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Abstrakt
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CILE PRACE

Teoreticka cast:
e Literarni reSerSe na téma aminoxidas a jejich praktického vyuziti.
Prakticka ¢ast:
e Imobilizace hrachové aminoxidasy polyaldehydy vybranych oligosacharidi
a polysacharidi.

e Studium vybranych vlastnosti imobilizované hrachové aminoxidasy.



1. UvoD
Aminoxidasy odbourédvaji prislusné aminy na jim odpovidajici aldehydy, H.O> a NHs.
Tyto enzymy jsou Siroce distribuovany v prirod¢. U mikroorganismi hraji aminoxidasy
vyznamnou nutri¢ni roli. U savci a rostlin jsou dulezité napt. pti hojeni ran, detoxifikaci,
rustu bunék, signalizaci a apoptoze. Jejich piisobeni mtize byt inhibovano nékterymi 1éky
(antidepresivy), které obsazuji inhibitory monoaminoxidas, ale i acetaldehydem
vzniklym pii odbouravani alkoholu.

Zvyseny ptijem amint spolecné se snizenym odbouravanim mize vést ke vzniku fady
zdravotnich problémi, jako jsou boleti hlavy, zvraceni a prijmy. Aminoxidasy mohou
byt spolu s katalasami vyuzity k léCebnym tucelim (odbourdvani nadbytku amind,
nedostatek vlastnich aminoxidas) ¢i jako biosenzor k stanoveni mnoZzstvi amina
ve vzorcich.

Pro $§irsi vyuziti enzym je limitujicim faktorem jejich teplotni stabilita, a tudiZ jsou
vyhleddvany metody pro zvySeni termostability. Jednim z feSeni je navazani enzymu
na vhodny polymerni nosi¢. Vznikly komplex enzym-polymer je posléze obvykle
odolnéjsi vici teplotni degradaci. ZvySena termostabilita komplexu vSak miize byt
vykoupena snizenou aktivitou enzymu v disledku vazby polymery do blizkosti aktivniho
mista.

Hrachovd aminoxidasa vykazuje vcelku vysokou termostabilitu, ¢ehoz je vyuzito
I pfi purifikaci aminoxidasy zafazenim fizené tepelné denaturace pii 60 °C po dobu
5minut.  Del§im plisobenim vysSich teplot na enzym dochazi k jeho denaturaci
a tim sniZzeni jeho aktivity. Imobilizaci enzymu na vhodném oligo-¢i polysacharidu

Ize zvysit jeho dlouhodobou termostabilitu.



2. TEORETICKA CAST

2.1.  Vyznam aminoxidas

Aminy a polyaminy jsou dusikaté organické latky, skladajici se z uhlovodikového fetézce
s jednou nebo vice aminovymi skupinami (Gevrekci, 2017), které se vyskytuji ve vSech
zivych organismech kromé¢ dvou rodd prokaryotickych organismii domény
Archea — Methanobacteriales a Halobacteriales (Hamana a Matsuzaki, 1992).
Nejbéznéjsimi polyaminy jsou putrescin, spermidin a spermin, které se v organismech
nachazeji v riznych koncentracich. Jsou zapojeny do fady bunéénych procesi, jako je
bunéény rist, proliferace odpovéd’ na stresové reakce, genova exprese a interakce s DNA
a S RNA. Pti fyziologickém pH jsou polyaminy kladné nabité, coz umoziuje jejich
interakci s polyaniontovymi molekulami jako DNA a RNA, bunéénou membranou nebo
s komponenty bunééné stény (Gevrekcei, 2017).

Stabilizace nukleové kyseliny polyaminy jsou zvlasté dulezité u termofilnich
mikroorganismi (teplotni optimum 50-60 °C) a hypertermofild, které rostou pii teploté
80 °C nebo vyssi. Polyaminy pfispivaji k jejich tepelné odolnosti. Termofilni
mikroorganismy maji, krom¢ bé&znych polyamind sperminu a spermidinu, neobvykle
dlouné  ftetézce rozvétvenych aminu  (homocaldopentamin, caldohexamin,
termopentamin, tris-(3-aminopropyl)amin, tetrakis-(3-aminopropyl)ammonium,
N(4)-bis(aminopropyl)spermidin nebo N4-aminopropylspermidin (Fukuda et al., 2015).

Proto se vyvinuly regula¢ni drahy, aby mély organismy piimou kontrolu nad jejich
hladinou. K témto ucelim slouZi jednak inhibice ¢i naopak aktivace biosyntetickych drah,
bunééna absorpce fizena specifickymi transportéry a v posledni fad¢ katabolicka
degradac¢ni kaskada, jejichZ hlavni slozkou jsou rizn¢ specifické aminoxidasy (Gevrekci,
2017).

2.2.  Aminoxidasy

Aminoxidasy jsou enzymy, které katalyzujici oxidaci amintli, diamind a polyaminil
zavzniku odpovidajiciho aldehydu, amoniaku a peroxidu vodiku. Jednotlivé
aminoxidasy lze dle typu kofaktoru rozdélit na méd’ obsahujici aminoxidasy: primarni
aminoxidasy (EC 1.4.3.21) a diaminoxidasy (EC 1.4.3.22) a na flavinadenindinukleotid
(FAD) obsahujici aminoxidasy: monoaminoxidasy (EC 1.4.3.4) a polyaminoxidasy,
které byly dfive oznaCovany jako (1.5.3.11), =zatimco nyni jsou zastoupeny
N1-acetylpolyaminoxidasou (EC 1.5.3.13), polyaminoxidasou (propan-1,3-diamin-

formujici; EC 1.5.3.14), N8-acetylspermidinoxidasou (propan-1,3-diamin-formujici;
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EC 1.5.3.15), sperminoxidasou (EC 1.5.3.16) a nespecifickou polyamineoxidasou
(EC 1.5.3.17). Aminoxidasova aktivita se vyskytuje jak u rostlin a ZzivocCicht,
tak u bakterii, hub i kvasinek (Frébort a Adachi, 1995; Angelini et al., 2010, Kivirand
et al., 2016; https://www.brenda-enzymes.org, duben 2020).

2.3.  Aminoxidasy u mikroorganismu

Jiz vroce 1926 L.E. den Dooren de Jong zjistil, ze urcita skupina bakterii (E. Coli,
Pantoea agglomerans, mycobacterium phlei, ...) je schopna vyuzivat aminy jako
nahradni zdroje uhliku a dusiku k ristu, pokud nejsou v médiu obsazeny amonné ionty
a glukosa. Avsak rust téchto organismi je vyrazné pomalejsi neZ na plnohodnotném
mediu (Gale, 1942). V pozdéjsich letech byla objevena schopnost odbourat putrescin
a kadaverin 1 u moftskych bakterii nachazejicich se v pobieznich oblastech prilivu
Vineyard Sound (Massachusetts; USA). Tato smés bakterii byla schopna odbourat 500 pug
putrescinu z moiské vody do 28 hodin (Hofle, 1984). Vyuziti dusiku a uhlikové kostry
amini bylo objeveno také u nékterych druhti planktonu (Prymnesium carterae
a Prymnesium parvum) (Palenik a Morel, 1991).

U Arthrobacter P 1 hraje monoaminoxidasa spole¢né s katalasou dilezitou nutri¢ni
roli. Oba enzymy se v nejvy$s$i mife nachazi ve vchlipeninach bunécné membrany
a umoznuji bakterii rychly rast na médiu, které neobsahuje jiny zdroj uhliku a dusiku nez
amin (Levering et al., 1981).

Dalsi funkci aminoxidas v mikroorganismech je biologicka inaktivace pfirozené
se vyskytujiciho nebo syntetického aminu, ktery mtize byt pro organismus toxicky. Druhy
jako Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella aerogenes obsahuji
monoaminoxidasy vysoce specifické pro tyramin. Bakterie Enterobacter aerogenes
mimo jiné aminy vykazuje vyraznou oxidaci histaminu a Brevibacterium ammoniagenes
oxidaci tryptaminu (Murooka et al. 1979).

Do regulace hladiny aminu je u mikroorganismi zapojen také transport polyamint
pomoci polyaminovych transportérii, které se mohou vyskytovat v plazmatické
membrané nebo v membranach organel. A reguluji tak pfitok nebo odtok polyamint
naez piispivaji k polyaminové homeostaze. Napiiklad, delece kvasinkového
polyaminového exportniho proteinu Tpol zvysila citlivost na nadmérné hladiny
polyaminu, zatimco jeho nadexprese zvySuje toleranci k nadmérnému mnoZstvi

polyaminu (Albertsen et al., 2003).
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2.4.  Aminoxidasy u rostlin
U rostlin se vyskytuje dvoji typ aminoxidas: méd’ obsahujici aminoxidasy (CuAO;
puvodné¢ EC 1.4.3.6, nové EC1.4.3.21 a EC 1.4.3.22) a polyaminoxidasy (PAO;
EC 1.5.3.14). CuAO jsou homodimery, u kterych kazda z podjednotek (70 az 90 kDa)
obsahuje médnaty kationt a 2,4,5-trinydroxyfenylalanin chinon (TOPA chinon)
jako kofaktor. Pricemz TOPA chinon je tvofeny postranslaéni autokatalytickou
modifikaci z tyrosinu (Medda et al., 1995; Angelini et al., 2010; https://www.brenda-

enzymes.org, duben 2020). CuAO jsou typické pro dvoudélozné rostliny a ve velkém
mnoZstvi se nachazeji u kli¢icich sazenic celedi bobovitych (soja, hrach, cizrna, hrachor).
PAO jsou monomerni a nesou jako kofaktor nekovalentné vazanou molekulu FAD a jsou
typické zejména pro jednodelozné rostliny (Cona et al., 2006; Angelini et al., 2010).

Aminoxidasy se u rostlin primarné vyskytuji slabé vazané na buné&fnou sténu
(Sebela et al., 2000). Maji fadu fyziologickych a biochemickych funkci propojenych
s katabolismem amint a polyamini (Angelini et al., 2010). V diivéjsi dobé vyzkumy
ukazovaly, Ze u rostlin probiha pouze terminalni katabolismus polyaminii, vV nedavné
dobé¢ vsak byly objeveny i PAO, které degraduji polyaminy zpétnou konverzi (Obr. 1)
typickou pro Zivocisnou fisi (Tavladoraki et al., 2006; Kusano et al., 2014). Nicmén¢é
neexistuji dikazy o jejim fyziologickém vyznamu (Agostinelli et al., 2010).

CuAO ﬁ

NHZ - H/\/\/NH2 + NH3+ H202
PUT 4-aminobutanal

0
I
HoN” NN+ H202

Q

E(_ 3-aminopropanal
ZK TK H

PAO NH
/\)\ j\/\/N'"z —_— HzN/\/\NH2+OM 2+ H0;
H N SPD NH 1,3-diaminopropan 4-aminobutanal
A
©) /\/H\ + H,0,
& HoN H

/ 3-aminopropanal

ZK K 0]

Wk )W””W”“z PAO_Hp ™, 4 H SN AN A
NH -

N SPM 1,3-diaminopropan  N-(3-aminoporpyl)-4-aminobutanal

H,

Obr. 1: Schéma znazornujici odbouravani polyaminti pomoci polyaminoxidsasy terminalnim
katabolismem (TK; znazornéno cervenc) a zpétnou konverzi (ZK; znazormeéno zelen¢) u
rostlin. Piekresleno podle (Kusano et al.,2014).
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CuAO a PAO jsou dilezité pti vzniku u peroxidu vodiku (z oxidace polyamini),
ktery je dulezity pfi zrani pletiv, lignifikaci a zesileni buné¢nych stén, hojeni ¢i pti obrané
U napadeni patogeny. Produkovany peroxid vodiku déle slouzi jako signalni molekula.
Zprosttedkovava expresi obrannych genii a bunéfnou smrt (Conaet al., 2006).
Pficemz byl  zaznamenan Géinek  polyaminového  katabolismus v apoplastu
proti patogeniim s riznymi patogennimi strategiemi. Jednak piiznivy ucinek u obrannych
reakcich rostlin proti biotrofnim patogeniim, kteti jsou zavisli na Zivé tkani pro uspéSnou
kolonizaci hostitele. A naopak Skodlivy U€inek na rostliny v pfipadé¢ obranné reakce
proti patogentiim, které se zivi nekrotickymi tkdnémi (Marina et al. 2008).

Aminoaldehydy z oxidace polyamini slouzi pii syntéze sekundarnich metabolitd
naptiklad: 2-fenylacetaldehyd produkovany oxidaci 2-fenyletylaminu mize byt
transformovan na 2-fenyletanol (t€¢kava sloucenin), ktery je hlavnim pfispévatelem
ovocné chuti a vlingé kvétin. Dale 4-hydroxyfenylacetaldehyd vznikly oxidaci tyraminu
se tcastni biosyntézy benzylizochinolinovych alkaloidt v rostlinach (Zarei et al., 2015).

Dalsi aminoaldehydy a 1,3-diaminopropan zvysuji toleranci k abiotickém stresu
(Conaetal., 2006). Nejvyznamngj$im produktem polyaminového katabolismu,
ktery pomaha rostlinam vyrovnat se s abiotickym stresem (zasoleni, sucho,...) je kyselina
y-aminomaselnd (GABA). Ackoliv je tato sloucenina syntetizovana primarné z glutamatu
nevratnou reakci cytosolické glutamatdekarboxylasy (GAD; EC 4.1.1.15), vznika
Vv piipadé potieby alternativni cestou z polyaminta (Yang et al., 2015; Ramos-Ruiz et al.,
2019). Ze 4-aminobutanalu, pochazejiciho z oxidace Put i Spd zprosttedkovaného CuUAO
nebo PAO, muze byt ptisobenim aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH; EC 1.2.1.19)
vytvorena GABA (Angelini et al., 2010). Pii zvySené salinit¢ dochazi k poklesu
koncentraci putrescinu, kadaverinu a spermidinu, pfi¢emz naopak nariista aktivita
aminoxidas a dochazi k akumulaci GABA. Akumulace GABA je pfitom vyssi a hladiny
polyaminti niz§i s rostouci koncentraci soli (Xing et al., 2007).

Dtlezitost aminoxidas u rostlin v pfipadé hojeni zna¢i rychla akumulace
aminoxidasové mRNA v misté poranéni, pfi¢emz nasledné¢ dochdzi k narustu syntézy
aminoxidasy (indukovany kys. jasmonovou). V disledku toho dochazi k 2,5 nasobném
zvySeni aktivity aminoxidasy v mist€¢ poranéni. ZvySené hladiny aminoxidasy jsou
pozorovany jiz po 3 hodinach po zranéni i Vv jinych Castech rostliny (stonek, listy),
coz znaci systémovou odpoveéd’. Toto zvySeni aktivity vSak neni tak markantni (1,2 x)
jako v misté zranéni. V ptipad€ pouziti inhibitort AO dochazi k zpomaleni ¢i uplnému

zastaveni hojeni ran (Rea et al., 2002).
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2.5.  Zivotisné aminoxidasy
Kromé oxidace aminti Se CUAO u zivocichi, konkrétné tedy SSAO (Semikarbazid-citlivé
aminoxidasy), podileji na adhezi leukocytt, absorpci glukosy a jejich aktivita ma spojeni
také se zanétlivym onemocnénim stfev, chronickym onemocnénim jater a diabetem
(O’Sullivan et al.,, 2004). Aktivita CuAO v séru stoupa bchem téhotenstvi
nebo za uréitych patologickych stavi, jako je rakovina (Agostinelli et al. 2010).

U zivocicht jsou méd’ obsahujici aminoxidasy uloZeny ve ¢tyiech genech (AOC1-4).
Gen AOC1 ma pét exonil a neni spojen s dalsimi AOC geny. AOC2, AOC3 a AOC4 geny
se skladaji ze Ctyf exonl a jsou tandemové uspofadany na stejném chromozomu.
Orthology vSech ¢ty AOC genil byly nalezeny u napf. krav, koni, psii, Simpanzli, makakt
¢i lidi (Schwelberger, 2006; Schwelberger, 2010). AOC1 koéduje diaminoxidasu (DAO)
znama jako histaminoxidasa (EC 1.4.3.22), ktera je hlavni enzym zodpovédny
za metabolismus poZitého histaminu a dalSich diamini. Je to rozpustny sekreni enzym
exprimovany hlavné ve stieve, ledvinach, brzliku, placenté a semennych vaccich (Maintz
et al., 2007; Schwelberger, 2010; Finney et al., 2014).

Nejhojnéji je AOCI1 zastoupen v placenté béhem téhotenstvi (az 1000krat vyssi,
nez V jinych organech), pficemz jeho snizend aktivita béhem t¢hotenstvi je spojena
s vysoce rizikovym téhotenstvim (Maintz et al., 2008). Studie na mySich ukazala,
ze AOC1 hraje rozhodujici roli pfi homeostaze histaminu a hladiny putrescinu,
coz je zasadni pro decidualizaci (pfestavba délozni sliznice) a uhnizdéni embrya
(ptiprava na implantaci embrya) a samotné implantace embrya. Pfi¢emz bylo prokazano,
ze exprese AOC1 je pod kontrolou estrogenu prostiednictvim CCAAT/enhancer-binding
protein (Liang et al., 2010).

Gen AOC2 koduje sitnicové specifickou aminoxidasu (retina-specific amino oxidase;
RAO; EC 1.4.3.21), membranovy protein pivodné identifikovany ve vrstvé gangliovych
bunék sitnice, ve velmi nizkych koncentracich (Imamura et al., 1997). Pozd¢ji byla
detekovana v tukové tkani, pfi¢emz se Gcastni regulace diferenciace adipocyti (Heniquez
et al., 2003; Bour et al., 2007). Kromé toho byl AOC2 detekovan na tirovni mRNA
v mnoha tkéanich (plice, mozek, ledviny, chrupavka, mandle a srdce). AOC2 na rozdil
od AOC1 neoxiduje histamin ¢i spermidin, ale preferuje substraty jako tyramin,
fenylethylamin a tryptamin, avsak oxidacni aktivita k tyraminu byla detekovana pouze

vV sitnici (Airenne et al., 2005; Kaitaniemi et al., 2009).
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AOC3 koéduje primarni aminoxidasu (EC 1.4.3.21). Existuje mnoho alternativnich
nazvu, napi. vaskularni adhezivni protein-1 (VAP-1), plazmaticka aminoxidasa
¢i semikarbazid-senzitivni aminoxidasa (SSAO). Jedna se 0 protein vazany k plazmatické
membrané, Vrozpustné formé se uvoliiuje po proteolytickém S$tépeni C-konce
metaloproteasou. AOC3 exprimovan V bunikach endotelu, hladké svaloviny a adipocytu.
Ve vysokych koncentracich se nachazi hlavné v plicich, aorté, jatrech a tenkém stfevu
(Kurkijarvi et al., 1998). Kvili struktufe aktivniho mista preferuje AOC3 malé substraty
jako methylamin a aminoaceton (Shen et al., 2012), dale je zapojen do adheze leukocytt
a absorpce glukosy (Salmi a Jalkanen, 2001).

Zapojeni AOC3 do adheze leukocytii ma potencidl jako terapeuticky cil pro zanétlivé
onemocnéni (fibroza jater, revmatoidni artritida, lupénka, chronické obstruk¢ni plicni
onemocnéni, ...). Proto byly vyvinuty derivaty alkylhydrazinu, guanidinu a imidazolu
jako inhibitory AOC3. Alternativni strategii je vyuziti monoklonalnich protilatek,
blokujicich vazebné misto AOC3 pro leukocyty. (Kirton et al., 2005; Yraola et al., 2007).
Zdravi lidé maji v séru nizkou hladinu rozpustné AOC3, zatimco zvySena hladina AOC3
byla pozorovana v séru pacienti trpicich cukrovkou, srdeénim selhanim a poruchou jater.
Kdy postizené organy jsou povazovany za zdroj rozpustného AOC3 (Jaakkola et al.,
2000; Boomsma et al., 2005).

AOC4 koduje rozpustny VAP-1 paralog exprimovany primarné¢ v jatrech,
kde se vylucuje do krevniho feci$té a tvoii hlavni Cast plazmatické nebo sérové
aminoxidazy u vétSiny savel. OvSem u Clovéka AOC4 gen koduje nefunkeni protein
kvuli internimu stop kodonu (Schwelberger, 2006; Schwelberger, 2010).

V zivo¢isSnych  tkdnich se nachazi také FAD obsahujici aminoxidasy,
konkrétné¢ monoaminoxidasa A (MAO A; EC 1.4.3.4) a monoaminoxidasa B (MAQO B;
EC 1.4.3.4). Substraty jsou pfedev§im endogenni primarni aminy — neurotransmitery
(serotonin, dopamin a norepinefrin), dochazi vSak také k oxidaci podobnych substratt
jako tyramin a fenylethylamin z potravy. Ob¢ formy vykazuji riznou substratovou
specifitu, pfiCemz MAO A oxiduje pfedevSim serotonin a norepinefrin. Naproti tomu

MAO B ma vyssi specifitu k fenylethylaminu (Edmondson, 2014; https://www.brenda-

enzymes.org, duben 2020).

Genové sekvence obou monoamioxidas jsou umistény na chromozomu X (Lan et al.
1989). Je znamo, ze lidské placentalni mitochondrie obsahuji prevazné MAO A, zatimco
u mitochondrii lidskych krevnich desticek se nachazi hlavné MAO B. Jiné tkan¢ obsahuji

rizné hladiny obou enzymt, jejichz exprese je zavisla na vyvojovych faktorech.
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U novorozenct je nejdiive exprimovana MAO A, a az nasledné dochazi k tvorbé MAO
B (Wang et al., 2011). Pti starnuti se hladiny MAO B v neuronalni tkani zvysuji nejméné
2-3krat a hladiny MAO A v srde¢ni tkani jsou zvySeny piiblizné¢ 9krat. Pfedpoklada se,
ze S rostoucim vékem vede zvySena exprese kneuro a kardio-degenerativnim
onemocnénim vyplyvajicim ze zvySeného mnozstvi reaktivnich forem kysliku

pochazejicich z vytvoteného H2O, (Hauptman et al., 1998).

2.5.1. Detoxifikace

Dulezitou funkci aminoxidas, pfedevsim diaminoxidasy, je u Zivocichti degradace
pfijatych biogennich aminii potravou. ZvySeny pifijem aminil ¢i naopak snizené
odbouravani muze vést ke vzniku riznych zdravotnich problémut (Shalaby 1997

Manzotti et al., 2016).

2.5.1.1. Poruchy odbouravani amint, diamint a polyamint

Nejcastéjsi poruchou odbourdvani amint je tzv. histaminova intolerance napodobujici
alergickou reakci. Tato pseudoalergie je definovana jako stav, kdy poziti potravin
obsahujicich vysoké mmnozstvi histaminu u lidi s nizkou (geneticky podminénou)
degradaci histaminu ve stievé nebo inhibici jeho inaktivace jinymi potravinovymi
slozkami, 1é¢ivy, alkoholem ¢i drogami. Snizena degradace histaminu vede k absorpci
histaminu v mnozstvi, které vyvolava nezadouci ucinky jako bolesti hlavy, bolesti bficha,
prijmy, nevolnost ¢i zvraceni (Manzotti et al., 2016).

Degradace histaminu je zavisla hlavné na diaminoxidase (DAO; AOC 1) a v malé
mife na histamin-N-methyltransferase (HNMT). Intolerance histaminu je proto vysoce
pravdépodobna u pacientti s aktivitou DAO mensi nez 3 1U-ml?, velmi pravdépodobna
U pacientti s DAO aktivita niz§i nez 10 IU-ml, a nepravdépodobnd u pacientt s aktivitou
DAO vétsi 10 IU-mlIt (Klocker et al., 2005; Maintz a Novak, 2007).

Odhaduje se, ze priblizné 1% obecné populace ma piiznaky intolerance histaminu
zpusobené deficitem DAO (Kacik et al., 2017). Pfipadna dieta s omezenym mnozstvim
histaminu, uklada slozita nestandardizovana omezeni, ktera mohou mit vazny dopad
na kvalitu zivota pacienti (Manzotti et al., 2016). Proto byly vyvinuty komeréné
dostupné potravinové dopliiky obsahujici DAO z ledvin prasat, slouzici jako 1é¢ba

histaminové intolerance (Smolinska et al., 2014).
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V soucasné¢ dob¢ jsou diaminoxidasy oralné¢ podavany jako monolitické tablety
tvofené¢ karboxymetylSskorbem a chitosanem pro transport DAO do tlustého stieva,
kde dojde k jejimu uvolnéni. Ac¢koli jsou DAO je znamé tim, Ze maji uréitou rezistenci
viiéi proteolyze, je tato rezistence omezena na dobu piiblizné 8 hodin. Uginngjsi ochrany
enzymu lze docilit pouzitim karboxymetylSskorbu s alginidtem, kdy enzym =zistava
uvéznén v mikrokapslich a je ochranén pied G¢inky proteaz. Pricemz pory mikrokapsli
dovoluji vstupu substrati k enzymu (Calinescu et al., 2012; Blemur et al., 2015).

Kinetické studie ukazaly lepsi stabilitu a vyssi rychlost oxidace alifatickych diamint
a histaminu u rostlinnych DAO ve srovnani se zvifecimi aminoxidasami. Navic z divodu
zvysené tvorby peroxidu vodiku miize dochéazet k poSkozeni tkdn¢ reaktivnimi formami
kysliku (Masini et al., 2007; Pietrangeli et al., 2007). Coz Ize odbourat kombinaci DAO
S katalasou, ktera preméni $kodlivy peroxid vodiku na kyslik a vodu. (Jumarie et al.,
2017). Ptic¢emz uzivani DAO doplikd ma pfiznivy vliv stfevnich zanétlivych onemocnéni
jako jsou Cronova choroba a ulcerativni kolitida (Blemur et al., 2015; Schnedl et al.,
2019).

2.5.2. Proliferace bunék

Koncentrace intracelularnich polyamind jsou udrzovany na urcité hodnoté, specifické
pro jednotlivé typy bunék, prostfednictvim koordinované a vysoce regulované souhry
mezi biosyntézou, transportem a katabolismem (Agostinelli et al., 2010; Angelini et al.,
2010). Polyaminy jsou ¢asto pfitomny Ve zvySené koncentraci u kultur nadorovych bunék
a u nadorovych tkani napiiklad: rakoviny prsu a rakoviny tlustého stteva (Heby a Persson,
1990), zatimco vycCerpani polyaminu vede k inhibici rGstu nadorovych buné¢k
(Averill-Bates et al., 2005).

Nekteré nadory obsahuji vyssi hladiny polyamina Ve srovnani s normalnimi tkanémi
Zvyseny obsah polyaminu je ¢asto spojen se zvySenou syntézou putrescinu ornithin
dekarboxylasou, jakoz i se zvySenou absorpci polyaminu (Heby a Persson, 1990).

Klinické studie prokazaly vyznamny narGst ornithindekarboxylasy (ODC)
a S-adenosylmethioninkarboxylasy (SAMDC) u lidské rakoviny prostaty v porovnani
S benignimi hyperplasiemi (Kee et al., 2004). Zvysené hladiny polyaminu byly
pozorovany u chemicky a virové indukovanych nadort (Bachrach, 2004). Také pacienti
s riznymi typy rakoviny vylucuji acetylované polyaminy v moci. Proto bylo navrzeno,
ze méteni acetylovanych polyaminii v moc¢i nebo bunéénych extraktech mize byt pouzité

pti diagnostice rakoviny (Seiler, 2000).
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Pritomnost zvySenych hladin acetylovanych polyamini je obvykle spolehlivym
markerem zvysené aktivity Spd/Spm-N*-acetyltransferasy (SSAT), ale jejich akumulace
zavisi také na rychlosti katabolické degradace. Bylo prokazano u nadoru prsu, Ze sniZzeni
hladiny N!-acetylpolyaminoxidasy (APAO), a zvySeni hladiny SSAT piispélo
k akumulaci acetylovanych polyamina (Wallace et al., 2000). V tkanich rakoviny prsu
byla nalezena také snizena exprese sperminoxidasy (SMO) ve srovnani se zdravymi
tkanémi (Cervelli et al. 2010). Pozorovany pokles hladin APAO a SMO miZze prispivat
k ristu nadoru bud’ prostfednictvim zvyseni hladiny polyamini nebo prostfednictvim
snizené¢ produkce H2O; a tim sniZzené rychlosti endogenni apoptoézy (Goodwin et al.
2008).

Naopak zvyseni urovné exprese SMO bylo nalezeno u pacientu s diagndzou rakoviny
prostaty (prostaticka intraepitelialni neoplazie nebo proliferativni zanétliva atrofie)
ve srovnani se zdravymi jedinci. Ma se za to, ze zanétem piedstojné Zlazy indukovana
exprese SMO a jeji produkce H»O> ma za nasledek oxidaéni poskozeni DNA
a karcinogenezi, coz dava v souvislost chronického zanétu s karcinogenezi (Goodwin et
al. 2008).

V soucasné dob¢ se vyvijeji riizné strategie pro 1écbu rakoviny s vyuzitim:

a) inhibitort syntézy polyaminu: specificky inhibitor ornithin dekarboxylasy;
inhibitor S-adenosylmetionin dekarboxylasy, ktery snizuje hladinu spermidinu
a sperminu, ale zvySuje hladinu putrescinu (Nowotarski et al., 2013; Coni et al.,
2019).

b) analogti polyaminti, které mohou vyc€erpavat obsah polyaminti a narusovat
metabolismus nebo funkci polyamini (Wallace a Fraser, 2003).

c) inhibitort transportu polyaminu, které mohou zabranit absorpci exogennich
polyamind blokovanim membranovych transportéra (Weeks et al., 2000).

d) enzymi degradujicich polyaminy, jako je aminoxidasa hovéziho séra (BSAO;
EC 1.4.3.22). Bylo pozorovano, Ze oxida¢ni deaminace sperminu pomoci BSAO
generuje amoniak a cytotoxické metabolity (peroxid vodiku a aldehydy). Tvorba
cytotoxickych aldehydi z polyamint nebo reaktivnich druhii kysliku (ROS) mtze
mit potencial v 1é¢bé rakoviny, protoze tyto molekuly jsou schopné indukovat
stresem aktivované signalni transduk¢ni drahy, coz vede bunécné smrti
(Agostinelli et al., 1996; Lindsay a Wallace, 1999; Agostinelli a Seiler, 2006).

Diive bylo prokéazano, ze peroxid vodiku a aldehydy generované enzymatickym

systtmem BSAO byly také schopny piekonat rezistenci vici vice 1ékim (MDR)
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v rakovinnych bunkach. Proto jsou toxické polyaminové metabolity v soucasnosti
zkoumény jako pravdépodobné kandidaty na novou strategii v nadorové terapii

Agostinelli a Seiler, 2006; Agostinelli et al., 2014).

2.6. Inhibice aminoxidas
Piivodné byly inhibitory enzymu monoamin oxidasa (MAQ) hojné vyuzivany pro 1écbu
afektivnich poruch (deprese, manie, bipolarni porucha), ale jejich pouziti kleslo na nizkou
uroven po zjisténi zadvaznych hypertenznich reakei u pacientti v disledku konzumace
potravin s vysokym obsahem tyraminu (Blackwell and Mabbitt, 1965). Pficemz (Hasan
et al., 1988; Finberg a Gillman, 2011) uvadi, ze inhibice MAO muZe potencialni Géinky
tyraminu zesilit nékolika mechanismy:

a) zvySena absorpce tyraminu ptes stievni bariéru

b) snizeny metabolismus v jatrech a nasledné zvySeni koncentrace tyraminu v Krvi

¢) prodlouzené doba G¢inku tyraminu v sympatickych neuronech

d) zvySeni mnoZzstvi rozpustného noradrenalinu, ktery je k dispozici pro uvolnéni

e) zesileni uvolilovani noradrenalinu a adrenalinu z bun¢k nadledvin

Lidska MAO se vyskytuje ve 2 formach MAO-A a MAO-B. Tyramin je substratem
pro oba podtypy, coz dava pftilezitost selektivni inhibice pouze jednoho podtypu,
kdy selektivni inhibice MAO-A zptsobuje mnohem vétsi potenciaci ucinkd tyraminu
nez selektivni inhibice MAO-B. To je duilezitd vlastnost inhibitorat MAO-B
(napfi: selegilin a rasagilin), kdy je mozné zvySeni ucinku dopaminu bez potenciace
tyraminu a umoznuje jejich rozsahlé pouziti pii 1é€bé Parkinsonovy a Alzheimerovy
choroby (Naoi a Maruyama, 2010; Finberg a Gillman, 2011). Oproti tomu je selektivni
inhibice MAO-A vyuzivana pro 1é¢bu depresi (Emanuela et al., 2011).

Dal$i moznosti, jak zabrénit tvorbé nezddoucich ucinkll tyraminu, je vyvoj
kompetitivnich reverzibilnich inhibitorG (brofaromin, moclobemid), kdy dochazi
Vv pfitomnosti zvySené hladiny tyraminu k vyté€snéni inhibitoru vazebného mista enzymu,
takZe MAO je schopna metabolizovat tyramin (Finberg a Gillman, 2011).

Pii 1é¢bé plicni fibrozy muze byt vyuzita inhibice AOC3 (inhibitor LJP 1586),
kdy studie na mysich s deficitem AOC3 vykazaly 30-50% snizeni fibrozy, syntézy
kolagenu a poctu myofibroblastti ve srovnani s kontrolnimi my$mi divokého typu. Mysi,
které exprimuji katalyticky neaktivni formu AOC3, byly také chranény pied plicni

fibrézou. U mysi divokého typu 1écba inhibitorem AOC3 snizila infiltraci leukocytd,
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diferenciaci myofibroblastii a fibrotické poskozeni jak v profylaktickém, tak v ¢asném
terapeutickém prostiedi asi o 50 %, ale nebyla schopna zvratit vzniklou fibrézu. AOC3
byl také nalezen v myofibroblastech u lidské idiopatické plicni fibrozy. Oxidasova
aktivita AOC3 tedy ptispiva k rozvoji plicni fibrdzy, a to hlavné regulovanim akumulace
patogennich podtypt leukocytd (Marttila-Ichihara et al., 2017).

V souvislosti s 1écbou psychickych poruch pomoci MAOI (monoaminoxidasové
inhibitory), byla objevena vazba mezi inhibici aminoxidas a télesnou hmotnosti.
Je znamo, Zze vyznamnym regulatorem v bilé tukové tkani je AOC3, kdy jeho inhibice
u mysi méni pronikani leukocytt a ukladani glukosy do tukové tkan¢. (Tab. 1) znazoriuje
efekty vlivu inhibici jednodilnych aminoxidas na télesnou hmotnost (Yang et al., 2018;
Carpene et al., 2019).

Tab. 1 Souhrn zndzoriujici pfirozené substraty jednotlivych sav¢ich aminoxidas, jejich inhibitory

a efekt inhibice enzymu na tukovou tkan. Pfevzato a upraveno (Carpene et al., 2019).

Aminoxidasa Substrat Inhibitor Efekt na télesnou hmotnost
(BW) nebo akumulaci tuku
MOA-A norepinefrin pargylin | pfijem potravy
noradrenalin phenelzin | podkozni tukové tkané u mysi
dopamin tranylcypromin | BW obéznich mysi
serotonin moclobemid 1 adipogenese
tyramin clorgylin
tryptamin toloxaton
MAO-B dopamin pargylin 1 efekt na semikarbazid pro
benzylamin tranylcypromin  sniZzeni mnozstvi bilé tukové
phenelzin tkané u krys
deprenyl | adipogenese
| bilé tukové tkan¢ u potkanti
AOC1 histamin semikarbazidy | BW
putrescin
kadaverin
AOC2 tyramin semikarbazidy | BW
tryptamin
AOC3 benzylamin semicarbazidy | BW obéznich mysi
methylamin phenelzin | podkozni tukové tkané

aminoaceton

aminoguanidin
tranylcypromin
phenylhydrazin
hydralazin

potkanil
| BW kraliku
| bilé tukové tkan€ u mysi
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2.7. Upravy enzymu
Enzymy byly jiz od praddvna nevédomky vyuzivany v potravinaistvi (vyroba syrd, piva,
vina), Tyto enzymy vSak nebyly vyuzivany v Cisté forme, ale spoléhalo se na jejich
spontanni produkci mikroorganismy a rostlinami. S postupnym rozvojem technologii
dochazelo k postupné k izolaci enzymul v Cist¢ formé a nasledné i jejich produkci
ve velkém métitku, potiebné pro primyslové aplikace (Krik et al., 2002).

Dnes jsou enzymy vyuzivany v ruznych oborech — medicing, biotechnologiich
¢i pramyslu. Vyuzivaji se v ptipravé detergentl a pracich prostiedkd (proteasa, lipasa,
amylasa), pekarensky primysl (amylasa, xylanasa, lipasa, fosfolipasa, glukosaoxidasa,
proteasa, transglutaminasa), vyroba mléénych produkti (proteasa, lipasa, laktasa, pektin),
uprava Skrobu (Cyclodextrin-glykosyltransferasa, amylasa, amyloglukosidasa,
glukosa-isomerasa), kozeluznictvi (lipasa, proteasa). Vyuzivany jsou taktéz v textilnim
pramyslu (celulasa, peroxidasa, katalasa) (Krik et al., 2002, Spahn a Minteer, 2008).

Takto rozsahlé vyuzivani enzymd, které maji kratkou zivotnost skladovani, nizkou
stabilitu a nesnadné znovupouziti neni ekonomicky piinosné, a proto jsou hledany
metody, jak enzymy Iépe stabilizovat a vyuzivat opakované (Datta et al., 2012; Singh
et al., 2018). Existuji tfi sméry, kterymi se mizeme vydat, pokud chceme zvysit stabilitu,
reaktivitu, substratovou specifitu a aktivitu enzymu. Prvnim zptisobem je vyuziti enzymu
Z organismu Zzijicich v extrémnich podminkach - termofilni bakterie z horkych prament,
psychotropni organismy z chladnych oblasti ¢i organismy piivyklé na vysokou salinitu
napi. Mrtvého mote. Druhou moznosti je modifikace né€kolika aminokyselin aktivniho
mista ¢i struktury enzymu, aby byl enzym teplotné stabiln€jsi nebo aby struktura enzymu
dovolovala lepsi prichod substratu do aktivniho mista. (Singh et al., 2018). Posledni
moznosti je imobilizace enzymu, kdy vazba enzymu k nosici zajisti stabilizaci enzymové
struktury i v ménicich se podminkach, a navic umozni snadné oddéleni enzymu

od reakéni smési. (Martinek et al., 1977; Datta et al., 2012).

2.7.1. Fixace

Teplotni stabilita enzyml ma pfimou spojitost se strukturou enzymu a jeho rigiditou.
Pficemz ¢im rigidn€j$i je dany protein, tim hife podléhd tepelné denaturaci

(Vihinen, 1987).
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Obr. 2: Schéma ukazujici rozklad enzymu a aktivniho mista zplisobeného zvySenim teploty
a enzym ochranény fixaci na nosi¢. Pfevzato a upraveno (Martinek et al., 1977).

Pfi navazani proteinu na urcity nosi¢ pomoci pevné vazby ¢i jinych nevazebnych
interakci dochazi taktéz ke zvysSeni rigidity. Takto upraveny protein nebo enzym nasledné
ziska vys$si odolnost vici zvySené teploté, kolisani pH, ¢i zmén¢ iontové sily. (Martinek
et al., 1977; Singh et al., 2018).

Imobilizace enzymu muze zpasobit zmény v jejich aktivité, specifité a selektivité.
V mnoha piipadech je tato zména zplsobena interakci s nosicem negativni a dochazi
Kk snizeni aktivity enzymu z dtivodu zakryti aktivniho mista ¢i zmény struktury enzymu.
V mensi mife dochazi naopak ke zlepSeni enzymatickych vlastnosti, a to nejcastéji
z divodu stabilizace aktivované formy enzymu. V jinych ptipadech pljde pouze
0 ndhodné modifikace a nasledné zlepseni kinetickych parametrti. Z téchto diivodi miize
byt velmi obtizné najit vhodny nosi¢ ke stabilizaci enzymu se zlepSenymi vlastnostmi
oproti neimobilizované formé (Rodriguez et al., 2013).

Existuje mnoho zpusobt, jak imobilizovat enzym, pfi¢emz je mizeme rozdélit podle
podstaty spojeni na fyzikalni a chemické. Pfi¢emZ chemické metody imobilizace mohou
byt reverzibilni a ireverzibilni. Nej€ast&ji rozliSujeme devét zékladnich typl fixace
enzymu (Obr. 3), u kterych mtize ¢i nemusi byt pfitomen nosi¢ (Krishnamoorthi et al.,
2015; Singh et al., 2018).
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Obr. 3: Typy imobilizaci enzymi. A) adsorpce, B) chelatace, C) disulfidova vazba,
D) a E) iontova vazba, F) afinitni vazba, G) kovalentni vazba, H) crosslinking (chemicka

agregace), I) entrapment (inkluze do gelu), J) enkapsulace (opouzdfeni). Piekresleno podle
(Krishnamoorthi et al., 2015).
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2.7.1.1. Adsorpce

Adsorpce je nejstarsi a nejspis také nejjednodussi imobiliza¢ni technika, kterou si osvojili
jizroku 1916 J. M. Nelson a Edwald C. Griffin, kterym se podatilo adsorbovat invertasu
na zivoc¢isné uhli bez zjevné ztraty na aktivité¢ (Powell, 1984; Krishnamoorthi et al.,
2015). Principem adsorp¢ni techniky je adheze enzymu na povrch inertniho materialu
(nosi¢e) pomoci velkého mnozstvi slabych nekovalentnich interakei jako jsou Van der
Waalsovy sily, vodikova vazba ¢i hydrofobni interakce (Krishnamoorthi et al., 2015).
Takto zachyceny enzym je nasledné chranén pted agregaci, proteolyzou a piipadné
interakci s hydrofobnim rozhranim (Spahn a Minteer, 2008). Casto vyuZivanymi nosiéi
pro adsorpci jsou naptiklad sklo, hydroxid hlinity, aktivni uhli, kaolinit, celulosa
¢1 V poslednich letech nanocéstice. Lze vyuzit i materiald Setrnych k Zivotnimu prostedi
jako jsou kokosova vlakna, ktera maji zna¢nou schopnost zadrzovat vodu a velkou
kapacitu pro vyménu naboje (Datta et al., 2012; Singh et al., 2018).

Hlavni vyhodami adsorpce je jeji snadné provedeni, nizka cena — (levné nosice,
absence pristrojového vybaveni, obejde se bez reak¢nich ¢inidel) a mozné znovuvyuziti
jak enzymu, tak nosice diky slabym interakcim mezi nimi. Tyto interakce jsou pomérné

citlivé na zmény pH, teploty a iontové sily, proto jsou hlavni pfi¢inou ztraty enzymu
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Vv reakénim roztoku a enzym muze nasledn¢ kontaminovat vysledny produkt. Takova

kontaminace poté mize ztizit purifikacni proces. (Krishnamoorthi et al., 2015).

2.7.1.2. Chelatace
Chelatace je metoda vyuzivajici schopnosti polarnich aminokyselin (histidin, lysin,
fenylalanin, cystein a tyrosin) vytvaret koordina¢ni vazbu s kovovymi ionty. Kovové
ionty jsou pevné vazany K nosici. Ligand (enzym) je nasledné slabé vazan ke kovovému
iontu nosice, a miiZze byt uvolnén jinym ligandem se siln¢j$i vazbou ke kovovému iontu
tzv. chelatonem (napt. EDTA). Chemikalie pouZité pii této metodé nemusi byt bezpecné
pro potravinaisky primysl, a proto je chelatace vyuzivana spise jako chromatograficka
metoda. Nejcastéji vyuzivané nosice jsou organické materialy jako chitin a celulosa

nebo nosice na bazi oxidu kiemicitého (Krishnamoorthi et al., 2015).

2.7.1.3. Disulfidova vazba

Imobilizaci enzymu pomoci disulfidové vazbu lze povazovat za variantu kovalentni
vazby, nebot’ charakter vazby mezi nosiCem a volnou thiolovou skupinou enzymu
(cystein) je kovalentni. Tuto vazbu je ale snadné rozruSit piidanim vhodného ¢inidla
(dithiothreitol, 2-merkaptoethanol), coz tuto metodu ¢ini reversibilni.

Dalsi vyhodou této imobiliza¢ni techniky je moznost ovlivnit reaktivitu thiolovych
skupin zménou pH. Nosice, nejCastéji materialy na bazi oxidu kiemicitého byvaji
chemicky aktivovany pomoci ¢inidel (maleimid nebo jodacetat) nebo fotonickou indukci
(Gorecka a Jastrzebska, 2011).

2.7.1.4. Tontova vazba
Pomoci této metody jsou enzymy piipojeny k nosnému materidlu pomoci solnych mosta.
Metoda je snadna, avsak je velmi obtizné uhlidat podminky tak, aby byl enzym dostate¢né
siln€ vazany a zaroven ztlstal aktivni. Enzym je moZné z nosi¢e uvolnit zménou iontové
sily nebo teploty. Casto pouzivanym nosi¢em pro tyto tucely je polyethylenimin
(Singh et al. 2018).

2.7.1.5. Afinitni vazba

Technika imobilizace enzymu pomoci afinitni vazby je zaloZena na interakci

antigen-protilatka. Jedna se o vysoce specifickou vazbu, kdy je reakéni misto nosice

24



syntetizovano pro konkrétni enzym. Diky tomu, Ze se jedné o takto specifickou vazbu,
muizeme ovlivnit misto, kde bude enzym navazan a nezakryvat tak aktivni misto.
Mezi ¢asto vyuzivané interakce pro vazbu k enzymu patii vazba avidin-biotin, chitin
vazebna doména, nebo His-tag vazebna doména. Tato technika mize byt mimo jiné
pouzita i pro purifikaci enzymu. Hlavni nevyhodou této metody je vétSinou velmi drahé

ptiprava specifickych protilatek (Krishnamoorthi et al., 2015; Singh et al., 2018).

2.7.1.6. Kovalentni vazba

Kovalentni vazba je jedna z nejpouzivanéj$ich metod imobilizace enzymii a spada
do kategorie ireverzibilni imobilizace. Popularita souvisi hlavné s vysokou stabilitou
vazeb vytvofenych mezi enzymem a nosi¢em, coZ zabranuje uvolfiovani enzymu,
a navic substraty nepotiebuji k enzymu prochazet pres barieru. Enzym je k nosi¢i vazan
nejéastéji pomoci adice, pii¢emz dochazi k vyuziti -NH2 skupin (koncové AMK
nebo lyzinového zbytku), -COOH skupin (koncové AMK nebo kys. asparagové
¢i kys. glutamové), -SH skupinu cysteinu, -OH skupin (serinu nebo tyrosinu)
nebo cyklického sytému tyrozinu a histidinu. Nosi¢ hraje pii reakci roli elektrofilu.
Pokud neni nosi¢ piirozenym elektrofilem, musi byt pfedem modifikovan (ptidani
reaktivni skupiny na nosi¢ nebo Uprava samotného nosice). K témto uceltim je vyuzivana
fada metod (bromkyanova, Karbodiimidova, azidova, izothiokyanatova, triazinova,
aldehydova, epoxidova, anhydridova), které aktivuji dfive inertni nosi¢ jako je napiiklad
celulosa, dextran, Sephadex ¢i Sepharosa (Gorecka a Jastrzebska, 2011; Singh et al.,
2018).

Nevyhoda této metody skvi v riziku vzniku kovalentni vazby k nosi¢i v aktivnim misté
enzymu nebo jeho blizkém okoli, coz ma pozd¢ji za nasledek vyrazny ubytek aktivity
enzymu ¢i jeho uplnou blokaci. Navic je tato technika ireverzibilni, a proto je nemozné

takto postizeny enzym recyklovat (Krishnamoorthi et al., 2015).

2.7.1.7. Crosslinking

Crosslinkink (chemick4 agregace ¢i kopolymerace), je irreverzibilni imobilizacni
technika, kterd nevyzaduje nosi¢. Jednotlivé enzymy jsou spojovany do trojrozmérnych
siti pomoci ¢inidel (glutaraldehyd, diazotovany benzidin, imidoestery dikarboxylovych
kyselin, BSA, dextran), které¢ reaguji s volnymi aminoskupinami (nejcastéji lyzinu)

¢1 postrannim fetézcem tyrosinu. Vzniklé agregaty maji velikost 1-100 um a rozliSujeme
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dv¢ techniky jejich tvorby: CLEC (cross-linked enzyme crystals) a CLEA (cross-linked
enzyme aggregates) (Krishnamoorthi et al., 2015; Singh et al., 2018).

CLEC je star$i metoda, pii které je vyuzivan k zesitovani do formy Kkrystalu
glutaraldehyd. CLEC jsou velmi stabilni, nepodléhaji tak snadno tepelné denaturaci jako
volné enzymy a jsou odolnéjsi vici pusobeni organickych rozpoustédel. Zmeénou
podminek pii tvorbé krystalu muizeme ovlivnit jeho velikost. Tvorba takovychto
enzymatickych krystalll je casové a finanéné velmi nékladnd, navic s rostouci velikosti
krystalu dochazi k snizeni aktivity v disledku limitované difuze substratu a produktu
krystalem. Nevhodny muze byt pro né€které aplikace také jejich rosolovity charakter
(Krishnamoorthi et al., 2015; Singh et al., 2018).

Na zékladé¢ téchto nevyhod byla vyvinuta vylepSena verze enzymovych
agregati — CLEA. Priprava probiha ve vodném roztoku precipitaci pridavkem soli,
organickych rozpoustédel nebo neiontovych polymert. Tato metoda je levna a snadno
uskutecnitelna, pficemz miizeme agregovat 1 vice enzymi najednou. Mensi velikost
precipitovanych agregati ma vliv na jejich snizenou stabilitu v michanych fermentorech

a muze pusobit obtize pti purifikaci produktu (Krishnamoorthi et al., 2015).

2.7.1.8. Entrapment

Entrapment (inkluze do gelu) je metoda zachycujici enzym pomoci kovalentnich vazeb
a nevazebnych interakci na vlakna gelu. Zachyceni enzymu do gelu probiha vice zplisoby
napf: termalni reverzni polymerace nebo ionotropni gelace. Prvni zpiisob se pouziva
u zelatiny, agaru ¢i agarosy, kdy dojde po jejich zahtéati k rozpuSténi a nasledné
pii ochlazovani se tésné€ pied zacatkem tuhnuti gelu pfida enzym pro entrapment. Druhé
varianta se vyuziva u latek jako karagenan a alginat. Pro zachyceni enzymu do gelu
se vyuziva i fada dalSich latek jako polyakrlamid, tetramethylsilan, kolagen ¢i pulyuretan
(Singh et al., 2018).

Vyhodou entrapmentu je snadnd a rychla ptiprava, pfizniva cena a ochrana enzymu
pfed proteasami a mikroorganismy. Velmi dilezitym faktorem, ktery limituje metodu,
je velikost poru gelu, kdy pfili§ malé pory zpomaluji difuzi substratu a produktu gelem.
Naopak pfili§ velké pory zpisobuji unikani enzymu z gelu. Nékdy nastava inaktivace
enzymu b&hem inkluze do gelu, tomu lze zabranit pfidanim substratu nebo albuminu

k enzymu (Krishnamoorthi et al., 2015).
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2.7.1.9. Enkapsulace

Enkapsulace neboli opouzdieni je metoda velmi podobna entrapmentu. Enzymy jsou
zachyceny ve vnitinim prostoru kapsle s polopropustnou membranou. Vyhodou tohoto
uskupeni je ochrana enzymu pted vnéjSim prostfedim, navic odpadd nutnost upravy
vnitinitho prostfedi kapsle a nedochdzi knezddouci inaktivaci enzymu. Pory
polopropustné membrany pfitom zabezpecuji prinik substratl a produktt, pticemz jejich
velikost je omezena velikosti samotného enzymu. Proto neni tato technika vhodna,
pokud je produkt nebo substrat podobné velikosti jako samotny enzym (dochazi k tniku
enzymu nebo prasknuti kapsle).

Pro tvorbu kapsli jsou vyuzivany rtizné polymery jako alginat, chitosan, celulosa,
maltodextrin, karagen, polyvinylacetat a dalsi. Kapsle mohou byt vytvofeny i z dvou

vrstev ruznych polymert (Gorecka a Jastrzebska, 2011).

2.8. Biosensory

Vysoké hladiny biogennich amint (BA) lze nalézt ve zpracovanych potravinach jako
dukaz pocinajici hniloby, coz ptedstavuje diilezity marker pro Cerstvost potravin. Vysoka
koncentrace BA vV potravinach je nebezpetna nejen pro ucinky jednotlivych amind
na organismus, ale také mohou produkovat karcinogenni slouceniny, zejména pokud jsou
piitomny také dusitany (Boffi et al., 2015).

V posledni dobé se ukdzalo, Ze polyaminy mohou byt také uzite¢né pii Iékaiskych
aplikacich. ProtoZe za normalnich podminek jsou hladiny polyamina ve fyziologickych
tekutinach nizké, zatimco v piitomnosti nékterych nadorovych onemocnéni se mohou
vyrazné zvysit. V této souvislosti jSOU povazovany za markery ristu nadoru koncentrace
putrescinu a nekontrolované se délicich bunék koncentrace spermidinu (Russel 1977;
Cohen et al., 1976; Bachrach 2004;).

Problémem analyzy je, Ze skute¢né vzorky jsou komplexni matice charakterizované
pfitomnosti potencialné interferujicich sloucenin, které mohou branit detekci
specifickych BA. Kvantitativni analyza BA je obvykle zaloZena na metodach plynové
chromatografie, chromatografii na tenké vrstvé a vysokoucinné kapalinové
chromatografii s predkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci nebo kapildrni
elektroforézou. Tyto metody vyzaduji specializované pfistroje a vétSinou zdlouhavy

extrak¢éni postup nebo jiné predupravy vzorku (Boffi et al., 2015).
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V poslednich letech se do Cela pozornosti dostaly elektrochemické biosenzory
pro jejich jednoduchost, kratkou dobu analyzy, reprodukovatelnost, nizké naklady
a nizky limit detekce, a protoze neni nutna ptredchozi piiprava vzorku (Henao-Escobar
etal., 2013).

Aminoxidasy katalyzuji v pfitomnosti molekularniho kysliku jako akceptoru elektronti
oxida¢ni deaminaci primarnich aminli, diamini a substituovanych amini za vzniku
aldehydii amoniaku a peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je vhodnym elektrochemickym
analytem, protoze nabizi vysokou odezvu, pfesnost a vysokou reprodukovatelnost
(Di Fusco et al., 2011; Henao-Escobar et al., 2013).

Pouziti  aminoxidas  (diaminoxidasa,  polyaminoxidasa,  sperminoxidasa,
putrescinoxidasa) s rdznymi amperometrickymi méni¢i bylo v literatufe popsano
Vv poslednich letech mnohokrat, pficemz byly vyvinuty specifické biosensory pro analyzu
putrescinu, sperminu, spermidinu ¢i histaminu (Aigner et al., 2017; Boffi et al., 2015;
Xia et al., 2017; Karim et al., 2018).

Rada t&chto biosenzorii jiz byla pouzita na klinickych vzorcich pti detekci amint jako
rakovinnych markeri. Naptiklad selektivni detekce sperminu diky zvlastnim vlastnostem
sperminoxidasy, zatimco enzym polyaminoxidasa je schopen detekovat celkové mnozstvi
dvou polyamind sperminu a spermidinu, aniz by interferovaly dalsi pfitomné biogennimi
aminy. Naméfené mnozstvi amind bylo v souladu s analyzou GC-MS (Boffi et al., 2015).

Jiny tym védch vyvinul biosenzor na bazi putrescinoxidasy, ktery je schopny
detekovat putrescin v klinickych vzorcich. Pti¢emz diky vysoké citlivosti je vhodny jako
diagnosticky nastroj pro pacienty s rakovinou, nebot’ je zndmo, Ze koncentrace putrescinu
v séru je vrozmezi 13-45 puM u pacientl s rakovinou, ale 2 uM u zdravych osob
(Xia et al., 2017)

Biosenzory s diaminoxidasou jako je napiiklad PsAO, jsou pro svou Sirokou
substratovou specifitu vhodné pro stanoveni kvality potravin. Nicméné v pfitomnosti
spermidinu nebo jeho metabolitu 1,3-diaminopropanu, se aktivita PSAO a tudiz i citlivost
biosenzoru dusledku inhibice snizuje. Tento fakt mize zpusobit faleSné negativni
vysledky detekce biogennich amini v jejich smésich.  Z tohoto duvodu jsou
tyto biosenzory vhodné pro analyzu biogennich amint pfedevsim v pocate¢nich fazich

kazeni potravin (Kivirand et al., 2016).
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Obr. 4: Barevny produkt vznikly oxidaci 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonatu sodného
a aminoantipyrinu pomoci kienové peroxidasy.

Standardni spektrofotometrické detektory nelze pouzit, protoze polyaminy nevykazuji
zietelné absorpéni pasmo v oblasti UV-Vis (Boffi et al., 2015). K spektrofotometrickému
stanoveni BA se proto cCasto vyuziva sptazené reakce skienovou peroxidasou,
kdy kienova peroxidasa redukuje vznikly H202 na H20 a O: a oxiduje pfislusny
chromofor na barevny produkt (Obr. 4) (Ascenzi et al., 2002, Fossati et al., 1980).
Nevyhodou takovéto aplikace je neustalé spotfebovani drahych enzymi. Proto je lepsi

vyuziti jejich imobilizovanych forem (Datta et al., 2012).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Biologické materialy

Osivo hrachu setého (Pisum sativum) odriida Abarth

3.2. Chemikalie

1,4-diaminobutan dihydrochlorid
1-amino-4-guanidinbutan sulfat
2-fenyletylamin
3,5-dichlor-2-hydroxibenzofulfonat sodny
4-aminoantipyrin

Akrylamid

Coomassie Brilliant blue R250
Dihydrogenfosforecnan draselny
Histamin dihydrochlorid
Hydrogenfosferecnan draselny

Hydroxid amonny

Hydroxid sodny

Chlorid barnaty

Chlorid sodny

Jodistan sodny

Kadaverin dihydrochlorid
Karboxymethylcelulosa

Ktenova peroxidasa

Kyselina trichloroctova

Laemmliho pufr

Maltodextrin 17-35 j (dextr. ekvivalent 4.0-7.0)
Maltodextrin 6-7 j (dextr. ekvivalent 16.5-19.5)
Maltodextrin 7-9 j (dextr. ekvivalent 13.0-17.0)
Methanol

Pentahydrat siranu méd’natého

Perlit

Peroxodisiran amonny

Polybren (hexadimethrin bromid)

Siran amonny

Spermidin trihydrochlorid

Spermin tetrahydrochlorid

Skrob na pradlo rozpustny za studena
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Trishydroximetylaminometan

Tryptamin hydrochlorid

Tyramin hydrochlorid

Unstained Protein Standard (10-200 kDa)
a-cyklodextrin

B-cyklodextrin

y-cyklodextrin
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(Sigma-Aldrich, kat.
(Sigma-Aldrich, kat.
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. P6513)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4645)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 06800)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A8887)
(VWR, kat. ¢. 443283M)
(Lach:Ner, CR, kat. ¢. 30016-APO)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. H7250)
(Lach:Ner, CR, kat. ¢. 30060-APO)
(Lach:Ner, 1000 1-A25)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71690)
(Lach:Ner, CR, kat. &. 30072)
(Lach:Ner, kat. ¢. 30093-AP0O)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. U05695-143)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. C8561)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 419273)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 77322)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4885)
(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0747)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 419672)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 419699)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 419680)
(Lach:Ner, kat. ¢. 20038-ATO)
(Lach:Ner, kat. ¢. 30625 0502)
(Perlit s.r.0. Senov u Nového Ji¢ina)
(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0700)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 107689)
(Lach:Ner, CR, kat. ¢. 30165-CPO)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 85578)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 85610)
(Unipret, CR)

(BIO-RAD, kat. ¢. 161-0800)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 154563)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 246557)
(INC Biomedicals, kat. ¢. 103173)
(Biolabs, Japansko, kat. ¢. P7704)
(TCI, kat. ¢. CO776)

(TCI, kat. ¢. CO777)

(TCI, kat. €. C0869)

.32810)
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Q¢ Q¢ O

¢
¢

<« O



3.3. Pristroje

Accublock™ digital dry bath (Labnet)
Centrifuga 5430R (Ependorf)
Centrifuga Bench top 4-16k s (Sigma)
Centrifuga Minispin (Ependorf)
Gel Doc™ EZ Imager (BioRad)
Heating-cooling dry block CH-100 (BioSan)
Magnetickda michacka basic C (IKA RET)
Spektrofotometr UV-VIS 8453 (Agilent)
Termostat laznovy ccl1-166A (Merci)
Ttepacka 130 Basic (IKA KS)
Vortex M53 Basic (IKA)
Hydroxiapatitova kolona (BIO-RAD — High Que)
Kolona Mono Q (Pharmacia Biotech)
BioLogic QuadTec UV-Vis Detector (BIO-RAD)
Pumpa BioLogic DuoFlow (BIO-RAD)

3.4. Metody

3.4.1. Fixace enzymu

Hrachovou aminoxidasu se jiz diive podafilo stabilizovat imobilizaci na B-cyklodextrin
(Sebela et al., 2004), jiné enzymy se naopak podafilo stabilizovat polykationtem
polybrenem (Efremenko et al., 2002; Shipovskov a Levashov, 2003). Jako dalsi nosice
byly vybrany latky podobné (a-cyklodextrin a y-cyklodextrin), a cenové dostupné nosice,
které se pro imobilizaci taktéz vyuzivaji (Skrob, maltodextriny) a karboxymethylcelulosa
jako rozpustna varianta levné celulosy (Krishnamoorthi et al., 2015).

Pro ucely diplomové prace byla vyuzita metoda glykosilace enzymu podle Moranda
a Biellmanna. Polysacharid nebo oligosacharid je oxidovan jodistanem sodnym
na prislusny polyaldehyd, jez je v chladu a tmé stabilni po dobu dvou dnti. Po odstranéni
nadbyte¢ného jodistanu a vzniklého jodi¢nanu za vyuziti chloridu barnatého je roztok
vzniklého polysacharidu inkubovan senzymem urenym k imobilizaci (Morand
a Biellman, 1991).

Druhou vyuzitou metodou byla inkubace polykationtu s enzymem, kdy polykationt
vytvofi ve vodném roztoku v enzymem nekovalentni komplex a stabilizuje enzym,
pfi¢emz enzymy si zpravidla zachovavaji svoji katalyticky aktivni konformaci. K tomuto
ucelu byl wvyuzit polykationt polybren (1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylen
polymethobromid) v hmotnostnim poméru (w/w) vic¢i enzymu 20:1 (Sergeeva et al.,
1999; Efremenko et al., 2002).
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3.4.2. Stanoveni koncentrace proteini
Pro zjisténi koncentrace proteinti bylo vyuzito Bredfordova ¢inidla (0,01% Coomassie
Brilliant Blue G-250, 4,7% ethanol, 8,5% kyselina fosfore¢na v destilované vodg).
Metoda Bradfordové je zaloZena na schopnosti barviva Brilliant Blue G-250 vyskytovat
se ve 2 barevnych formach (Cervend a modra). Kdy Cervend forma je prevedena
na modrou formu po vazb¢ barviva na protein. Reakce probéhne ptiblizn¢ do dvou minut
a produkt je staly po dobu 1 hodiny s absorbénim maximem 595 nm. (Bradford, 1976).
Pouziti bicinchoninové metody bylo znemoznéno z divodu vyskytu interagujicich latek

(oxidagni €inidla, redukujici latky), které byly vyuzity pfi modifikaci.

3.4.3. Stanoveni aktivity, stability, substratové specifity a
zakladnich kinetickych parametri imobilizované hrachové
aminoxidasy

Pro ucely stanoveni aktivity, stability, substratové specifity a kinetickych parametrt
(Km, V) jednotlivych modifikaci PSAO byla vyuzita spfazena reakce s kienovou
peroxidasou, kdy je vznikly peroxid vodiku detekovan pomoci oxidace aminoantipyrinu
a 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonatu sodného. Vysledny razovofialovy produkt
je detekovatelny pii 515 nm (Ascenzi et al., 2002, Fossati et al., 1980).

3.4.4. SDS PAGE elektroforéza
SDS-PAGE je typ elektroforézy, ktera probiha na polyakrylamidovém gelu s pfidavkem
dodecylsiranu sodného (SDS), kdy dochazi k rozdéleni proteini na zakladé jejich
velikosti. SDS je detergent, ktery denaturuje po zahtati sekundarni a terciarni struktury
proteint spojené disulfidovou vazbou a potahuje je negativnim nabojem, ktery odpovida
délce proteinu. Malé proteiny se tudiZz pohybuji rozliSovacim gelem rychleji nez velké

proteiny (Laemmli, 1970; Brunelle a Green, 2014).

3.5.  Pracovni postupy

3.5.1. Izolace a purifikace hrachové aminoxidasy

Byly vypéstovany etiolované sedmidenni sazenice hrachu seté¢ho, kdy semena byla
nejprve po dobu 24 hodin namocena ve vodé a nasledné vyseta na navlhéeny perlit.

Po dobu kli¢eni byly sazenice umistény ve fytotronu ve tmé, 50% vlhkosti a 25°C.
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Ze vzniklych sazenic bylo odstranéno semeno a listky, pfi¢emz zbytek byl vyuzit
pro izolaci hrachové aminoxidasy.

Samotna izolace a purifikace enzymu probéhla obdobné, jako béhem bakalarské prace
(Sebela et al., 1998; Smolkova, 2018). Purifika¢ni protokol se skladal z homogenizace
hrachovych kli¢kd v draselno-fosfore¢ném (KP;) pufru o pH 7,0 a koncentraci 0,1 mol-1?
bez pridavku médnatych kationt. Zfiltrovany homogenat byl centrifugovan po dobu
20 min a teploté 4 °C pii 10500 g (centrifuga Sigma, Bench top 4-16k s). Obsah proteinti
byl snizen dvojim vysolenim pomoci siranu amonného do 30% a 70% nasyceni pii¢emz
po kazdém kroku byl centrifugovan dobu 30 min a teploté 4 °C pii 10500g.

Ziskany precipitat byl rozpustén v KPi pufru o pH 7,0 a koncentraci 100 mmol-1*
a dialyzovan po dobu 24 hodin ve stejném pufru. Po dialyze byla provedena fizena tepelna
denaturace po dobu 5 minut pii 60 °C. Nasledovalo zchlazeni a zbaveni zdenaturovanych
proteinu centrifugaci po dobu 2 hodin (10500 g, 4 °C), supernatant byl opét dialyzovan
po dobu 24 hodin v KPi pufru o koncentraci 20 mmol-1%, pH 7,0 a se piidavkem
1 umol-1* CuSOa.

K preCisténi enzymu slouzila iontoméni¢ova chromatografie za pouziti kolony
s hydroxyapatitem (Bio RAD — High Que). Jako mobilni faze byl vyuzit KPi pufr
o koncentraci 10 mmol-1*a pH 7,0 se siranem médnatym o koncentraci 1 umol-1*
s prutokem 2 ml za minutu. K naslednému uvolnéni aminoxidasy z kolony doslo pouzitim
KPi pufru o koncentraci 750 mmol-1?, pH 7,0 a pridavkem 1 umol-1? siranu méd’natého.

Rozdilnym krokem byla nasledna dialyza po dobu 24h v K-Pi pufru o koncentraci
20 mol-1* o pH 5,8 s ptidavkem 1 pmol CuSO.. Dialyzat byl zakoncentrovan a byla
provedena FPLC (rychla proteinova kapalinova chromatografie) s vyuZzitim kolony
monoQ (Phrarmacia Biotech).

Jako mobilni fize byly vyuzity K-Pi pufry o koncentraci 20 mol-1" 0 pH 5,8 obsahujici
1 umol-I*T CuSOs (mobilni fize A) s piidavkem 1 pumol-1? CuSOs a 2 mol-1? NaCl
(mobilni faze B). Mobilni faze (Tab. 2) byly miseny pomoci pumpy (BioLogic DuoFlow)
s pritokem 1 ml za minutu. Nastiik 500 pl koncentratu probihal od 2. minuty po dobu 30

sekund (zvyraznéno Cerveng). Precistény enzym byl vyuzit pro imobilizaci.

Tab. 2 Davkovani mobilni faze A a mobilni faze B v ¢ase S vyznacenou dobou nastfiku enzymu
k precisténi (Cervene).

Cas(s) O 120 150 240 360 720 900 1080 1380 1680
A: 100% 100% 100% 100% 85% 70% 0% 0% 100 % 100 %
B: 0% 0% 0% 0% 15% 30% 100% 100% 0% 0%
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3.5.2. Priprava imobilizovaného enzymu
K imobilizaci enzymu, jako nosict, bylo vyuzito kationtového polymeru polybrenu
(hexadimethrin  bromid, 1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylen polymethobromid),
8 oligosacharidt a polysacharidi: karboxymetylcelulosa, Skrob, a-cyklodextrin (CDA),
B-cyklodextrin (CDB), y-cyklodextrin (CDG), maltodextrin (6-7 j; M6), maltodextrin
(7-9 j; M9) a maltodextrin (17-35 j; M35), kdy prvni hodnota v zavorce u maltodextrinti
odpovida ekvivalentu dextrosovych jednotek.

Bylo navazeno 0,5 g jednotlivych sacharidii a rozpusténo v 40 ml destilované vody
s vyjimkou karboxymetylcelulosy a Skrobu, které byly rozpustény ve 120 ml destilované
vody. Nasledné byl pfipraven roztok perjodistanu sodného pro modifikaci reaktivnich
mist nosi¢e na aldehydovou skupinu. Perjodistan byl postupné ptfidavan k rozpusténym
sacharidim a oligosacharidim tak, aby jeho vysledné mnozstvi odpovidalo nadbytku
0,6 g perjodistanu na 0,5 g sacharidu.

Reakce probihala za stalého michani elektromagnetické michacky 24 hodin
pii pokojové teploté. Reakce byla ukoncena piidanim roztoku chloridu barnatého
v mnozstvi 0,35 g chloridu barnatého na 0,5 g sacharidu. Doslo k vylouceni ptebyte¢ného
jodistanu a vzniklého jodidu ve formé bilé srazeniny. V této fazi byla vyfazena
karboxymethylcelulosa, nebot’ ani pii opakované piipravé nedoslo k vylouc€eni srazeniny.
Vzniklé srazeniny byly z roztoki modifikovanych sacharidt odstranény pomoci filtrace
na skladaném filtracnim papiru.

Nasledné byly ptipraveny dva roztoky polybrenu tak, aby vic¢i koncentraci enzymu
nadbytku v poméru 20:1 (P20) a 100:1 (P100). Roztoky polybrenu spoleéné s filtraty byly
umistény do chladové mistnosti, kde bylo k jednotlivym nosi¢um pfidano 700 pul
hrachové aminoxidasy (o koncentraci 3,55 mg-ml™ a specifické aktivité 890 nkat-mg™).
Enzym byl imobilizovan za stdlého michani v chladové mistnosti pii 4 °C po dobu
24 hodin.

Imobilizovany enzym byl nasledné zahu$tén na objem pfiblizné 2 ml v plastovych
zkumavkach s filtrem (30 kDa) pomoci centrifugace (centrifuga Sigma, Bench top
4-16k s) pti 5000 g a 4 °C v 5 min intervalech. Imobilizaty enzymu s polysacharidy
a oligosacharidy byly promyty 3x 1ml fosfore¢nanovym pufrem o koncentraci 0,1 mol-1™
a pH 7,0 s ptidavkem 2 ml glycerolu na 100 ml pufru. U vSech imobilizati byla zmétena

pocatecni aktivita, bylo odebrano 2x 100 ul od kazdého imobilizatu pro méfeni stability
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pii pokojové teploté (22 °C) a v chladu 4 °C. Zbylé imobilizaty byly zamrazeny pro dalsi

pouziti.

3.5.3. Kontrola imobilizace enzymu pomoci SDS PAGE

elektroforézy

Kontrola imobilizace enzymu byla provedena pomoci SDS PAGE elektroforézy
na akrylamidovém gelu. Gely se skladaly z 4% zaostiovaciho a 10% respektive 12%
rozdélovaciho akrylamidového gelu. Rozdélovaci gel (12%) byl vytvofen z 2500 pl
Tris-HCI pufru (1,5 mol-1"; pH 8,8), 3200 ul vody, 4000 ul roztoku akrylamidu (30 %
monomer; 0,8 % dimer), 100 ul roztoku SDS (10% dodecylsiran sodny) a 15 ul roztoku
TEMED (tetramethylethylendiamin). Pro 10% gel bylo pouzito 3800 ul vody a 3400 ul
roztoku akrylamidu (30 % monomer; 0,8 % dimer), ostatnich komponent bylo
napipetovano stejné mnozstvi jako v pripadé 12% gelu.

Polymerace akrylamidu v gelu byla odstartovana ptidanim 50 ul roztoku APS
(10% peroxodisiran amonny). Zaostfovaci gel se skladal z 1250 ul Tris-HCI pufru
(0,5 mol-I'; pH 6,8), 650 pl roztoku akrylamidu (30 % monomer; 0,8 % dimer), 100 pl
roztoku SDS (10%) a 15 pl roztoku TEMED. Polymerace akrylamidu byla zapocata
pfidanim 60 pl roztoku APS (10% peroxodisiran amonny).

K vzorkiim urenym na elektroforézu byl pfidan vzorkovaci pufr 1:1. Vzorky byly
na 5 minut umistény do thermobloku (Heating-cooling dry block CH-100 od firmy
BioSan) vyhiatého na 100 °C. Takto pfipravené vzorky byly spole¢né s makerem
napipetovany do jamek dle tabulky (Tab. 3). Marker byl pouzit s rozsahem 10-200 kDa,
konkrétn¢ Unstained Protein Standard P7704 Brecison od firmy New England Biolabs.

Tab. 3 Mnozstvi vzorkli v jamkach pro SDS PAGE elektroforézu.

Gel 10% Gel 12%
Cislo jamky Vzorek Mnozstvi Cislo jamky Vzorek Mnozstvi
vzorku v ul vzorku v ul
1 Marker 3 1 Marker 2
2 Kontrola 3 2 P100 2
3 CDA 3 3 P20 2
4 CDB 10 4 M35 2
5 CDG 3 5 M9 15
6 Skrob 10 6 M6 3
7 Marker 3 7 Marker 5
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Elektroforéza byla spusténa S pocateénim napétim zdroje 110 V a po vstupu cela
vzorkd do déliciho gelu, bylo napéti zvySeno na 140 V. Elektroforéza byla ukoncena
(pfiblizné po 2 hodinach), kdyz celo vzorkt (Bromfenolovéd modf) doputovalo na konec
gelu. Akrylamidovy gel byl nasledné¢ do druhého dne ponofen v barvicim roztoku
na tiepacce. Barvici roztok se skladal ze 40% methanolu, 7% kyseliny octové a 0,025%
barviva Coomassie Brilliant blue R250.

K odstranéni piebyte¢ného barviva byl gel 3x po dobu jedné hodiny za stalého
promichavani na tfepacce ponofen v odbarvovacim roztoku obsahujici 7% kyseliny
octové a 5% methanolu v destilované vodé€. Odbarveny gel byl oplachnut v destilované

vodé€ a vyfocen pomoci Gel DocTM EZ Imageru (BioRad).

3.5.4. Stanoveni koncentrace proteinii imobilizovaného enzymu
Me¢fteni obsahu proteinit probéhlo pomoci metody Bradfordové, nebot’ bicinchoninova
metoda nebyla kvili interferujicim latkdm pouzitelnd. Byla vytvorena kalibra¢ni fada
BSA standardu (0,5 pg-ml?, 1 pg-ml?, 2 pg-ml?, 5 pgml?, 7,5 pg-ml?, 10 pg-ml?,
12 ng'ml? a 15 pg'ml?). Nasledné byla zméfena koncentrace bilkovin ve vzorcich
imobilizované PsAO.

Do kyvet byl napipetovan 1 ml roztoku c¢inidla, roztok BSA, tak aby koncentrace
Vv kyveté odpovidala vySe vypsanému mnozstvi pro kalibra¢ni fadu, nebo 2 ¢i 5u vzorku.
Vsechny byly méteny ve 3 repeticich pro kazdou eventualitu. Po 5 minutach inkubace

pii laboratorni teploté byla zméfena absorbance pii 595 nm.

3.5.5. Stanoveni pocatecni aktivity imobilizovaného enzymu a
méreni stability

Pro méfteni aktivity a stability imobilizované hrachové aminoxidasy (PSAQO), byla vyuZita
spfazena reakce s kienovou peroxidasou (EC 1.11.1.7). Vznikly peroxid vodiku byl
detekovan pomoci oxidace 3,5-dichlor-2-hydroxibenzofulfonatu sodného (DCHBS)
a 4-aminoantipyrinu (AAP). Roztok pro ptipravu reakéni smési se skladal z 100 pg-1?
kfenové peroxidasy, 125 umol-1* AAP a 1,25 umol-1"* DCHBS rozpusténé ve KPi pufru
pufru (100 mmol-17, pH 7,0). Pogateéni aktivita a stabilita imobilizované PSAO byla
méfena s roztokem putrescinu o koncentraci 100 mmol-1? ve fosfore¢nanovém pufru
0 stejné koncentraci a pH. Méfeni probihalo na UV-VIS spektrofotometru 8453 od firmy
Agilent.
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Reakéni smés tvorilo 1600 pl zasobniho roztoku, 2 pl modifikovaného enzymu
a 378 ul destilované vody. Po vyblankovani byla reakce odstartovana piidanim 20 pl
roztoku putrescinu (100 mmol-1?). Koneény objem reakce v kyveté byl 2000 ul. Méfeni
probihalo ve 3 opakovanich v kinetickém modu pfi 515 nm a 30 °C po dobu 10 minut
za neustdlého michani magnetickym michadlem. M¢éfeni stability probihalo nejprve

2X tydné, pozdéji 1x tydné, 1x za 2 tydny a nakonec piiblizné 1x za mésic.

3.5.6. Méreni substratové specifity imobilizovaného enzymu a
stanoveni kinetickych parametri ¢tyr nejlepSich substratii

Pro stanoveni substratové specifity a kinetickych parametri (Km, V) modifikovanych
enzymit byla vyuzZita taktéz sprazena reakce s kienovou peroxidasou, a detekce vzniklého
peroxid vodiku pomoci oxidace AAP a DCHBS. Substratova specifita jednotlivych
modifikaci hrachové aminoxidasy byla zméfena pro substraty, které byly vyuzity
I pro ucely bakalaiské prace, na jejiz vysledky tato prace navazuje (putrescin, kadaverin,
spermin, spermidin, agmatin, tyramin, tryptamin, fenylethylamin, histamin).

K méfeni bylo vyuzito opét 1600 ul zasobniho roztoku, 2 pl enzymu a 378 ul vody,
tak aby po piidani substratu byl celkovy objem 2000 pl. Reakce byla odstartovana
piidanim 20 upl p¥islugného substratu, aby jeho koncentrace odpovidala 1 mmol-172.
Meéfieni probihalo pti 515 nm na stejném spektrofotometru jako v pripadé méteni stability.
Doba méieni byla v rozmezi 3-30 minut v zavislosti na pouzitém substratu a typu
imobilizovaného enzymu.

Nasledovalo méfeni s jednotlivymi typy imobilizaci hrachové aminoxidasy a ¢tyimi
nejlep$imi substraty (putrescin, kadaverin, spermidin a agmatin) pro uréeni zakladnich
kinetickych parametri (Km, V). Byly pouzity rizné koncentrace substrati (20-4000
umol-17) tak, aby pro kazdou modifikaci a substrat bylo provedeno miniméalné 15 méfeni.
Zakladni kinetické parametry (Km, V) byly vypocitany pomoci programu GraphPAD

Prism 8.

3.6. Stanoveni pH optima imobilizovaného enzymu
Pro stanoveni pH optima imobilizované aminoxidasy byla vyuzita opét spfazena
reakce s kienovou peroxidasou, a detekce vzniklého peroxidu vodiku pomoci oxidace
AAP a DCHBS. Pti¢emz byly piipraveny zisobni roztoky v KPi pufru (100 mmol-1%)
0 pH 5,8; 6,2; 6,6; 7,0; 7,2; 7,4; 7,8 a v Tris-HCI pufrem (100 mmol-1!) 0 pH 7,8 a 8,5.
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Optimalni pH bylo méfeno s roztokem putrescinu o koncentraci 100 mmol-1?. K méfeni
bylo vyuzito 1600 ul zasobniho roztoku o pfislusném pH, 2 ul enzymu a 378 ul vody,
tak aby po pridani substratu byl celkovy objem 2000 pl. Reakce byla odstartovana
pfidanim 20 pl putrescinu, aby jeho koncentrace odpovidala 1 mmol-1"t. Méfeni probihalo
po dobu 10 minut pii 515 nm a teploté 30° C. Aktivita enzymu naméiena v Tris-HCI

pufru byla pfepocitana tak, aby odpovidala aktivité zméfené v KPi pufru.
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4. VYSLEDKY
4.1. Kontrola imobilizace enzymu pomoci SDS PAGE

elektroforézy

Po zkoncentrovani imobilizovanych enzymu a kontrolniho vzorku enzymu s vodou
je patrné z elektroforegramu (Obr. 5), Ze doslo k posunu bandi u imobilizovanych
enzymi. Band neimobilizované¢ho enzymu (kontrola) odpovida molekulové hmotnosti
hrachové aminoxidasy — 63 KDa, kdeZto u imobilizovanych enzymu a-cyklodextrinem
(CDA) a p-cyklodextrinem (CDB) doslo k zpomaleni migrace. Vytvofily se 2 bandy,
jeden s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 80 kDa a druhy s molekulovou hmotnosti
pies 200 kDa. Obdobnou situaci Ize vidét i u enzymu imobilizovaného y-cyklodextrinem,
kdy se vytvorily 2 bandy, jeden s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 85 kDa a druhy
s molekulovou hmotnosti ptes 200 kDa avsak vyssi nez u zbylych dvoucyklodextrind.
U imobilizace Skrobem se vytvofil pouze jeden band s molekulovou hmotnosti

pies 200 kDa v obdobné oblasti jako u y-cyklodextrinu.

Marker Kontrola CDA  cpB CDG Skrob  Marker
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Obr. 5: Elektroforegram imobilizace PSAO na 10% akrylamidovém gelu. V jednotlivych jamkach
se zleva nachéazi marker, kontrola, CDA (a-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin), CDG (y-
cyklodextrin), skrob a marker.
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Obr. 6: Elektroforegram imobilizace PsAO na 12% akrylamidovém gelu. V jednotlivych jamkach
se zleva nachazi marker, P100 (polybren:enzym 100:1 (w/w)), P20 (polybren:enzym 20:1
(wiw)), M35 (maltodextrin 17-35 jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek),
M6 (maltodextrin 5-7 jednotek) a marker.

Obdobny posun v migraci je patrny i u imobilizace s polybrenem (Obr. 6), kdy u obou
koncentraci polybrenu jsou viditelné bandy v oblasti 63 kDa a Vv oblasti pies 200 kDa.
Naopak u M35 (maltodextrin 17-35j), M9 (maltodextrin 7-9j) a M6 (maltodextrin 5-7j)
je viditelny pouze jeden band v oblasti pies 200 kDa.

4.2. Stanoveni koncentrace proteinii a specifické aktivity

imobilizovaného enzymu
K imobilizaci byl vyuZzit enzym o koncentraci 3,55 mg-mlt a specifické aktivité
890 nkat-mg™. B&hem zkoncentrovani enzymu po imobilizaci doslo k znaénému sniZeni
obsahu proteinti ve vétsing vzorki to v rozmezi od 0,09 mg-ml™ do 0,53 mg-ml* (Tab. 4),
nejmensi enzymové ztraty byly u obou imobilizaci polybrenem a maltodextrinem 17-35j

(P20 = 2,32 mg-ml*?, P100 = 1,98 mg-ml* a M35 = 1,82 mg-ml™Y).
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Tab. 4: Tabulka koncentraci proteinti a aktivity u pfipravenych modifikovanych enzymu a
enzymu ve vode.

Modifikace Konc.proteinti (mg/ml) Aktivita (nkat) Spec. Aktivita

(nkat/mg)
Kontrola 0,169 0,312 924,609
CDA 0,213 0,076 178,795
CDB 0,211 0,017 39,880
CDG 0,531 0,633 595,593
M6 0,086 0,874 5108,385
M9 0,168 0,846 2517,943
M35 2,319 1,179 254,309
P20 1,979 1,208 305,127
P100 1,821 1,044 286,543
Skrob 0,444 0,946 1065,489

CDA (a-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin), CDG (y-cyklodextrin), M6 (maltodextrin 5-7
jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek), M35 (maltodextrin 17-35 jednotek), P20
(polybren:enzym 20:1 (w/w)), P100 (polybren:enzym 100:1 (w/w)).

Specificka aktivita (Tab. 4) kontrolniho vzorku byla téméf nezménéna
(924,61 nkat-mg™), aviak u imobilizovanych enzymi doslo k vyraznym zmé&nam.
U imobilizace cyklodextriny, polybrenem a maltodextrinem 17-35 j byly hodnoty
specifické aktivity vyrazné snizeny. Pohybovaly se od 39,88 nkat-mg*
do 595,59 nkat-mg?, pficemz nejniz§i  specifickou  aktivitu mé&l  enzym
s B-cyklodextrinem.

U skrobového imobilizatu byla pozorovana piiblizné stejnd specificka aktivita,
jako u kontrolniho vzorku (1065,49 nkat-mg™). Enzym imobilizovany maltodextrinem
5-7 j a maltodextrin 7-9 j m¢l naopak velmi vysokou specifickou aktivitu v porovnani

s ptivodnim enzymem (5108,38 nkat-mg™ a 2517,94 nkat-mg™).

4.3. Méreni stability imobilizovaného enzymu
Zméfena aktivita enzymu a jeho imobilizaci vii¢i putrescinu o koncentraci 1,0 mmol-1?
pii 30 °C, byla pfepocitana na relativni hodnotu, kdy jako 100 % je zobrazena pocate¢ni
aktivita enzymu nebo jeho imobilizatu. Stabilita byla méfena po dobu 380 dnti u kontroly
a enzymu imobilizovanym s a-cyklodextrinem, B-cyklodextrinem, y-cyklodextrinem,
maltodextrinem 5-7j a maltodextrinem 7-9j. Pro enzymy s nosi¢em maltodextrin 17-35j,
polybren:enzym 20:1 (w/w)), polybren:enzym 100:1 (w/w)) a Skrob, které byly

pfipraveny pozdéji, probihalo méfeni po dobu 207 dnd.
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Porovnani stability jednotlivych modifikaci v ¢ase pii 25 °C
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Obr. 7: Porovnani zbytkové aktivity imobilizovanych enzymu s kontrolou skladovanych pii 25 °C
ve tmé. Pro nosice imobilizovaného enzymu CDA (a-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin),
CDG (y-cyklodextrin), M6 (maltodextrin 5-7 jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek)
byla aktivita sledovana po dobu 380 dni. Pro nosi¢e M35 (maltodextrin 17-35 jednotek),
P20 (polybren:enzym 20:1 (w/w)), P100 (polybren:enzym 100:1 (w/w)) a $krob po dobu
207 dnd.

Enzymy pro méfeni stability byly skladovany pii 25 °C a pii 4 °C. U vétSiny
imobilizata skladovanych pti 25 °C (Obr 7.) doslo béhem prvnich 2-3 tydnu k prudkému
poklesu aktivity, kdy rezidualni aktivita byla pod 30 %. Vyjimkami byly imobilizaty
s B-cyklodextrinem kdy po 3 tydnech byla rezidualni aktivita 40 %, a ob¢& koncentrace
polybrenu, kde se aktivita po dobu prvnich 60 dnli nesniZovala. Prudce zacala aktivita
klesat aZ po ptiblizn€ 100 dnech. Kontrolni vzorek enzymu mél po prvnich 3 tydnech
piiblizné 85 % zbytkové aktivity.

Na konci sledovani stability byla rezidualni aktivita u kontroly kolem 57 % (380 dni),
u polybrenu v dvacetinasobném nadbytku 56 % (207 dni), u polybrenu v stonasobném
nadbytku 63 % (207 dnti), u B-cyklodextrinu 7 % (380 dnt), u skrobu 5 % (207 dnu).

U zbylych imobilizaci byla rezidualni aktivita nizsi nez 1 % jiz po 150 dnech.
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Porovnani stability jednotlivych modifikaci v ¢ase pii 4 °C
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Obr. 8: Porovnani zbytkové aktivity imobilizovanych enzymi s kontrolou skladovanych pii 4 °C
ve tmé. Pro nosice imobilizovaného enzymu CDA (a-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin),
CDG (y-cyklodextrin), M6 (maltodextrin 5-7 jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek)
byla aktivita sledovana po dobu 380 dni. Pro nosi¢e M35 (maltodextrin 17-35 jednotek),
P20 (polybren:enzym 20:1 (w/w)), P100 (polybren:enzym 100:1 (w/w)) a Skrob po dobu
207 dnd.

U imobilizovanych enzymd, které byly skladovany pii 4 °C (Obr. 8), nedochazelo
k tak vyraznému poklesu aktivity jako v pfipadé skladovani za pokojové teploty.
Nejvyraznéjsi pokles aktivity prob&hl v prvnich 7 dnech, kdy vétSina imobilizaci ztratila
20-30 % aktivity. Aktivita poté klesala mirné a na konci experimentu (380 dnii)
se pohybovala v rozmezi 40-50 % rezidualni aktivity.

Roztoky enzymu s polybrenem byly opét po dobu prvnich 100 dnd stabilni, az poté
doslo k razantnimu poklesu stability, kdy po 207 dnech dosahovaly 50 % (polybren:
enzym 20:1 (w/w)) a 60 % rezidualni aktivity (polybren:enzym 100:1 (w/w)). Kontrolni
vzorek enzymu vykazoval po celou dobu experimentu velmi dobrou stabilitu,

nacez na konci byla jeho rezidualni aktivita 88 %.
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Obr. 9: Barevna zména roztokli imobilizovaného enzymu. Zleva H.O (kontrola), CDA
(o-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin), CDG (y-cyklodextrin), M6 (maltodextrin 5-7
jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek), P20 (polybren:enzym 20:1 (w/w)), P100
(polybren:enzym 100:1 (w/w)), M35 (maltodextrin 17-35 jednotek) a skrob.

Stabilita pti 4 °C nebyla sledovana pro enzymy se Skrobem a maltodextrinem 17-35 j
jako nosi¢em. Tyto vzorky vytvorily v chladu gel, ktery se ani béhem putlhodinové
inkubace v pokojové teploté nerozpustil. Naproti tomu vétSina vzorka skladovanych
pri 25 °C prodélala barevnou zménu (zezloutnuti), ktery byla patrna jiz po 2-3 tydnech
od imobilizace (Obr 8). Vyjimku tvofily vzorky s polybrenem, které zustaly ciré.

Kontrolni vzorek taktéz zménam v barveé nepodlehl.

4.4. Substratové  specifity imobilizovanych  hrachovych

aminoxidas
Substratova specifita, ktera byla zméfena pro jednotlivé substraty [S] = 1,0 mmol-1*
pti 30 °C, byla vyhodnocena v podobé grafi. Aktivita byla piepocCitana na relativni
hodnoty, ty jsou uvedeny v % aktivity oxidace daného substratu vici aktivité pro oxidaci
putrescinu. Nejleps$imi substraty PsAO i jejich imobilizovanych forem (Obr. 10),
byli putrescin a kadaverin, 0 néco horsimi substraty pak spermidin a agmatin.

Mezi jednotlivymi imobiliza¢nimi nosi¢i byly patrné rozdily, kdy u a-cyklodextrinu
byla aktivita vii¢i kadaverinu pfiblizné o 30 % vySSi nez v piipadé kontroly.
Naopak u maltodextrinu 5-7 j, maltodextrinu 17-35 j, obou polybrenti a Skrobu, byla
aktivita s kadaverinem o 20-30 % niz8i nez v pripadé kontroly. U spermidinu a agmatinu

vykazuji nosice polybren a Skrob pfiblizn€ dvojnasobnou aktivitu oproti kontrole.
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U substratl spermin, tyramin, tryptamin, fenylethylamin a histamin byla aktivita viici
putrescinu vrozmezi 0,8 a 11,8 % (Obr. 11). Substraty tyramin, tryptamin,
fenylethylamin a histamin vykazovaly nejvyraznéjs$i rozdily v substratové specifité
u a-cyklodextrinu a B-cyklodextrinu, obou polybrenti a §krobu, kdy u téchto nosi¢u byla

aktivita vici kontrole vyrazné vyssi.

4.5. Zakladni Kkinetické parametry C¢tyf nejlepSich substrati

hrachové aminoxidasy

Kinetika reakci méfenych pii 30 °C potvrzuje, ze nejlepSim substratem pro PsAO je
kadaverin. Pomér V/Km se pohybuje v rozmezi 303,58-516,83 % hodnoty pro oxidaci
putrescinu (Tab. 5). Vyjimku tvofi imobilizace s maltodextrinem 17-35 j, ktera oxiduje
putrescin i kadaverin (100,17 %) pfiblizné stejnou rychlosti. Nizs§i pomér V/Knm je
pozorovatelny u spermidinu a agmatinu, avSak hodnoty se mezi jednotlivymi
imobilizacemi lisi, a to v rozmezi od 4,74 % do 47,28 % pro spermidin a od 7,91 %
do 48,46 % pro agmatin.

Hodnota Michaelisovy konstanty je pro putrescin jsou u kontroly 282,9 pmol-1*
u imobilizovanych enzymiti V rozmezi 220,9-304,0 pmol-1? s vyjimkou maltodextrinu
17-35 j, kde je hodnota Ky vyrazné snizend na 78,56 umol-1". Hodnoty K pro kadaverin
se od kontroly (62,6 pmol-17) vyrazné nelisi a pohybuji se v rozmezi 42,5-76,3 pmol-1™.

Vétsi rozdily hodnot Km oproti kontrole jsou patrné u spermidinu (1368,0 pmol-1?)
aagmatinu (272,1 umol-1?%), kdy se hodnoty Michaelisovy konstanty pro spermidin
pohybuji v rozmezi 369,6-1854,0 pmol-1"? (798,4-1854,0 pmol-1? bez P20), pficemz
pro stabilizaci enzymu polybrenem ve dvacetinasobném hmotnostnim nadbytku je
hodnota Km vyrazng nizsi, nez je tomu u jinych imobilizaci. Pro agmatin jsou rozdily vici

kontrole mensi a pohybuji se v rozmezi 150,3-357,8 pmol-l'l.
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Tab. 5: Zakladni kinetické parametry PSAO a jejich imobilizaci.

- Km \Y VIKm
Modifikace Amin )
(umol-1"%) (nkat-mg™) Relativni
PUT 282,9 +20,7 1206,0 + 28,0 100,00 %
CAD 62,6 + 8,9 1247,0 + 36,5 463,91 %
Kontrola
SPD 1368 + 207 662,3 + 50,0 11,36 %
AGM 272,1+35,3 214,4+7,5 18,48 %
PUT 276,2+39,1 221,7+9,6 100,00 %
CDA CAD 74,9+9,5 3106 £7,6 516,83 %
SPD 1854,0 + 499,0 121,9+19,9 8,19 %
AGM 322,3+731 42,48 + 3,1 16,43 %
PUT 220,9+23,8 472+15 100,00 %
CDB CAD 52,9+5,0 55,8+1,0 493,66 %
SPD 1852 + 435,0 31,8+4,5 8,04 %
AGM 158,1 +32,6 10,0+£0,4 29,60 %
PUT 267,4 + 16,3 713,7+13,8 100,00 %
CDG CAD 70,3+12,9 831,7£32,6 443,26 %
SPD 861,9 +248,9 252,5+ 34,2 10,98 %
AGM 177,2 + 53,4 133,5+5,2 28,23 %
PUT 238,0+21,9 6042,0 + 166,0 100,00 %
M6 CAD 63,8 +11,5 5386,0 + 198,0 332,38 %
SPD 798,4 +91,0 2970,0 + 156,0 14,65 %
AGM 346,2 + 37,5 1470,0 + 56,0 16,73 %
PUT 304,0+ 195 3208 + 69,5 100,00 %
MO CAD 76,3 +13,1 3276 +£121,0 407,09 %
SPD 1604,0 + 309,5 2211 4+ 248,0 13,06 %
AGM 357,8 +24,5 779+£19,0 20,63 %
PUT 78,56 + 13,2 310,3+11,8 100,00 %
M35 CAD 68,9 +10,5 272,4+£9,3 100,17 %
SPD 1064 + 181,6 243,4 +21,3 4,74 %
AGM 329,5+41,9 125,7+5,9 7,91 %
PUT 252,1+22,4 390,5+10,5 100,00 %
P20 CAD 425+9,7 329,5+13,7 500,99 %
SPD 369,6 + 31,6 270,7+8,0 47,28 %
AGM 299,9 + 26,8 169,5+4,9 36,49 %
PUT 229,3+18,5 350,4 + 8,3 100,00 %
P100 CAD 59,9 +6,4 279,1+12,3 303,58 %
SPD 774,5+ 63,4 305,1+11,3 25,67 %
AGM 153,0+21,9 113,8 4,6 48,46 %

CDA (o-cyklodextrin), CDB (B-cyklodextrin), CDG (y-cyklodextrin), M6 (maltodextrin
5-7 jednotek), M9 (maltodextrin 7-9 jednotek) M35 (maltodextrin 17-35 jednotek), P20

(polybren:enzym 20:1 (w/w)), P100 (polybren:enzym 100:1 (w/w)).
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4.6. Stanoveni pH optima hrachové aminoxidasy a jejich

imobilizaci
Zméfené hodnoty aktivity enzymu s koncentraci putrescinu 1,0 mmol-1? byly
prepocitany na relativni hodnotu, pficemz jako 100 % je uvedena nejvyssi dosazend
aktivita u dané imobilizace nebo kontroly. Kontrolni vzorek enzymu (Obr. 12)
bez imobilizace vykazoval nejvyssi aktivitu u pH 7,0. Enzym imobilizovany
a-cyklodextrinem vykazoval vyssi aktivitu v alkalické oblasti pH (Obr. 13) s pH optimem
7,2.
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12: Graf pH optima hrachové aminoxidasy bez imobilizace.
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13: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci a-cyklodextrinu.
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Enzym imobilizovany B-cyklodextrinem (Obr. 14) vykazoval nejvyssi aktivitu u pH
7,4, ale na rozdil od a-cyklodextrinu klesala aktivita intenzivné S rostoucim pH.
U y-cyklodextrinu (Obr. 14) nebyla zaznamenana vyrazna zména v aktivité¢ v okoli pH

optima, které¢ bylo pro tuto imobilizaci 7,2.
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Obr. 14: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci -cyklodextrinu.
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Obr. 15: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci y-cyklodextrinu.
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Maltodextrin 5-7 j (Obr. 16) a maltodextrin 7-9 j (Obr. 17) méli velmi podobné grafy
pH optima. Oba nosi¢e enzymu vykazovaly pH optimum 7,0 s naslednym poklesem

aktivity u pH 7,2 a op€tovnym narustem aktivity u pH 7,4.
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Obr. 16: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci maltodextrinu 5-7 j.
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17: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci maltodextrinu 7-9 j.
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Optimalni pH pro imobilizovany enzym maltodextrinem 17-35 j (Obr. 18) bylo 7,2.
Vysoce aktivni byl enzym i v rozmezi pH 7,0-7,8. Oproti tomu enzym imobilizovany
Skrobem (Obr. 19) vykazoval vysokou aktivitu v zasaditém prostiedi s vyraznym

posunem pH optima na hodnotu 7,8. Naopak Vv kyselejsim prostiedi byla aktivita enzymu

nizka.
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Obr. 18: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci maltodextrinu 17-35 j.
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Grafy stanoveni pH optima pro imobilizaci enzymu pobybrenem v hmotnostnim
poméru ve prospéch polybrenu 20:1 (Obr. 20) a v hmotnostnim poméru 100:1
ve prospéch polybrenu ( Obr. 21), jsou velmi podobné grafu pH optima hrachové
aminoxidasy bez imobilizace (Obr. 12; str. 47). Optimalni pH pro obé koncentrace

polybrenu je 7.0 s pozvolnym poklesem aktivity do pH 7,8.
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Obr. 20: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci polybrenu, kdy je
polybren v nadbytku vici enzymu (polybren:enzym 20:1 (w/w)).
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Obr. 21: Graf pH optima hrachové aminoxidasy imobilizované pomoci polybrenu, kdy je
polybren v nadbytku vii¢i enzymu (polybren:enzym 100:1 (w/w)).
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5. DISKUZE

Aktivitu hrachové aminoxidasy je velmi obtizné porovnat, nebot’ se lisi i mezi
jednotlivymi odriidami hrachu (Luhova et al., 2003). Dle dostupné literatury se specificka
aktivita pro PSAO pohybuje v rozmezi od 13,83 nkat-mg? (Kivirand a Rinken, 2007)
do 1630 nkat-mg? (Vianello et al., 1999). Dalsi autoii uvad&ji specifickou aktivitu
1170 nkat-mg* (Padiglia et al., 1991), 830 nkat-mg™ (Sebela et al., 2004), 254 nkat-mg*
(Luhova et al., 1996), 199 nkat-mg™ (Bilkova et al., 2005), 161,6 nkat-mg™ (Kluetz et al.,
1980), 112,5 nkat-mg™* (Daveci a Giivenilir, 1994). Specifick4 aktivita 890 nkat-mg™
ziskana izolaci enzymu z hrachovych kli¢ka je v souladu s literaturou.

U enzymi, které jsou imobilizované pomoci kovalentni vazby, muze dochazet
k zvyseni specifické aktivity diky vhodné orientaci proteinu (Fu et al., 2011, Mateo et al.,
2007) na druhou stranu imobilizované enzymy nejastéji vykazuji znacnou ztratu aktivity
(Kress et al., 2002, Mateo et al., 2007). U vétSiny nosi¢t pouzitych pro imobilizaci
hrachové aminoxidasy doSlo k vyraznému snizeni specifické aktivity. U imobilizace
Skrobem doslo k mirnému narustu specifické aktivity viici kontrole, ale kviili vlastnostem
Skrobu, kdy dochazi k tvorbé gelu i pii nizké koncentraci (Homaei et al., 2013), je prace
s takovym vzorkem obtizna. U maltodextrinu 5-7 j a maltodextrinu 7-9 j doslo sice
K velmi vyraznému navyseni specifické aktivity, ale dle mnozZstvi zobrazenych proteint
pii elektroforéze, zde doslo k podhodnoceni realné koncentrace proteini ve vzorku,
a tudiz umé€lému navyseni specifické aktivity.

Tak jako u specifické aktivity, jsou i u substratové specifity velké rozdily mezi
jednotlivymi autory. Substratova specifita kadaverinu se pohybuje v rozmezi 106-116 %
aktivity putrescinu. Konkrétné 111 % (Medda et al., 1995), 116 % (Kivirand a Rinken,
2007) a 106 % (Luhova et al., 1996). Jesté vétsi rozdily jsou patrné u histaminu: 30 %
(Medda et al., 1995), 11,4 % (Kivirand a Rinken, 2007) a 5 % (Luhova et al., 1996).
U dalSich substrati je v literatufe uvedena substratova specifita pro agmatin 56 %,
spermin 8 % a spermidin 56 % (Medda et al., 1995), ale pro spermidin i 20 % aktivity
putrescinu (Luhova et al., 1996). Avsak nejlep§imi ¢tyfmi substraty z vyse uvedenych
jsou putrescin, kadaverin, agmatin a spermidin, coz odpovida vysledkim uvedenym
Vv diplomové praci.

Imobilizace enzymu mize zménit i selektivitu substrati (Mateo et al., 2007),

proto se lisSi naméfené hodnoty substratové specifity mezi jednotlivymi variacemi
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imobilizované PsAO. Ty jsou navic nejpatrnéjsi u substratd, s kterymi ma PsAO nizsi
aktivitu.

Taktéz hodnoty Michaelisovy konstanty se pro hrachovou aminoxidasu mezi
jednotlivymi autory zna¢né lisi. Michaelisova konstanta (Km) pro putrescin je udavana
jako 220 pmol-1* (Sebela et al., 2004), 430 umol-1* (Pietrangeli et al., 2007)
a 1150 pmol-1* (Kivirand a Rinken, 2007). Pro kadaverinu je hodnota Ky
jesté rozdilngjsi, 1919 pmol-1?* (Kivirand a Rinken, 2007) a 100 umol-1? (Sebela et al.,
2004) a pro spermidin 2900 umol-1"* (Pietrangeli et al., 2007). Z t&chto divodt je obtizné
porovnat spravnost ziskanych kinetickych hodnot pro nativni enzym (PUT = 282,9
umol-1"t; CAD 62,6 pmol-1*; SPD = 1368 pmol-1* a AGM = 272,1 pmol-17).

Jak uz bylo uvedeno vySe, tak imobilizované enzymy maji obecné vyssi hodnoty
imobilizace dojit k zpfistupnéni aktivniho mista pro urcity substrat (Kress et al., 2002,
Mateo et al., 2007). Pouze u t¥i nosi¢i pro imobilizaci doslo k vyrazné zméné
Michaelisovy konstanty. Prvnim je maltodextrin 17-35 j, u kterého byla naméfena velmi
nizkd hodnota Km (78,56 pmol-1) pro putrescin, pfi¢emz byla velmi podobna Km
pro kadaverin, ktery je vSeobecné znam jako nejlepsi ptirozeny substrat PSAO. K vyrazné
zméné Ku doslo i u obou variant stabilizace enzymu polybrenem, pficemz doslo k sniZeni
hodnot pro agmatin a spermidin, a tudiz jejich lepsi oxidaci.

Hlavnim cilem prace bylo porovnani stability nativniho  enzymu
a jeho imobilizovanych forem pii pokojové teploté (25 °C) a v chladu (4 °C). Bylo
ocekavano, ze stabilita n¢které z imobilizovanych forem hrachové aminoxidasy bude
stabilngj$i neZ samotnd aminoxidasa bez imobilizace. Tento fakt byl o¢ekavan naptiklad
u imobilizace B-cyklodextrinem, kdy dle literatury by méla mit imobilizovana forma
po dvou tydnech skladovani v teple vice nez 90 % rezidudlni aktivity a nativni enzym
pouhych 50 % zbytkové aktivity (Sebela et al., 2004). Zvysena stabilita byla odekavana
taktéz v piipadé fixace enzymu polykationtem polybrenem. Kdy Efremenko a kolektiv
(2002) uvadi, Ze polybren je schopny stabilizovat enzym (organofosfathydrolasu)
po dobu 60 dnil a zvysit také jeho odolnost vii¢i ethanolu.

Sledovani stability nativniho a imobilizovaného enzymu bylo Gspésné jen z ¢asti,
kdy doslo k zvyseni stability oproti kontrole jen u enzymu s polybrenem skladovaném
V teple, a to pro ob¢é koncentrace polybrenu jen s minimalnimi rozdily. Zlom nastal
ptiblizné po 90-100 dnech, kdy aktivita enzymu s polybrenem zacala prudce klesat

a dostala se pod hodnoty nativniho enzymu. Nativni enzym byl pfes o¢ekavani rychlého
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poklesu aktivity naopak velmi stabilni a na konci experimentu (po 380 dnech) dosahoval
témet 60 % rezidualni aktivity (v teple) a blizil se k 90 % rezidualni aktivity v chladu.
Toto neobvyklé chovani enzymu mohlo byt zplsobeno napiiklad necistotou,
ktera se do vzorku dostala ze znecisténého skla ¢i béhem piipravy imobilizovanych
forem, a stabilizovala tak enzym pted jeho degradaci.

U ostatnich imobilizaci, v¢etné B-cyklodextrinu, doslo k rychlému sniZeni aktivity,
pii¢emz mnohé z téchto imobilizaci nevykazovaly zadnou aktivitu pii skladovani v teple
¢inidlem pouzitym béhem modifikace nosi¢i tak moznou bakteridlni kontaminaci.
Pro kontaminaci oxida¢nim c¢inidlem nasvédcuje 1 fakt, Ze vzorky prodélaly relativné
kratké doby barevnou zménu (zeZloutnuti). Coz se u vzorki, kde nebylo oxida¢ni ¢inidlo
pouzito (polybren, kontrola), nestalo. Na druhou stranu, vzorky uloZené v chladu,
neprosly barevnou zménou coz by vypovidalo spise o rozkladu enzymu podpofenym
bakteridlni Cinnosti.

Optimalni pH pro oxidacni deaminaci aminti hrachovou aminoxidasou je udavéano
dle literatury 7,0 (Padiglia et al., 1991; Luhova et al., 2003) nebo 7,2 (Daveci a Glivenilir,
1994; Vianello et al., 1999; Pietrangeli et al., 2006). U izolovaného enzymu (kontrola)
vyplyva, ze zmétené pH optimum 7,0 je ve shodé s dostupnymi zdroji. Co se tyka
imobilizované hrachové aminoxidasy, tak u obou koncentraci polybrenu pouzitych
pro fixaci, nedoslo k zméné pH optima enzymu, navic byly grafy s aktivitou pii rizné
hodnoté pH velmi podobné nativnimu enzymu. K stejnému zavéru dosli i ve studii
zabyvajici se stabilizaci tyrosinasy polybrenem (Shipovskov a Levashov; 2003).

U imobilizace B-cyklodextrinem doslo k vyraznéj§imu posunu pH optima na hodnotu
7,4, pticemz i nosi€ a-cyklodextrin vykazoval zvySenou stabilitu v alkalické oblasti oproti
neimobilizovanému enzymu. Zmeéna pH optima imobilizovaného enzymu
je zaznamenana ve vice studiich (Arica et al., 1995; Altun a Cetinus, 2007; Markosova
etal.,, 2016). Nejvyrazngjsi posun byl zaznamenan u imobilizace Skrobem, kdy pH
optimum bylo stanoveno na hodnotu 7,8. Tento fakt mohl byt zptisoben i povahou skrobu,
ktery ma tendenci tvofit rosol. Nerozpusténé ¢astecky skrobu s enzymem se tak vlivem
pH mohly rozpustit a zpfistupnit tak vétsi mnozstvi enzymu pro reakci. Vyuziti Skrobu
pfi imobilizaci skvi v schopnosti pomalu uvoliovat latky, a proto je cenény ve

farmaceutickém a kosmetickém primyslu (Bezerra et al., 2015).
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6. ZAVER

Hlavnim cilem préace bylo ovéfeni zvySené stability hrachové aminoxidasy po navazani
na nosi¢ (oligosacharid, polysacharid, polyelektrolyt). Oc¢ekavané zlepSeni stability
(pro ptipadnou tvorbu biosenzoru) bylo u fixace enzymu B-cyklodextrinem
a polybrenem. Experiment nebyl pfilis uspésny, nebot” se enzym podatilo stabilizovat
pouze polybrenem. Pouzitim ostatnich nosi¢u a-cyklodextrin a y-cyklodextrin, skrob,
maltodextrin 5-7 j, maltodextrin 7-9 j a maltodextrin 17-35 j se nepodafilo enzym
stabilizovat a doSlo k rychlejSimu poklesu aktivity nez u nativniho enzymu.
B-cyklodextrin s enzymem sice vykazoval vyssi stabilitu neZ ostatni imobilizace, avSak
snizovani aktivity bylo taktéz rychlejsi nez v ptipad¢ neimobilizovaného enzymu.

Pro tvorbu ptipadného biosenzoru pro detekci aminil a polyaminil na bazi hrachoveé
aminoxidasy, pfipadné¢ kombinaci vice aminoxidas pro lepSi detekci tyraminu
a histaminu, by bylo mozné vyuzit stabilizaci polybrenem. Pfipadné pouzit stabilizaci
polybrenem v kombinaci s jinou imobiliza¢ni technikou (Efremenko et al., 2002)

Alternativou je imobilizace enzymu pomoci riznych druhti nanocastic (kovy, oxidy
kovli, magnetické, polymerni), ¢i mezoporeznich materiald (Kejten Black, MFC,
OMCs,...), které jsou v dnesni dobé velmi oblibené (Zhou a Hartmann, 2013; Ahmad
a Sardar, 2015; Xia et al., 2017) a vyuzivaji se pro stabilizaci aminoxidas a peroxidas pii
tvorbé elektrochemickych biosenzort biogennich amint (Verma et al., 2019).

Existuje né€kolik znamych aminoxidas specifickych pro tyramin napiiklad
u mikroorganisma (Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa a Kilebsiella
aerogenes) nebo aminoxidasa z maku setého (Papaver somniferum L.), ktera vyhazuje
dobrou oxidaci tyraminu i tryptaminu. Bakterie Enterobacter aerogenes mimo jiné aminy
vykazuje vyraznou oxidaci histaminu a Brevibacterium ammoniagenes oxidaci
tryptaminu (Murooka et al. 1979; Bilkova et al., 2005). Néktera z téchto aminoxidas
by mohla byt vyuzita pro biosenzor na analyzu biogennich amini v potravinach, kde se
ve vetsim mnozstvi nachazi putrescin, cadaverin, spermidin, agmatin a Vv pfipadé
mikrobialni kontaminace i nebezpe¢ny tyramin a histamin (Kala¢ a Kiizek, 2003).
Naopak v klinickych vzorcich se vyskytuje hlavng putrescin, spermin a spermidin (Boffi
et al., 2014; Xia et al., 2017).
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAP
AGM
APAO
CAD
CDA
CDB
CDG
DAO
DCHBS
HIS
HNMT
LJP 1586
M35
M6

M9
MOA
OoDC
P100
P20
PAO
PHEA
PSAO
PUT
SAMDC
SMO
SPD
SPM
SSAT
TRYPT
TYR

4-aminoantipyrin

agmatin

NZ-acetylpolyaminoxidasa

kadaverin

a-cyklodextrin

B-cyklodextrin

y-cyklodextrin

diaminoxidasa

3,5-dichlor-2-hydroxibenzofulfonat sodny

histamin

histamin-N-methyltransferasa
Z-3-Fluoro-2-(4-methoxybenzyl)allylaminhydrochlorid
maltodextrin 17-35 j (ekvivalent 4.0-7.0 dextrosovych jednotek)
maltodextrin 6-7j (ekvivalent 16.5-19.5 dextrosovych jednotek)
maltodextrin 7-9j (ekvivalent 13.0-17.0 dextrosovych jednotek)
monoaminoxidasa

ornithindekarboxylasy

polybren ve stonasobném hmotnostnim nadbytku vi¢i enzymu
polybren ve dvacetinasobném hmotnostnim nadbytku viéi enzymu
polyaminoxidasa

fenylethylamin

hrachova aminoxidasa

putrescin

S-adenosylmethioninkarboxylasa

sperminoxidasy

spermidin

spermin

spermidin/spermin-N1-acetyltransferasa

tryptamin

tyramin
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