ddvkovan postupné za stdlého michani pomoci magnetické
michacky (IKA RET basic C). Po 30 minutdich vysolovani byl homogenat
zcentrifugovan pti 10500 g (centrifuga Sigma, Bench top 4-16k s) po dobu 25 min pfti
teploté¢ 4 °C. Ze ziskaného supernatantu byl odebran vzorek ¢. 2 (1 ml), ktery byl
zamrazen.

K druhému vysoleni do 70 % nasyceni bylo pouzito 273 g-1* siranu amonného. Siran
byl piidavan postupné =za stdlého michani pomoci magnetické michacky,
po 30 minutach byl homogenat zcentrifugovan pii teploté 4 °C a 105009 (centrifuga
Sigma, Bench top 4-16k s) po dobu 25 min. Supernatant byl vylit a precipitat byl
rozpustén v KPi pufru o pH 7,0 a koncentraci 100 mmol-1 . Z rozpusténého precipitatu
byl odebran (1 ml vzorek ¢. 3) k zamrazeni.

Roztok precipitatu byl dialyzovan ptes noc ve 3 litrech stejného pufru, v kterém byl
rozpustén, pricemz byl pufr 1x béhem dialyzy vyménén. Dialyzat byl na vodni 1azni
zahian na teplotu 58 °C a poté po dobu 5 minut inkubovan ve vodni lazni o teploté
60 °C. Nasledovalo ochlazeni na ledu do dosazeni teploty kolem 4 °C s naslednou
centrifugaci po dobu 2 hodin pfi teploté 4 °C a 10500 g (centrifuga Sigma, Bench top
4-16k s). Ze supernatantu byl odebran vzorek ¢. 4. Zbyly supernatant byl pifes noc
dialyzovan dvakrat ve 3 litrech KPi pufru o koncentraci 20 mmol-Ita pH 7,0
se siranem méd’natym o koncentraci 1 pumol-I?. Dialyzat byl pied nanesenim
na chromatografickou kolonu opét centrifugovan pii teploté 4 °C, 10 500 g po dobu
30 min.

Enzym byl ptecistén pomoci tandemové iontoméni¢ové a adsorbéni chromatografie
za pouziti kolony Bio RAD — High Que a kolony s hydroxyapatitem. Jako mobilni faze
s priitokem 2 ml/min byl pouzit KP; pufr o koncentraci 10 mmol-1* a pH 7,0 se siranem

médnatym o koncentraci 1 umol-Il.  Kuvolnéni aminoxidasy z kolony
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s hydroxyapatitem byl pouzit KP; pufr o koncentraci 750 mmol-1?, pH 7,0 a pfidavkem
1 umol-1* siranu  méd’natého. Ze zachycené eluce saminoxidasou, byl odebran
vzorek ¢. 5 (0,5 ml) a zamrazen. Eluce s aminoxidasou byla pres noc dialyzovana v KP;
pufru (20 mmol-1?, pH 7,0) s ptidavkem siranu médnatého o vysledné koncentraci
médnatych iontl 1 pmol?. Nasledné byla centrifugovana po dobu 30 min pfi 4 °C
a 12 000 g (centrifuga Sigma, Bench top 4-16k s). K vymyti proteinii z prvni kolony
poslouzil KPi pufr o koncentraci 750 mmol-1", pH 7,0 a piidavkem 1 pmol-1'? siranu
méd’natého a 100 mmol-1* chloridu sodného.

Supernatant s aminoxidasou byl poté pomoci ultrafiltrace zahustén na 3 ml. Nejprve
byl na gelovou kolonu (Sephadex S300) nanesen kalibracni roztok obsahujici
tyroglobulin (670 kDa), cytochrom C (12,4 kDa) a glukosaoxidasu (153,9 kDa).
Po zjisténi elu¢niho €asu aminoxidasy pomoci vySe zminéného kalibracniho roztoku,
byl nanesen na gelovou kolonu zahustény supernatant. Jako mobilni faze s pritokem
2 ml/min byl pouzit KP; pufr o koncentraci 10 mmol-1! a pH 7,0 s obsahem 1 pmol-1*
siranu méd’natého. Vzorek byl sbiran v eluénim c¢ase 110-140 minut od naneseni
vzorku. Ziskana eluce byla zahuSténa ultrafiltraci. Ze zahusténé eluce bylo odebrano
0,5ml enzymu (vzorek ¢. 6) a zbyly enzym byl rozpipetovan po 1 ml

do mikrozkumavek.

3.4.3. Kontrola purifikace pomoci SDS PAGE elektroforézy
Pro kontrolu ¢istoty enzymu byla pouzita SDS PAGE elektroforéza na akrylamidovém
gelu. Gel se skladal z 4% zaosttovaciho akrylamidového geli a 10% rozdélovaciho
akrylamidového gelu. Délici gel se skladal z 3,4 ml roztoku akrylamidu (30 %
monomer; 0,8 % dimer), 2,5 ml Tris-HCI pufru (1,5 mol-1%; pH 8,8), 3,8 ul vody,
100 pl 10%roztoku dodecylsiranu sodné (SDS ) a 15 pl tetramethylethylendiamin
(TEMED ). Polymerace akrylamidu byla zahajena piidanim 50 pl 10% roztoku
peroxodisiranu amonného (APS). Roztok byl nalit mezi elektroforeticka sklicka
a prevrstven n-butanolem. Po 30 minutach polymerizace byl n-butanol odlit a jeho
zbytek vyplachnut destilovanou vodou.
Zaostiovaci gel se skladal z 0,65 ml roztoku akrylamidu (30 % monomer; 0,8 %
dimer), 1,25 ml Tris-HCI pufru (0,5 mol-1%; pH 6,8), 100 ul 10% roztoku SDS a 15 pl
TEMED. Polymerace akrylamidu byla zahajena piidanim 60 pl 10% roztoku APS.
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Tab. 3 Mnozstvi vzorkl v jamkach pro SDS PAGE elektroforézu.

Vzorky netedéné Vzorky 10x fedéné
Cislo jamky Vzorek Mnozstvi Cislo jamky Vzorek Mnozstvi
vzorku v pl vzorku v pl
1 Marker 2 1 Marker 2
2 Vzorek 1 10 2 Vzorek 1 15
3 Vzorek 2 2 3 Vzorek 2 15
4 Vzorek 3 2 4 Vzorek 3 3
5 Vzorek 4 2 5 Vzorek 4 3
6 Vzorek 5 10 6 Vzorek 5 15
7 Vzorek 6 10 7 Vzorek 6 2

Roztok byl nalit mezi sklicka a do roztoku byl vloZen hiebinek pro vytvoreni jamek
Kk nanaseni vzorkt. Po 30 minutach byla sklicka vlozena do elektroforetické komirky
ado eclektrodovych prostori byl nalit elektrodovy pufr skladajici se
z 0,025 mol-I* trisaminomethanu, 0,192 mol-I? glycinu o pH 8,3.

Pro elektroforézu bylo pouzito 6 vzorki odebranych béhem jednotlivych kroki
purifikace (1. vz. homogenat, 2. vz. vysoleni 30% siranem amonnym, 3. Vz. vysoleni
70%siranem amonnym, 4. Vvz. fizend tepelna denaturace, 5. vz. 2-D iontoménicova
chromatografie, 6. vz. gelova permeacni chromatografie). K fedénym i nefedénym
vzorkiim byl piidan shodny objem Laemmliho pufru, vyslednd smés promichéna,
povatena pti 100 °C po dobu 5 minut a kratce ztoena na stolni centrifuze. Jako marker
byl pouzit Brecison Plus Dual Collor Standard od firmy BioRAD s rozsahem 10-250
kDa. Vzorky a marker byly naneseny do jamek gelu (Tab. 3).

Napéti zdroje bylo nastaveno na 110 V a ve chvili, kdy vzorky ptesly do déliciho
gelu, bylo napéti zvySeno na 140 V. Jakmile celo vzorkid (Bromfenolova modi)
doputovalo na konec gelu (pifiblizné po 2 hodinach) byla eclektroforéza ukonéena
a akrylamidovy gel byl pfes noc ponechan v barvicim roztoku na tfepacce. Barvici
roztok obsahoval 40 % methanolu, 7 % kyseliny octové a 0,025 % barviva Coomassie
Brilliant blue R250. K odstranéni ptebyteéného barviva na gelu byl pouzit odbarvovaci
roztok obsahujici 7 % kyseliny octové a 5 % methanolu v destilované vodé. Tento
roztok byl pouzit tfikrat po dobu jedné hodiny za stadlého promichavani na tfepacce.
Nasledn& byl gel ponechan v destilované vodé a vyfocen pomoci Gel Doc™ EZ

Imageru (BioRad).
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Tab. 4 Mnozstvi vzorku pipetované do reakéni smési pro stanoveni proteinii metodou kyseliny

bicinchoninové.

Vzorek Netedény (ul/kyveta) 10x fedény (ul/kyveta)
Homogenizace 2,5 5

Vysoleni (NH4)2SO4 v 30 % nasyceni 2,5 5

Vysoleni (NH4)2SOs v 70 % nasyceni 0,5 2

Dialyza 0,5 2

Rizen4 tepelna denaturace 1 2,5

2-D iontova chromatografie 15 15

Gelova permeacni chromatografie 20 20

3.4.4. Stanoveni obsahu proteint
Méfeni obsahu proteinti prob&hlo pomoci bicinchoninové metody. Nejprve byla
vytvofena kalibraéni fada BSA standardu v rozsahu od 1 pg-ml*do 40 pg-ml?).
Nésledné byla zmétena koncentrace bilkovin v 7 vzorcich odebranych pti purifikaci.
Do kyvety byly napipetovany 2 ml roztoku BCA c¢inidla se siranem méd’natym (50 ml
bicinchoninové smési, 1 ml siranu méd’natého o koncentraci 1 mol-I*). Posléze byl
pfidan roztok BSA roztok o koncentraci 1,0 mmol-mlt v objemu potiebném
pro dosazeni prislusné koncentrace dle kalibra¢ni fady, mnozstvi vzorkd bylo
aplikovano dle (Tab. 4). Po 30 minutach inkubace pii 37 °C byla zmétena absorbance

pii 562 nm.

3.4.5. Stanoveni aktivity enzymu
K méfeni aktivity i substratové specifity PSAO, byla vyuzita spfazena reakce
s peroxidasou, kdy byl vznikly peroxid vodiku detekovan oxidaci AAP a DCHBS.
Zasobni roztok obsahoval 100 pg-I? kfenové peroxidasy, 1,25 pmol-I* DCHBS
a 125 umol- I AAP rozpusténé ve fosfore¢nanovém pufru (100 mmol-1%, pH 7,0).

Pro stanoveni aktivity PSAO u jednotlivych krokl purifikace byl pouZit roztok
putrescinu o koncentraci 100 mmol-1? ve fosfore¢nanovém pufiu s totoznou koncentraci
a pH 7,0. Kméfeni byl vyuzit UV-VIS spektrofotometr 8453 od firmy Agilent.
Do kyvety bylo napipetovano 1600 pl zasobniho roztoku, piislusné mnozstvi
purifika¢niho vzorku a vody viz Tabulka €. 5, aby vysledny reakéni objem v kyveté byl
2000 pl. Takto pfipraveny vzorek byl vyblankovéan a reakce byla odstartovana pfiddnim
20 pl roztoku putrescinu (100 mmol-1'). Méfeni probihalo ve 3 replikacich
Vv kinetickém modu po dobu 6 minut pfi 515 nm a 30 °C za stdlého michani

magnetickym michadlem.
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Tab. 5 Mnozstvi jednotlivych slozek pro stanoveni aktivity enzymu.

Vzorek purifikace Mnozstvi Mnozstvi Voda (ul) Putrescin (ul)
zasobniho vzorku z ¢ =0,1 mol-1*
roztoku (ul) purifikace (ul)

Homogenizace 1600 20 360 20

Vysoleni (NH4):SO4 1600 20 360 20

v 30 % nasyceni

Vysoleni (NH4)%SO4 1600 5 378 20

v 70 % nasyceni

Dialyza 1600 2 378 20

Rizen4 tepelna

denaturace 1600 2 378 20

2-D iontova

chromatogafie 1600 > 375 20

Gelova permeacni 1600 5 378 20

chromatografie

3.4.6. Stanoveni substratové specifity PSAO a méreni se smési

amintu v koncentracich typickych pro pivo
Substratova specifita vybranych aminti (PUT, CAD, HIST, AMG, TRYPT, TYR,
PHEA, SPD, SPM) a smési téchto aminti byla stanovena pro koncentraci 1 mmol-1*.
Smés amini, jejichz koncentrace odpovida pomérnému zastoupeni jednotlivych amina
Vv pivu, byla piipravena z roztokl jednotlivych aminti (100 mmol-1?) ve fosfitovém
pufru o koncentraci 100 mmol-1? (Tab. 6).

K samotnému méfeni bylo pouzito jako v piipadé méfeni aktivity enzymu 1600 pl
zasobniho roztoku, pfislusné mnozstvi 10krat fedéného enzymu a vody, tak aby
po piidani substratu byl celkovy objem 2000 pl. Reakce byla odstartovana pridanim
piislusného mnoZstvi substratu, aby jeho koncentrace odpovidala 1 mmol-I. Méfeni
probihalo pfi 515 nm na totozném spektrofotometru jako v pifipadé méteni aktivity.
Doba méfeni se lisila v zavislosti na pouZzitém substratu (3-60 minut). Pro aminy,
u kterych se dle literatury ocekavalo, Ze budou dobrymi substraty, se zvolila kratsi doba
méfeni. Naopak pro smés aminl a aminy, které dle literatury jsou Spatnymi substraty,

byla pouzita del$i doba méteni.

Tab. 6 Slozeni smé&si amint pouzité jako modelova smés amind obsazenych v pivu. Zasobni
roztok by p¥ipraven o koncentraci 100 mmol- I,

Amin PUT CAD SPD SPM  AGM PHEA TYR TRYPT HIS

nn(%) 2306 1483 1091 182 319 0,57 16,65 1,63 7,56
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Pro urceni zakladnich kinetickych parametrii byly pouzity rizné koncentrace amint
i smési (20-8000 umol-I't) v zavislosti na pouzitém substratu tak, aby pro kazdy substrat
bylo provedeno méfeni pii minimalné 15 koncentracich substratu. Pro ovéfeni vlivu
ethanolu na ptsobeni PsAO byly provedeny méfeni se smési amind tak, aby vysledna
koncentrace ethanolu v kyveté po pfidani reakéni smési, substratii a enzymu byla 0,5 %
a 1 %, coz odpovidalo koncentraci ethanolu v reakéni smési po pridavku vzorki piva.
Zakladni kinetick¢ parametry (Km, V) byly poté vypoclitany pomoci programu
GraphPAD Prism 5.

3.4.7. Méreni se vzorky piv
Pro méteni bylo pofizeno 20 vzorkd riiznych druhd piv (tmava, polotmava, svétlé
lezaky viz tabulka 6) v originalné zabalenych lahvich. Osmnact piv od ceskych
pivovari bylo zakoupeno v olomouckych a ostravskych supermarketech, 2 piva byla
dovezena z Belgie. Zkazdého piva byl odebrano kolem 40 ml do zkumavky

a zamrazeno.

Tab. 6 Zakladni informace o pivech pouzitych jako substraty PsAO.

Cislo vzorku Pivovar - nazev piva Obsah ethanolu Druh piva
Vzorek €. 1 Ostravar — Original 4,1% Svétly lezak
Vzorek &. 2 Budweiser Budvar — B classic 4.0 % Svétly lezak
Vzorek €. 3 Krusovice kralovsky pivovar — 4,2 % Svétly lezak
10 ze zateckého chmele
Vzorek ¢. 4 Plzensky prazdroj — Pilsner 4,4 % Svétly lezak
Urgell
Vzorek &. 5 Rohozec — Dvanactka 53 % Svétly lezak
Vzorek &. 6 Porter — Original Dark Beer 8,0 % Tmavy lezak
Vzorek ¢. 7 CHIMAY — PERES 9,0% Polotmavé belgické
TRAPPISTES pivo
Vzorek ¢. 8 Cuvee des Trolls 7,0 % Svétlé belgické pivo
Vzorek &. 9 Gambrinus — Plna 12 52 % Svétly lezak
Vzorek ¢. 10 Velkopopovicky kozel - 11 4,6 % Svétly lezak
Vzorek ¢. 11 Branik — Svétly 4,1 % Svétly lezak
Vzorek &. 12 Radegast — Birel 0,5% Svétly lezak
Vzorek €. 13 Primus — Vy¢epni svétlé 3,8 % Svétly lezak
Vzorek &. 14 Holba — Serak 4,7 % Svétly lezdk
Vzorek ¢. 15 Zubr — Grand 11 4,8 % Svétly lezak
Vzorek &. 16 Zlatopramen 3,8% Svétly lezak
Vzorek €. 17 Staropramen — Granat 4.8 % Polotmavy lezak
Vzorek &. 18 Lobkowicz — Ale Premium 4,4 % Svétly lezak
Vzorek €. 19 Radegast — Ryze hotka 12 51% Svétly lezak
Vzorek ¢. 20 Litovel — Free 0,5 % Svétly lezak
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Pro jednotlivda méfeni, ktera probihala za obdobnych podminek jako méfeni s aminy
jakoz substraty PsAO, bylo pouzito 400 pl piva jako substratu, 1600 pl zasobniho
roztoku a 5 pl 10x fedéného enzymu. Kazdy vzorek byl méfen ve ¢tyfech replikacich po
dobu 1 hodiny.

3.4.8. Referen¢ni stanoveni koncentrace amind ve vzorcich piv

pomoci UHPLC

Pro méfeni byly vytvoreny kalibra¢ni roztoky smési aminti (PUT, CAD, AGM, PHEA,
HIST, TYR, TRYPT, SPM a SPD) v rozsahu koncentraci od 1,0 nmol-1* do 10 umol-I.
Pripravené kalibracni roztoky byly spolecné se vzorky piv zderivatizovany pomoci
benzoylchloridu. K derivaci aminti a polyamini byl vyuZzit upraveny pracovni postup
Z laboratorniho cviceni experimentalni metody biochemie pro 1. rocnik magisterského
studia k tloze Stanoveni polyaminu v rostlinnych extraktech (Bouchereau et al., 2000;
Taibi et al., 2000).

Pro ptipravu kyselé extrakce derivovanych kalibra¢nich standardt bylo pouzito
100 pl jednotlivych standardd, pro pfipravu derivovanych vzorku bylo pouzito 20 pl
vzorku s 80 pl deionizované vody. Ke vSem roztokim bylo piidano 900 pl kyseliny
trichloroctové, 2000 ul hydroxidu sodného (2 mol-1t) a 10 ul &erstvé piipraveného
benzoylaéniho ¢inidla (50 % benzoylchlorid, 50 % ethanol). Kazda smés byla dikladné
protfepana na vortexu a poté 40 minut ponechana stat. Po 40 minutach byly piidany
2ml chloridu sodného. K okyseleni byl pouzit 1 ml kyseliny chlorovodikové
o0 koncentraci 3,73 mol-1? a pro udrZeni pozadovaného kyselého pH byl pfidan 1 ml
fosfitového pufru o koncentraci 1 mol-I?. Nésledny 2 ml dietyletheru pro extrakci
derivati amini. Po dukladném protiepani na vortexu (3x 10s) a oddéleni obou fazi
(dietylether-voda), bylo odebrano 1500 pl etherového extraktu do mikrozkumavky
a odpatfeno pii 55 °C. K vzorkiim byly pfidany dals§i 2 ml diethyletheru a postup
extrakce byl zopakovan, avSak bylo odebrano jen 1200 pl etherové faze do téze
mikrozkumavky a odpafeno. Mikrozkumavky s odpafenymi extrakty byly skladovany
ve tmée a teploté do 4 °C.

Pripravené vzorky a kalibraéni standardy byly rozpustény v mobilni fazi
(50% methanol) a analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS. Analyzu vzorka zafidil

vedouci bakalarské prace u tymu pana docenta Tarkowského.
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Tab. 7 Mnozstvi mobilni faze B davkované pumpami v ¢ase.

¢as (min) 0,01 2,20 3,40 8,50 10,00 12,00 15,00
B faze (%) 8 8 57 90 90 10 8

Mgfteni bylo provedeno na UHPLC sestavé SHIMADZU, ktera se skladala z tidici
jednotky CBM 20, pumpy Nexera x2 LC 30AD, autosampleru Nexera x2 SIL BOAL,
kolonového prostoru CTO 20AC, kolony Nucleodur C18 Gravity s rozméry
100x2mm a velikosti castic 1,8 um, degaseru DGu-20A5R a MS-detektoru
LCMS 8050.

K analyze byl pouzit gradient dvou mobilnich f4zi A a B. Mobilni faze A se skladala
z vodného roztoku kyseliny mravenéi o pH 3,5 o koncentraci 15 mmol-1*; pH bylo
upraveno pomoci hydroxidu amonného. Jako druha mobilni faze (B) byl pouzit
methanol. Slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy ukazuje tabulka 7. Derivované aminy
a polyaminy, které byly rozd€leny na koloné pomoci UHPLC, byly néasledné ionizovany
eletrosprejem v pozitivnim modu s naslednou detekci vzniklych fragmentt. Ziskana
data o kvantifikacnich a konformacnich piechodech (Tab. 8) byla analyzovana pomoci

softwaru, ktery byl soucasti softwarového vybaveni chromatografické jednotky
(Rittenberg a Foster, 1940; Novak et al., 2008).

Tab. 8 Monitorovaci okna, kvantifika¢ni a konformac¢ni piechody pro jednotlivé aminy

monitorovaci

Amin okno (min) m/z
[M+H] y y y

od do + kvant. pfechod  konf. pfechod 1  konf. pfechod 2
PUT 4,6 6,0 296,80 296,80 > 105,15 296,80 > 176,20
CAD 4,8 6,2 311,10 311,10>105,20 311,10> 190,20
SPD 5,8 6,9 457,80 457,80> 104,50 457,80 > 162,05 457,80 > 336,30
SPM 6,0 7,3 618,90 618,90 >497,25 618,90 > 162,25 618,90 > 105,15
AGM 3,6 52 339,20 339,20 > 105,15 339,20 > 176,15
PHET 5,0 6,4 226,10 226,10> 105,15 226,10>77,05 226,10 > 103,15
TYR 6,8 9,0 346,30 346,30>105,20 346,30 >121,20 346,30 > 225,00
TRYPT 4,8 6,2 265,10 265,10> 144,15 265,10> 105,15
HIST 0,0 4,2 216,10 216,10>95,00 216,10> 105,10
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1.Vypéstovani etiolovanych hrachovych klicki a purifikace

hrachové aminoxidasy
Ve tiech péstebnich varkach bylo ziskano 645, 635 a 840 g etiolovanych hrachovych
klickt (Obr. 6). Celkové mnozstvi 2,12 kg bylo nasledné pouzito pro izolaci enzymu.
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Obr. 6: Sedmidenni etiolované hrachové klicky.

V prvnim kroku izolace PSAO (homogenizace hrachovych klici) bylo ziskano 3380 ml
homogenatu se specifickou aktivitou 6,119 nkat-mg™. Po prvnim purifikaénim kroku,
30% vysoleni siranem ammonym, bylo ziskano 3600 ml smési, jejiz specificka aktivita
se zvedla jen nepatrng (6,287 nkat-mg?). Vyrazné zvyseni aktivity nastalo po 70%
vysoleni siranem amonnym, kdy se specifickd aktivita zvedla na 16,89 nkat-mg™.
V tomto kroku doslo také k 30% ztraté celkové aktivity roztoku enzymu, kterd byla
zpiisobena jak ¢astecnou degradaci PsAO tak degradaci jinych latek oxidujicich aminy.
Rizenou tepelnou denaturaci, se specificka aktivita enzymu zvysila téméf dvojnasobnd
(29,95 nkat-mg™).

Nejvyssi nariist specifické aktivity a taktéz nejvyraznéjsi preciSténi enzymu je patrné
z pouziti tandemové iontoméni¢ové a adsorbéni chromatografie (Obr. 7),
kdy specificka aktivita dosahla hodnoty 205,6 nkat-mg™. V tomto kroku purifikace byla
zaznamenana nejvyraznéjsi ztrata celkové aktivity. Ta byla zplisobena jednak ¢astecnou
ztradtou enzymu pii ultrafiltraci a jeho caste¢nou degradaci, tak separaci dalSich enzymtl,

které maji schopnost oxidovat aminy.
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Obr. 7: Chromatogram 2-D iontové chromatografie. Eluce aminoxidasy je patrnd v ¢ase 420
minut od startu.

Posledni fazi purifikace byla gelova permeacni chromatografie (GPC).
Z chromatogramu standardu (Obr. 8) je patrné ze vrchol eluce aminoxidasy se nachéazi
kolem 125 minuty. Eluce aminoxidasy pfii purifikaci byla zachytavana v elu¢nim case
110-140 min (Obr. 9). Bylo ziskano 49 ml cluce, ktera byla ultrafiltraci zahusténa
nal1l3 ml roztoku, ktery obsahoval 39,59 mg proteinu o specifické aktivité
220,0 nkat-mg.

Gelova permeacéni chromatografie - standardy
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Obr. 8: Chromatogram standardti. Elu¢ni ¢as aminoxidasy se nachazi mezi 110-140 minutou.
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Gelova permeac¢ni chromatografie - PsAO
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Obr. 9: Chromatogram gelové permeacni chromatografie hrachové aminoxidasy.

Purifikovany enzym byl pro naslednou praci a méteni v ziskdn dostate€né cistoté
a s dostate¢né vysokou aktivitou. RovnéZ mnoZstvi enzymu bylo postacujici. VSechny
kroky purifikace jsou pichledné shrnuty v purifikaéni tabulce (Tab. 8).

Piecisténi a zakoncentrovani enzymu je patrné z elektroforegramu (Obr. 10)
purifikace hrachové aminoxidasy ziskaného pomoci SDS PAGE elektroforézy na 10%
akrylamidovém gelu. Molekulova hmotnost nejsilnéjSiho piku (vzorek ¢. 7 — piecisténi

GPC) 63 kDa odpovidd molekulové hmotnosti podjednotky PsAO.

Tab. 8 Izolace PsAO ze sedmidennich etiolovanych hrachovych kli¢kt — purifikacni tabulka.

Celkovy  Celkova Celkova Specificka

Purifika¢ni krok objem hmotnost  aktivita aktivita Vytézek S;gggtlém,
(ml) (mg) (nkat) (nkat-mg) p

Homogenizace 3380 31820 1947000 6,119 100% 1
gsgl(;nilgs\;lgg);iso“ 3600 30330 1907000 6,287 98% 0

0
zy;gl(;nilgs\;lgg);iso“ 315 7809 1319000 16,89 68% 2.8

0
ggﬁ;‘gj ;g‘c’glm 365 3954 1184000 29,95 61% 4,9
iﬁgfnrgﬁ)?aﬁe 100 121,0 248800  205,6 13% 33,6
gelovd permeadni 4 4 39,59 87880 220,0 4,5% 36,3

chromatografie
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Obr. 10: Elektroforegram purifikace PsAO. Vzorky v jednotlivych jamkach: (1) Marker,
(2) Homogenat, (3) 30% vysoleni (NH4)2SO., (4) 70% vysoleni (NH4)2SO4, (5) Rizena
tepelna denaturace, (6) 2-D iontoménic¢ova chromatografie, (7) GPC.

4.2. Stanoveni substratové specifity PSAO
Substratova specifita zméfena pro jednotlivé substraty [S] = 1,0 mmol-1" pii 30 °C byla
vyhodnocena v podobé grafu (Obr. 11). Hodnoty relativni aktivity jsou uvedeny
V % aktivity substratu vici aktivité putrescinu. NejlepSimi substraty PsAO byli
putrescin a kadaverin, o néco horSimi pak spermidin a agmatin. Spermin,
fenylethylamin, tyramin, tryptamin a histamin byli pro PSAO slabymi substraty, nebot’
jejich aktivita dosahovala hodnot do 5 % aktivity putrescinu. Stanovené hodnoty

substratové specifity jednotlivych aminti odpovidaly hodnotam nalezenych v literatute.
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Obr. 11: Substratova specifita PsAO viuci vybranym amintim.

4.3.Kinetické parametry PsAO
Z kinetiky reakci méfenych pii 30 °C vyplyva, Ze nejleps§im substratem pro PSAO je
kadaverin u kterého pomér V/Km odpovida 321,14 % hodnoty pro oxidaci putrescinu

(Tab 9.) Nizsi pomér V/Km je pozorovatelny u spermidinu a agmatinu (22,72 a 26,49 %

Vv

na tom podobné jako samotny putrescin (116,62 %). Kinetické kiivKky jednotlivych

substratll jsou znazornény na grafech uvedenych niZe (Obr. 12 a 13).
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: Kinetické kiivky pro substraty tyramin, fenylethylamin, tryptamin, histamin a spermin.
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Tab. 9 Zakladni kinetické parametry PsAO pro jednotlivé substraty.

K \ V/IKn
Amin

M nkat/mg Relativni
PUT 220,4 +13,77 276,3 + 5,514 100,00
CAD 68,27 + 5,67 267,1+6,38 321,14
SPD 726,5+59,9 206,9 +7,185 22,72
SPM 350,9 + 35,63 5,02 + 0,243 1,14
AGM 227,6 £12,85 76,88 + 1,469 26,94
PHET 419,7 + 16,01 12,61 +0,1723 2,40
TYR 2746 £ 176 32,21 +0,8859 0,94
TRYPT 390,6 £ 25,9 7,168 +0,1504 1,46
HIST 511 + 32,36 16,05 + 0,3388 2,51
SMES 162,8 £ 11,51 238 + 5,426 116,62

4.4 \Vliv ethanolu na PsAO

Z grafu ovlivnéni substratové specifity ethanolem (Obr. 14) je patrné, Ze substratova

specifita neni obsahem ethanolu do 1 % (v/v) vyrazn¢ ovlivnéna. Oproti tomu pomér

V/Km s pridavkem alkoholu klesa (Tab. 10), ptficemz u smési v 1% ethanolu byl

polovi¢ni oproti smési bez ethanolu, coz znac¢i denatutaci aminoxidasy ethanolem.

120 T

100 +

Relativni aktivita (%)

20 T

80 T

60 +

40 +

PUT Smés bez EtOH

Amin

Obr. 14: Zavislost substratové specifity na mnozstvi ethanolu.
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Tab. 10 Zakladni kinetické parametry PSAO pro smés aminti v zavislosti na mnozstvi ethanolu.

K \Y VIKm
Smés aminti .
M nkat/mg Relativni
bez EtOH 162,8 + 11,51 238 + 5,426 116,62
0,5% EtOH 247,6 +10,11 300,6 + 4,149 96,85
1% EtOH 240 £ 10,72 172,1 +2,576 57,20

Z grafu kinetickych kiivek podle mnozstvi ethanolu v reakéni smési (Obr. 15) je
taktéz viditelna mirnd degradace enzymu u smési s 1 % ethanolu. Pro relevantné;si
vysledky vlivu ethanolu na chovani PsAO by muselo byt provedeno vétsi mnozstvi
méfeni s riznymi objemovymi procenty ethanolu v kyvete.

Kinetické kfivky pro smés amint v zavislosti na mnozstvi
ethanolu v kyveté
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Koncentrace substratu (mMol)

Obr. 15: Kinetické kiivky pro smés aminti a smési aminti s 0,5 a 1 % ethanolu v kyveté.

4.5. Mnozstvi biogennich amint ve vzorcich piv stanovenych

pomoci UHPLC-MS/MS
Vyhodnoceni koncentrace biogennich amintl bylo provedeno z odeétu intenzity signald
jednotlivych aminti a jejich standardi (Obr. 16). Koncentrace jednotlivych biogennich
amind se u vzorkd piv zna¢né lisila (Tab. 12). Naméfené hodnoty se pohybovaly

vrozmezi 0,24-201,78 pmol-It. Rozdilné koncentrace jsou zplisobeny piedevsim

42



odliSnymi technologickymi postupy pii vyrobé piva (délka kvaSeni, teplota, zpisob

kvaseni piva) a druhem pouzitych surovin.
Vzorek 1

8,E+06

7,E+06

6,E406

5,E406

4,E+06

3,E+06

Intenzita signalu

2,E+06

1,6406 NL n
0,E+00 NIIR A
0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 90 10,0
¢as (min)

Obr. 16: Chromatogram vzorku ¢. 1 ukazujici eluéni ¢as a intenzitu signalu UHPLC-MS/MS

Nejvétsi rozdily v koncentracich byly pozorovany u tyraminu (3,58-201,78 pmol-I?).
Vyrazné zvysena koncentrace tyraminu ve vzorku znac¢i jeho mikrobialni kontaminaci.
Tato kontaminace mohla vzniknout béhem vyroby piva (kvaSeni, plnéni lahvi,
nedostate¢na pasterizace), v prubéhu skladovani, ale také zneéisténim odebraného
vzorku €1 jinymi chybami pfi analyze. Toxicka davka tyraminu se pohybuje v zavislosti
na citlivosti jedince mezi 100-800 mg-kg? (Santos, 1996). Pro osoby uZivajici
inhibitory MAO muize byt nebezpeény celkovy piijem 6 mg tyraminu (Shalaby, 1997).
Nejvys$si naméfena koncentrace tyraminu 201,78 pmol-I?* odpovida 27,68 mg-1* a tudiz
muze témto jedincim zpiisobit zdravotni potize.

U alkoholickych napoji, z divodu inhibice aminoxidas, se doporucuje limit
pro histamin 2 mg -1 (Maintz a Novak, 2007). Nejvy$§i zaznamenana koncentrace
histaminu (6,80 umol-I™) odpovida 0,756 mg ‘I, coZ je vyrazné mén&, nez doporucend
maximalni hodnota. U ¢tyfech vzorkli byla koncentrace histaminu pod detekénim

limitem.
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Tab. 12 Mnozstvi jednotlivych aminti obsaZzenych v jednotlivych vzorcich piv. Koncentrace
jednotlivych amint je uvedena v umol-I™.

Amin (umol-I™)
Vzorek
CAD SPD SPM AGM PHET TYR TRYPT HIST

1 9,94 4,40 0,93 1,18 8,22 3,30 27,50 5,05 4,98
2 44,19 19,48 0,59 0,72 39,69 2,88 16,26 5,03 4,98
3 16,6 9,4 15 1,76 16,02 7,34 100,68 4,99 5,28
4 21,72 7,92 0,86 0,49 9,89 2,62 18,14 5,01 5,82
5 22,11 3582 0,84 0,34 7,3 2,78 23,35 4,97 6,80
6 44,4 18,2 3,43 0,98 56,8 3,48 69,52 5,03 5,14
7 41,8 12,3 5,83 10,15 21,13 2,70 16,57 5,16 4,94
8 11,08 1,53 0,67 0,37 11,25 2,34 10,46 5,06 4,95
9 20,09 7,99 1,81 0,91 13,74 2,58 14,24 5,04 4,95
10 16,5 5,6 1,24 0,70 19,7 2,51 11,61 4,99 5,20
11 18,67 5,75 3,00 1,07 29,05 2,58 36,02 4,98 n. d.
12 12,85 3,36 2,44 0,74 10,48 2,45 9,00 5,02 n. d.
13 1291 3,69 0,84 0,57 10,92 2,37 7,15 5,01 n. d.
14 19,21 12,92 2,47 0,37 19,39 2,55 14,07 5,02 4,96
15 20,62 11,07 0,48 0,40 16,27 2,55 17,23 5,09 5,89
16 15,39 6,85 1,91 1,23 1526 3,70 201,78 5,12 5,03
17 46,9 35,3 0,24 0,37 3,17 2,27 3,58 5,01 5,05
18 25,85 4,99 0,94 0,26 13,13 2,79 11,58 4,97 4,95
19 2325 7,14 2,36 1,03 1469 251 10,64 5,12 5,19

20 25,3 44,9 1,4 0,35 10,8 2,56 5,08 4,99 n. d.
Primé&r 23,47 12,93 1,69 1,20 17,35 2,94 31,22 5,03 5,26
Min 9,94 1,53 0,24 0,26 3,17 2,27 3,58 4,97 4,94
Max 46,87 44,89 5,83 10,15 56,81 7,34 201,78 5,16 6,80

Celkova suma amin@l ve vzorcich se pohybovala mezi 43,5 a 256 umol-I* pficemz
vétsina vzorkdl byla vrozmezi koncentraci 43,5-105 pmol-I? coz je patrné znize
uvedeného grafu (Obr. 17). Obsah amint ziskany pomoci méfeni s PSAO (Obr. 18) je
mensi, neZ je tomu u stanoveni pomoci UHPLC-MS/MS. Toto zkresleni sumy amint je

zpusobeno rozdilnou kinetikou jednotlivych amint vii¢i PsAQ.
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Koncentrace amint v jednotlivych vzorcich piv
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Obr. 17: Celkova koncentrace amini v jednotlivych vzorcich piv stanovena pomoci
UHPLC-MS/MS.

Koncentrace aminu v jednotlivych vzorcich piv
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Obr. 18: Celkova koncentrace aminil v jednotlivych vzorcich piv stanovend pomoci PsAO.

4.6. Porovnani spektrofotometrického stanoveni koncentrace amini

ve vzorcich s referenéni metodou UHPLC-MS/MS

Koncentrace celkovych amind ve vzorku stanovena pomoci UHPLC-MS/MS byla
porovnana s relativnim mnozstvim aminii ve vzorku stanovenym spfazenou

peroxidasovou reakci detekujici peroxid vodiku, ktery je vytvafeny oxidativni
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deaminaci amini pomoci PsAO. Pfi porovnani obou metod jsou sumy koncentraci
v§ech deviti amint vyskytujicich se v pivu (PUT, CAD, AGM, SPM, SPD, HIST,
PHEA, TYR, TRYPT) rozdilné. Z grafu (Obr. 19) je patrna vcelku nizka hodnota
spolehlivosti (R?=0,363).

Porovnani spektorfotometrického a UHPLC-MS/MS
stanoveni koncentraci biogennich aminu v pivu
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Obr. 19: Porovnani spektrofotometrického a UHPLC-MS/MS stanoveni celkového mnozstvi
biogennich aminti ve vzorcich. Nejvyssi koncentrace amint stanovend pomoci PSAO je
znazornéna jako 100 %.

Tento fakt je zplisoben rozdilnou koncentraci jednotlivych amini ve vzorcich, nebot’
PsAO amini ma vici kazdému z nich jinou substratovou specifitu. Nejvice je patrny
uvzorku €. 16 (vyznacen Cerveng), ktery ma nejvyssi koncentraci aminli stanovenou
pomoci UHPLC-MS/MS (256,27 pumol-It), avsak stanoveni pomoci PsAO odpovida
pouze 38 % maximalni koncentrace. Je to zplisobeno tim, Ze ve vzorku je oproti jinym
pivim vysoké4 koncentrace TYR, ktery ma oproti PUT jen 0,94 % rychlost pfemény
na odpovidajici aldehyd.

Pro v€rohodn&j§i porovnani obou metod, byl graf (Obr. 20) upraven, aby byly
zobrazeny jen Ctyfi nejlepsi substraty PsAO (PUT, CAD, AGM, SPM). Hodnota
spolehlivosti R? se zvysila na 0,5098. Patrny je i posun vzorku ¢&. 16 (vyznaden Serveng)
doleva. V upraveném grafu odpovida naméiend hodnota 39,41 pmol-I* odpovida 38 %

maximalni koncentrace stanovené pomoci PsSAO a neni tudiz pfili§ odchylena.
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Porovnani spektorfotometrického a UHPLC-MS/MS
stanoveni koncentraci vybranych biogennich aminu v pivu

120% -

O
c
®  100% +
o
c
7

. 80% +
€Eo
oS 60% +
-
s 0
g g 40% + 16 ¢
S8
4
‘= 20% —+
>
= R2 = 0,5098
8 0% : : : : : : |

0 20 40 60 80 100 120 140

Koncentrace aminl stanovena pomoci UHPLC-MS/MS (umol-I1)

Obr. 20: Porovnani spektrofotometrického a UHPLC-MS/MS stanoveni celkového mnozstvi
vybranych biogennich amind (putrescin, kadaverin, agmatin, spermin) ve vzorcich.
Nejvyssi koncentrace amintl stanovena pomoci PsAO je znazornéna jako 100 %.

Pro presnéjsi spektrofotometrické stanoveni Kkoncentrace amini ve vzorcich
by musela byt pouzita smés nékolika riznych druhti aminoxidas: momonaminoxidasa
(TYR a TRYPT), diaminoxidasa - PSAO (PUT, CAD, AGM a SPM), polyaminoxidasa
(SPM a SPD) a mikrobialni aminoxidasa, ktera preferuje substraty jako TYR, HIST,
PHEA.
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5. ZAVER
Hlavnim cilem bylo studium pouzitelnosti hrachové aminoxidasy (PsAO) pii detekci
biogennich amind a polyamint v pivu.

Z vysledku prace je patrné, ze metoda je pouzitelna k detekci vyskytu amind v pivu,
s moznou aplikaci 1 u jinych potravin. Metoda ma své vyhody i nevyhody a bude
predmétem dalsi prace jeji nedostatky omezit.

K hlavnim vyhodam patfi jeji jednoduchost a rychlost, kdy odpadé ptechozi ptiprava
a Uprava samotnych vzorkd pfed analyzou, jak tomu byva u HPLC (derivatizace
s naslednou extrakci aminti, odpafeni extrakéniho rozpoustédla a rozpusténi v mobilni
fazi). V neposledni tad¢ je taktéZ nutno zminit jeji finan¢ni dostupnost. Tyto
nepochybné vyhody jsou znevazeny faktem, ze enzymatické stanoveni dava informaci
pouze o sumé celkovych amind, nikoliv konkrétnim mnozZstvi jednotlivych sloZek.
Ziskana data jsou z divodu rozdilné substratové specifity jednotlivych amind vuci
PsAO zkreslené.

Moznost jak docilit lepSich a presnéjSich vysledkl celkové koncentrace biogennich
aminii ve vzorku, by bylo pouziti smési nékolika druhi aminoxidas liSicich se svou
specifitou tak, aby byly v dostate¢né mife oxidovany jak primarni, tak sekundarni,

aromatické a heterocyklické aminy a polyaminy.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAP
AGM
AMPA receptor
AO

APS
BCA
BSA
CAD
CNS
DAO
dcSAM
DCHBS
FAD
GABA
GPC
HIST
HNMT
MAO
NMDA receptor
PAO
PHEA
PsAO
PUT
SDS
SPD
SPM
TEMED
TRYPT
TYR

4-aminoantipyrin

agmatin

receptor Kys. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové
aminoxidasa

peroxodisiran amonny

bicinchinonova kyselina

sérovy hovézi albumin

kadaverin

centrdlni nervovy systém
diaminoxidasa

dekarboxylovany S-adenosylmethionin
3,5-dichloro-2-hydroxibenzensulfonat sodny
flavinadenindinukleotid
y-aminomaselna kyselina

gelova permeacni chromatografie
histamin

histamin-N-metyltransferasa
monoaminoxidasa
N-methyl-D-aspartatovy receptor
polyaminoxidasa

fenylethylamin

hrachovéa aminoxidasa

putrescin

docecylsiran sodny

spermidin

spermin

tetramethylethylendiamin

tryptamin

tyramin
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