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CIiLE PRACE

Teoreticka cast:

Zpracovani literarni reSerSe na téma meéfeni enzymové aktivity pomoci
hmotnostni spektrometrie s dirazem na MALDI-ToF MS, pouziti MALDI
ToF MS pro analyzu malych molekul, extrakce a izolace patficnych enzymd,
zkoumanych v experimentalni Casti, z biologického materidlu a biologické

funkce téchto enzymu

Experimentalni ¢ast:

Vybér vhodnych zkoumanych enzymu na zakladé moznosti méfit hmotnostni
spektra jejich substrati a produkta

Extrakce téchto enzymu z vhodného biologického materialu

Vytvoreni metody meéfeni aktivity téchto enzyma pomoci MALDI-ToF MS
na zakladé zmén poméru intenzit signalu substratu a produktu

Porovnani této metody s bézné pouzivanymi metodami.



1 Uvop

Aminoxidasy jsou enzymy katalyzujicich oxidaci aminll za spotieby kysliku a vzniku
odpovidajiciho aldehydu, peroxidu vodiku a amoniaku. Dle pfitomného kofaktoru je 1ze
rozdelit na Cu-dependentni, obsahujici jako kofaktor ionty médi a topachinon, a FAD-
dependentni, dale délené na monoaminoxidasy a polyaminoxidasy. Jde obecné o
enzymy se Sirokymi substratovymi specifinostmi, které se spolecné s biologickymi
rolemi riznych aminoxidas mohou piekryvat (Medda et al., 1995; Gong & Boor, 2006;
Cona et al., 2006; Cuzzocrea & Masini, 2008; Tavladoraki et al., 2016). Tyto enzymy
se vyskytuji v mnoha riznych skupinach organismi, kde se UcCastni metabolismu
biogennich amint, ¢imz mohou plnit rizné funkce v ramci organismu jako celku. Ve
vysSich organismech se substraty a produkty aminoxidas zapojuji do regulace
proliferace bunék, regulace a indukce programované bunécné smrti a tim vyvoje
organismu (Toninello et al., 2005; Cona et al., 2006; Agostinelli et al., 2009;
Tavladoraki et al., 2016). Dale se ve vysSich organismech ucastni obrannych reakci pfi
poskozeni tkané, abiotickém stresu a napadeni patogeny (Nocera et al., 2002; Cuzzocrea
& Masini, 2008; Fraudentali et al., 2021), a to v pripadé rostlin zmén fenotypu a
produkce pro patogeny toxickych latek, at’ jiz pfimo, nebo v ramci pocatku biosyntézy
nékterych sekundarnich metaboliti (Cona er al., 2006; Fraudentali et al., 2021).
V piipadé zivoCichti se opét ucastni produkce latek toxickych pro patogeny, ¢i jimi
napadené builky, popi. buiky rakovinné (Nocera et al., 2002; Toninello et al., 2005;
Agostinelli et al., 2009), regulace zanétlivych procest (degradaci i tvorbou signalnich
molekul) (Nocera et al., 2002; Cuzzocrea & Masini, 2008; Boyer et al., 2021), regulace
metabolismu (Carpéné et al., 2005) a metabolismu léCiv a latek pfijatych z vnéjsiho
prostiedi (Gong & Boor, 2006). Monoaminoxidasy se ucastni degradace nékterych
neurotransmitterti, ¢imz zajistuji spravnou funkci nervové soustavy pii adekvatni mife
aktivity (Seiler 2000; Gong & Boor 2006; Klema & Wilmot 2012; Manzoor & Hoda,
2020). Tyto rozmanité funkce vSak vSechny vyzaduji miru aktivity pro dané podminky a
naruseni rovnovahy muze vést k riznym efektim nepfiznivym pro organismus. Muze
dojit k rozvoji zanétu a poskozeni tkané (Ekblom, 1998; Cuzzocrea & Masini, 2008;
Boyer et al., 2021) ¢ nadmérné proliferaci bunék a rakovinnému bujeni (Nocera et al.,
2002; Toninello et al., 2005) pfi nadmérmné aktivité. Naopak pfi nedostatecné aktivité
hrozi omezena likvidace defektnich bunék (Toninello et al., 2005; Agostinelli et al.,
2009), zpomaleni degradace zanétlivych mediatora (Nocera et al., 2002; Cuzzocrea &
Masini, 2008) a toxickych latek (Gong & Boor, 2006). V piipadé mikroorganismi jde o

enzymy indukovatelné pfitomnosti substratu zajistujici jeho vyuzitelnost jako zdroje
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uhliku ¢i dusiku (Frébort & Adachi, 1995; Suzzi & Gardini, 2003; Klema & Wilmot,
2012).

Rozmanité role téchto enzymli mohou vést k riznym potencialnim praktickym
vyuzitim ve farmakoligii, at’ jiz jde o vyuziti enzymt samotnych (Toninello et al., 2005;
Cuzzocrea & Masini, 2008), jejich substrata (Carpéné et al., 2005), produkti
(Agostinelli et al., 2009) nebo inhibitora (viz str. 19) (Ekblom, 1998; Manzoor & Hoda,
2020; Boyer et al., 2021). Déale maji tyto enzymy potencial pro vyuziti jako
biokatalyzatory chemickém pramyslu (viz str. 20) (Wahart er al., 2021) a
mikroorganismy tyto enzymy produkujici (popt. dle Li & Lu, 2020 i enzymy samotné)
jsou vyuzitelné v potravinafstvi pro snizeni produkce biogennich amina v ramci vyroby

fermentovanych masnych a mlécnych vyrobki (Suzzi & Gardini, 2003; Li & Lu, 2020).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Aminoxidasy

Aminoxidasy katalyzuji reakci, do niz vstupuje amin vhodny vzhledem k substratové
specificité daného enzymu, molekularni kyslik a voda. Produkty reakce jsou
odpovidajici aldehyd, peroxid vodiku a v pfipadé oxidace primarni aminoskupiny
amoniak. Dle rovnice: RCH,NH, + O, + H,0 - RCHO + H,0, + NH; (Frébort &
Adachi, 1995; Medda et al., 1995; Cona et al., 2006; Tavladoraki et al., 2016)

V piipadé oxidace di- a polyamini Cu-dependentnimi aminoxidasami (dale CuAO,
oxiduji koncové aminoskupiny) dochazi bud’ k oxidaci pouze jedné aminoskupiny
(napt. pro putrescin, kadaverin a spermidin) a k nasledné spontanni cyklizaci
aminoaldehydu za uvolnéni vody (viz Obr. 1 A), nebo v piipad€ sperminu ke vzniku
dialdehydu, jez muze reagovat s neoxidovanym sperminem nebo aldolovou kondenzaci
s jinymi molekulami vzniklého dialdehydu za vzniku polymeru (Medda et al., 1995).
FAD dependentni polyaminoxidasy oxiduji polyaminy v mistech sekundarnich
aminoskupin bud’ ,z vnéjsi strany” za vzniku aminl s krat§imi fetézci a aldehyda
v pfipadé zivocCiSnych enzyma (i v pfipadé nékterych rostlinnych enzymu dle
Tavladoraki et al., 2006 a Moschou et al., 2008), napt. pfeména sperminu na spermidin,
(viz Obr. 1 B), nebo v pripadé bakterialnich a rostlinnych enzym ,,z vnitfni strany za
vzniku produktl tomuto §t&peni odpovidajicich (napi. viz Obr. 1 C) (Sebela et al., 2001;
Cona et al., 20006).
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Obr. 1: Schémata oxidace vybanych substrati n¢kterymi aminoxidasami. A, oxidace putrescinu
diaminoxidasou (EC 1.4.3.22) za vzniku aldehydu a jeho nasledné cyklizace (dle Medda
et al., 1995; Cona et al., 2006), B, pfemé¢na sperminu na spermidin za odstépeni 3-
aminopropanalu Zivoéi§nou polyaminoxidasou (EC 1.5.3.17) (Sebela et al., 2001; Cona et
al., 2006), C, rozklad sperminu rostlinnou ¢i bakterialni polyaminoxidasou (EC 1.5.3.14)
za vzniku propan-1,3-diaminu (Sebela et al., 2001; Cona et al., 2006); Viechna schémata
pro jednotnost prevedena do neutralniho zapisu.

2.1.1 Vyskyt

Aminoxidasy se pfirozené vyskytuji v n€kterych jednobunéénych organismech (Frébort
& Adachi, 1995; Li & Lu, 2020) a v tkanich rostlin a zivo¢ichi. U zivoCichu se
vyskytuji zejména v séru, cytoplasmatickych membranach bunék stény cév, v rychle
proliferujicich tkanich a v tkanich s probihajicimi zanétlivymi procesy (Cuzzocrea &
Masini, 2008). Monoaminoxidasy se vyskytuji v mitochondriich bunék, ve vysSich
mnozstvich v nervové soustavé (Manzoor & Hoda, 2020). V mnohobunécnych
vlaknitych houbéach se aminoxidasy vyskytuji ve velkych mnozstvich (McGrath er al.,
2011). Co se rostlin tyce, vyskytuji se zejména v rostoucich tkanich, jako jsou kli¢ici
semena a stonky mladych rostlin (Petfivalsky et al., 2007), v meristémech (Roach et al.,
2015) a v mistech intenzivniho tloustnuti bunécnych stén, jako napfiklad v buikach
cévnich svazki (Laurenzi er al., 2001). V etiolovanych semenaccich je aktivita
nekolikanasobné vyssi nez v pripadé€ rostlin péstovanych na svétle (Petfivalsky et al.,
2007), coz je v této praci vyuzito pii pouziti etiolovanych semenacka hrachu jako zdroje

enzymu pro experimentalni ¢ast.



2.1.2 EC Klasifikace

V Tab. 1 je uveden vycet hlavnich skupin aminooxidas dle konvenci EC klasifikace
(enzyme commmision number). Tfidy enzyma jsou uvedeny dale v usecich textu

pojednavajicich o jejich vlastnostech.

Tab. 1: Vycet hlavnich skupin aminooxidas dle konvenci EC klasifikace; Obsahuje odkazy na
strany této prace se zminkami dan¢ho enzymu; Vybér z: https://enzyme.expasy.org/cgi-
bin/enzyme/enzyme-search-de , dotazy ,.amine oxidase* a ,lysyl oxidase®, a zapisy ke
konkrétnim uvedenym tfidam, piiklady substrati vybrany ze zapisi ke konkrétnim
uvedenym tfidam v https://www.brenda-enzymes.org/

Popis Priklady substrati ~ Zminky
Cu dependentni
EC143.21 aminoxidasy se substrdtovou benzylamin str. 6, 12,17 a
oxidasa primarnich specifinosti spiSe pro pro primarni methylamin 20
amini monoaminy fenylethylamin
EC143.22 aminoxidasy se substrdtovou putrescin Hlavni napli
diaminoxidasa specifinosti spise pro pro diaminy a kadaverin teoretické
polyaminy, oxiduji i n¢které histamin Casti
monoaminy (ND); pouzivana spermidin
v praktické ¢asti této prace. benzylamin (ND")
tyramin (ND")
EC1.4.3.13 katalyzuje oxidaci lysinu a 5- lysin str. 18
lysyloxidasa hydroxylysinu v proteinech 5-hydroxylysin
Flavinové
EC14.34 katalyzuje oxidaci primarnich amint i benzylamin str. 15,18 a
monoaminoxidasa n¢kterych sekundarnich a tercidrnich serotonin 19
tryptamin
histamin
EC 1.5.3.13 katalyzuje oxidaci N(1)-acetylderivati N(1)-acetylspermin
N(1)- polyaminii za vzniku za vzniku 3-
acetylpolyaminoxidasa acetamidopropanalu
EC 1.5.3.14 katalyzuje oxidaci polyaminii za vzniku  spermin str.4a22
polyaminoxidasa, propan-1,3-diaminu spermidin
propan-1,3-diamin
tvorici
EC 1.5.3.17 katalyzuje oxidaci polyamini za spermin str. 4
polyaminoxidasa, odstépeni 3-aminopropanalu a N(1)- spermidin
nespecificka acetylpolyaminii za vzniku 3- napi. N(1)-
acetamidopropanalu acetylspermin

"ND zna¢i substrat, ktery je enzymem oxidovan, ale nepatfi mezi jeho obvykl¢ substraty a je §patnym
substratem


https://enzyme.expasy.org/cgi-
https://www.brenda-enzymes.org/

2.1.3 Cu/chinon dependentni aminoxidasy

2.1.3.1 Obecné vlastnosti, celkova struktura

Aminoxidasy obsahujici méd’ a topachinon (EC 1.4.3.21 a 1.4.3.22, ve starSich zdrojich
spolecn¢ jako EC 1.4.3.6) jsou dimerni enzymy obsahujici dvé identické podjednotky o
hmotnosti cca 70-90 kDa [dle Fréborta & Adachiho (1995) az 105 kDa v piipade
nékterych zivoc€iSnych wvariant] katalyzujici pfeménu primarnich aminoskupin na
aldehydy (Frébort & Adachi, 1995, Medda et al., 2004; Cuzzocrea & Masini, 2008;
Fraudentali ef al., 2021). Z této hmotnosti tvoii cca 70-80 kDa polypeptidovy fetézec,
zbytek je tvotfen (v piipadé puvodu z eukaryot) posttranslacni glykosylaci (Klema &
Wilmot, 2012). Enzymy z nepfibuznych zdroji vykazuji nizkou sekvenc¢ni homologii,
avSak strukturni homologie je vysoka, kdy vyrazny rozdil je pouze v piipadné
ptitomnosti N-koncové domény oznaCované jako D1 (napf. E. coli ano, ¢lovek, tur,
hrach a Pichia pastoris ne, viz Obr. 2). Vétsinu hmoty enzymu (cca 500 amk zbytki),
struktury aktivniho mista a sty¢né plochy podjednotek tvori C-koncova doména (D4;
viz Obr. 2). Jeji sekundarni strukturou je B-sendvic slozeny ze dvou antiparalelnich -
skladanych listd (jeden deseti- a druhy osmivlaknovy (Brazeau et al., 2014). Dvé B-
smyCky vychazejici z této domény zajistuji interakci s druhou podjednotkou a patrné
ovliviiuji substratovou specificitu enzymu (Klema & Wilmot, 2012). Domény D2 a D3
(viz Obr. 2) jsou malé (dle Klema & Wilmot, 2012 cca 100 amk zbytki) tvofené dvéma
a-helixy a B-skladanym listem, které nasedaji na doménu D4 z vnéjsi strany enzymu
(resp. dale od rozhrani podjednotek) (Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014).
Domény D2 a D3 jsou strukturné i sekvencné vysoce homologni (Klema & Wilmot,
2012). Na rozhrani podjednotek je uvnitf enzymu dutina spojena polarnim kanalem
s aktivnim mistem enzymu, slouzici patrné k odvodu vyprodukovaného peroxidu
vodiku a jez muze byt jednou z cest pfistupu kysliku do aktivniho mista (spolu s dal§imi
druhové specifickymi pfistupy) (Klema & Wilmot, 2012). Aktivni misto je hluboko
uvniti enzymu (Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014), tvar kanalu k nému
vedouciho je ovlivnén dvéma [ smyc¢kami domény D4, coz ma vliv na moznost piistupu
substratu (aminu) do a vylouCeni produktu (aldehydu) z aktivnhiho mista a tim na
substratovou specificitu (Klema & Wilmot, 2012). Ve struktufe enzymu je 33
konzervovanych aminokyselinovych zbytku, jez jsou soucasti zejména aktivniho mista

a pristupového kanalu k nému (Toninello ez al., 2005; Cuzzocrea & Masini; 2008).
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Obr. 2: Porovnani struktur vybranych CuAO. Doména D1 oznaéena razové, D2 modie, D3
zelené, D4 Cervené, oranzové useky mezi doménami, Sedé druha, identicka podjednotka.
Kuli¢kovymi modely oznacen topachinon (uhliky cerng), méd” (oranzove), mangan
(fialove) a vapnik (zelen€). Sipky oznacuji vstupni misto kanalu pro substrat a jeho smér.
A, aminooxidasa hrachu setého (jiz pouzivam v praktické casti), PDB kod 1KSI, B,
aminoxidasa E. coli, PDB kéd 1QAK, C, lidska sérova aminoxidasa, PDB koéd 3HI7, D,
lidska membranova aminoxidasa HVAP1, PDB kod 2Y73. Vytvofeno v progamu PyMol
dle zapist v PDB pod odpovidajicimi kody a Brazeau et al., 2014.

Co se spektrofotometrickych vlastnosti ty¢e, CuAO mimo typické absorpcni
maximum proteina pii A = 278 nm absorbuji jesté v Sirokém pasu s maximem A = 480
nm (Klema & Wilmot, 2012), coz je dano elektronovymi pfechody v oxidované forme
kofaktoru a projevuje se razovym zbarvenim (Medda ef al., 1995; Klema & Wilmot
2012). Po ptidani substratu v anaerobnim prosttedi tento absorpcni pas mizi, objevuje se
pas s riznymi absorpénimi maximy a barva se méni z rizové na zlutou. Po obnoveni

pristupu kysliku tento pas mizi a obnovuje se opé€t rizové zbarveni (Medda et al., 1995).

2.1.3.2 Struktura aktivniho mista, mechanismus katalyzy

Kofaktorem CuAO je topachinon (struktura viz Obr. 3) posttranslacné vznikajici
z tyrosinu v puvodnim polypeptidovém fetézci ( Brazeau et al., 2014; Shepard &
Dooley, 2015). Tato posttranslacni uprava, vedouci ke konformacni zmeéné, probiha
v pfitomnosti méd’natych iontd a kysliku autokatalyticky (viz Obr. 3) za tcasti tfi
konzervovanych histidinovych zbytka a za vzniku peroxidu vodiku. Tyto tfi histidinové

zbytky poté ve finalnim enzymu vazi médnaty ion v komplexu tvaru deformované



ctvercové pyramidy, kdy dalSimi dvéma ligandy jsou molekuly vody. Molekula vody
tvotici vrchol této Ctvercové pyramidy interaguje vodikovou vazbou s topachinonem.
S topachinonem interaguje vodikovou vazbou konzervovany tyrosinovy zbytek (dle
Klema & Wilmot, 2012 sdileji proton). Dale je pfitomen konzervovany aspartatovy
zbytek smétujici do dutiny pro substrat a usnadiiujici pfenos protonu pii katalyzované
reakci a lysinovy a asparaginovy zbytek interagujici se substratem. (viz Obr. 4) (Klema
& Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014; zaznam v PDB, kod 1KSI).

En
“NH

OH

Obr. 3: Schéma vzniku topachinonu a jeho struktury s Cislovanim atomu uhliku v kruhu. EN
znazomuje pokracovani polypeptidového feté¢zce enzymu k N-konci, EC k C-konci (dle
Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014)

His 444
TPQ 387

His 603

His 442

Obr. 4: Znazomeéni aktivniho mista aminoxidasy hrachu set¢ho se zobrazenim katalytickych
zbytkl, kofaktoru, atomu médi a strukturnich histiding, Sipka znadi pfistupovy kanal pro
substrat (v rovind nakresu). Cislovani od N-konce finalniho enzymu po odstiizeni
signalniho peptidu. Dle zaznamu v PDB, kod 1KSI a Brazeau et al., 2014
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Reakce katalyzovana CuAQO probihé ping-pongovym mechanismem, kdy v prvni fazi
vstupuje do reaktivniho mista amin, dochéazi k jeho oxidaci na aldehyd za soucasné
redukce topachinonu na aminochinol (tzv. reduk¢ni poloreakce). Ve druhé fazi dochazi
k reoxidaci aminochinolu na topachinon za spotieby kysliku a uvolnéni peroxidu vodiku
a amoniaku (Clelandovo schéma viz Obr. 5) ( Medda et al., 1999; Medda et al., 2004;
Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014; Shepard & Dooley, 2015).

JR /IT O, H,0,

= +
HaN" o H,O NH;
Eox Erep Eox

Obr. 5: Clelandovo schéma reakce katalyrované CuAQO. R znaéi nezobrazenou cast
substatu/produktu, EOX a ERED znaci oxidovanou a redukovanou formu kofaktoru
enzymu (Vytvoreno dle Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014).



2.1.3.2.1 Reduk¢ni poloreakce

Prvni faze reakce zacinad nukleofinim atakem uhliku ¢. 5 topachinonu primarnim
aminem (substratem) za vzniku Schiffovy baze, z niz je aspartaitovym zbytkem odtrzen
proton. Naslednou hydrolyzou takto vzniklého meziproduktu je uvolnén aldehyd
(produkt) a vznika redukovana forma kofaktoru (schéma viz Obr. 6) (Medda et al.,
2004; Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014; Shepard & Dooley, 2015).

2.1.3.2.2 Oxidacni poloreakce

Na rozdil od reduk¢ni Casti reakce je prub€h oxidacni Casti stale CasteCné nejasny.
Obecné dochazi k navazani kysliku na enzym, piijeti dvou elektroni a dvou protond
kyslikem za vzniku peroxidu vodiku a souc¢asné oxidaci aminochinolu na iminochinon,
ktery je nasledné hydrolyzovan za uvolnéni amoniaku (Obr. 7) (Medda et al., 2004;
Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014).

E E E E E
0s, i [N i 0y i 0. i 0. i
R
0 H,0 e =K' H] NH' H,0 H NH R

™ o HﬁNJ = c® & k — oy & cu™ oH ‘K = cu’ oH ) /)

. 0 . R R g# . H,0 H . ©

0 2 0 OH 0 2 0

S S
X X X X, A

E E E E E

Obr. 6: Schéma redukcni poloreakce se znazornénim aspartatového zbytku usnadiiujiciho
prenos protonu. E znazoriiuje polypeptidovy fetézec enzymu, R uhlovodikovy zbytek
substratu a produktu (Vytvoreno kombinaci redukénich ¢asti schémat z Klema & Wilmot,
2012 a Brazeau et al., 2014).

E E E
HO o) 0, 0. :
NH : NH 0 NHK E £
24 + ‘ 2+
Cu” OH Cu  OH Cu™ OH
o Hzo\/Hzoz"' NH; o
E E E HO\O- NH; Hzo/\Hzoz+ NH3 o
[ 2+ OH 2 .
- Cu
HO H++ 0, o o / Cu o]
B @ HQO . @
OH NHz OH, NH, 0, NH,
| 24 | 2+ | 2+
Cu™ OH c OH g, Cu™ OH

Obr. 7: Schéma oxidacni poloreakce se znazoménim dvou moznych mechanismii. Nahofe
mechanismus obnasejici redukci Cu2+ na Cu+ ion. Dole mechanismus se zachovanim
oxida¢niho Cisla médi. E znazoriuje polypeptidovy fetézec enzymu (dle Vakal et al.,
2020, upraveno pro vizualni sjednoceni s ostatnimi schématy).
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Nejasnou ¢asti oxidacni poloreakce je to, se kterou slozkou interaguje kyslik a jaka je
role médi v enzymu. Byly navrzeny dvé riizné moznosti jejiho pribéhu. Prvni moznost
je zalozena tom, Ze po redukéni poloreakci je v enzymu rovnovéha mezi parem Cu’* -
aminochinol a Cu™ - semichinonovy radikal (viz Obr. 7 nahote). Na zakladé tohoto se
predpoklada vazba kysliku na méd'ny ion nésledovana pienosem elektronu na kyslik a
prenos dal§iho elektronu na kyslik ze semichinonového radikalu spole¢né se dvéma
protony za vzniku peroxidu vodiku a iminochinonové formy kofaktoru. Druha moznost
obndsi prenos prvniho elektronu z aminochinolu pfimo na kyslik beze zmény
oxidacniho ¢isla médi (viz Obr. 7 dole) a nasledny prenos dalSiho elektronu a dvou
protond z takto vzniklého semichinonového radikalu (Medda et al., 2004; Klema &
Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014).

Posun rovnovahy mezi aminochinolem a jeho semichinonovou formou je zavisly na
prostiedi (teplota, pH), ale také na zdroji enzymu, kdy v pfipadé rostlinnych enzymau je
v rovnovaze pritomen velky podil semichinonové formy (dle Klema & Wilmot, 2012 az
40 %), kdezto v pripadé ZzivocCiSnych enzymu je rovnovaha vyrazn€ posunuta ve
prospéch aminochinolu (Medda et al., 2004; Klema & Wilmot, 2012). Jelikoz by pienos
elektronu pfes Cu” mél byt teoreticky snazsi (Klema & Wilmot, 2012), star§i zdroje
(Medda et al., 1999; Medda et al., 2004) predpokladaji bud’to pribéh reakce prvnim
navrzenym zpusobem, nebo to, ze reakce probiha odlisné v piipadé rostlinnych (prvnim
zpusobem) a zivo€iSnych enzyma (druhym zpisobem). Nékteré novéjsi zdroje (Klema
& Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014) se priklanéji spiSe k druhé moznosti pribéhu
reakce, a to ztoho davodu, Ze poté, co Mills et al., 2002 nahradili v aminoxidase
kvasinky Hansenula polymorpha méd’ kobaltem, enzym vykazoval stejnou aktivitu jako
ptvodni. Také po nahradé médi kobaltem v aminoxidase ze semenacka Cocky (Padiglia
et al., 1999) a hrachu (Mills et al., 2012) doslo k castecnému zachovani aktivity
enzymu, coz znamena, ze 1 v piipadé rostlinnych enzyml probiha reakce druhym
zpusobem (ackoliv prvni zpisob to, vzhledem pouze k Castecnému zachovani aktivity
nevylucuje (Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014; Shepard & Dooley, 2015).
Tyto piedpoklady jsou zalozeny na nizkém redoxnim potencialu paru Co"/Co' a tim
padem nizké pravdépodobnosti toho, ze by kobalt byl béhem reakce redukovan (Klema
& Wilmot, 2012). Dale druhy zpusob podporuji i data z rentgenostrukturnich analyz
krystala, kdy pfi pouziti oxidu dusnatého jako inertniho mimetika kysliku dochazi
k interakci spiSe saminochinolem, nez s meédi (stale vSak smeédi interaguje).
Pravdépodobné vsak existuji 1 dals$i moznosti vazby kysliku mimo meéd, jez dle
pouzitych zdroji zatim nebyly potvrzeny (Goto & Klinman, 2002; Brazeau et al.,
2014). Shepard & Dooley (2015) se vSak, i pres funkénost enzymu po nahradé medi
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kobaltem, priklang€ji spise k moznosti obou zplsobl pribéhu reakce za preference
prvniho zplisobu (tzn. pienos prvniho elektronu z Cu') v piipadé posunu rovnovahy
smérem k semichinonové formé kofaktoru a Cu' (tzn. zejména u rostlinnych enzymi)
z divodu potencialné snazsiho prestupu elektronu. Existuji dikazy pro oba zpusoby,
neexistuji vSak, dle nalezenych zdroju, dukazy jeden ztéchto zpusobl jednoznaéné
vylucujici (Klema & Wilmot, 2012; Brazeau et al., 2014; Shepard & Dooley, 2015).

2.1.3.3 Substraty, substratova specificnost

Substratova specificnost se u aminoxidas z raznych zdroja 1isi, obecn€ je vSak §iroka,
kdy jsou s raznou ulinnosti pfeménovany primarni aminoskupiny monoaminu (EC
1.4.3.21 a omezené 1.4.3.22) ¢i di- a polyaminu (zejm. EC 1.4.3.22) (Medda et al 1995;
Longu et al., 2005). Schopnost pfeménit substrat zavisi zejména na tvaru kanalu pro
pfistup substratu do aktivniho mista enzymu, kdy tento tvar vykazuje mezi raznymi
variantami vyznamné odliSnosti (Klema & Wilmot, 2012; Shepard & Dooley, 2015).
Dale tvar tohoto kanalu a aminokyselinové zbytky do néj smétujici ovliviiuji pfipadnou
stereospecificitu pro nékteré ze substrati na zakladé moznosti omezeni orientace
Schiffovy baze, jakozto meziproduktu reakce (Klema & Wilmot, 2012).

Obecné pro enzymy rostlinného ptivodu a zivoCisné enzymy pochazejici z ledvin,
stteva a placenty (EC 1.4.3.22) jsou nejlepSimi substraty putrescin a kadaverin (Medda
et al., 1995; Sebela er al., 2007). Vhodnym substratem pro vyse uvedené Zivo&isné
varianty je histamin (Nocera er al., 2002), jez je z rostlinych variant ve vy$§i mife
metabolizovan enzymem z hrachovych semenacku, jinak Spatné ¢i vubec (Medda et al.,
1995). Pro zivocisné enzymy z krevni plazmy jsou dobrymi substraty arylalkylaminy
(benzylamin, fenylethylamin) (Toninello er al., 2005; Sebela er al., 2007), n&které
neurotransmitery (Sebela er al., 2007), latky exogenniho pavodu (Gong & Boor, 2006;
Sebela e al., 2007) & methylamin a aminoaceton (Gong & Boor, 2006). Rostlinné
enzymy metabolizuji néktera synteticka analoga cytokinini s aminoskupinami na

postrannim Fetézci vazaném na adenin v poloze N® (Lamplot ef al., 2005).

2.1.3.4 Inhibice

Vzhledem k rozmanitym rolim CuAQO v organismu mohou byt nékteré jejich inhibitory
pouzity jako selektivni 1éCiva pii 1écbé napt. diabetickych cévnich defekti a tlumeni
zanétu (Vakal et al., 2020; Boyer et al., 2021), nebo jako latky ovliviujici rozvoj
nadorti (potencialné pozitivné i negativné€) ( Nocera et al., 2002; Toninello et al., 2005;
Vakal et al., 2020). Znalost moznych inhibitorti té€chto enzymi je dualezita z hlediska

moznych vedlej§ich ucink(l inhibitori monoaminoxidas (antidepresiva, lécba
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neurodegenerativnich onemocnéni) (Gong & Boor, 2006; Shepard & Dooley, 2015)
popf. vedlejsich ucinka 1€cCiv cilenych na houby a prvoky (Shepard & Dooley, 2015).

2.1.3.4.1 Kompetitivni inhibitory

Jsou strukturnimi analogy substrati nepodléhajicimi reakci a blokujicimi aktivni misto
enzymu (Padiglia er al., 1998; Longu et al., 2005). Uginnymi kompetitivnimi inhibitory
CuAO jsou diamino- a monoaminoketony (napf. 1,3-diamino-2-propanon a 1,4-
diamino-2-butanon) (Padiglia et al., 1998; Sebela er al., 2007). Dalsimi kompetitivnimi
inhibitory jsou piperidinové a chininové alkaloidy, komplexy dvojmocnych
pfechodnych kovi se substraty, cysteamin (Padiglia et al, 1998), diaminy
s heterocyklickymi substituenty & dlouhymi postrannimi fetézci (Sebela ez al., 2007),
popt. pro nekteré varianty enzymu 1 derivaty agmatinu ([N-(4-aminobutyl)guanidinu])
(Seiler, 2000; Sebela et al., 2007). Nékteré z téchto inhibitord, napf. cysteamin (Padiglia
et al., 1998), derivaty agmatinu, & nékteré diaminoketony (Sebela e al., 2007) jsou

zarovetl substraty, u nichz dochazi k velmi pomalé enzymové reakci.

2.1.3.4.2 Nekompetitivni inhibitory

Vazi se na enzym mimo aktivni misto, aniz by ovliviiovaly vazbu substratu (Padiglia et
al., 1998; Longu et al., 2005). Mezi nekompetitivni inhibitory patii chelatacni Cinidla
vazici meéd (napf. kyanidové a azidové ionty, diethylthiokarbamat), nékteré derivaty
imidazolu (Padiglia et al., 1998), diethylentriamin a triethylentetramin (Devoto et al.,
1986)

2.1.3.4.3 Akompetitivni (pouze azid sodny)

Inhibitor se vaze pouze na enzym-substratovy komplex a brani vzniku produktu.
(Padiglia et al., 1998). V ptipadé CuAO je piikladem azid sodny (Luhova et al., 1996).

2.1.3.4.4 Trreverzibilni inhibitory

Jsou to takové latky, které tvoii stabilni kovalentni vazby s kli€ovymi skupinami
enzymu. Inhibice je trvala (Padiglia et al., 1998). Irreverzibilnimi inhibitory CuAO jsou
karbonylové slouceniny, jako napf. substituované hydraziny (Padiglia er al., 1998;
Seiler, 2000), hydroxylamin (Seiler, 2000), a hydrazidy (Padiglia et al., 1998), mezi néz
patii napt. semikarbazid (Padiglia er al., 1992), kdy v klinicky zaméfené literatuie
byvaji CuAO nazyvany aminoxidasami citlivymi na semikarbazid (napt. v Seiler, 2000;
Capéné et al., 2005; Gong & Boor, 2006; Agostinelli et al., 2009)
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2.1.3.4.5 Reak¢né zavislé inhibitory (sebevrazedné substraty)

Jedna se o strukturni analoga substrati, ktera se vazi do aktivniho mista enzymu, stejné
jako substrat podléhaji reakci, avSak v priabéhu reakce vznika reaktivni intermediat, jez
se muze kovalentné vazat aminokyselinovy zbytek pobliz aktivniho mista ¢i na
kofaktor, nebo byt pfeménén na produkt analogicky substratu. V pfipadé vazby
intermediatu je inhibice trvala (Padiglia et al., 1998; Longu et al., 2005; Shepard &
Dooley, 2015). Mezi tyto inhibitory patfi alkylaminy, B substituované halogeny ¢i latky
s aromatickymi substituenty a obsahujici nasobné vazby mezi B a y uhlikem (Longu et
al., 2005; Shepard & Dooley, 2015), coz zpusobuje odtahovani elektronti od o uhliku a
udélyje elektrofilni vlastnosti tomuto uhliku v ramci meziproduktu redukéni poloreakce
(Shepard & Dooley, 2015). Timto zpusobem mohou pusobit i tyramin a tryptamin,
jakozto v pfirodé se bézné vyskytujici aminy. Deaminace tryptaminu je soucasti
biosyntézy kyseliny indolyl-3-octové pusobici jako fytohormon (Longu et al., 2005).
Tyramin, pasobici na organismus mirné toxicky a vyskytujici se hojné v nékterych
fermentovanych vyrobcich (Suzzi & Gardini, 2003) nebo néktera analoga cytokinint
[napf. N°-(4-Aminobut-2-ynyl)adenin (Lamplot et al., 2005)], ptsobi také jako reaké&né
zavislé inhibitory, kdy aminoxidasy jsou soucasti pfirozenych metabolickych drah
obnasejicich tyto latky (Ci jejich pfirozené obdoby), ale v prubéhu reakce dochazi k
postupné inaktivaci enzymu (Longu et al., 2005). Dal§imi ptiklady jsou 1,4-diamino-2-
butyn (Frébort er al., 2000) 1,5-diamino-2-pentyn (Lamplot er al., 2004) a
aminoguanidin (Sattler er al., 1988). Podobné ptsobi (v ramci vedlejSich acinka) i
nekteré 1éky cilené na monoaminoxidasy, jako napf. antidepresivum tranylcypromin
(Shepard & Dooley, 2015).

Dalsi skupinou sebevrazednych substratt jsou latky rozkladajici se za uvolnéni oxidu
dusnatého irreverzibilng€ inhibujiciho enzym, jako napt. 3,3-Bis(aminoethyl)-1-hydroxy-
2-oxo-1-triazin. Neodpovidaji v§ak pln€ definici reakéné zavislého substratu (Longu et
al., 2005 b).

2.1.3.4.6 Peroxid vodiku

CuAO jsou inhibovany také produkovanym peroxidem vodiku, ktery brani zpétné
reoxidaci kofaktoru (Pietrangeli et al., 2000; Nocera et al., 2002). Inhibici peroxidem
vodiku lze zabranit pfidanim katalasy do reakéni smési ¢i jejim prudkym michanim za
ptistupu vzduchu. (Pietrangeli et al., 2000). Bardsley et al. (1973) tuto inhibici uvadéji
jako akompetitivni vi¢i aminovému substratu a nekompetitivni vaci kysliku. Zmitiuji
také, ze peroxid vodiku zvyraziiuje inhibici nadbytkem kysliku jakozto druhého

substratu. Pietrangeli et al. (2000) uvadi, ze se tato inhibice zdanlivé projevuje jako
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inhibice nadbytkem aminového substratu [ke které dochazi v pfipadé oxidace nékterych
diamint (Costa et al., 1971)] a spekuluje o tom, ze by mohlo jit o mechanismus

vyvinuty jako ochrana pfed nadprodukci peroxidu vodiku.
2.1.4 Jiné typy aminoxidas

2.1.4.1 Flavinové aminoxidasy

Kofaktorem téchto aminoxidas je FAD. Na rozdil od CuAO neoxidujuji pouze primarni,
ale i sekundarni a terciarni aminoskupiny. Dle preferovanych substratu je 1ze rozdélit na
monoaminoxidasy (EC 1.4.3.4) a polyaminoxidasy (EC 1.5.3.X) (Seiler, 2000;
Benedetti, 2001; Gong & Boor, 2006). Monoaminoxidasy zivo¢ichi (zejména
v nervové tkani a gastrointestindlnim traktu) pfi své Siroké substratové specificité
preferuji neurotransmittery, jako napf. noradrenalin, adrenalin a serotonin (Kanazawa,
1994; Benedetti, 2001). Polyaminoxidasy zivo¢ichil (ve vSech tkanich) preferuji linearni
konjugované polyaminy (napf. N'-acetylspermin) a méné jejich nekonjugované varianty
(Seiler, 2000; Gong & Boor, 2000). Naproti tomu rostlinné polyaminoxidasy jsou
vysoce specifické pro spermin a spermidin (Sebela et al., 2001; Cona et al., 2006), popf.
jejich na sekundarnich aminoskupinach acetylované derivaty (Cona et al., 2006). Dale
se rostlinné a ZzivociSné polyaminoxidasy li§i zpusobem, jakym oxiduji substrat a
vznikajicimi produkty (viz Obr. 1, str. 4) ( Sebela ef al., 2001; Cona et al., 20006).

Reakce katalyzovana flavinovou aminoxidasou (podobné jako v pfipadé CuAO)
probiha ve dvou fazich, kdy v redukéni fazi dochézi k redukci FAD za soucasné oxidace
aminu na iminovy meziprodukt, jez je nasledné hydrolyzovan za uvolnéni produktu a
v oxidacni fazi dochazi ke zpétné reoxidaci FADH; kylikem za vzniku peroxidu vodiku
(Benedetti, 2001; Sebela ez al., 2001).

Struktury flavinovych aminoxidas obecné vykazuji vyssi variabilitu nez v ptripadé
CuAO, kdy napf, polyaminooxidasa kukufice je monomerni enzym s nekovalentné
vazanym kofaktorem (Sebela ef al., 2001), kdezto lidské monoaminoxidasy A a B jsou
dimerni enzymy (A 1 jako monomerni), kdy identické podjednotky obsahuji po jedné
kovalentné¢ vazané molekule FAD (Manzoor & Hoda, 2020). Sekundéarni a terciarni

struktura podjednotky (¢i monomerniho enzymu) je v obou pifipadech znacné podobna.

2.1.4.2 ,multicopper* oxidasy

Jde o v pfirodé hojné rozsifené enzymy s velmi Sirokymi substratovymi specificnostmi,
které oxiduji rizné substraty za sprotieby kysliku a uvolnéni dvou molekul vody. Tyto
enzymy obsahuji v aktivnim misté podjednotky meéd’ a tésny shluk tfi atomt médi.

Vyskytuji se ve forme di-, tri- a hexameru (Bento et al., 2005; Li & Lu, 2020). Nejde o
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enzymy primarné oxidujici aminy, ale nékteré jejich varianty (lakasy, EC 1.10.3.2) jsou
toho schopny (Guarcello, 2016; Callejon et al., 2017; Li & Lu, 2020). Substratova
specificita lakas je Siroka a zahrnuje fenolové latky, aniliny, thioly a také aromatické
aminy, jako napf. tyramin [Callejon et al.(2017), jednoznacné uvadi oxidaci tyraminu, o
dalSich aromatickych aminech spekuluji]. Vzhledem k Sirokym substratovym
specificitam je mozno tyto enzymy (Ci organismy je produkujici) vyuzivat v riznych
biotechnologickych aplikacich (Callejon er al., 2017), kam vzhledem ke schopnosti
oxidace tyraminu patii vyroba fermentovanych potravin. Vyhodou je, ze neprodukuji
peroxid vodiku, ktery by vadil rastu uslechtilych mikroorganisma (Guarcello, 2016;
Callejon et al., 2017; Li & Lu, 2020).

2.1.5 Biologické role aminoxidas

Presto, ze tato prace je zaméfena na Cu dependentni aminooxidasy, tato podkapitola
bude, vzhledem k ¢astecnému prekryvu substratovych specificnosti a biologickych roli
(Gong & Boor, 2006; Cona et al., 2006; Cuzzocrea & Masini, 2008; Tavladoraki et al.,

2016), vénovana rolim aminoxidas v organismech obecné.

2.1.5.1 Rostliny

Aminoxidasy rostlin jsou zapojeny do fizeni mnoha procesti udrzovanim ¢i regulaci
koncentrace svych substrati a produktd puasobicich jako signalni molekuly. Peroxid
vodiku jimi produkovany stimuluje tloustnuti bunécnych stén, jejich lignifikaci
(dfevnaténi) Ci suberizaci (korkovaténi) a dlouzivy rust listi a potlacuje dlouzivy rust
stonku (Cona et al., 2006; Tavladoraki et al., 2016; Fraudentali er al., 2020).
Produkovany peroxid vodiku se ucastni také fizeni procesu programované bunécné
smrti, napt. pii diferenciaci dievni Casti cévnich svazkd. Jsou zapojeny do regulace
rastu kofene, tvorby hojivych pletiv, stimulace tvorby pylu a semen (Tavladoraki et al.,
2016; Fraudentali et al., 2020). Katabolismus polyamint je spojen se zranim ploda
(Tavladoraki et al., 2016). Aminoxidasy ve své€racich bunkach praduchi se ucastni
regulace jejich otevirani (Tavladoraki er al., 2016; Fraudentali et al., 2020). Polyaminy
a jejich metabolity jsou zapojeny do odezvy na sucho a osmoticky stres, vysoké teploty
a napadeni patogeny, vCetné programované bunééné smrti napadenych bunék (Cona et
al., 2006; Fraudentali er al., 2020). V pfipadé bobovitych rostlin jsou aminoxidasy
zapojeny do regulace morfologickych zmén bunék kofene pii kontaktu s Rhizobiem
(symbiotické hlizkové bakterie), tvorby hlizky a udrzovani symbiotického vztahu
nepiechazejiciho v patogenitu (Cona et al., 2006) Produkty reakce aminoxidas vystupuji
v biosyntéze obrannych sekundarnich metaboliti, napt. nikotinovych, tropanovych a
piperidinovych alkaloidi. (Cona et al., 2006; Shoji, 2018; Fraudentali er al., 2020)
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Napt. N-methylputrescinoxidasa (CuAO specifickd pro tento substrat) oxiduje N-
methylputrescin na 4-methylaminobutanal, nasledn& cyklizujici na kation N-methyl A'-
pyrrolinu, jakozto intermediat biosyntézy nikotinu (Shoji, 2018). Vznikajici aldehydy
zapojeny do biosyntézy signalnich molekul jako je kyselina y-aminoméaselna (vznikajici
oxidaci A'-pyrrolinu, vzniklého oxidaci putrescinu CuAO a naslednou samovolnou
cyklizaci 4-aminobutanalu), regulujici napt. citratovy cyklus, pH cytosolu a stresové
odezvy (Cona et al., 2006; Fraudentali et al., 2020).

2.1.5.2 Zivo&ichové, dovek

Podobné jako u rostlin jsou zde aminoxidasy zapojeny do udrzovani homeostazy a
fizeni dalezitych procest regulaci koncentraci svych substrati a produktd, kdy aminy a
produkovany peroxid vodiku spole¢né s aldehydy slouzi jako signalni molekuly
(Nocera et al., 2002; Gong & Boor, 2006; Cuzzocrea & Masini, 2008; Boyer et al.,
2020; Vakal et al., 2020). Aminoxidasy se podili na regulaci proliferace bunék a
apopotozy, kdy polyaminy moduluji tyto procesy v zavislosti na koncentraci (v malych
koncentracich stimuluji rist bunék, ve velkych jsou cytotoxické). Produkovany peroxid
vodiku v malych koncentracich stimuluje proliferaci bunék a ve velkych je spole¢né
s produkovanymi aldehydy cytotoxicky (Toninello et al., 2006; Agostinelli et al., 2009).
V ramci rychlé proliferace buneék pifi vyvoji plodu dochazi ke zvySeni koncentrace
polyamint v krvi (Seiler, 2000; Cuzzocrea & Masini, 2008), coZ je v organismu matky
kompenzovano zvySenim koncentrace sérové aminoxidasy (EC 1.4.3.22) (Cuzzocrea &
Masini, 2008; Vakal et al., 2020). Vzhledem k tomu, jednim z mechanismut spousténi ¢i
inhibice apoptézy je iniciace zmeén ¢i udrzovani potencidlu na mitochondrialni
membrang, se aminoxidasy podileji patrné€ i na regulaci funkce mitochondrii (Nocera et
al., 2002).

Aminoxidasy ve sténach cév (napf. u clovéka HVAPI — | human vascular associated
protein 14, EC 1.4.3.21) se Giastni regulace zanétlivych procest. Ridi innost hladkého
svalstva cévni stény a tim prusvit cév, produkovany peroxid vodiku zvysuje propustnost
stény cév a tim prunik tekutiny do mezibunééného prostoru (vznik otoku). Zvysena
pfitomnost aminoxidasy v cevni sténé€ stimuluje vazbu leukocyti (jsou ligandem
leukocytarniho receptoru) a jejich prostup do tkané (vznik zanétu) (Ekblom, 1998;
Vakal et al., 2020; Boyer et al., 2021). Jejich nadbyte¢na Cinnost je charakteristicka
napf. pro zanétlivé poskozeni cév v ramci diabetu (Ekblom, 1998; Boyer et al., 2021).
Aminooxidasy v krevni plazmé (EC 1.4.3.22) naopak potlacuji zanétlivé procesy
degradaci histaminu fungujiciho jako prozanétliva signalni molekula (Nocera et al.,
2002; Cuzzocrea & Masini, 2008; Vakal et al., 2020), ¢imz naptiklad brani vzniku
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srdecni anafylaxe (patologické zmény srdce v dusledku prudkého uvolnéni histaminu)
(Nocera et al., 2002; Cuzzocrea & Masini, 2008) a poskozeni organi pii prudkém
uvolnéni histaminu napf. po ndhlém obnoveni zastaveného krevniho ob&hu. Takovéto
poskozeni po obnoveni ob&hu (tzv. ischemicko-reperfuzni poranéni, ischemie —
omezeni prutoku krve, reperfuze — jeho obnoveni) nastava napt. v ramci akutni 1éCby
infarktu myokardu, mozkové mrtvice ¢i ucpani télnich tepen krevni srazeninou
(Cuzzocrea & Masini, 2008).

Aminoxidasy se také ucastni posttranslacnich modifikaci nékterych proteint oxidaci
koncovych aminoskupin a postrannich fetézct lysinu (Nocera et al., 2002;Cuzzocrea &
Masini, 2008). Spolecné s lysyloxidasou se ucastni napt. spravného vyvoje elastinové
(Iysyloxidasa 1 CuAQO) a kolagenové (pouze lysyloxidasa) mezibunéCné matrice a
cevniho systému nenarozeného plodu (Gong & Boor, 2006). Lysyloxidasu lze také
zafadit mezi aminoxidasy (Cu dependentni, selektivni pro postranni fetézce lysinu, EC
1.4.3.13) (Agostinelli ef al., 2009; McGrath et al., 2011). V ptipadé nadbytecné aktivity
aminoxidas maze dochazet napf. k nezadouci modifikaci proteini o¢ni Cocky vedouci
ke vzniku Sedého zakalu (Nocera er al., 2002) ¢i poskozeni srdce a cév v ramci
pozdnich komplikaci diabetu (Cuzzocrea & Masini, 2008).

Aminoxidasy maji vyznamny vliv na regulaci nervové soustavy. Mitochondrilni
monoaminoxidasy (EC 1.4.3.4) se podileji na degradaci nékterych neurotransmittert,
napf. serotoninu, dopaminu a noradrenalinu (Kanazawa, 1994; Manzoor & Hoda, 2020)
za soucasného vzniku neurotoxickych latek (amoniak, peroxid vodiku, aldehydy).
Nerovnovaha v mife jejich aktivity je spojena s neurodegerativnimi chorobami jako
napt. Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Manzoor & Hoda, 2020), s poruchami
osobnosti jako napf. deprese a uzkostné poruchy a se zavislostmi na navykovych
latkach (Gong & Boor, 2006). Nadmérna produkce polyamind je spojena s dalSimi
patologickymi stavy, jako napf. s epilepsii a pusobi cytotoxicky (Seiler, 2000).

Aminoxidasy se ucastni regulace metabolismu lipidi a sacharida (Carpéné et al.,
2005; Agostinelli et al., 2009), kdy produkovany peroxid vodiku ¢aste¢né napodobuje
ucinky inzulinu jako stimulaci lipogeneze a piijmu glukozy adipocyty a inhibici
lipolyzy (Carpéné et al., 2005).

Tyto enzymy se ucastni i degradace ve stravé piijatych exogennich amint, které
pusobi toxicky naruSovanim vySe uvedenych rovnovaznych stavi. Takovéto otravy
exogennimi aminy se projevuji bolestmi hlavy, nevolnostmi, zvracenim, busenim srdce
a zmatenosti (Gong & Boor, 2006; Li & Lu, 2020). Biogenni aminy jsou obsazeny
zejména ve fermentovanych potravindch bohatych na proteiny, jako jsou syry a

fermentované masné vyrobky, ale 1 ve fermentované zelenin€ a alkoholickych napojich
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(Suzzi & Gardini, 2003; Gong & Boor, 2006; Li & Lu, 2020). Pfitomny mohou byt
napf. histamin, tyramin, tryptamin, putrescin a kadaverin (Suzzi & Gardini, 2003; Li &
Lu, 2020). Ohrozeny jsou zejména osoby uzivajici antidepresiva zalozena na inhibici
monoaminoxidas (obzvlasté star§i méné selektivni varianty, tzv. ,reakce na syr) (
Carpéné et al., 2005; Gong & Boor, 2006), popi. osoby trpici chorobami zptisobenymi
nizkou aktivitou aminoxidas (naptf. nékteré varianty astmatu a dermatitid). ZvysSené
opatrnosti (co se tyCe potravin aminy obsahujicich ¢i 1é¢iv aminoxidasy inhibujicich) by
mély dbat t€hotné Zeny z divodu vysoké produkce vlastnich polyamint plodem, kdy
v kombinaci s poruchami vlastni tvorby aminoxidas, mohou vysoké koncentrace amind
v krvi vyvolat potrat (Vakal et al., 2020). Dale se aminoxidasy ucatni biotransformaci
nekterych toxickych xenobiotik a 1é¢iv (Benedetti, 2001; Gong & Boor, 2006), kdy
neékterd xenobiotika (napf. psychotropni latka mescalin) mohou byt deaminaci
pfevedena na neaktivni ¢i méné toxické metabolity, zatimco jina xenobiotika mohou byt
pfeméniovana do aktivni U¢inné formy (napf. prop-2-en-l-amin je deaminovan na

kardiotoxicky akrolein) (Gong & Boor, 2006).

2.1.5.3 Prokaryota

Bakterialni aminoxidasy jsou enzymy indukovatelné piitomnosti substratu zajistujici
jeho vyuzitelnost jako zdroje uhliku ¢i dusiku (Frébort & Adachi, 1995; Suzzi &
Gardini, 2003; Klema & Wilmot, 2012; Li & Lu, 2020) ¢i regulaci obsahu polyamint
produkovanych vramci odezvy na nepfiznivé pH (Li & Lu, 2020). Tyto enzymy
vytvareji jen neékteré kmeny bakterii (Suzzi & Gardini, 2003; Li & Lu, 2020).

2.1.5.4 Houby, kvasinky

V houbéach, obzvlasté vlaknitych (napt. rod Aspergillus) se aminoxidasy vyskytuji hojné
(McGrath et al., 2011). Podobng¢, jako v pfipadé prokaryot, jde o substratem
indukovatelné enzymy slouzici k metabolizaci substratu jako zdroje uhliku (Frébort &
Adachi, 1995; Yagodina et al., 2001). Umoznuji rast i za vysokych koncentraci amind
v prostiedi (McGrath et al., 2011).

2.1.6 Technologické a farmaceutické vyuziti, prakticky vyznam
Vzhledem k mnoha vySe uvedenym rolim aminoxidas v zivych organismech je mozno
tyto enzymy, jejich substraty, inhibitory a produkty vyuzit k riznym farmaceutickym,
potravinarskym a technologickym aplikacim.

V mediciné jsou inhibitory monoaminoxidas (EC 1.4.3.4) vyuzivany jako
antidepresiva a léky proti uzkostnym porucham osobnosti (Gong & Boor, 2006;

Manzoor & Hoda 2020) a je zkouman jejich potencial pro 1écbu neurodegenerativnich
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chorob, jako jsou Parkinsonova (Kanazawa, 1994; Manzoor & Hoda, 2020) a
Alzheimerova choroba (Manzoor & Hoda, 2020). Tyto inhibitory je potieba, aby byly
vysoce selektivni a nedochazelo k vedlejsim Gcinkiim zptsobenych inhibici ostatnich
aminoxidas (Gong & Boor, 2000). Inhibitory aminoxidas se vyuzivaji v lécbé
onemocnéni zpusobenych prvoky, napf. spavé nemoci, kdy vSak pouzivané latky
inhibuji 1 lidské CuAO, coz vede k nezadoucim ucinkim (Shepard & Dooley, 2014).
Inhibitory aminoxidasy HVAP1 (v cévni sténé, EC 1.4.3.21) maji potencial jako
prostfedky 1écby zanétlivych onemocnéni (Vakal et al., 2020) a pozdnich komplikaci
diabetu spojenych se zanétlivym poskozenim cév (Ekblom, 1998; Boyer et al., 2021).
V kontrastu s timto se uvazuje i o pouziti amind pro modulaci glukozové tolerance,
glykémie a profilu sérovych lipida v ramci metabolického syndromu a diabetu typu 11,
kdy vSak muze dochazet ke zvySené mife poskozovani cév a pozdnich komplikaci
v zavislosti na volbé pouzitého aminu, resp. toxicité vznikajicich aldehydu, kdy je nutno
vyhodnoceni rizika pozdnich komplikaci vzhledem k vedlej§im ucinkiim a k absenci
1écby (Carpéné et al., 2005). Enzymy samotné (konkrétné aminoxidasa hrachu setého,
s niz pracuji v této praci) jsou potencialné vyuzitelné pro 1écbu komplikaci souvisejicich
s prudkym uvolnénim histaminu do cévniho fecisté, kdy by enzym modifikovany
polyethylenglykolem (pro odstranéni imunogenicity) byl vpraven do cévniho fecisté a
degradoval prebyte¢ny histamin. Toto by mohlo byt vyuzitelné v 1écbé septického a
anafylaktického Soku, astmatu, zanétu spojivek, alergické kopfivky ¢€i poskozeni tkani
v ramci opétovného obnoveni zastaveného krevniho ob&hu napft. po infarktu myokardu
(Cuzzocrea & Masini, 2008). Vzhledem k roli aminoxidas v modulaci proliferace bunék
a apoptozy je proveéfovana moznost vyuziti jejich inhibitori (Toninello et al., 2006),
substratd, produktti a enzymt samotnych (Agostinelli ez al., 2009) v 1é¢bé rakoviny.

Aminoxidasy jsou také jednémi zenzymu potencialné vyuzitelnych jako
biokatalyzatory v chemické syntéze, kdy by jejich pouziti mohlo zajistit snizeni
vyrobnich nakladi a zatéze zivotniho prostiedi a potencialné umoznit kontrolu
stereospecificity syntetizovanych latek. Z tohoto hlediska ma vétsi potencial vyuziti
FAD aminoxidas, které uvolfiuji do roztoku jiz iminovy intermediat, ktery tak muze
pfimo reagovat s dalSimi slozkami reakéni smési, napt. pii syntéze o substituovanych
amina (Wahart et al., 2021).

Dal§im odvétvim s potencialni vyuzitelnosti aminoxidas je potravinafsky pramysl,
kde je z hlediska potfeby snizeni obsahu toxickych biogennich amind v potravinach
mozno, vramci uSlechtilych startovacich kultur mikroorganisma, vyuZzivat
mikroorganismy aminoxidasy produkujici (Suzzi & Gardini, 2003; Latorre-Moratalla et

al., 2012; Li & Lu, 2020) ¢i potencialné pfimo pifidat aminooxidasy samotné
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(Guarcello, 2016, Callejon et al., 2017; Li & Lu, 2020). Ovliviiovany mohou byt 1
vlastnosti zemédélskych produktd, napf. obsah polyamind v réveé vinné (a v dasledku
toho ve vin€) na zakladé miry exprese aminoxidas danou odridou v ramci reakce na
stresové podminky (Fraudentali ef al., 2021).

Dalsi vyuziti nachézeji aminoxidasy v analytické chemii pfi pouziti v biosenzorech
pro detekci biogennich amint, kdy je elektrochemicky pomoci kyslikové elektrody
(Frébort er al., 2000; Kivirand & Rinken, 2009) ¢i pomoci elektrody zalozené na
uhlikové pasté¢ a mediatoru (selektivnéjsi) (Wimmerova & Macholan, 1999) detegovan
ubytek kysliku v roztoku vzorku a enzymu (popf. je enzym imobilizovan na vhodném
nosici) a z rychlosti tohoto ubytku odvozeno mnozstvi pfitomnych aminti (Wimmerova
& Macholan, 1999; Frébort et al., 2000, Kivirand & Rinken, 2009). Takovéto méfeni je
selektivitou srovnatelné s tradicnimi chromatografickymi metodami, nevyhodou je vSak
niz8i citlivost. Vyhodami jsou snazsi pfiprava vzorku a niz§i finanéni a cCasova
narocnost (Kivirand & Rinken, 2009). Dalsi vyhodou je dostate¢né jednoducha
instrumentace pro pouziti v ,point of care testing™ piistrojich pfi péci o pacienty
(Piermarini et al., 2010). Biosenzory na tomto principu jsou vyuzitelné napf. v ramci
klinické biochemie (Piermarini et al., 2010) ¢i kontroly kvality potravin (Frébort et al
2000; Kivirand & Rinken, 2009).

2.2 Metody kvantifikace aminoxidas
Kvantifikace obsahu aminoxidas je zaloZzena zejména na méfeni aktivity enzymu na
zaklade ptimé Ci nepfimé detekce vznikajicich produkti. Na tomto je zalozena zna¢na
cast v praxi bézné pouzivanych metod (Zhang et al., 2010; Boehm et al., 2016) a po
desitky let tyto metody byly jediné pouzivané (Boehm et al., 2016). Mohou vSak byt
ovlivnény zmé&nami pH, teploty (Zhang et al., 2010) ¢i pomérem mnozstvi substratu
vuci enzymu a vyzaduji nastaveni fedéni a inkubacnich ¢asi pro dany vzorek tak, aby
meéteni probihalo v dynamickém rozsahu metody. Dalsi nevyhodou je velmi obtizné
odliSeni enzymu oxidujicich stejné substraty (Boehm et al., 2016).

Také je mozno kvantifikovat enzymovy protein [napf. imunochemicky (Boehm et
al., 2016) nebo pomoci MS/MS Zhang et al., 2010] ¢i miru exprese jeho genu
(Nordquist et al., 2002).

2.2.1 Zalozené na méreni enzymové aktivity

2.2.1.1 Spektrofotometrické
Neékteré starsi spektrofotometrické metody jsou zalozeny na pfimém meéfeni ubytku

substratu ¢i piibyvani produktu. Piikladem vyuziti pro CuAO je metoda podle Tabora et
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al., (1954) pro meéreni aktivity hovézi sérové AO. Metoda je zalozena na oxidaci
benzylaminu (vhodné spise pro EC 1.4.3.21) a méfeni narastu absorpce benzaldehydu
pifi A=250 nm. Tato metoda vyzaduje purifikovany protein. Dochazi k prekryvu
s oblasti absorpce proteini (Amax = 280 nm) Dle Dietricha & Erwina (1969) jde o
nejstarsi spektrofotometrickou metodu meéteni aktivity aminoxidas.

Dal§i moznosti, jez byla v minulosti vyuzivana, je spektrofotometricka kvantifikace
amonnych iontd naptiklad pomoci Nesslerova c¢inidla (Nessler, 1856) méniciho
zbarveni v jejich pfitomnosti (pouzili napt. Guha & Krishnamurti, 1965). Metoda, jiz
vytvorili Nagatsu & Yagi (1972) vyuziva reakce amoniaku s fenolem a chlornanem
sodnym v pfitomnosti nitroprussidu sodného za vzniku modrého produktu absorbujiciho
pfi A = 610 nm. Je nutno vysrazet proteiny smeési wolframanu sodného a kyseliny sirové.
Tyto metody umoziuji méfeni s riznymi substraty, avSak pouze v, endpoint®
usporadani.

Jiné metody spolivaji vreakci &nidla sA'-pyrrolinem za vzniku barevného
produktu. A'-pyrrolin vznika oxidaci putrescinu CuAO nebo oxidaci spermidinu
polyaminoxidasami od§tépujicimi propandiamin (EC 1.5.3.14) a naslednou cyklizaci
uvolnéného 4-aminobutyraldehydu (Naik er al., 1981). Metody zaloZzené na tomto
principu jsou shrnuty v Tab. 2.

Dalsi metody spocivaji v spektrofotometrické kvantifikaci vznikajiciho peroxidu
vodiku. Ten lze kvantifikovat spfazenou enzymovou reakci s enzymem (vyuzivana
peroxidasa) preméiujicim bezbarvy chromogen na barevnou slouceninu (Eisenthal &
Danson, 2002). Obecnou vyhodou téchto metod je moznost méfeni s riznymi substraty
a vSemi aminoxidasami produkujicimi peroxid vodiku. Pfikladem takovéto metody je
metoda dle Smithe (1974), kterou pouzivam pro spektrofotometrickd méteni v praktické
Casti této prace. Metoda vyuziva kienovou peroxidasu pro sekundarni reakci. Jako
druhy substrat peroxidasy je zde pouzit guajakol, ktery je oxidovan na barevny
(hnédozluty) produkt (Wilkesman er al., 2014), jehoz absorpce byla Smithem (1974)
méfena pfi A=470nm. V praktické casti této prace byla méfeni provadéna pii
A =436 nm (modifikace dle Fréborta et al., 1989). Vyhodou je moznost kontinualniho
meéfeni a moznost méfeni v kyselych roztocich, kdy napftiklad fluorometrické metody
neposkytuji dostateCny signal (Smith, 1974). Vyhodou guajakolu je, Zze neni
karcinogenni (Wilkesman et al., 2014). Dal§i postupy vyuzivajici peroxidasové reakce
jsou uvedeny v Tab. 3.

Kvantifikace vzniklého peroxidu vodiku muze byt zalozena na tvorbé komplext
sionty kovi. Nag er al. (2000) kvantifikovali vznikajici peroxid vodiku na zaklade

toho, ze tvori komplex s titaniCitymi ionty v roztoku. Reakce je zastavena pridanim
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smeési siranu titaniitého a kyseliny sirové. V pfitomnosti peroxidu vodiku vznika

zlutooranzovy komplex absorbujici pfi A =410 nm.

2.2.1.1.1 HPLC se spektrofotometrickou detekci
Pro kvantifikaci vznikajicich produkti lze vyuzit také HPLC se spektrofotometrickou

detekci v UV oblasti (podobné jako u metod s ptimou detekci). Oproti ostatnim

spektrofotometrickym metodam je vyhodou spojeni s HPLC vyssi selektivita a citlivost

(Herraiz & Chaparo, 2006). Jde o ,,endpoint” metody, kdy je k analyze odebiran alikvot

reakCni smési po zastaveni reakce (Nissien, 1984; Li er al., 2004). Piiklady téchto

metod jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 2: Souhrn metod spoéivajicich v reakci &inidla s A'-pyrrolinem za vzniku barevného produktu

Autofi derivatizace A'- A[nm] provedeni  poznimka
pyrrolinu
Holmstedt ef al., 1961  o-aminobenzaldehyd 430 endpoint®
Naik et al., 1981 ninhydrin 510 endpoint®
Angelini et al., 2018 orthoaminobenzoat 435 Lendpoint®  vychdzi ze Smithe &

Barkerové, 1988

Tab. 3: N¢které z postupt vyuzivajicich sprazené reakce s peroxidasou

Autofi substrat peroxidasy  uprava produktu A[nm] provedeni poznimka
Aarsen & o-dianisidin - 470 kontinualni
Kemp, 1964
Gordon & o-dianisidin okyseleni HCI 540 wendpoint®  rychlejsi a citlivéjsi
Peters, 1967 nez Aarsen & Kemp,
1964

Szutovicz et kys. 2,2’azinobis(3- - 414 Lendpoint®  netoxicky substrat
al., 1984 ethylbenzthiazolin)-

6-sulfonovoa
Elliota et al., 4-aminoantipyrin derivatizace 2,4- 492 kontinualni  inhibuje MAO, nutno
1991 dichlorofenolem oxidovat vzorek
Holta et al., 4-aminoantipyrin derivatizace kys. 498 kontinualni
1997 vanilovou
Smith & 3,5-dichloro-2- derivatizace 4- 515 kontinudlni citliv€jsi nez metody
Barker, 1988  hydroxybenzensulf- aminoantipyrinem s guajakolem

onat

Tab. 4. Priklady HPLC metod se spektrofotometrickou detekei

autofi substrat produkt derivatizace produktu separace A [nm]
Nissien, 1984 benzaldehyd benzylamin - C18 254
Deng & Yu, aminoaceton methylglyoxal o-fenylendiamin C18 315
1999

Li et al., 2004 benzaldehyd benzylamin 2,4-dinitrofenylhydrazin  C18 382
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2.2.1.2 Manometrické

Historicky byly vyuzivany k uréovani aktivity aminoxidas metody zalozené na méfeni
spotteby kysliku probihajici reakci na zakladé poklesu tlaku plynu nad reakéni smési
v uzaviené¢ nadobé. K tomuto ucelu bylo vyuzivano Warburgova pfistroje (napt. v
Tabor et al., 1954, Creasey 1956; Smith, 1972) coz je vzduchotésné uzaviena reakcni
nadoba napojend na kapalinovy manometr a tvarovana tak, aby umoziovala vlozeni
reaktantl bez jejich smiseni a nasledné smiseni preklopenim nadoby po jejim utésnéni.
Ubytek ¢ narGst mnozstvi plynu se projevi posunem hladiny kapaliny manometru
(Warburg & Christian, 1941).

2.2.1.3 Elektrochemické

Tyto metody vyuzivaji zmén potencialu mezi dvéma elektrodami detegujicimi zmény
pfimo v reakéni smési nebo zmény ve slozeni protékajici mobilni faze na vystupu
z chromatografu.

Tipton & Dawson, (1968) a nezavisle na nich Sweetman & Weetman, (1969) vyuzili
k urCeni aktivity aminoxidasy méfeni spotfeby kysliku Clarkovou elektrodou. Tyto
postupy maji nizkou citlivost, avSak je mozné je provadét i na hrubych extraktech bez
predchozi purifikace slozek (Mason & Olson, 1970) a umoznuji kontinualni méfeni
(Tipton & Dawson, 1968; Sweetman & Weetman, 1969). Principu téchto postupt se
v dneSni dobé stale pouziva. Napf. Angelini et al. (2018) zminuji vhodnost své
modifikace pro stanoveni aktivity CuAO v hrubych rostlinnych extraktech obsahujicich
zbytky bunécnych stén pusobici zakal. Na podobném principu funguji jiz zmifiované
biosenzory amina (viz str. 21) s imobilizovanym enzymem (napf. Wimmerova &
Macholan, 1999; Frébort et al., 2000; Kivirand & Rinken, 2009).

Mason & Olson (1970) vyvinuli postup s vyssi citlivosti oproti kyslikové elektrodé.
Vyuziva sptazené reakce s peroxidasou ke kvantifikaci peroxidu vodiku. Druhym
substraitem  peroxidasy je  hexakyanozeleznatan draselny, oxidovany na
hexakyanozelezitan draselny. Reakce probiha v pratokovém uspofadani a méfi se

zmeény rozdilu potencialu mezi kalomelovou referencni a uhlikovou elektrodou.

2.2.1.3.1 HPLC s elektrochemickou detekci

Metody vyuzivajici chromatografického déleni smési vykazuji vyssi citlivost (Yu et al.,
2003), neni je v8ak mozno pouzit ke kontinualnimu méfeni.

Pro méfeni aktivity CuAO vyvinuli Yu et al. (2003) metodu vyuzivajici jako substrat
methylamin (vhodné spiSe pro EC 1.4.3.21), jez je deaminovan na formaldehyd.

Formaldehyd je derivatizovan reakci s dopaminem a vznikly produkt je separovan na
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reverzni fazi (C18) a kvantifikovan detekénim pfistrojem na elektrochemickém

principu. Metoda je vyuzitelna i ke kvantifikaci formaldehydu v biologickych vzorcich.

2.2.1.4 Radiometrické

Radiometrické metody méfeni aktivity aminoxidas vyuzivaji radioaktivné znaceného
substratu a separace nezreagovaného substratu od produktu vhodnym zptisobem. Po této
separaci je v produktové frakci [¢1 v produktové i substratové v pfipadé Okuyamy &
Kobayashiho (1961)] kvantifikovan analyt pocitanim zableskll svétla produkovanych
scintilatorem, coz je latka vyzafujici svétlo po excitaci radioaktivnim zafenim
zpusobenym rozpadem radioaktivniho atomu ve znaCené slouceniné (Eisenthal &
Danson, 2002). Mezi vyhody patfi moznost provadéni mefeni aktivity v hrubém
homogenatu tkané bez predchozi purifikace enzymu, mald spotfeba vzorku a oproti
metodam vyuzivajicim fluorescence ¢i kvantifikace peroxidu vodiku zamezeni
interference slozek pfitomnych ve vzorku samotném (Wurtman & Axelrod, 1963). Dale
tyto metody nejsou omezeny piitomnosti enzymu premeénujicich vznikajici produkt
(napt. aldehyddehydrogenas), jelikoz pii vhodném zpusobu separace (zejm. na
ionexech) jsou po oddéleni substratu s produktem kvantifikovany i produkty jeho
naslednych reakci (Jain et al., 1973). Ve vyzkumu jsou tyto metody hojné pouzivany a
zavedeny jako spolehlivé, avSak vzhledem k jejich vyssi Casové naroCnosti, vysoké
pofizovaci cené znaCenych substrati a nutnosti dodrzovani opatfeni pro praci
s radioaktivnim materidlem je moznost jejich vyuziti v klinické praxi omezena (Yan et
al., 2004; Valley, 2006; Gella et al., 2013). VSechny metody dale citované jsou

,,endpoint metodami.

2.2.1.4.1 Vyuzivajici extrakci rozpoustédlem a papirovou chromatografii

Metoda, jiz vytvotili Okuyama & Kobayashi (1961) a jeji modifikace jsou v dnesni
dobé povazovany za ,,zlaty standard“ metod meéteni aktivity DAO (dle Boehm et al.,
2016). Pavodni metoda vyuziva jako substratd '*C- znageného kadaverinu a putrescinu.
Substrat a produkty jsou zreakcni smési extrahovany toluenem obsahujicim 2,5-
difenyloxazol (dale PPO) jako scintilator. Vznikly extrakt je zahustén a dé€len papirovou
chromatografii. Substraty a produkty jsou kvantifikovany skenovanim piislusnych skvrn
scintila¢nim detektorem, kdy pocet detegovanych rozpadi je tmémy koncentraci latky

v dané skvrneé.

2.2.1.4.2 Vyuzivajici extrakei rozpoustédlem
Metoda meéfeni aktivity PAO a DAO popsand Paschalidisem & Roubelakis-

Angelakisem (2005) vyuziva '*C-znageného spermidinu (pro PAO) a putrescinu (pro
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DAO). Po zastaveni reakce jsou produkty extrahovany toluenem. Jako scintilatory
slouzi PPO a 1,4-bis(2,5-fenyloxazoyl)benzen. Nevyhodou téchto postupt je mozna
extrakce vysokého mnozstvi pivodniho substratu, jez muze zkreslovat data i pfi pouziti
blanku (Wu & Dyck, 1975). Vyzaduji vSak malé mnozstvi vzorku, jsou rychlé, citlivé a
pouzitelné pro hrubé homogenaty tkani (Wurtman & Axelrod, 1963)

2.2.1.4.3 Vyuzivajici separaci na iontomenic¢ich

Vyuziti separace na iontoménicich ma tu vyhodu, Ze nedochazi k nezadouci pfitomnosti
substratu v produktové frakci v mife, ktera by ovlivilovala ziskana data (Wu & Dyck,
1975). Pouzivano pro MAO a to jak na katexech (napft. Jain et al., 1973), tak na anexech
(napt.Goridis & Neff, 1971).

2.2.1.5 Fluorometrické

Tyto metody vyuzivaji pfimé ¢i nepiimé tvorby produktd, jezZ po ozareni svétlem
vhodné vinové délky emituji svétlo vinové délky vyssi (Eisenthal & Danson, 2002).
Vyhodou je vysoka citlivost, jednoduchost provedeni (Valley et al., 2006; Gella et al.,
2013) a nizka cena vuci jinym srovnatelné citlivym postupim (napf. radiometrii) (EI-
Magrabey et al., 2015). Nevyhodou je, Ze signal je ruSen interferenci zpiisobenou
ptitomnosti pfirozené fluoreskujicich latek ve vzorku (Meyerson et al., 1978; Valley et
al., 2006).

Jsou pouzivany zejména pro meteni aktivity benzylaminoxidasy [EC 1.4.3.21; napf.
metoda dle El-Magrabey et al. (2015)] a MAO, nékteré v§ak mohou byt pouzitelné i pro
meéteni aktivity DAQO, jako napt. metoda, jiz vyvinuli Harada & Nagatsu, (1973), jez
kvantifikuje vznikajici amoniak pomoci spfazené reakce s glutamatdehydrogenasou na
zékladé fluorescence produkovaného NAD™

Pro méfeni aktivity DAO by méla byt pouzitelna také metoda dle Guibaulta ez al.
(1968) obecné slouzici k méfeni aktivity enzymu produkujicich peroxid vodiku.
Spociva v sprazené reakci s peroxidasou, kdy jejim druhym substratem je

nefluoreskujici kyselina homovanilova preménovana na fluoreskujici produkt.

2.2.1.6 Bioluminiscencni

Metody vyuzivajici produkci svétla reakéni smési jsou obecné citlivéj§i nez
spektrofotometrické metody, méné nakladné nez radiometrické. Oproti fluorometrickym
metodam je vyhodou, ze nejsou ruSeny signaly na pozadi (Valley er al., 2006).
Prikladem je metoda dle Schwelberga et al. (2007), jez luminometricky kvantifikuje
vznikajici peroxid vodiku pomoci kienové peroxidasy a luminolu. Metoda byla tvofena

pro diaminoxidasy, umoziiuje v§ak méfit aktivitu riznych enzymu.
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2.2.1.7 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie pouzili Wang et al. (2012a) pro méteni aktivity DAO ve
vzorcich zmyS$i a krys. Jako substrat slouzil methylamin (vhodné spiSe pro EC
1.4.3.21), vznikly formaldehyd byl derivatizovan dopaminem. Produkt derivatizace byl
izolovnan pomoci HPLC na Pentafluorofenylpropylu (hydrofobni a n-m interakce) a
kvantifikovan pomoci ESI-, ion trap® porovnanim s internim standardem. Jeho identita
byla potvrzena pomoci MS/MS na stejném pfistroji. Vyhodou téchto postupt je vysoka

citlivost a selektivita v kombinaci s moznosti ,,high-throughput* analyzy.

2.2.2 Zalozené na méreni jinych parametra nez aktivity enzymu
Zde uvedené postupy byly zkoumany jako moznosti potencialni nahrady méfteni aktivity
enzymu.

Prvni ze zkoumanych moznosti jsou postupy imunologické. Jejich vyhodou je
selektivita pro danou variantu enzymu a to, Ze data nejsou zkreslena inhibici substratem
a pripadnou pfitomnosti inhibitoru (Boehm et al., 2017). Abella et al. (2004)
(kvantifikace HVAP1) a Schwelberg et al. (2012) (kvantifikace sérové DAQ) pouzivali
metodu Western blot. Boehm et al. (2017) pouzivali metodu ELISA. Byly zjistény
pozitivni korelace mezi aktivitou enzymu a jeho koncentraci. Schwelberg et al. (2012)
zmifnuji moznost nahrady méfeni aktivity témito postupy z davodu vyssi citlivosti,
Boehm et al. (2017) z davodu snadnosti a moznosti tvorby komerecni sady.

Dalsi potencialni moznosti je MS kvantifikace enzymu samotného. Zhang et al.
(2010) kvantifikovali sérovou DAO pomoci LC-MS/MS peptidového sekvencovani.
Postup ma slouzit ke kvantifikaci DAO pfimo a nahradé postupti méficich aktivitu.
Vzajemné porovnani v§ak nebylo provedeno.

Zkoumana byla 1 moznost méfeni exprese. Nordquist ef al. (2002) a Gokturk et al.
(2004) zkoumali korelaci mezi genovou expresi diaminoxidas mysi s jejich aktivitou
pomoci kvantitativni RT-PCR. Nebyla nelezena pozitivni korelace, postupy tedy nelze

pouzit k nahradé méfeni aktivity.
2.3 Priprava Cu dependentnich aminoxidas

2.3.1 Zdroje aminooxidas

Aminoxidasy se vyskytuji v mnoha riznych skupinach organismd, kde plni rozmanité
funkce (viz kapitola 2.1.5, str. 16). Rizné vzajemné orthologni varianty CuAO je pro
studium detailnich parametri mozno ziskavat ptimo z jejich zdrojovych organismau ¢i je
ptipravovat jako rekombinantni enzymy ve vhodnych expresnich systémech. Pro

vyzkum obecnych vlastnosti je mozno vyuzit ,modelovych enzymi“ z organismu
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produkujicich je ve zvySené mife po vhodné indukci. Pfikladem jsou etiolované
semenacky rostlin, kdy pfi péstovani kli¢icich rostlin ve tmé& dochézi k vyraznému

narustu tvorby CuAO v nadzemnich ¢astech (Joseph & Srivastava, 1995).
2.3.2 Extrakce a purifikace

2.3.2.1 Z rostlinnych zdroju

Rané postupy purifikace CuAO byly zalozeny na sledu precipita¢nich kroka ptipadné
doplnénych jednoduchou nizkotlakou chromatografii. Jako priklady 1ze uvést postupy,
jez vytvorili Werle & Pechmann (1949) (frakcni precipitace acetonem, poté siranem
amonnym), Mann (1955 opakovana frakéni precipitace siranem amonnym, 1961
doplnéno chromatografii na hydroxyapatitu a DEAE-cellulose) a McGowan a Muir
(1971)[frakeni precipitace siranem amonnym, poté ethanolem, chromatografie na
katexu (fosfocellulosa)].

Kluetz et al. (1980) vyuzivaji pro purifikaci CuAO z hrachovych semenackt postup
zalozeny na frakeni precipitaci siranem amonnym, kdy jsou nejprve srazeny nezadouct
proteiny a po zvySeni koncentrace siranu amonného frakce obsahujici enzym. Po
resuspendovani jsou proteiny dale srazeny piidanim smeési ethanolu s chloroformem. Po
centrifugaci je CuAO z vodno-ethanolové frakce opét presrazena siranem amonnym.
Vznild srazenina je resuspendovana (narocné, riziko ztrat). Nasleduje precisténi
chromatografii na anexu (DEAE-cellulosa) a gelovou permeacni chromatografii.
McGuirl et al. (1994) postup doplnili zafazenim chromatografie na hydroxyapatitu mezi
posledni dva kroky.

Wimmerova et al. (1993) vyvinuli zplisob purifikace CuAO z hrachovych
semenackid péstovanych ve tmé. Postup spociva v homogenizaci semenackt bez kofene,
filtraci homogenatu nasledované precipitaci nezadoucich proteint siranem amonnym.
Supernatant je nasledné separovan hydrofobni interakéni chromatografi s eluci
postupnym snizovanim obsahu siranu amonného. Aktivni frakce je separovana na
katexu a poté gelovou permealni chromatografii. Postup, jez vytvoiili Sebela et al.
(1997) pro piskavici fecké seno (prvotni piiprava vzorku pred separaci podobna)
vyuziva frakéni precipitace siranem amonnym, kdy supernatant po prvni precipitaci je
srazen vysSi koncentraci siranu amonného a vznikld srazenina obsahujici enzym je
resuspendovana a odsolena pomoci dialyzy. Dal§i srazeni je provadéno tepelnou
denaturaci nepotfebnych proteini a supernatant po centrifugaci je odsolen dialyzou.
Dialyzat je separovan na anexu (DEAE-cellulosa) a poté na hydroxyapatitu. Témér
identicky postup byl opakované pouzit i v jinych pracich Sebela er al. (1998, 2005).

V praktické casti této diplomové prace byl vyuzit postup na podobném zakladu
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doplnény o dva dalsi purifikacni kroky (viz kapitola 3.2.1, str. 41). Pufry v téchto
postupech mohou obsahovat méd’'naté ionty pro stabilizaci enzymu (Wimmerova et al.,
1993; Sebela er al., 1997; Sebela ez al., 1998).

Pietrangeli et al., (2004) pouzili postup izolace CuAO ze semenacki hrachoru
cizrnového, obnasSejici homogenizaci za snizeného pH, coz vede k zachyceni CuAO na
zbytcich bunécnych stén. Tento pevny material je dukladné promyt pufrem (pomoci
tkaniny) pro vymyti nezachycenych proteini. CuAO je nasledné uvolnéna do roztoku
zvySenim iontové sily pomoci siranu amonného (proteiny precipitované touto
koncentraci zaroveni zustavaji zachyceny na tkanin€, proSly =zbytek oddélen
centrifugaci). Nasledné je purifikovany enzym vysrazen vys§i koncentraci siranu
amonného. SraZenina je poté resuspendovana a precisténa na anexu (DEAE-cellulosa) a
nasledné na katexu (SP-Sepharosa).

Pro udrZeni aktivity enzymu je vhodné vSechny operace purifikacniho procesu
provadeét pri teploté okolo 5°C (Kluetz et al., 1980, Wimmerova et al., 1993, Sebela et

al., 1998). Toto plati 1 pro nasledné¢ uvadéné postupy purifikace ze zivocisSnych a

2

houbovych zdroju. V piipadé zdroji bakterialnich neni chlazeni nutné (Freeman et al.,
1996, Lee et al., 2008).

2.3.2.2 Z zivociSnych zdroju

2.3.2.2.1 CuAO z krevni plazmy
Pro purifikaci CuAO z koriské plazmy vytvorili Carter ef al. (1994) postup obnasejici

frakcni precipitaci siranem amonnym, resuspendovani cilové frakce a jeji separaci na
anexu (Q-Sepharosa). Nasleduje odsoleni dialyzou a separace afinitni chromatografii
(aminohexyl-Sepharosa) a precisténi na hydroxyapatitu. Poté nasleduje gelova filtrace.
Pro zvySeni specifické aktivity je mozno zafadit jesté¢ gradientovou FPLC na anexu
(Mono-Q HR). Wang et al. (1994) vytvortili odlisSny postup, kdy cilem byla také
soucasna extrakce ceruloplasminu druhou vétvi postupu (zde nezminéno). Nejprve je
provedena frakéni precipitace siranem amonnym. Nasledné autofi nabizeji dvé moznosti
postupu obnaSejici separaci na anexech (aminoethyl-Sepharosa a Q-Sepharosa) a
afinitni chromatografii (ConA-Sepharosa, na nosic¢i imobilizovan konkanavalin A, vaze

glykosylované proteiny) v rizném poradi.

2.3.2.2.2 Membranové CuAO (orthology HVAPI)
Lizcano et al. (1998) purifikovali CuAO z plicni tkané skotu. Plicni tkan je v tomto

postupu nasekana a fadné promyta, aby se zabranilo kontaminaci sérovou CuAO.

Nasleduje homogenizace a frak¢ni centrifugace organel, dale je pouzivana frakce
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obsahujici mikrosomy. Mikrosomalni frakce byla inkubovéna s detergentem.
Nasledovala centrifugace a dale byl pouzit supernatant. Byla provedena chromatografie
na Cibacron Blue 3GA-agarose, na hydroxyapatitu a afinitni chromatografie na agarose
s cockovym lektinem. Poté byla provedena FPLC (rychlé/stfednétlakda kapalinova
chromatografie proteinti) na anexu (Resource Q) a gelova filtrace pomoci FPLC. Postup
pro ledvinovou tkan prasat vyvinuty Wilflingsederovou & Schwelbergem (2000) obnasi
po homogenizaci vzorku sled centifugacnich kroki. Ziskana aktivni frakce je postupné
precistovana pomoci FPLC nejprve afinitni (ConA-Sepharosa a naslené Sepharosa

s navazanym heparinem), poté na anexu (Mono Q HR).

2.3.2.3 Z bakterialnich zdroji

Freeman er al. (1996) provadéli purifikaci aminoxidasy z Arthrobacter globiformis
(grampozitivni bakterie) po kultivaci na médiu obsahujicim fenylethylamin. Zmrazené
bunky byly suspendovany v pufru obsahujicim inhibitory proteas a lysozym a naruSeny
ultrazvukem a pouzitim , French pressu“. Po centrifugaci a odsoleni dialyzou byla
provedena separace na anexu (DEAE-cellulosa). Nasledovaly tfi vysokoucinné separace
kapalinovou chromatografii a to na anexu (Mono Q HR), hydrofobni interakéni
chromatografii (fenyl-Superosa) a chromatofokusaci (Mono P HR).

Lee et al. (2008) vytvotili postup izolace CuAO z mykobakterii kultivovanych na
médiu obsahujicim benzylamin jako zdroj dusiku. Burky jsou po resuspendovani
rozruSeny ultrazvukem a hruby extrakt je srazen protaminsulfatem. Supernatant je
separovan pomoci FPLC na anexu (Mono Q HR), gelové filtrace (Superose HR) a
hydrofobni interakéni chromatografie (fenyl-Sepharosa). Frakce ziskané v poslednim

kroku a vykazujici aktivitu jsou chromatograficky odsoleny.

2.3.2.4 Z houbovych zdroju
Frébort er al. (1999) purifikovali CuAO oxiduyjici methylamin z mycelia plisné

Aspergillus niger. Bylo tfeba tuto CuAO oddélit od ostatnich variant (vice separacnich
krokt). Produkce enzymu byla indukovana kultivaci na médiu s methylaminem jako
zdrojem dusiku. Homogenat byl centrifugovan a supernatant frak¢né precipitovan
siranem amonnym. Nasledovala dvoukrokova frakcionace resuspendovaného
precipitaitu na anexu (DEAE-cellulosa, pot¢ DEAE-Sephadex). Cilova frakce byla
precipitovana siranem amonnym a separovana na anexu (DEAE-Sephadex) a preciSténa

gelovou permeacni chromatografii.
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2.3.3 Priprava rekombinantnich CuAQO

Mimo purifikace ze zdrojového materidlu je mozno CuAO produkovat ve vhodném
expresnim systému a zné poté vhodnym zpusobem purifikovat. Priklady takovéto
exprese genu pro CuAQO v jiném organismu jsou: Juda et al. (2001) produkovali v E.
coli fazni protein CuAQO z Aspergillus niger s polypeptidovou znackou Strep-Tag II
umoziujici snadnou izolaci pomoci afinitni chromatografie. Elmore et al. (2002)
produkovali lidskou ledvinnou diaminoxidasu v burikach octomilky péstovanych jako
bunécna kultura. Rea et al., 2004 provedli uspéSné zvySeni citlivosti rostlin tabaku
k exogenné aplikovanym aminiim modifikaci rostlin tabaku vedouci k produkci CuAO
hrachu a FAD dependentni polyaminoxidasy kukufice. Kolafikova et al. (2007) ziskali
aminoxidasu z Aspergillus niger produkci v Saccharomyces cerevisiae (dle autort jde o

jediny znamy organismus, u n€jz bylo dokazano, ze neobsahuje vlastni aminoxidasu).

2.4 Meéreni enzymové aktivity pomoci hmotnostni spektrometrie
Hmotnostné spektrometrické techniky pfi meéfeni enzymové aktivity nabizi vysokou
citlivost, jednoduchost a rychlost méfeni spolecné¢ s moznosti pfimé detekce (bez
nutnosti  derivatizace ¢i pouziti substratd fluoreskujicich, absorbujicich ¢i
pfeméniovanych na takovéto produkty) a identifikace latek, vCetné pfipadné pritomnych
neznamych vedlejSich produkti a intermediati reakce. Dalsi vyhodou je vysoka
selektivita pro analyty riiznych molekulovych hmotnosti (Wang et al., 2012b; Sebela,
2021). V piipadé stejné molekulové hmotnosti substratu a produktu (naptf. méfeni
aktivity isomeras) je mozno vyuzit sprazené reakce premeénujici jeden z analytd na latku
jiné molekulové hmotnosti (Sebela, 2021). Kvantifikace substratu & produktu maze byt
relativni méfenim poméru intenzity signalu substratu vuci produktu (Wang et al.,
2012b; Sebela 2021) nebo mohou byt kvantifikovany porovnanim s internim
standardem podobné struktury a ionizovatelnosti (Sebela, 2021). Vyhodou jsou také
nizké naklady na rutinni méfeni (po pocatecni jednorazové investici) a moznost ,,high-
throughput méfeni pro farmakologické aplikace (napf. screening inhibitortl) (Greis,
2007). Také lze méfeni enzymové aktivity ¢i screening inhibitord provadét detekci
hmotnostniho pfirastku enzymu pfti vzniku komplexu enzym-subtrat ¢i enzym-inhibitor
(Greis, 2007; Wang et al., 2012b).

2.4.1 lIonizacnich techniky a analyzatory pro méreni enzymové
aktivity
Pro meéfeni enzymové aktivity se pouzivaji meékké ionizacni techniky. Ionizace

elektrosprejem je kombinovana s online napojenim na chromatografickou separaci a
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jako analyzatory jsou pouzivany napfi. iontové pasti, kvadrupdlové analyzatory (Yan et
al., 2004) & jejich kombinace (Greis, 2007; Sebela, 2021). Nevyhodou je vysoka
citlivost systému na kontaminaci solemi a mnohonasobny naboj ionti (Wang et al.,
2012b). Vyhodou oproti MALDI je spolehlivéjsi kvantifikace analyti (Greis, 2007).
Prikladem pouziti pro aminoxidasy je postup dle Wanga et al. (2012a) na str. 27.
MALDI ionizace je pouzivana ve spojeni s ToF analyzatorem, iontovou
cyklotronovou rezonanci, popf. jejich kombinacemi s kvadrupolovym analyzatorem.
Vyhodou je meéfeni sjednondsobné nabitymi ionty a tolerance soli. Nevyhodou je
pfitomnost signalu pouZzité matrice v oblasti nizkych m/z poméra (ptiklady feSeni viz
nasledujici kapitola) (Greis, 2007; Wang et al., 2012b). Mozné postupy obnasi
kokrystalizaci alikvotu reakéni smési s matrici a imobilizaci substratu (pro méfeni
aktivity) ¢i enzymu (pro screening substratl a inhibitor(l) na desticku nasledované

pokrytim matrici (Sebela, 2021). Piiklady konkrétnich pouziti jsou uvedeny nasledovné.

2.4.1.1 Pouziti MALDI ToF pro méreni enzymové aktivity

Ptiklad méfeni aktivity aminooxidas jinymi MS technikami je uveden na str. 27 Co se
MALDI-ToF tyce, byla provadéna méfeni na jinych oxidasach. Bungert er al. (2004a)
méfili aktivitu pyranosaoxidas s pouzitim iontové kapalné matrice (viz str. 35) a to
dihydroxybenzoatu pyridinia. Substrat (glukosa) a produkt (glukoson) byly
kvantifikovany dle poméru intenzit signalu. K méfeni aktivity glukosaoxidasy Bungert
et al. (2004b) pouzivali raznych béznych matric. Pro méfeni koncentrace glukosy
(standard "C-glukosa) byla optimalni kys. dihydroxybenzoova (dale DHB), méfeni
koncentrace kys. glukonové (substrat *C-glukosa, standard neznagena kys. glukonova)
kys. sinapova (dale SA). Bayramoglu et al. (2019) zkoumali produkty vznikajici pii
degradaci barviva Cibaron Blue 3GA lakasou a identifikovali je v riznych reakcnich
Casech. Jako matrice slouzila DHB. Aktivita nebyla méfena, provadénd meéfeni byla
pouze kvalitativni.

Meéfeni aktivity peptidas (a proteas) ma Sirké vyuziti ve farmaceutickém vyzkumu a
potencial pro tvorbu diagnostickych metod. Kvantifikace je zalozena zejména na pouziti
izotopové znalenych internich standardd (Sebela, 2021). Piikladem samotného méfeni
aktivity je postup, jez vytvorili Elased et al. (2006) pro ACE2 (angiotenzinkonvertasa 2,
vliv na ¢innost srdce a ledvin) pomoci SELDI-ToF s vyuzitim hydrofobniho povrchu.
Z hlediska vyvoje 1éCiv ma vyznam pouziti pro screening potencialnich inhibitort
cilovych enzymi. Napf. Yanes ef al. (2005) identifikovali inhibitory trypsinu (pfibuzné
enzymy se ucastni srazeni krve) v extraktu z pijavic. Podobn¢ lze vyuzit tato méfeni i

k identifikaci substrati ¢i urCovani substratové specificity. Napt. Watson et al. (2011)
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sestavovali a porovnavali , knihovny* proteas pfitomnych v séru a plicni tekutiné tak, ze
identifikovali pfipadné produkty rozpadu (a tim i §té€pna mista) zvolenych syntetickych
peptidi. Dalsim moznym vyuzitim je detekce patogent obsahujici proteasy se specifitou
charakteristickou pro dany organismus na zakladé identifikace produkti rozpadu
zvolenych peptida (napf. Sabbagh er al. (2015) diagnostika Aspergillozy).

V polsednich letech je také intenzivné zkouméno vyuziti MALDI-ToF pro detekci
produktt B-laktamas. Tyto enzymy hydrolyzuji amidovou vazbu ve struktuie -
laktamovych antibiotik (napf. penicilin a jeho varianty). Detekce vznikajicich produkta
muize byt pouZita napf. k uréeni odolnosti bakterii (Hoof er al., 2012; Sebela, 2021), &i
zjisténi pridavku B-laktamasy do miéka (ilegalni aditivum) (Wang et al., 2012b).

Dale je mozno MALDI-ToF MS pouzit pro charakterizaci proteinkinas a fosfatas. Co
se kinas tyCe, napf. Kondo & Nishimura (2009) vytvofili postup screeningu
potencialnich syntetickych substrati kinas a také jejich inhibitord. Toto je vyznamné
pro farmaceuticky pramysl, kdy kinasové kaskady regulacnich drah jsou Castymi cili
1é¢iv (inhibitory). Je vSak pozadovéna vysoka selektivita daného inhibitoru pro danou
variantu kinasy. Podobny vyznam maji i fosfatasy, ucastnici se také regulacnich kaskad.
Prikladem méfeni s fosfatasami je napt. Houstonem et al. (2000) provadéné meéteni
kinetickych parametri protein-tyrosin-fosfatasy.

Dalsim vyznamnym enzymem, jehoz aktivita miize byt méfena pomoci MALDI-ToF
MS je acetylcholinesterasa. Napt. Hu et al. (2006) pouzili pro méfeni jeji aktivity a
screening inhibitord oxidovanych uhlikovych nanotrubi¢ek jako matrice. Xu et al
(2008) pouzili DHB jako matrice pro méfeni téhoz pomoci MALDI-FTICR.

2.4.1.2 NIMS (,,Nanostructure initiator mass spectometry*)

Meéiit enzymovou aktivitu LDI-ToF technikami lze také pomoci postupi NIMS,
vyuzivajicich perfluorovany substrat nekovalentné¢ vazany na desticku pokrytou
kapalnym iniciatorem. Na desticku je nanesen vzorek a v ptipadé pfitomnosti enzymu
dochazi ke Stépeni ¢i jiné modifikaci produktu. Po omyti desticky v pozadovaném case
zustane pritomen pouze iniciator a navazané substraty a produkty, které jsou
identifikovany na zékladé hmotnostniho rozdilu a kvantifikovany na zakladé poméru
signalu. Vyhodou postupu je vysoka citlivost a moznost ptfimého pouziti na hrubych
bunécnych extraktech (Northern er al., 2008). Northern er al. (2008) tento postup
pouzili pro charakterizaci B-galaktosidasy termofilnich bakterii (substratem galaktosa

modifikovana argininem a polyfluorovanym alkylovym fetézcem).
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24.1.3 ,,MS imaging“

Enzymovou aktivitu je mozno méfit také lokalizované na tkafiovych fezech a urcit jeji
rozlozeni ve zkoumaném organu (plosné ¢i sestavenim 3D snimku z vice fezil). Postupy
toto zajistujici umoziuji ziskani vice informaci nez meéfeni meéfeni s tkafovymi
homogenaty. Nevyhodou je moznost vysoké komplexity spekter z divodu pfitomnosti
jinych analytd (Hamilton er al., 2020). Piikladem je metoda méfeni lokalni aktivity
fosfolipasy C, jiz pouzili Hamilton er al. (2020) pro tkanové fezy jedové zlazy kobry.
Na tkanovy fez byla aplikovana vrstva deuteriem znacCeného fosfatidylcholinu (z
divodu odliseni od endogenniho) a reakce zastavena vysuSenim. Poté byla aplikovana
vrstva matrice (kyselina a-kyanohydroxyskoficova, ddle CHCA) a provedeno meéfeni
pomoci MALDI-ToF.

2.5 MALDI MS malych molekul
Vyhodou MALDI, jako ionizacni techniky pro biochemické MS analyzy, je mékka

ionizace a oproti ESI produkce zejména jednonasobné nabitych iontd. Dalsi vyhodou je
znaCny hmotnostni rozsah pii pouziti pro analyzu makromolekul. Pro analyzu malych
molekul (m/z < 1000) je vSak znacnou nevyhodou pfitomnost iontli matrice, jejichz
signaly se prekryvaji se signaly analyti a potlacuji je. Dalsi nevyhodou je potlaceni
signalti, zpusobené pfitomnosti nabitych molekul, vedouci k omezenému vyuziti
v kvantitativni analyze. Tyto nevyhody vSak mohou byt minimalizovany. V ptipadé
iontové suprese pritomnymi slozkami lze napt. vzorek vhodné precistit (Wang et al.,
2012b). Postupy slouzici k potlaceni signali matrice a dalSimu omezeni iontové suprese

jsou uvedeny v této kapitole.

2.5.1 primé méreni s béZnymi matricemi

Vyhodou postupt vyuzivajicich bézné pouzivanych matric (oproti dale uvedenym
matricim specialnim) je dostupnost materialu a pouziti bézného vybaveni (Guo et al.,
2002). Napt. Guo et al. (2002) k potlaceni signalu matrice CHCA pouzili iontovy
detergent CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) v molarnim poméru 1:1000 vuci
matrici. Postup je zaloZen na pozorovani, ze nékteré analyty samy potlacuji signaly
matrice a vyuzitim pifidavku CTAB do matrice l1ze dosahnout téhoz efektu. Postup se
oznacuje jako MSLDI (,,matrix supressed laser desorption ionization*). Postup zalozeny
na tomto zakladu je pouzit pro méfeni v praktické casti této diplomové prace. Dalsi
moznosti upravy postupu je pouziti rozpoustédel vedoucich k rychlé tvorbé

homogennéjsich krystalt (Wang et al., 2012b).
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V pfipadé, Ze je tfeba analyt kvantifikovat, je mozné pouzit jako interni standard
latku podobnych vlastnosti a jiné molekulové hmotnosti (Wang et al., 2012b). Takto
postupovali napt. Grant et al. (2003) pii kvantifikaci glukosy porovnanim se znamym

mnozstvim sorbitolu.

2.5.2 matrice pro méreni malych molekul
Jednou z moznosti odstranéni vlivu signali matrice z oblasti nizkych m/z poméra je
jejich | posunuti“ smérem k vyssim m/z hodnotam vybérem té€zsi matrice (Wang et al.,
2012b). Prikladem je pouziti F20TPP [meso-tetrakis(pentafluorofenyl)porfyrin; 974.,6
Da] napf. pro analyzu sacharidt, mastnych kyselin a 1éCiv (Van Kampen et al., 2006).

Dal§i moznosti je pouziti ILM (,,ionic liquid matrices™). Jejich vyhodou je vysoka
reprodukovatelnost a linearni zavislost intenzity signalu na koncentraci (Wang et al.,
2012b) a vyssi signal analytu oproti matricovym signalim (Santos et al., 2004). Iontové
kapaliny jsou soli kapalné za béznych laboratornich teplot (Lei et al., 2017). Ptikladem
je sul triethylaminu s CHCA, kterou Santos et al., (2004) pouzili k analyze alkaloidt po
jejich tenkovrstevné chromatografii (naneseni matrice na skvrnu analytu, méfeni pfimo
z chromatografické desticky). Podobné je mozno vyuzit i matrice slozené z pevnych
iontovych krystald (napt. Ham ez al., 2006).

Také je mozno k odstranéni signalu matrice pouzit pfistupa LDI (,laser desorption
ionization*) vyuzivajicich desti¢ek, jejichz povrch samotny slouzi jako matrice ¢i

anorganického materialu v roztoku analytu. Piiklady jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Prehled alternativ k pouziti organické matrice

autofi . matricovy* material mod specifika

Shen et al., 2001 porézni kiemik (destiCka) +/- fragmentace analytu minimalni

Xu et al., 2003 uhlikové nanotrubicky + vysoka citlivost a reprodukovatelnost
(desticka)

Dong et al., 2010, Lu  grafen (disperse) +/- vysoka reprodukovatelnost a tolerance soli

etal., 2011

Sunner et al., 1995 grafit (disperse) + muze zanaset iontovou optiku

Kang et al., 2019 oxid grafenu (disperse) +

Kinumi et al., 2000 kovy, oxidy (disperse) +

Lai et al., 1998 stiibro (desticka) + koloidni stiibro na Ag, Au i Pt folii

Kang et al., 2019 nanocdstice zlata (disperse) +

Park et al., 2017 parylen (desticka) + polymer napateny na kovové desticce

2.5.3 derivatizace analytu

Ruseni signaly matrice se 1ze vyhnout také vhodnou derivatizaci analytu. To mize vést
napf. k posunu jeho m/z poméru mimo oblast signali matrice. Také je mozno vyuzit
derivatizace izotopovymi znaCkami a porovnani s internim standardem (derivatizovan

znackou o jiné M,, lze pouzit ke kvantifikaci). Déle 1ze pouzit derivatizace skupinami ¢i
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slouceninami zvySujicimi ionizovatelnost analytu a tim zintenzivilyjicimi jeho signal
oproti signalu matrice (Wang et al., 2012b). Posledni uvedeny pfistup mize vyuZzivat
takovéto snadno ionizovatelné znacky i jako nahrady matrice samotné. Takto funguje
napi. DMNTH  [4-dimetylamino-6-(4-metoxy-1-naftyl)-1,3,5-triazin-2-hydrazin],
slouzici jako reaktivni matrice pro analyzu karbonylovych slou€enin, s nimiz tvori

snadno ionizovatelny hydrazon (Mugo et al., 2007).

36



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

1,4-dioxan (Lachema, Ceska republika)

1,5-diamino-3-pentanon dihydrochlorid (pfipravil prof. Lumir Macholan, PiF MU)
1,8-diamino-3,6-dioxaoktan (pfipravil skolitel; Sebela et al., 2007b)
1-methoxynaftalen (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

2-hydroxykadaverin dihydrochlorid (pfipravil prof. Lumir Macholan, PtF MU)
2-hydroxyputrescin dihydrochlorid (pfipravil prof. Lumir Macholan, PiF MU)
4-(aminomethyl)piperidin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

aceton (Merck, Némecko)

acetonitril (Merck, Némecko)

agmatin sulfat (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

akrylamid (Serva, Némecko)

aminobutyraldehyd diethylacetal (ABAL; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
aminopropylaldehyd (APAL; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
cetyltrimethylamoniumbromid (poskytl prof. Juraj Sev¢ik, KACH PiF UP)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Némecko)

cystamin dihydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

diaminohexan dihydrochlorid (poskytl prof. Lumir Macholan, PftF MU)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Fluka Chemie, Svycarsko)

dimethylamin hydrochlorid (poskytl doc. Miroslav Soural, KOCH PiF UP)
dithiothreitol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

dodecylsiran sodny (SDS; Serva, Némecko)

ethanol 95% (Lach-ner, Ceska republika)

furfural (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

glycin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

guajakol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

histamin dihydrochlorid (ICN Pharmaceuticals, USA)

hoveézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

hydrazin hydrat (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

hydrogenfosfore¢nan didraselny (Lach-ner, Ceska republika)
hydrogenuhlicitan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
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hydrogenuhliéitan sodny (Fluka Chemie, Svycarsko)

hydroxid draselny (Lach-ner, Ceska republika)

chlorid hlinity (poskytl doc. Miroslav Soural, KOCH PiF UP)
chlorid manganaty (Fluka Chemie, Svycarsko)

chlorid sodny (Lach-ner, Ceska republika)

jodacetamid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

kadaverin dihydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
katalasa (z jater skotu, >20000 U-mg™'; Sigma-Aldrich Chemie, Némecko; poskytl
prof. Marek Petfivalsky, KBC PfF UP)

kienova peroxidasa (140 U/mg, Fluka Chemie, Svycarsko)
kyanurchlorid (poskytl doc. Miroslav Soural, KOCH PiF UP)
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (Bruker Daltonik, Némecko)
kyselina fosfore¢na 85% (Lach-ner, Ceska republika)

kyselina chlorovodikova 37% (VWR Chemicals, Francie)
kyselina mravenci (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

kyselina a-kyanohydroxyskoficova (Bruker Daltonik, Némecko)
Laemmliho vzorkovy pufr 2x koncentrovany (Bio-Rad, USA)
methanol (Biosolve Chimie, Francie)

N-(3-aminopropyl)piperidin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
N,N,N* N ‘“-tetramethylethylendiamin (TEMED; Merck, Némecko)
N,N ‘— methylenbisakrylamid (Serva, Némecko)

n-butanol (Penta, Ceska republika)

peroxodisiran amonny (APS; Bio-Rad, USA)

protaminsulfat (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

putrescin dihydrochlorid (Fluka Chemie, Svycarsko)

QC Colloidal Coomassie Stain (Bio-Rad, USA)

sacharosa (Fluka Chemie, Svycarsko)

siran amonny (Lach-ner, Cesk4 republika)

spermidin trihydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
standard pro SDS-PAGE Precission Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein
Standards (Bio-Rad, USA)

standardy pro kalibraci pH metru o pH 4, 7 a 10 (Giorgio Berma, Italie)
tetrahydrofuran (THF; Lach-ner, Ceska republika)

toluen (Lach-ner, Ceska republika)

triethylamin acetat (Merck, Némecko)
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tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; MP Biomedicals, USA)

trypsin (SOL-u trypsin rekombinantni, >10000 U-mg™; Merck, Némecko)
uhli¢itan draselny (Fluka Chemie, Svycarsko)

voda demineralizovana (z vyrobniku MilliQ, Merck Millipore, Némecko)

a-aminoadipat-6-semialdehyd ethylenacetal (AASAL; Chiralix, Nizozemi)

Pristroje a pomucky

analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko)

¢isticka ultrazvukova K-5LM (Kraintek, Slovensko)

digestof M1500 (MERCI, Ceska republika)

digitalni pH metr pH 50 (XS instruments, Cina)

elektroforeticka komurka Mini PROTEAN 3 (Bio-Rad, USA) a pfislusenstvi k ni
(skla, stojan na liti gelu)

elektromagneticka michacka Big-squid (IKA, Némecko)

elektromagneticka michacka C-MAG HS 4 (IKA, Némecko)

elektromagneticka michacka C-MAG HS 7 (IKA, Némecko)

elektromagneticka michadka M2-D (Chromservis, Ceska republika)

hmotnostni  spektrometr MALDI-TOF Microflex LRF20 (Bruker Daltonik,
Némecko)

hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme (Bruker Daltonik,
Némecko)

homogenizator ULTRA-TURRAX T 50 basic (IKA, Némecko)

chromatograficka kolona ENrich SEC 650 10 x 300 mm (Bio-Rad, USA)
chromatograficka kolona UNO S12 (Bio-Rad, USA)

kapalinovy chromatograf stfednétlaky BioLogic DuoFlow (Bio-Rad, USA) s UV-
vis detektorem BioLogic QuadTec (Bio-Rad, USA)

MALDI desticka MSP AnchorChip 96 (Bruker Daltonik, Némecko)

MALDI desticka MSP BigAnchor 96 BC (Bruker Daltonik, Némecko)

MALDI desticka MTP target plate ground steel BC (Bruker Daltonik, Némecko)
minicentrifuga Frontier S306 (Ohaus, USA)

monitor UV-1 (Pharmacia, Svédsko)

nylonova tkanina

peristalticka pumpa PCD 1082 (Davkovaci &epadla Koutil, Ceska republika)
pipetové Spicky ZipTip-C18 (Merck-Millipore, Irsko)

predvazky Pioneer (Ohaus, USA)

skener Umax U9908-HARO (Amersham Biosciences, VB)
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- sklenénd chromatograficka kolona 2,5 x 20 cm (Sigma-Aldrich, USA) plnéna
DEAE Sepharosou (Amersham Biosciences, Svédsko)

- sklenénd chromatograficka kolona 2,5 x 20 cm (Sigma-Aldrich, USA) plnéna
krystalickym hydroxyapatitem (pfipraven Skolitelem podle Mazin a Sulimova,
1975) ve smési s Celitem (Fluka, Svycarsko)

- sklenénd chromatograficka kolona 2,5 x 50 cm (Sigma-Aldrich, USA) plnéna
Sephadexem G-25 Medium (Pharmacia, Svédsko)

- spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, VB)

- stolni centrifuga Microspin 12 (Biosan, Litva)

- termoblok (Major Science, Tchaj-Wan)

- termostat Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

- tiepacka KS 130 (IKA, Némecko)

- ultrafiltracni cela Amicon 8200 (Merck, Némecko)

- vakuova pumpa (KIF LAB, Francie)

- vodni lazei digitalni SUB 6 (p-Lab, CR)

- vortex (Argolab, Italie)

- vortex Genius 3 (IKA, Némecko)

- vyrobnik ledu (Brema, Italie)

- zapisovaé REC 112 (Amersham Pharmacia Biotech, Svédsko).

- zdroj pro elektroforézu PowerPac HC (Bio-Rad, USA)

- zdroj stlaceného dusiku (zaclenén do budovy laboratote)

- Bézné laboratorni vybaveni: automatické pipety (Eppendorf, Némecko) a Spicky
knim (Eppendorf, Némecko, Sarstedt, Némecko), kadinky, odmémé wvalce,
Spachtle, mikrozkumavky a stojany na né€, stficky, nadoby na ledovou tfist’, kyvety

do spektrofotometru (sklenéné a plastove), teplomeér, magneticka michadla atd.

3.1.3 Biologicky material
Hrach sety byl péstovan ve tme po dobu 7 dni na vrstvé perlitu a kazdy den zalévan
vodou. Nadzemni casti semenackt byly oddéleny ntizkami a skladovany zmrazené pfi

teploté -28 °C.
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3.2 Metody

3.2.1 Extrakce a purifikace PSAO
Vsechny purifikacni kroky byly provadény za teploty 0-5°C (chlazeni nadob ve smési

vody s ledem). Nadzemni casti semenacku hrachu (1 kg) byly homogenizovany 10
minut tySovym homogenizatorem ve2 1 0,1 mol- 1" K-fosfatového pufru, pH 7,0
obsahujicim 10% sacharosu, 15 mmol- I"' merkaptoethanol a 1 mM EDTA. Homogenat
byl filtrovan pfes nylonovou tkaninu a centrifugovan 30 min pii 4200 g.

K supernatantu byla za michani na elektromagnetické michacce ptidana 5% suspenze
protaminsulfatu (pH upraveno na 6,5 kyselinou fosforeCnou), a to tak, ze 1 g
protaminsulfatu odpovidal 10 g proteinu v supernatantu. Po poslednim ptfidavku a 10
min michani byla provedena centrifugace 30 min pii 4200 g. K supernatantu byl za
michani pfidan 0,5 mol- I MnCl,, aby vysledna koncentrace MnCl, &inila 7,5 mmol-1™.
Roztok byl jesté 30 minut michan a poté 30 min centrifugovan pii 4200 g. Proteiny
v supernatantu byly dale srazeny pridavanim jemné praskového siranu amonného do
65% saturace (430 g- 1™"). Nasledovalo 30 min michani a centrifugace pii 4200 g po
dobu 30 min. Bylo-li tfeba, precipitat byl uchovavan zmrazeny pii -28 °C. Precipitat byl
dale  suspendovan do  maximalniho rozpuSténi ve 40 ml pufru
A: 20 mmol 1" fosforenan draselny (pH 6,0) obsahujici 5 mmol-I"' 2-merkaptoethanol,
1 mmol1™" EDTA a 5% (w/v) glycerol. Nerozpustény podil byl odstranén centrifugaci
30 min pii 4200 g. Nasledovalo chromatografické odsoleni na Sephadexu G-25. Vzorek
byl nanesen na kolonu ekvilibrovanou pufrem A. Pratokova rychlost zajisténa
peristaltickou pumpou byla 2 ml'min”'. Separace byla monitorovana pii 280 nm pomoci
monitoru UV-1 a zaznamenavana na zapisovac¢i REC 112. Odsoleny roztok proteint byl
nanesen na kolonu obsahujici DEAE-Sepharosu ekvilibrovanou pufrem A. Pratokova
rychlost byla 2 ml'min”'. Separace byla monitorovana pifi 280 nm. Sbirana byla
nezachycena frakce. Ta byla ihned nanesena na kolonu obsahujici hydroxyapatit s
celitem ekvilibrovanou 20 mmol-1™" K-fosfatovym pufrem, pH 7,0. Pritokova rychlost
byla 2 ml-min”". Separace byla monitorovana pti 280 nm. Pro eluci byl pouzit 0,5 mol-I"!
K-fosfatovy pufr, pH 7,0. Eluat s aktivitou aminoxidasy byl dialyzovan pies noc proti
20 mmol-l™ K-fosfatovému pufru, pH 5,8. Dialyzovany roztok byl zahustén ultrafiltraci
(limit zadrzovani 10 kDa).

Vzorek byl dale separovan na iontoméni¢ové koloné (katexu) UNO S12 s pouzitim
pritokové rychlosti 1 ml'min™ a 1 ml smy¢ky pro nanaseni na chromatografu BioLogic
DuoFlow. Eluce byla provadéna gradientem narGstajici koncentrace NaCl (0-1 mol-1™")

v mobilni fazi (20 mmol‘1"" K-fosfatovy pufr; pH 5,8) a monitorovana pomoci detektoru
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pii 280 a 500 nm. Aktivni frakce byly spojeny, odsoleny dialyzou proti 20 mmol-l™
K-fosfatovému pufru (pH 7,0) a zahustény ultrafiltraci. Poslednim krokem byla
separace gelovou chromatografii na kolon€ Enrich SEC650 piipojené k chromatografu
BioLogic DuoFlow, kdy mobilni fazi byl 20 mmol-l” K-fosfatovy pufr, pH 7.0.
Priitokové rychlost &inila 0,75 mlmin™', nanaseci smycka méla objem 500 pl. Separace
byla monitorovana pomoci detektoru pfi 280 a 500 nm. Aktivni frakce byly spojeny a
zahustény ultrafiltraci. Dialyzovany roztok byl zahustén ultrafiltraci (limit zadrzovani

10 kDa). Purifikovany enzym byl skladovan v objemovych alikvotech pfi -28 °C.

3.2.1.1 Meéreni aktivity pomoci sprazené peroxidasové reakce

Aktivita PSAO v jednotlivych fazich purifikace byla méfena metodou dle Frébort et al.
(1989). Tato spektrofotometrickd metoda je zalozena na spfazené enzymové rakci
s vyuzitim kienové peroxidasy (HRP), jez v pfitomnosti peroxidu vodiku (ktery vznika
reakci PSAQO) preménuje guajakol na barevny produkt.

Pro méfeni bylo vyuZito peroxidasové smési sestavajici se z 500 ul 35 mmol-l™
guajakolu a 500 ul HRP (6,25 mg/50 ml) pfidanych k 30 ml 0,117 mol- I K-
fosfatovému pufru, pH 7,0. Do kiemenné kyvety (objem 3 ml) bylo za stdlého michani
napipetovano 1,55 ml této smeési predehraté na 30 °C, v souctu 150 ul destilované vody
a enzymového roztoku (2 pl 10x fedéného az 10 ul nefedéného enzymového roztoku
neznamé aktivity z dané faze purifikace dle potfeby daného meéfeni, a to tak, aby
hodnota AA/3 min byla 0,1 - 0,6). Tato smés pred pfidanim substratu slouzila jako
blank. T&sné& pred potatkem méfeni bylo pfidano 50 ul 87,5 mmol-l" putrescinu. Byla
meéfena zmeéna absorbance pfi A = 436 nm po dobu 3 minut. Aktivita byla vypoctena dle

AA/3 min]-2,16 . . 1,75-10° Vrs-10°
A, kde koeficient 2,16 = ==
V[ml enzymu] 4500-180 et

vzorce: a[nkat/ml] = . Vis je

celkovy objem reakéni smési (1,75 ml), t je Cas méfeni (180 s) a € je molarni absorb¢ni

koeficient (4500 dm’ -mol'l-cm'l). Vychazelo se z obecného vztahu a = 3—? . %.

Pomoci této metody byla také oveéfovana reaktivita potencialnich substratd [N-(3-
aminopropyl)piperidin, dale N(3AP)P; 4-(aminomethyl)piperidin, dale 4(AM)P, kdy
misto putrescinu bylo pouzito 50 ul 87,5 mmol-l" potencialniho substratu. Enzymu bylo
pouzito 10 pl 10x zfed&ného roztoku enzymu o aktivitd 1741 nkat-ml™” (koncentrace
proteinu 1,4 mg-ml”, specificka aktivita 1232 nkat-mg™. Bylo ovéfovano pouze to, zda
reakce probiha ¢i nikoliv.

Pro vSechny substraty (a potvrzené potencialni substraty) byly metodou zalozenou na

tomto principu zméteny kinetické parametry (popsano dale, podkapitola 3.2.2, str. 45).
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3.2.1.2 Méreni obsahu proteinu Bradfordovou metodou

Celkovy obsah proteinu v enzymovych roztocich byl méfen spektrofotometrickou
metodou dle Bradforda (1976). Metoda je zalozena na vazbé barviva Coomassie
Brilliant Blue G-250 na protein, zptsobujici posun absorpéniho maxima barviva z A =
465 nm na A = 595 nm. S metodou interferuji detergenty (Bradford 1976).

Roztok c¢inidla byl pfipraven podle dostupného protokolu (viz pfiloha ¢. 1).
Kalibracni fada byla vytvorena smisenim 2 ml ¢inidla s 5; 10; 20; 30; 40 a 50 ul roztoku
BSA (1 mg 1™"). Pro méfeni koncentrace 2 ml &inidla se vzorkem (1-20 pl dle potieby
daného méfeni). Smés byla inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté. Byla méfena

absorbance pii A=595 nm oproti slepému vzorku (¢inidlo).

3.2.1.3 Ovéreni Cistoty enzymu pomoci SDS-PAGE

Cistota purifikovaného proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE v diskontinualnim
usporadani dle Laemmliho (1970), a to v1 mm silném deskovém gelu. Slozeni
separaCniho a zaostfovaciho gelu je uvedeno v Tab. 6. Pred pfidanim SDS, TEMED a
zahajenim polymerace pomoci APS byly gely odvzdusnény michanim v odséavaci
Erlenmeyerové barice napojené k vakuvé pumpé. Vzorek byl smisen v poméru 1:1
s Laemmliho vzorkovym pufrem (Bio-Rad) a zahfivan 5 min pii 100 °C. Elektrodovy
pufr byl pouzit Tris-glycinovy (0,025 mol-1* Tris, 0,192 mol-I" glycin; 0,1% SDS; pH 8,3).
Na jamku bylo pouzito 7 ul proteinového standardu, vzorky byly nanaseny v objemu
maximalné 20 pl. Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 120 V. Po jejim skonceni
(pfi doputovani bromfenolové modfi na konec separacni drahy) byl gel vpraven do

barviciho roztoku.

3.2.1.3.1 Barveni gelu Coomassie Brilliant blue

Gel byl barven ptes noc v roztoku koloidniho barviva Coomassie (na krouzivé tfepacce
v plastové Petriho misce), otadky 160 min”. Gel byl odbarven opakovanym jemnym
protiepavanim v deionizované vode. Poté byl gel skenovan na skeneru s vyuzitim

programu LabScan. Obraz byl zpracovan v programu PaintShop Pro 8.0.

Tab. 6: Objemy zasobnich roztokt na separacni a zaostfovaci gely

Slozka Separacni gel (12 % T) Zaostiovaci gel (4 % T)
AA +BIS (30% T, 3,3% C) 4 ml 0,65 ml

1,5 mol-I"' Tris/HCI pH 8,8 2,5ml -

0,5 mol-I"" Tris/HCI pH 6,8 - 1,25 ml

SDS (10%) 0,1 ml 0,1 ml

Destilovana voda 3,2 ml 2,95 ml

TEMED 0,015 ml 0,015 ml

APS (10%) 0,05 ml 0,06 ml
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3.2.1.4 Ovéreni identity pomoci peptidového mapovani

Z gelu po SDS-PAGE a barveni byly vyfiznuty a nésledné rozifezany nadrobno vybrané
proteinové pasy. Odbarveni bylo provedeno promisenim se 180 pl smési 100 mmol-l™
NH4HCO;3; a acetonitrilu, 1:1 v/v, hodinovou inkubaci pfi laboratorni teploté a
naslednym odpipetovanim kapaliny. Gel byl vysusen pfidanim acetonitrilu (180 ul). Po
inkubaci 15 min probéhla centrifugace (2 min, 10 000 g) a acetonitril byl odpipetovan.

Obsazené proteiny byly redukovany pifidanim 100 pl 100 mmol-l1” NH,HCO;
obsahujiciho 10 mmol-1" dithiothreitol, inkubace prob&hla 30 min pii 60 °C.
Nasledovala centrifugace (2 min, 10 000 g), odpipetovani kapaliny a opétovné vysuseni
acetonitrilem (viz vyse). Proteiny v gelu byly alkylovany pfidanim 100 pl 100 mmol 1™
NH,HCO5 obsahujiciho 55 mmol‘l" jodacetamid, inkubace probihala 20 min ve tmé pfi
laboratorni teploté). Roztok byl odpipetovan a gel byl promyt 100 mmol-1™ NH,HCO3,
jenz byl odpipetovan a gel opét vysusen pomoci acetonitrilu.

K vysusenym kouskim gelu bylo piidano 50 pl 0,5 pmol-l" SOLu-trypsinu ve
vychlazeném 50 mmol-I" NH4HCO;. Rehydratace probihala 45 minut za chlazeni
ledem. Nasledné byl pfebyteCny roztok odebran a bylo provedeno prevrstveni 40 ul 50
mmol-1" NH4HCO;. Sépeni proteind v gelu probihalo pies noc pii teploté 37 °C.
Nasledovala centrifugace (5 min, 10 000 g). Extrakce peptidi probehla podle
publikovaného postupu (Shevchenko et al., 2006), odsoleni peptidi probéhlo na
pipetovych Spickach ZipTip-C18 podle navodu vyrobce (Merck-Millipore, Irsko).

Na MALDI desticku MSP AnchorChip 96 (Bruker Daltonik) bylo naneseno 0,5 pl
vzorku ¢i peptidového standardu (Peptide Calibration Standard II, Bruker Daltonik) a
thned prevrstveno 0,5 pl matrice (2 mg CHCA, 330 ul 2,5% TFA, 660 ul acetonitrilu).
Krystalizace probihala voln€ na vzduchu.

Meéfeni s peptidy bylo provadéno na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru
Microflex LRF20 (Bruker Daltonik) s ovladacim software flexControl 3.4; spektrum
bylo scitano z 1000 laserovych impulst pfi frekvenci 60 Hz a relativni intenzité laseru
20 %. Rozsah detekce ionti byl 500-6000 Da, napéti iontového zdroje: IS1 17,5 kV, 1S2
15,1 kV, ¢ocka (lens) 9,5 kV; napéti reflektoru 19 kV, pulsni iontova extrakce: 300 ns.
Spoustéci uroven digitalizatoru byla nastavena na 2000 mV, citlivost 100 mV. Napéti
linearniho detektoru bylo nastaveno na 1300 mV, v reflektorovém modu na 1400 mV.

K vyhodnoceni bylo pouzito software flexAnalysis 3.4, Biotools 3.2 (Bruker
Daltonik) a databazového software Mascot 2.2 (Matrix Science, London, UK). Pouzita
byla databaze aminokyselinovych sekvenci Swiss-Prot s omezenim na zelené rostliny
(Viridiplantae), konkrétné rod Pisum. V nastaveni bylo vybrano Stepeni trypsinem,

pevna modifikace karbamidometylace cysteinu, variabilni modifikace oxidace
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methioninu. Mozna opomenuta $tépeni v sekvenci peptidu byla nastavena na hodnotu 2,

tolerance hmotnosti iontu + 100 ppm, naboj peptidu 1+.

3.2.2 Meéreni kinetickych parametri pomoci spiazené peroxidasové
reakce
Pomoci varianty (nizsi celkovy objem reakcni smési) vyse popsané (kapitola 3.2.1.1)
spektrofotometrické metody meéfeni aktivity byly zmeéfeny kinetické parametry
testovanych substratd (Tab. 7), a to tak, Zze do kyvety byla za michani napipetovana
reakéni smes (michani viz kapitola 3.2.1.1) pfedehrata na 30 °C, zvolena davka enzymu
(Tab. 7) a davka 60 mmoll"' substratu pro dany bod koncentraéni fady tak, aby celkovy
objem smeési v kyveté byl 1,5 ml. Vysledné koncentrace substratu byly 2000; 1000; 750;
500; 250; 150; 100; 75; 50; 25 a 10 pmol- I"'. Ostatni parametry byly shodné s vyse
uvedenou metodou. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism 8.

Z hodnot AA/3min byly programu MS Excel vypocteny hodnoty reak¢ni rychlosti

[AA/3min]-1,85

pomoci vzorce v[nmol/s] = T kde koeficient 1,85 byl vypocten zptisobem

V[ml enzymu
uvedenym na str. 42 (pouzity nasledujici hodnoty: celkovy objem = 1,5 ml, ¢as = 180 s).
Ziskané hodnoty reak¢ni rychlosti byly zadany do pfislusnych poli v programu
GraphPad a vyhodnoceny automaticky.

Tab. 7: Davky 10x zfedéného enzymu puzité pii méfeni kinetickych parametri pro jednotlivé

substraty
substrat agmatin kadaverin spermidin cystamin
ul enzymu* 50 10 30 10
substrat diaminohexan histamin putrescin hydroxyputrescin
ul enzymu* 10 100 10 10
substrat hydroxykadaverin 4(AM)P DADO* NQGAP)P
ul enzymu* 10 20" 20" neméfeno®

*Mnozstvi roztoku enzymu 10x zifedéného 0,117M K-fosfatovym pufrem, pH 7.0, fedéno ze zasobniho
roztoku o koncentraci proteinu 2,9 mg-ml™ a specifické aktivité 415,5 nkat-mg™".

+Pro méfeni pouzit roztok enzymu ziedny 10x ze zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 1.4 mg-ml™,
specifické aktivité 1232 nkat-mg™.

11,8-diamino-3,6-dioxaoktan, dale vzdy DADO

§Kinetické parametry nebyly méfeny, méfenim uvedenym na str. 42 bylo zjist€no, ze latka neni
substratem.
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3.2.3 Ovéreni  proveditelnosti  detekce @ pomoci  hmotnostni
spektrometrie MALDI ToF

3.2.3.1 Vybér vhodného pufru
Pro méfeni pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI ToF byl vybran tékavy

hydrogenuhlicitanovy pufr. Jeho vhodnost byla ovéfena spektrofotometrickym méfenim
kinetickych parametri pro putrescin metodou uvedenou v kapitole 3.2.2, kdy byl
fosfatovy pufr nahrazen 0,117 mol1" hydrogenuhli¢itanem amonnym (pH 6.9;

upraveno kyselinou mravenci) a vysledky byly porovnany.

3.2.3.2 Optimalizace detekce pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI ToF

Detegovatelnost substrati (a v dasledku i a produkti jejich oxidace v reakcéni smési;
Tab. 8) byla ovéfena jejich smisenim s 1 ml 50 mmol-1”! NHsHCO; (pH 6,9) tak, aby
finalni koncentrace substratu byla 1 mmoll"". Z této reakéni smé&si byl odebran vzorek
pred pfidanim enzymu a po 24 h inkubace s enzymem. Z n¢kolika testovanych MALDI
desticek byla vybrana desticka MSP BigAnchor 96 BC. Pouzitelnad byla také desticka
MSP AnchorChip 96. Jako matrice byla pouzita 0,1 mol- I CHCA s0,1 mmol-l™
CTAB ve smési acetonu a destilované vody (4:1, v/v). Byly testovany rizné postupy
nanaSeni vzorku a matrice na desticky (souCasné naneseni, metoda tenké vrstvy) a
moznost zastaveni reakce piidavkem matrice obsahujici 2,5% TFA.

Byla testovana moznost pouziti pfidavku diaminopentanonu (finalni konc. 500
umol-1™) do roztoku matrice jako interniho standardu.

K méfeni byl pouzit hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonik)
s ovladacim software flexControl 3.4, byla testovana rizna nasaveni (finalné pouzivané
nastaveni uvedeno dale; viz str. 48). K vyhodnoceni bylo pouzito software flexAnalysis
3.4.
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Tab. 8: Pouzité¢ substraty a produkty jejich oxidace (vzorce vytvofeny dle zapisu v databazi
PubChem pro dané latky: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

substrat m/z m/z [M+H'] vzorec substratu vzorec produktu
[M+H"] produktu

substraty testované v ramci pocate¢niho testovani

kadaverin 103 84
NN, Q
N
L K §§
spermidin 146 127 e AN C\:N+ A
HoN NH /\/\NHZ

¥
SO

histamint 112 111 /Nj/\/””z
¢ I ¢

diaminohexan* 117 98 NS A O
H
H

putrescin’ 89 70 oSS

2-hydroxykadaverin® 119 100 HzNWNHz

OH

substraty vybrané dodate¢né v pozd¢jsi fazi
cystamin 153 134
HQN/\/S\S/\/NHZ

ST It
agmatin 131 130
g HEN/\/\/N\ NH,

NH;,

/N]A%O
N
H
N/
7
N
O
@
o N
2-hydroxyputrescin® 105 86 NH; b
HEN/\|/\/ P
S—S
./
OH
HN

4(AM)PTT 115 114 D_\ C>_\
HN
NH \O

DADO™ 149 148 N LN NN

2

N(3AP)P 143 nereaguje ()q/\/\,\m2 nereaguje

*dle Medda et al., 1995; v piipad¢ spermidinu identita produktu dale rozebrdna v diskusi na str. 82

tdle Cuzzocrea a Massini, 2008

tdle Callery et al., 1992

§ dle Macholan et al., 1967

**dle Cavallini ef al., 1957, pouze teoretickd hodnota, redln¢ nedetegovan, dle De Marco et al. (1965) se
produkt v piipadé PSAO déle rozklada.

tidle Ascenzi et al., 2002

TIMolekulovd hmotnost substrdtu a produktu totoznd, produkt vsak je jiz pfitomen ve formé kationtu
[M*] a substrat je ionizovan na [M+H] o jednu jednotku t&Z8i

§§ dle Brandinge ef al. (1984) pievazuje v roztocich o pH vy$sim neZ 6 forma B, v roztocich o pH niz§im
nez 5 pievazuje forma A. Mezi pH 5 a 6 se mohou vyskytovat také dalsi formy.

% dle Sebela ef al., 2007b

T1+produkt odvozen z obezcné rovnice katalyzované reakce, hmotnostniho rozdilu substratu a produktu a
reakci podobnych substrata
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3.2.3.3 Méreni kinetickych parametria pomoci MALDI ToF MS

Pro méfeni kinetickych parametri byly pfipraveny sedmibodové fady koncentraci
substratu (Tab. 9) v 50 mmol1™ NH4HCOs (pH 6,9). Celkovy objem reakéni smési po
pfidani enzymu byl 1 ml. Tyto reak¢ni smeési byly predehraty v termostatu na 30 °C. Do
reakCnich smési byla pfidana davka 10x zfedéného roztoku enzymu optimalizovana pro
dany substrat (Tab. 9; fedéno ze zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 2,9 mg-ml™” a
specifické aktivitd 415,5 nkat-mg™'). Reakéni smési byly inkubovany v termostatu pfi
teploté 30 °C za stalého tiepani (500 rpm) po dobu optimalizovanou pro dany substrat
(Tab. 9). Poté byla reakce zastavena umisténim mikrozkumavek s reakénimi smésmi do
nadoby s ledem.

Na MALDI desticku MSP BigAnchor 96 BC bylo napipetovano na jednotlivé pozice
po 1 pl roztoku matrice (CHCA viz str 46, pro DHB ostatni slozky totoznég).
Po vysuseni na vzduchu byl na krystaly nanesen 1 pl reakcni smési (ihned po zastaveni
reakce) smés byla opét susena volné na vzduchu.

Meéfeni byla provadéna na hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 (Bruker
Daltonik) s ovladacim software flexControl 3.4; nastaveni: 500 laserovych impulst,
frekvenci 60 Hz a relativni intenzité laseru 15 % pro CHCA, 65 % pro DHB. Rozsah
detekce iontd byl 0-2100 Da, napéti iontového zdroje: IS1 19 kV, IS2 16,2 kV, ¢ocka
(lens) 8,9 kV; napéti reflektoru 20 kV, pulsni iontova extrakce: 150 ns. Spoustéci
uroven digitalizatoru byla nastavena na 2000 mV, citlivost 100 mV. Napéti linearniho
detektoru bylo nastaveno na 1300 mV, v reflektorovém médu na 1400 mV.

Kalibrace molekulovych hmotnosti byla provadéna na matricové piky CHCA, ato 1
v piipadé DHB (CHCA na kalibra¢ni pozici), jelikoz kalibraéni signaly pro DHB byly
suprimovany).

Podobnym zptisobem bylo u potencialnich substratti [N3(APP) a 4(AM)P] testovano,
zda jsou oxidovany. Byla vSak pouzita pouze reakéni smés obsahujici potencialni
substrat v 250 pmol-l” koncentraci, 10 pl 10x zfed&ného roztoku enzymu (fedény ze
zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 1,41 mgml™’ a specifické aktivitd 1232
nkat-mg ™). Cas inkubace byl 24 h. U potvrzenych substratd byly zméfeny kinetické

parametry (postup méfeni viz text vySe a Tab. 8).
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Tab. 9: Odlisnosti parametri v postupu optimalizované pro jednotlivé substraty.

Optimalizované parametry méteni pro substraty s uspe$n¢ zmérenymi kinetickymi parametry

substrat davka koncentrace substratu  ¢as matrice  dalsi testované
enzymu’ inkubace parametry
kadaverin 2l 25; 50; 75; 100; 150; 10 min CHCA
200; 250 pmol-1™
diaminohexan 7ul 25; 50; 75; 100; 150; 10 min CHCA
200; 250 pmol-1™
spermidin 2l 25;50; 75; 100; 150; 10 min CHCA
200; 250 pmol-1™
histamin 10 25;50; 75; 100; 150; 3 hod CHCA
200; 250 pmol-1™
agmatin Sul 25;50; 75; 100; 150; 20 min CHCA
200; 250 pmol-1™
2-hydroxyputrescin S5ul 25;50; 75; 100; 150; 1 hod CHCA
200; 250 pmol-1™
4(AM)P 10 ulT 25;50; 75; 100; 150; 15 min DHB
200; 250 pmol-1™
putlrescin§ S5ul 25;50; 75; 100; 150; 10 min CHCA katalasa*
200; 250 pmol-1™" /
DADO? 10 ulT 25;50; 75; 100; 150; 30 min DHB

200; 250 pmol-I"' /

Testované rozsahy parametri pro substraty, u nichz méfeni nepodatilo optimalizovat

substrat davka koncentrace substratu  ¢as matrice  dalsi testované
enzymu’ inkubace parametry
cystamin 2-5ul 25; 50; 75; 100; 150; 10 min— CHCA, Pufry:
200; 250 pmol-1™ 24 hod DHB NH,HCO; pH = 6,0

TEAAC'. pH = 6,9
2-hydroxykadaverin 5-10 ul 25;50; 75; 100; 150; 10 - 50 CHCA
200; 250 pmol-I"' / min
40; 50; 60; 70; 80;
90; 100 pmol-1I"!

*Davka roztoku enzymu ziedéného 10x, fedéno ze zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 2,9 mg-ml”
a specifické aktivité 415,5 nkat-mg”

TV piipad¢ téchto mefeni byl pouzit roztok enzymu 10x fedény ze zdsobniho roztoku o koncentraci
proteinu 1,4 mg-ml" a specifické aktivit¢ 1232 nkat-mg™

Do reakéni smési byla ptidéna katalasa ve fialnim mnoZstvi 0,1 mg-ml™ (findlni aktivita 2000 U-ml™")

§V pfiipad¢ téchto substratii se méfeni nepodaiilo adekvatné optimalizovat, Caste¢né vyhodnoceni vSak
bylo mozno provést

Vzhledem k vysledkiim tohoto méfeni (viz zhodnoceni v diskusi na str. 83 - 86) bylo
testovano, zda se produkt a substrat ionizuji identicky (z ¢asovych davoda pouze pro
putrescin) s vyuzitim ekvimolarnich smési putrescinu a ABAL (aminobutyraldehydu).
Roztok ABAL byl piipraven inkubaci 10 pl diethylacetalu této latky v 500 pl 0,5 mol-1™
HCI po dobu 2 hodin pii 70 °C nésledovanou ptfidanim 25 pl 25% amoniaku a
doplnénim destilovanou vodou do 1 ml. Byly pfipraveny ekvimolarni smési putrescinu
a ABAL o koncentracich téchto latek 25; 50; 100; 200; 500 a 1000 pmol-l'l. Byl
zmeéfeny pomér intenzit signali té€chto latek pii méfeni pomoci MALDI ToF, a to

postupem uvedenym na predchozi strané (CHCA jako matrice).
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3.2.4 Méreni s reaktivni matrici DMNTH

DMNTH byl syntetizovan postupem, jez uvadi Kemptner et al. (2000). Z 3,69 g
kyanurchloridu a 3,16 g 1-methoxynaftalenu bylo v pfitomnosti 2,67 g AlCl3
(rozpoustédlem toluen) syntetizovano DMNT. Ve dvou provedenich bylo syntetizovano
celkem 8,05 g této latky (vytézek 66 %). ZDMNT a 3,22 g dimethylamin
hydrochloridu bylo v pfitomnosti 3,62 g  K,COs (rozpoustédlem 1,4 dioxan)
syntetizovano 2,97 g CDMNT (vytézek 36 %). Reakci CDMNT a 928 ul hydrazin
hydratu v pfitomnosti 0,84 g NaHCOs3 (rozpoustédlem acetonitril) bylo ziskano 2,72 g
DMNTH (vytézek 92 %, celkovy vytézek 22 %). Méteni pomoci MALDI ToF MS
probihalo postupem, jez uvadéji Mugo a Botaro (2007). Z divodu Spatné rozpustnosti
matrice v 80% acetonitrilu obsahujicim 1 mM HCI (navzdory publikovanym tdajim)
byla testovana jina rozpustédla. Nakonec byl zvolen 80% THF obsahujici 1 mM HCI.

Byla provedena zkouska detegovatelnosti aldehydd pii meéfeni s pouzitim této
reaktivni matrice. Byla zméfena spektra 5 mM roztokd furfuralu, APAL (3-
aminopropionaldehyd) a AASAL (a-aminoadipatsemialdehyd). Nasledné byla zméfena
spektra reakénich smési [v 50 mmol-1"" NH,HCO; (pH 6,9)] obsahujicich na poatku 5
mM substrat (histamin, DADO ¢i 4(AM)P) a 5 ul rotoku PSAO (koncentrace proteinu
1,4 mgml™', specificka aktivita 1232 nkat-mg") na 1 ml reakéni smési. Inkubace
probihala 20 hodin pii 30 °C. Byly testovany oba zpusoby derivatizace jez uvadéji
Mugo a Botaro (2007) [,,on plate — naneseni 0,6 pl roztoku matrice na desticku, po
vysuseni naneseni 0,6 pl vzorku; a ,,one pot® — 30 min inkubace smési 10 pl roztoku
matrice a 10 pl roztoku vzorku pii laboratorni teploté, naneseni 0,6 pl alikvotu na
desticku; desticka MTP 384 target plate ground steel BC (Bruker Daltonik)].

Meéfeni na hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 (Bruker Daltonik)
neposkytovalo zadny signal. Méteni tedy byla provadéna na hmotnostnim spektrometru
ultrafleXtreme (Bruker Daltonik) v MS modu; ovladaci software flexControl 3.4;
nastaveni 1000 laserovych impulst, frekvenci 100 Hz a relativni intenzité laseru 26 %.
Rozsah detekce iontl byl 0-1000 Da, napéti iontového zdroje: IS1 25 kV, I1S2 22,25 kV,
cocka (lens) 7,75 kV; napéti reflektoru: R1 25,95 kV, R2 13,20 kV, pulsni iontova
extrakce: 150 ns. Spoustéci uroveri digitalizatoru byla nastavena na 800 mV, citlivost
100 mV. Napéti linearniho detektoru bylo nastaveno na 2500 mV, v reflektorovém
modu na 2200 mV. K vyhodnoceni bylo pouzito software flexAnalysis 3.4.

Dalsi méfeni nebyla provadéna (dtvody viz vysledky str. 79).
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4 VYSLEDKY

4.1 Extrakce a purifikace PSAO
V prubéhu purifikace PSAO byl mezi jednotlivymi kroky spektrofotometricky méren

obsah proteinu Bradfordovou metodou a aktivita metodou vyuzivajici spfazené reakce
s peroxidasou. Celkové objemy enzymovych roztokli, naméfené hodnoty aktivity,
obsahu proteinua vypoctené hodnoty specifické aktivity a vytézku mezi jednotlivymi
kroky jsou uvedeny v Tab. 10. Pocate¢ni faze purifikace (kroky 1-6) byla provadéna
dvakrat a data pro kroky 7 a 8 jsou pro spojeny enzymovy roztok. Chromatogramy
z krokli 7 a 8 jsou na Obr. 8 2 9.

Pfiprava enzymu byla provadéna opakované. Nejvyssi dosazena hodnota specifické

aktivity Ginila 1232 nkat-mg™.

Tab. 10: Purifika¢ni schéma piipravy PSAO

Hodnoty pro pocatecni faze purifikace provedené z 600 g semendCkii

Purifikacni krok Objem Celkova  Celkovy obsah Specifickd  Stupen Vytézek

[ml] aktivita proteinu [mg]  aktivita precisténi [%]
[nkat] [nkat-mg']

1. Hruby extrakt 1300 5546 2799 2,0 1,0 100

2. Precipitace 1320 5945 1878 32 1,6 107

protaminsulfat

3. Precipitace MnCl, 1340 6802 1646 4,1 2,1 123

4. Precipitace 65% sat.

(NH4),SO, a odsoleni na 100 5954 896 6,6 33 107

Sephadexu G-25

5. Chromatografie na

DEAE-Sepharose 140 5796 179 324 16,4 105

6. Chromatografie na

hydroxyapatitu a dialyza 48 4507 156 28,9 14,5 81

Hodnoty pro dva spojené extrakty (celkem 1200 g semenackil) v naslednych krocich

7. Iontom¢nicova x .

chromatografie, UnoS12 36 4742 35,8 85.0 425 41

8. Gelova

chromatografie, ENrich 3,4 3989 9,6 4155 207,8" 35"

SEC650

*Hodnoty pocitdny ze souctu hodnot celkové aktivity (11443 nkat) a souctu celkového obsahu proteinu
(5648 mg) z 1. kroku purifikace pro ob¢ provedeni tohoto kroku.
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Obr. 8: Chromatogram z iontoménic¢ové chromatografie na kolon¢ UnoS12. Na ose y. zobrazena
absorbance pfi A = 280 nm (zelené); na ose yqabsorbance pfi A = 500 nm (fialov€); na ose
y. zména vodivosti roztoku prochazejiciho detektorerem (modfe); na ose yy, procentualni
zastoupeni eluéniho pufru (20 mmol-1" K-fosfatovy pufr; pH 5,8 obs. 1M NaCl) na
vstupu do chromatografické kolony (Cerven¢€). RuZové vyznacena sbirana frakce.
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Obr. 9: Chromatogram z gelové chromatografiec na koloné¢ ENrich SEC 650. Zelené zobrazena
zména absorbance pii A = 280 nm (leva osa), fialové zména absorbance pifi L = 500 nm
(prava osa). Ruzove vyznacena sbirana frakce.
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4.1.1 Ovéreni Cistoty pomoci SDS-PAGE

Po provedeni SDS-PAGE zpisobem popsanym na str. 43 byly ze skenu obarveného
gelu (Obr. 10) pomoci programu GelAnalyzer 19.1 urCeny retencéni faktory
proteinovych pasi vzorku a standardu. Z téchto retencnich faktord a kalibracni
zavislosti byly pomoci programu GelAnalyzer a MS Excel nezavisle na sobé€ vypocteny
molekulové hmotnosti proteind pfitomnych ve dvou nejvyraznéjsich pasech ve vzorku I
(pas aab; viz Tab. 11 a Obr. 10; métfeno pro vzorek s nejnizsi koncentraci proteinu, aby
bylo minimalizovano zkresleni hodnot nadmérnou koncentraci proteinu) a v pasech
vytezanych a pouzitych pro peptidové mapovani pomoci MALDI-TOF MS (vyznacené
na Obr. 10 Cervene¢; hodnoty molekulovych hmotnosti viz Tab. 11; postup viz str. 44)
Do drahy VI bylo aplikovano relativné vysoké mnozstvi proteinu, aby bylo mozné
detegovat minoritni slozky visualizované v oblasti 20 — 50 kDa. Vysledky peptidového

mapovani jsou uvedeny v Tab. 12 (kapitola 4.1.1.1).
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Obr. 10: Snimek gelu po barveni QC Colloidal Coomassie Stain; S: standardy s uvedenim

prislusné molekulové hmotnosti, I-VI vzorky proteinu v mnozstvi 3; 7.5; 12; 15; 22,5

a 30 pg na jamku; Cervené oznaeny pasy vyfezané pro peptidové mapovani; modie

oznaCeny pasy, jejichz retenéni faktory byly pouzity pro vypocet molekulovych
hmotnosti s minimalnim zkreslenim nadmérnou koncentraci proteinu.
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Tab. 11: Hodnoty molekulovych hmotnosti vypocétené dle zméfenych retencnich faktora

vybranych pasu
Pas Rf M [kDa] M [kDa] Protein M [kDa]
GelAnalyzer MS Excel teoreticka’
a 0,175 60 77 PSAO; AMO_PEA*' 73,679
b 0,486 23 28 Non-seed lectin; LECN_PEA>I<T 26,150
1 0016 304 157% PSAO; AMO_PEA*" NZ*
2 0,05 107 97 PSAO; AMO_PEA*" NZ*
3 0,255 378 60 PSAO; AMO_PEA*" NZ*
4 0279 338 55 PSAO; AMO_PEA*" NZ*
5 0338 28% 45% PSAO; AMO_PEA*" NZ*
6 0439 243 33 PSAO; AMO_PEA*" NZ*
7 0,487 23 28 Non-seed lectin; LECN_PEA>I<T 26,150
8 0,573 22 21 neidentifikovano*

*Identifikovano pomoci peptidového mapovani, viz Tab. 12 dale
tPristupové kody sekvenci v databazi UniProt a teoretické molekulové hmotnosti pfislu§nych proteint po
odstépeni signalnich peptidii, bez zahrnuti mozné glykosylace

INeni zndmo; jde o PSAO, identita rozebrana v diskusi na str. 80

§Hodnoty takto oznacené se vyrazn¢ odliSuji od vizualniho zhodnoceni gelu (viz Obr. 8)

4.1.1.1 Urceni identity past pomoci peptidového mapovani

V Tab. 12 jsou uvedeny proteiny identifikované na zakladé prohledavani databaze

UniProt (Cast Swiss-Prot) se soubory peptidovych hmotnosti z naméfenych MALDI-

TOF MS spekter. Ve vétsiné pasu byl identifikovan purifikovany enzym. Dale byl

v pasu 7 identifikovan hrachovy lektin. Protein ¢i fragment pfitomny v pasu €. 8 nebyl

identifikovan.

Tab. 12: Tabulka proteinii identifikovanych v pasech vytezanych z gelu

Pas Pristupovy Protein Skore  Pocet Pokryti
kod” identifikovanych ~ sekvence
peptidu

1 AMO_PEA PSAO OS=Pisum sativum 146 18 34,3 %
PE=1 SV=1

2 AMO_PEA PSAO OS=Pisum sativum 117 13 26,9 %
PE=1 SV=1

3 AMO_PEA PSAO OS=Pisum sativum 53 12 18,0 %
PE=1 SV=1

4 AMO_PEA  PSAO OS=Pisum sativum 78 13 23,3 %
PE=1 SV=1

5 AMO_PEA PSAO OS=Pisum sativum 99 16 31,3 %
(fragment) PE=1 SV=1

6 AMO_PEA PSAO OS=Pisum sativum 83 8 15,7 %
(fragment) PE=1 SV=1

7 LECN_PEA  Non-seed lectin OS=Pisum 92 7 46,0 %
sativum PE=2 SV=2

8 nepfifazeno

*Ptistupoveé kody pro sekvence v databazi UniProt
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4.2 Meéreni kinetickych parametri pomoci spiaiené peroxidasové

reakce

Kinetické parametry PSAO pro oxidaci zvolenych substrati byly zméfeny
spektrofotometricky zptisobem uvedenym na str. 45. Pro kazdy bod datové fady byla
provedena 3 méfeni (naméfené hodnoty AA/3min v piiloze ¢. 2. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci programu GraphPad Prism 8. Ziskané satura¢ni kfivky nelinearni
regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové jsou zobrazeny na Obr. 11 a 12 nize.
V ptipadé, ze ze ziskanych kiivek byla patrna inhibice nadbytkem substratu (putrescin,
kadaverin, diaminohexan a cystamin), byla data hodnocena také pomoci modelu
nelinearni regrese pro inhibici nadbytkem substratu. Vypoctené hodnoty K, Vim a kcat
jsou uvedeny v Tab. 13. Hodnoty k. byly vypocteny pomoci programu MS Excel
z hodnot Vjiy, ziskanych pomoci programu GraphPad a obsahu proteinu zméteného
Bradfordovou metodou (viz str. 51). Vypocty zavislé na molekulové hmotnosti proteinu
byly provedeny s hmotnosti podjednotky 73,679 kDa (UniProt; po odstépeni signalniho
peptidu).

Tab. 53: Hodnoty kinetickych parametrii ziskané vyhodnocenim v programu Graph Pad Prism 8

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové

Substrat Ko Viim ViimNa Mg proteinu ke Kead Ko Kisubstr
[umol'l"]  [nmols™] [nmol-s'mg”] [s [I's" -pmol™]  [umol1"]

putrescin 66 0,966 337 23,60 0,36

kadaverin 101 1,054 368 25,75 0,25

diaminohexan 38 0,300 105 7,34 0,19

cystamin 34 0,681 238 16,64 0,49

2-hydroxyputrescin 359 0,195 68 4,76 0,013

2-hydroxykadaverin 413 0,453 158 11,07 0,027

spermidin 1087 0,165 19 1,42 0,0013

agmatin 308 0,060 4,2 0,31 0,0010

histamin 426 0,016 0,6 0,040 0,000094

4(AM)P 302 0,195 69 5,07 0,017

DADO 278 0,400 141 10,40 0,037

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu

putrescin 88 1,110 388 27,13 0,31 7450

kadaverin 210 1,596 557 39,01 0,19 2358

diaminohexan 68 0,386 135 9,43 0,14 3471

cystamin 78 0,998 348 24,40 0,31 1912

*V pfiloze €. 2 tabulka s hodnotami intervalt spolehlivosti pro K, Vi, a keu
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Obr. 11: Saturacni kfivky oxidace putrescinu, kadaverinu, diaminohexanu, cystaminu,
2-hydroxyputrescinu a 2-hydroxykadaverinu za katalyzy PSAO. Kifivky ziskany
z nelinearni regrese rovnice Michaclise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8.
V pripad€, ze dochazelo k inhibici nadbytkem substratu, jsou zobrazeny také krivky
ziskané z nelinearni regrese rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice
nadbytkem substratu (Cerveng).
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Obr. 12: Saturacni kiivky oxidace spermidinu, agmatinu, histaminu, 4-(aminomethyl)piperidinu
a 1,8-diamino-3,6-dioxaoktanu za katalyzy PSAQO. Kfivky ziskany z nelinearni regrese
rovnice Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8.

57



4.3 Ovéreni proveditelnosti detekce pomoci MALDI ToF a jeji
optimalizace
Pro meéteni pomoci MALDI ToF bylo nutno pouzit t€kavého pufru namisto pufru K-
fosfatového  pouzivaného pro  spektrofotometrickd  méfeni. Vybran byl
hydrogenuhlicitan amonny, ktery pufruje v mirn€ bazické oblasti, hodnota pH byla ale
nastavena kyselinou mravenci na hodnotu 6,9. Jeho vhodnost byla ovéfena
spektrofotometrickym meétenim kinetickych parametri v tomto pufru stejnym zptsobem
jako v ptipadé pufru K-fosfatového. Porovnani hodnot naméfenych kinetickych

parametrd je uvedeno v Tab. 14. Grafické porovnani saturacnich kfivek je na Obr. 13.

Tab. 64: Hodnoty kinetickych paramtri pro oxidaci putrescinu v porovnavanych pufrech
ziskané vyhodnocenim v programu Graph Pad Prism 8

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové

Pouzity pufr K Viim ViimNa Mg proteinu ke kea/Kn Kisupsir.
[umoll'] [nmols'] [nmol-s'-mg] [s"] [Is" -umol’]  [pmol 1]

K-fosfat (pH 7) 66 0,966 337 23,60 0,36

NH4HCO3 (pH 6,9) 55 0,974 340 23,80 0,43

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu

K-fosfat (pH 7) 88 1,110 388 27,13 0,31 7450

NH4HCO3 (pH 6,9) 80 1,160 405 28,35 0,35 5553

*V pfiloze ¢. 1 tabulka s hodnotami intervalt spolehlivosti pro K, Vi, a keq

-
o
|

—— K-fosfat
—— NH4HCO;

£
o
1

reakéni rychlost [nmol-s™]

o
o
o -

T T 1
500 1000 1500 2000

koncentrace substratu [pmol-l"]

Obr. 13: Saturacni kiivky oxidace putrescinu v porovnavanych pufrech za katalyzy PSAO.
Cervend v K-fosfatovém pufru, zelend v hydrogenuhliGitanu amonném. Kfivky ziskany
z nelinearni regrese rovnice Michaclise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8.
Svétlej§im  odstinem jsou zobrazeny kfivky ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu.
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Dale byla ovéfovana detegovatelnost substrati a produktu jejich oxidace pomoci
MALDI ToF MS (postup viz str. 46). VSechny testované substraty byly detegovatelné.
Produkty byly detegovatelné (hmotnostni spektra viz Obr. 14 - 16), s vyjimkou
produktu oxidace DADO, jez byl detegovatelny pouze pii pouziti DHB jako matrice
(potlaceni signalu produktu), a produktu oxidace cystaminu, jez nebyl detegovan vibec.
V ptipadé DADO se ve spektru reakéni smési vyskytoval neznamy signal o m/z = 147
(v matrici nepiitomen). Jelikoz ve spektru reak¢éni smési obsahujici cystamin byl signal
o m/z = 78, coz odpovida jeho redukované formé (cysteaminu), ktera je znamym
inhibitorem CuAO (De Marco et al., 1962), bylo pojato podezieni, ze cystamin je
v hydrogenuhli¢itanovém pufru redukovan a dochazi k inhibici. Bylo provedeno
spektrofotometrické méfeni s pouzitim hydrogenuhlicitanového pufru a cystaminu jako
substratu. Cystamin nebyl v tomto pufru (na rozdil od K-fosfatu) oxidovan. Z tohoto
divodu bylo testovano pouziti 50 mM triethylamoniumacetatu o pH 6,9 pii méfeni
s cystaminem. Pfi spektrofotometrickém méfeni k reakci dochazelo. Pfi métfeni pomoci
MALDI ToF jiz nebyl pfitomen signal o m/z = 78 a dochézelo ke spotfebovani substratu
(v ptipadé reakce pfes noc uplnému), signal produktu vSak nebyl detegovan (hmotnostni
spektra viz Obr. 17). V piipadé méfeni s 4(AM)P jako substratem poskytoval produkt
lepsi signaly pfi pouziti DHB matrice. Produkt oxidace N(3AP)P nebyl detegovan
(hmotnostni spektrum viz Obr. 18), pii spektrofotometrickém méfeni k reakci
nedochazelo. Latka tedy neni substratem. V pfipad€ nékterych substrati a produkta byly
signaly slabé, coz omezovalo méfeni kinetickych parametrt (dale, viz str 65-66).

MALDI desticky, jez byly pro métfeni pouzitelné, jsou uvedeny na str. 46. Vybrany
postup nanasSeni na destiCku je uveden na str. 46. Byla testovana moznost zastaveni
reakce piidavkem matrice obsahujici 2,5% TFA. Po ptidavku TFA dochazelo k supresi
signalu produktd, postup tedy neni pouzitelny. Vybrano bylo zastaveni reakce pomoci

chlazeni reak¢éni smési ledem.
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Obr. 14: MALDI-ToF hmotnostni spektra reakénich smési obsahujicich putrescin (m/z 89,
produkt m/z 70), kadaverin (m/z 103, produkt m/z 84), diaminohexan (m/z 117, produkt
m/z 98) a spermidin (m/z 146, produkt m/z 127); (shora v tomto poradi). Zobrazna spektra
vybrana z prubéhu méfeni kinetickych parameti dale (viz str. 48). Relativni intenzita
znazornéna v nasobcich intenzity signalu substratu.
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Obr. 15: MALDI-ToF hmotnostni spektra reakénich smési obsahujicich agmatin (m/z 131,
produkt m/z 130), histamin (m/z 112, produkt m/z 111), 2-hydroxyputrescin (m/z 105,
produkt m/z 86) a 2-hydroxykadaverin (m/z 119, produkt m/z 100); (shora v tomto
poradi). Zobrazna spektra vybrana z pribéhu méteni kinetickych parametu dale (viz str.
48). Relativni intenzita znazornéna v nasobcich intenzity signalu substratu.
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Obr. 16: MALDI-ToF hmotnostni spektra reakénich smési obsahujicich 4(AM)P (m/z 115,
produkt m/z 114) a DADO (m/z 149, produkt m/z 148); (shora v tomto poradi). Zobrazna
spektra vybrana z pribéhu méfeni kinetickych paramett dale (viz str. 48). Relativni
intenzita znazornéna v nasobcich intenzity signalu substratu.
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Obr. 17: MALDI-ToF hmotnostni spektra reak¢nich smési obsahujicich cystamin (m/z 153).
Nahote méfeni hydrogenuhli¢itanovém pufru o pH 6,9 po 24 h inkubace, dole méfeni v
triethylamoniumacetatu amonném o pH 6.9 po 50 min inkubace. Signal m/z 78 by mohl
byt redukovanou formou substratu (viz text vyse). Pouzito 5 ul 10x rédéné¢ho enzymovéro
roztoku (fedéni ze zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 2,9 mg-ml" a specifické
aktivité 415,5 nkat-mg"). Relativni intenzita zndzoména v nasobcich intenzity signalu
substratu.
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Obr. 18: MALDI-ToF hmotnostni spektrum reak¢éni smési obsahujici N(3AP)P (m/z 143). Po 24
h inkubace, 10 pl 10x fedéného ze zasobniho roztoku o koncentraci proteinu 1,4 mg-ml™,
specifické aktivité 1232 nkat-mg™.

Byla testovana moznost pouziti pfidavku diaminopentanonu (finalni konc. 500
umol-1™) do roztoku matrice jako interniho standardu. Tato moznost byla testovana pii
pouziti putrescinu jako substratu. Dochazelo k potlaceni signalu substratu, avSak signal
standardu a produktu byl silny (intenzita o 2-3 fady vySsi nez intenzita Sumu, spektrum
viz obr. 19) a bylo mozno spocist vzajemné poméry pro jednotlivé koncentrace.
Vydélenim koncentrace standardu pomérem I /I, kde Iy a I, jsou intenzity signalu
standardu a produktu byla odvozena koncentrace produktu, dle niz byla odvozena
reakeni rychlost (za predpokladu identické ucinnosti ionizace standardu a produktu). Z 8
provedenych méfeni bylo vybrano 6, jez zdanlivé vykazovaly kinetiku Michaelise a
Mentenové. Z téchto dat byla provedena nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a
Mentenové a tato nelinedrni regrese se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu
v programu GraphPad Prism 8. Odlehlé hodnoty byly odstranény automaticky.
Saturacni kiivky jsou zobrazeny na obr. 20. Prolozeni dle rovnice Michaelise a
Mentenové se  zohlednénim inhibice nadbytkem substratu bylo programem
vyhodnoceno jako nevhodné. Z prolozeni dle rovnice Michaelise a Mentenové byly
ziskany nasledujici hodnoty kinetickych parametra: K, = 432; Vi = 0,293; kewr = 7,54.
Tyto hodnoty a méfeni k nim vedouci vSak nelze povazovat za pouzitelné z divodu
velké odlisnosti hodnot ziskanych v ramci jednotlivych méfeni (viz chybové usecky na
obr. 20).
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Obr. 19: Ukazka zméfeného MALDI-ToF hmotnostniho spektra s oznacenymi signaly
standardu (m/z = 117) a produktu (m/z = 70). Relativni intenzita znazornéna v nasobcich
intenzity signalu standardu.
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Obr. 20: Saturaéni kiivky oxidace putrescinu ziskané porovnanim intenzit signalt standardu a
produktu v hmotnostnich spektrech. Krivky ziskany znelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Oranzové kiivka ziskana
z nelinearni regrese rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem
substratu. Z délky chybovych tsecek je patrma nepouzitelnost hodnot takto zméfenych.
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4.4 Meéreni kinetickych parametra pomoci MALDI ToF MS

Bylo provedeno meéfeni kinetickych parametri pomoci MALDI ToF MS postupem

uvedenym na str. 48. Pro kazdy bod datové fady byly provedeny 3 nezavislé reakce,

vramci kazdé reakce byly provedeny 3 technické replikaty. Pro kazdé meéfeni
Ip

(technicky replikat) byl vypocten pomer P kde I, je intenzita signalu produktu a I je
p S

intenzita signalu substratu. Tento pomér vyjadiuje zastoupeni substratu a produktu
v reakéni smési za predpokladu identické ucinnosti ionizace obou latek; jeho ziskané
hodnoty vypsany v piiloze ¢. 3). Z tohoto poméru pak byla vypoctem odvozena reakcni
rychlost (stejnym zptasobem bylo mozno k vypoctu pouzit pomér ploch signald, ziskané
vysledky byly témétf shodné). Ze zavislosti urCeného pomeéru intenzit na vychozi
koncentraci substratu byly pomoci nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a
Mentenové Ci této nelinearni regrese se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu
ziskany saturacni kfivky, jez jsou zobrazeny na Obr. 21-29 nize. Spolehlivy vypocet
kinetickych parametri bylo mozno provést pouze nelinearni regresi dle rovnice
Michaelise a Mentenové. V pripadé zohlednéni inhibice nadbytkem substratu vychéazely
nerealné hodnoty a program GraphPad hlasil nevhodnost tohoto prolozeni (saturacni
kiivky viz Obr. 24, 28, a 29). Ziskané hodnoty kinetickych parametra pro jednotlivé
reakce (K., Viim @ keqr) byly zprimeérovany. Tyto prameéry jsou uvedeny v Tab. 15 vCetné
smérodatnych odchylek. Ukazka naméfenych dat a detaild postupu vyhodnoceni na
prikladu agmatinu je zapsana dale (kapitola 4.4.1, str. 74).

V ptipadé kadaverinu, spermidinu, histaminu a agmatinu byly signaly silné (intenzita
signalt o 2-3 fady vysSi nez intenzita Sumu) a nepiekryvaly se se signaly matrice. Pii
vyhodnoceni dat pro histamin nebyla pouzita nejvyssi koncentrace substratu, jelikoz
snizovala presnost prolozeni kiivky. V pfipadé diaminohexanu dochazelo k prekryvu
signalu substratu s nevyraznym signalem matrice (intenzita o fad vys$i nez intenzita
Sumu), signaly byly silné (intenzita o 2-3 fady vys$i nez intenzita Sumu). V piipadé
hydroxyputrescinu a 4(AM)P byly signaly slabé, ale dostateCné (intenzita o 1-2 fady
vys$$i nez intenzita Sumu). V pfipadé putrescinu a DADO dochazelo k nezndmému jevu
zpusobujicimu vyraznéjsi pokles reakcni rychlosti s rostouci koncentraci substratu, nez
by odpovidalo kinetice Michaelise a Mentenové (az k reakénim rychlostem niz§im nez
pfi nizSich koncentracich substratu, viz Obr. 28 a 29). Prolozeni kiivkou nelinearni
regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem
substratu neodpovidalo tomuto jevu. Signaly byly slabé, ale pouzitelné (intenzita o 1-2
fady vyssi nez intenzita Sumu, v pfipad€ niSich koncentraci blizici se intenzit€¢ Sumu).

Vyhodnoceni poskytovalo relevantni vysledky pouze po odstranéni nejvysSich hodnot
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koncentracni fady (3 koncentrace pro putrescin, 1 pro DADO) a jedné z reakcnich tad
znacné odlisné od dvou pro vyhodnoceni pouzitych. Byla ovéfovana moznost, ze vySe
uvedeny neznamy jev je inhibice produkovanym peroxidem vodiku zminéna
v teoretické casti (str. 14). V tomto piipadé by po pfidani katalasy do reakcni smési
doslo k omezeni tohoto jevu. Pridani katalasy do reakcni smési na tento jev nemelo
zadny vliv. V pfipadé hydroxykadaverinu dochéazelo k vyse uvedenému jevu ve znacné
mife a signaly byly velmi slabé (intenzita o fad vys$i nez intenzita Sumu, v piipadé
nizSich koncentraci blizici se intenzité Sumu), nebylo mozno provést adekvatni
vyhodnoceni. Pro cystamin nebylo mozno méfeni provést, jelikoz nebyl detegovan
produkt (viz vysledky str. 59 a diskuse str. 81).

Tab. 15: Hodnoty kinetickych parametri ziskané méfenim pomoci MALDI ToF MS; prumér
hodnot z vyhodnoceni tfi reakci pomoci programu GraphPad Prism 8. Vypocty zavislé na
molekulové hmotnosti proteinu byly provedeny s hmotnosti podjednotky 73,679 kDa
(UniProt; po odstépeni signalniho peptidu).

Substrat Km SD Vlim SD kcat SD kca/Km Vlim na mg
[umol1™] [nmol-s™'] [s™] [1s Fmteilnul
-1 nmol-s -
pmol ] ]
kadaverin 50 7,5 0,143 0,018 184 24 0,37 250
spermidin 188 8,4 0,288 0,021 37,1 2,7 0,20 503
histamin 57 12,7 0,006 0,001 0,16 0,03 0,0028 2,1
agmatin 71 7,7 0,069 0,003 3,5 0,1 0,050 48
diaminohexan 127 10,4 0,308 0,021 11,3 0,8 0,089 154
2-hydroxyputrescin 68 11,2 0,015 0,001 0,8 0,1 0,012 10
4(AM)P 36 6,8 0,064 0,004 33 0,2 0,093 45
putrescinT 65 2,5 0,117 0,008 6,02 0,4 0,093 82
DADO' 174 11,9 0,109 0,002 5,67 0,1 0,033 77

*Uvedené hodnoty k., nejsou vypocteny ze zde uvedenych primérnych hodnot K, a Vj;,. Jedna se o
praméry hodnot k., vypoctenych pro jednotlivé reakce z pro n¢ vypoctenych hodnot K, a Vi,
1V piipad¢ t€chto substrat brana v potaz pouze ¢ast namefenych hodnot. Viz text vyse.
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Obr. 21: Saturacni kfivky pro kadaverin jako substrat ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliseny jednotlivé
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Obr. 22: Saturacni kfivky pro spermidin jako substrat ziskané znelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliSeny jednotlivé
reakce.
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Obr. 23: Saturacni kfivky pro agmatin jako substrat ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliSeny jednotlivé
reakce.
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Obr. 24: Saturacni kiivky pro histamin jako substrat. Nahote kfivky ziskané z nelinearni regrese
rovnice Michaelise a Mentenové a z nelinearni regrese rovnice Michaclise a Mentenové
se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu (svétlejsi odstiny) v programu GraphPad
Prism 8; sedmibodova reakcéni fada. Dole kfivky ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové; 6 bodu reakéni fady pouzitych k uréeni kinetickych parametra.
Barevné odliseny jednotlivé reakce.
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Obr. 25: Saturaéni kfivky pro diaminohexan jako substrat ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliSeny jednotlivé
reakce.
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Obr. 26: Saturacni kfivky pro 2-hydroxyputrescin jako substrat ziskané z nelinearni regrese
rovnice Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliSeny
jednotlivé reakce.
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4-(aminomethyl)piperidin
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Obr. 27: Saturaéni kiivky pro 4(AM)P jako substrat ziskané z nelinearni regrese rovnice

Michaelise a Mentenové v programu GraphPad Prism 8. Barevné odliSeny jednotlivé
reakce.
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Obr. 28: Saturacni kiivky pro putrescin jako substrat. Nahofe krivky ziskané z nelinearni
regrese rovnice Michaelise a Mentenové a z nelineami regrese rovnice Michaelise a
Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu (svétlejsi odstiny) v programu
GraphPad Prism 8; sedmibodova reakéni fada. Dole kfivky ziskané z nelineami regrese
rovnice Michacelise a Mentenové; 4 body reakéni fady pouzité k urceni kinetickych
parametrd, reakce €. 2 nebrana v potaz. Barevné odliSeny jednotlivé reakce.
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Obr. 29: Saturacni kiivky pro DADO jako substrat. Nahote kfivky ziskané z nelineami regrese
rovnice Michaelise a Mentenové a z nelinearni regrese rovnice Michaclise a Mentenové
se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu (svétlejsi odstiny) v programu GraphPad
Prism 8; sedmibodova reakcéni fada. Dole kfivky ziskané z nelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové; 6 bodu reakéni fady pouzitych k uréeni kinetickych parametra,
reakce €. 1 nebrana v potaz. Barevné odliseny jednotlivé reakce.
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4.4.1 Ukazka detailia postupu vyhodnoceni
V této Casti bude detailn€ popsano, jak probihalo vyhodnocovani dat ziskanych pomoci
MALDI ToF MS. Tato ukazka je provedena na ptikladu agmatinu jako substratu.

Pro kazdé opakovani v triplikatu byla zméfena sada hmotnostnich spekter (Obr. 30).
V této sadé reakCnich spekter byly vramci jednotlivych meéfeni v programu

flexAnalysis 3.4 oznaCeny signaly substratu (zde m/z 130) a produktu (zde m/z 131).
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Obr. 30: Ukazka sady spekter pro prvni ze tfi méfeni v ramci reakce €. 1 pfi méfeni kinetickych
parametra oxidace agmatinu. Viditelné jsou zmény intenzity signalu produktu (m/z 130) a
substratu (m/z 131). Shora doli rostouci pocatecni koncentrace substratu v reakcéni smési
(25; 50; 75; 100; 150; 200 a 250 pmol-1". PouZity enzym byl fedén ze zasobniho roztoku
o o koncentraci proteinu 1,4 mg:ml" a specifické aktivité 1232 nkat-mg"'. Enzym byl
davkovan v mnozstvi 5 ul, inkubace probihala 20 min.
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Byly urceny hodnoty intenzity téchto signalti (program flexAnalysis). Z téchto hodnot

Ip
ptls

byl nasledné pomoci programu MS Excel vypocten pomér 1 a odvozené hodnoty

reakCni rychlosti. Ukazka tohoto vypoctu je zobrazena v Tab. 16. Zarovein byl proveden
kontrolni vypocet K,, pomoci linearni regrese dle Lineweavera a Burka. Tento vypocet
slouzil pouze k ovéfeni, ze jednotliva opakovani v ramci reakce a jednotlivé reakce

poskytuji podobné vysledky a nebyl dale pouzit. Ukazka je zobrazena na Obr. 31.
‘o < Ip - L xw , v
Spoctené hodnoty poméru . Pro vSechna provedena méfeni jsou zapsany v priloze

pTls

¢. 3.

I

Tab. 16: Ukazka vzorcu pouzitych pro vypocet poméru 1 a odvozené reakcni rychlosti
pTis
(v€etné mezivypocti) pomoci programu MS Excel. Ukazka hodnot naméfenych a

vypoctenych pro reakci €. 1 (pro prehlednost zaokrouhleno) pfi méfeni s agmatinem jako

substratem.
Vzorce pouzité pro vypocty
Vstupni hodnoty Vypocet reakeni rychlosti a mezivypocty Hodnoty pro
c substratu  Intenzity signall Odvozend Odvozené  Odvozena  kontrolni
[umoll"]  [a. u.] I konc. latkové reakéni vyneseni dle L.
m/z 130 m/z 131 produktu” mnoZstvi  rychlostt  aB.!
Ip t [umol'l"] produktu* [nmol-s'l]
[nmol]
__p . n=cV[ml] v=n/t[s]
[S] I, I, = S =SI'X v _1m (= 1200 /v 1/[S]
Hodnoty pro 1. Méfeni reakce ¢. 1 (vychdzi ze spekter uvedenych na Obr. 30)*
25 8668 900 0,906 22,65 22,65 0,01887 52,98 00,0400
50 20153 6712 0,750 37,51 37,51 0,03126 31,99  0,0200
75 10630 6335 0,627 46,99 46,99 0,03916 25,54  0,0133
100 18809 17930 0,512 51,20 51,20 0,04266 23,44 0,0100
150 18515 29607 0,385 57,71 57,71 0,04809 20,79  0,0067
200 15863 33060 0,324 64,85 64,85 0,05404 18,50  0,0050
250 12171 35349 0,256 64,03 64,03 0,05336 18,74 0,0040
Hodnoty pro 2. Mé&ieni reakce &. 1*
25 9215 1112 0,892 22,31 22,31 0,01859 53,79  0,0400
50 35375 15844 0,691 34,53 34,53 0,02878 34,75  0,0200
75 31739 29888 0,515 38,63 38,63 0,03219 31,07 0,0133
100 33272 47431 0,412 41,23 41,23 0,03436 29,11 0,0100
150 5912 12774 0,316 47,46 47,46 0,03955 25,29 00,0067
200 9994 20729 0,325 65,06 65,06 0,05422 18,44  0,0050
250 16532 42814 0,279 69,64 69,64 0,05804 17,23 0,0040
Hodnoty pro 3. Méfeni reakce &. 1%
25 8237 785 0,913 22,82 22,82 0,01902 52,57  0,0400
50 16567 5898 0,737 36,87 36,87 0,03073 32,54  0,0200
75 27432 21929 0,556 41,68 41,68 0,03473 28,79 0,0133
100 24235 25894 0,483 48,35 48,35 0,04029 24,82 0,0100
150 3723 7368 0,336 50,35 50,35 0,04196 23,83 00,0067
200 15308 29274 0,343 68,67 68,67 0,05723 17,47  0,0050
250 12373 32864 0,274 22,82 22,82 0,01902 17,55 0,0040

*Tyto hodnoty odpovidaji redlnym za piedpokladu shodné miry ionizace substratu a produktu.
tPouze kontrolni vyneseni. Viz text vyse.
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Obr. 31: Ukazka kontrolniho vyneseni pro 3 méfeni v ramci reakce €. 1 pomoci lineami regrese
dle Lineveawera a Burka. Vstupni hodnoty zobrazeny v Tab. 17. Toto kontrolni vyneseni
slouzilo pouze kprubézné kontrole, zda reakce vykazuje kinetiku Michaelise a
Mentenove a zda jednotliva opakovani poskytuji podobné hodnoty K,,.
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Odvozené hodnoty reak¢ni rychlosti ziskané pomoci programu MS Excel (Tab. 16
vyse) byly vlozeny do programu GraphPad Prism 8 a byla provedena nelinearni regrese
dle rovnice Michaelise a Mentenové. Tato regrese byla provedena pro kazdou ze tii
reakci samostatné (tzn. pro 3 mefeni v reakci dohromady). Odlehlé hodnoty byly
odstranény automaticky. Ziskané hodnoty kinetickych parametri byly zprimérovany.
Vysledné priméry a jejich smérodatné odchylky jsou uvedeny vySe v Tab. 15 (viz
str. 66). Ukazka tohoto vyhodnoceni, jako pokracovani vySe uvadéného prikladu, je
uvedena v Tab. 17. Saturacni kfivky jsou zobrazeny vyse na Obr. 23 (str. 68).

Vypocet byl analogicky proveden pro vsechny zkoumané substraty (vysledky viz
str. 65).

Tab. 17: Ukazka vstupnich dat vkladanych do programu Graph Pad Prism za ucelem provedeni
nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové pro reakci ¢. 1 s agmatinem jako
substratem.

Vstupni hodnoty vloZené do programu Graph Pad Prism 8

¢ substratu Reakcni rychlost [nmol-s‘l]*

[umol-1"] Mg¢ieni 1 Mg¢reni 2 M¢feni 3

25 0,01887 0,01859 0,01902

50 0,03126 0,02878 0,03073

75 0,03916 0,03219 0,03473

100 0,04266 0,03436 0,04029

150 0,04809 0,03955 0,04196

200 0,05404 0,05422 0,05723

250 0,05336 0,05804 0,01902
Vysledky analyzy

Nejlepsi prolozeni® Interval spolehlivosti 95 % R’
K, [umol-l'l] Viim [nmol-s"l] K, [pmol-l'l] Viim [nmol-s"l]

77,29 0,07223 56,46 az 1060 0,06454 az 0,08204 0,9289

*Tyto hodnoty jsou redlné za pfedpokladu shodné miry ionizace substratu a produktu.
1V Tab. 16 uveden priumér ze tii takto vypoc¢tenych hodnot.
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4.4.2 Méreni Kkinetickych parametri pomoci MALDI ToF MS
s korekci na odliSnou miru ionizace substratu a produktu
Postupem uvedenym na str. 49 byl zméfen pomér intenzit signali putrescinu a
ABAL v ekvimolarnich smésich. Putrescin se ionizoval 3,26 + 0,77 krat 1épe nez
A’-pyrrolin (viechen piitomny ABAL cyklizoval na A’-pyrrolin). Tento pomér nezavisel
na koncentraci testovanych latek v ekvimolarnich smésich.
Bylo provedeno vyhodnoceni meéfeni kinetickych parametrdi pro méfeni
s putrescinem jako substratem zplsobem uvedenym vySe, avSak stim rozdilem, Zze
Ip

r W e W I r 710 oW r
misto poméru —— byl vyuzit pom&r —=— kde Y=3,26. Jednim z cild tohoto méfeni
Ip+ls Ip+(Is/Y)

bylo ovéfeni moznosti, Ze takovato korekce by mohla odstranit vySe zminény neznamy
jev. Ktomuto vsak nedoslo a pro toto vyhodnoceni plati to, co provyse provadeéné
vyhodnoceni méfeni kinetickych parametrd oxidace putrescinu. Kinetické parametry
vypoctené pomoci tohoto vyhodnoceni byly: K, = 170 = 13; Vj, = 0,310 = 0,024;
kear = 16,0 = 1,2. Saturacni kiivky jsou zobrazeny na Obr. 32.

putrescin s korekci

0159
'» —o— reakce 1 v[nmol/s]
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b
()]
2 =
S
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]
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koncentrace substratu [pmol-l'1]

Obr. 32: Saturacni kfivky pro putrescin jako substrat s provedenim korekce na rozdilnou miru
ionizace substratu a produktu. Dole kfivky ziskané znelinearni regrese rovnice
Michaelise a Mentenové pomoci programu GraphPad Prism 8; 4 body reakéni rady
pouzit¢ k ureni kinetickych parametri, reakce ¢. 2 nebrana v potaz. Barevné odliSeny
jednotlivé reakce.
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4.4.3 Meéreni s reaktivni matrici DMNTH

Bylo provedeno ovéteni detegovatelnosti aldehydt pomoci MALDI ToF s reaktivni
matrici DMNTH (postup na str. 50). V hmotnostnim spektru matrice samotné byly
ptitomny signaly, jez ve spektrech v pavodnim ¢lanku (Mugo a Botaro, 2007) pfitomny
nebyly. Signal matrice (m/z 311) byl detegovan (viz Obr. 33). V piipadé derivatizace
furfuralu reakci s DMNTH byl signal produktu (m/z 389) detegovan. Signaly produktd
derivatizace APAL (m/z 366) a AASAL (m/z 438) nemohly byt detegovany z divodu
prekryvu se signaly pfitomnymi v matrici samotné. Signaly produkti derivatizace
aldehyda vznikajicich v realnych reakcnich smésich (vypocitany pro oxidacni produkt
histaminu, 4(AMP) a DADO jako m/z 403, 406 a 440) nebyly detegovany. Nebyly

pozorovany rozdily mezi vysledky ,,on plate a ,,one pot™ derivatizace.
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DMNTH v 80% THF

3 pouze matrice
T E ]
> 2
e 311,179
o)
)
“© 1
= ! bl m
© 0 LIAL) ‘J.Al. e l. Loy uaalle J.“JL Ul|l;.ﬂ m L Lidl 1] h
N T T T T T T T T T T T !
S 12+
- - DMNTH v 80% THF
£ 104 1
= 5 mmol-I"* furfural
= ]
= 89
T 5] 389,204
)
o 4]

7] 311,197
2 -
0 i | [ TR ll.l.l.‘ !
| ' | ' I ! | ! | ! I
300 320 340 360 380 400

m/z

Obr. 33: MALDI-ToF hmotnostni spektra ziskana méfenim s reaktivni matrici DMNTH.
Nahoie spektrum matrice samotné. Dole spektrum 5 mmoll" roztoku furfuralu
derivatizované¢ho pomoci on plate” derivatizace. Vyznaéeny jsou signaly nezreagované
matrice (m/z 311) a produktu derivatizace furfuralu (m/z 389). Intenzita vyjadiena
v nasobcich intenzity signalu nezreagované matrice (I,,).
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5 DISKUSE

Pomoci sledu precipitacnich a chromatografickych krokii byla purifikovana
aminoxidasa hrachu setého. Byl ziskdn enzymovy roztok o specifické aktivité 415,5
nkat-mg” pH vytéZku 35% a stupni predisténi 207,8. Postup purifikace na podobném
principu pouzili napf. Sebela er al. (1997) pro piskavici fecké seno a Sebela er al.
(1998) pro hrachor vonny a hrachor sety. Hodnoty specifické aktivity byly v téchto
piipadech vice nez dvojnasobné (916,4; 810,2 a 1070,8 nkat-mg™") a podobnou hodnotu
(830 nkat-mg™; dal§i udaje neuvedeny) naméfili i Sebela er al. (2005) pro PSAO.
V porovnani s témito pracemi bylo dosazeno také nizsiho vytézku (uvedeno 42; 50 a 52
%), bylo vSak dosazeno vyssi urovné precisténi oproti zmifiovanym pracem (52,4; 51,3
a 36,5). V prubéhu purifikace tedy dochazelo k vy$sim ztratam, byl vSak ziskan enzym
ptiblizné dvojnasobné Cistoty. Jiné postupy (napt. Wimmerova et al., 1993 pro PSAO)
viak mohou poskytovat vysi Groveii predisténi soudasné s vy§§im vytdzkem. Cistota
ziskaného proteinu byla dale ovéfena pomoci peptidového mapovani na vytezech z gelu
po SDS-PAGE. Pas obsahujici purifikovany enzym (74 kDa) byl oproti ostatnim pasim
velmi vyrazny a ve vét§iné ostatnich past byl také identifikovan purifikovany enzym,
podil necistot byl tedy minimélni. Protein v druhém nejvyraznéSim pasu byl
identifikovan jako hrachovy lektin. Lektin je protein vazici polysacharidy a
glykosylované proteiny (Lioli et al., 2006), mezi néz patii pravé Cu dependentni
aminoxidasy (Klema a Wilmot, 2012). Domnivam se tedy, ze lektin je pevné vazany
k PSAO a proto jej béhem purifikace nebylo mozno oddélit. Lektin v rostlinach slouzi
nejspiSe jako soucast pasivni obrany proti patogenim a zasobni protein. Mimo
sacharidi je schopen vazat také derivaty adeninu, nékteré hydrofobni latky a co se
amind tyCe, vaze aminoderivaty sacharidi (Komath et al., 2006; Zhang et al., 2008).
Vhledem k témto vlastnostem by nemélo dochéazet k ovlivnéni zkoumané enzymové
reakce. Zastoupeni lektinu bylo pfiblizn€ 7 % (odvozeno na zékladé intenzity pasu). V
mnohych pasech byla identifikovana PSAO. V piipadé leh¢ich z téchto past (M mezi
PSAO a lektinem) by mohlo jit o fragmenty purifikovaného enzymu. Pas o M cca 100
kDa byl t€zsi nez by odpovidalo glykosylovanému monomeru purifikovaného proteinu
[obsah sacharidi 14% (Medda et al., 1995), tedy by vychazelo cca 84 kDa (M proteinu
+ M sacharidu)], odpovidal vSak signalu 104 kDa, ktery detegovali Padiglia er al.

vV v

hmotnost mnohem vyssi, nez by odpovidalo dimeru polypeptidovych fetézcii enzymu
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(148 kDa). Pujde ziejme o proteinovy agregat, ktery nebyl disociovan povarenim
vzorku v Laemmliho pufru.

Bylo testovano n€kolik raznych postupti nanaseni vzorku a matrice a rizné desticky.
Nejlepsi a pro dal§i méfeni pouzity zpusob nanaseni byl zpasob uvedeny v pivodnim
¢lanku o vyuziti CTAB pro potlaceni signalu matrice CHCA pii méfeni s kratkymi
peptidy (Guo et al., 2002), avSak s tim rozdilem, ze autoii pouzivali ocelovou desticku a
suSeni ve vakuu. Bylo testovano zastaveni reakce pridavkem TFA do reak¢ni smési,
jenz ve spojeni s MALDI ToF uspéSné pouzili napf. Bungert et al., (2004a,b) pro
meéteni aktivity pyranosaoxidasy a glukosaoxidasy, ¢i pfidavkem matrice obsahujici
TFA. Dochazelo vsak k potlaceni signalu analyta.

Z fyziologickych substrati PSAO byly vybrany putrescin, kadaverin a spermidin, jez
spole¢né s vznikajicimi produkty jejich oxidace ovliviiuji v rostlinach mnoho dulezitych
déju, jako déleni a rast buné, stresové odezvy a regulaci programované bunécné smrti
(Cona et al., 2006; Fraudentali et al., 2021). DalSim pouzitym substratem byl cystamin,
jez v organismu prirozené¢ vznika rozpadem koenzymu A a vykazuje antibiotické a
antivirotické ucCinky (Fraser-Pitt er al., 2018). Dale slo o latky, jez ovliviiuji rizné
procesy u zivo€ichl, a to agmatin, slouZzici jako neurotransmitter a ucastnici se regulace
srdecni funkce (Ascenzi ef al., 2002), a histamin, ktery se GiCastni mnoha procest vCetné
regulace zanétu, imunitni odezvy, funkce hladkého svalstva stény cév a srdecni funkce.
PSAO byla testovana jako slibny 1ék pro potlaceni dasledki nadmémého uvolnéni
histaminu (Cuzzocrea & Massini 2008). 2-hydroxyputrescin neni fyziologickym
substratem PSAO, tuto latku vSak produkuji nékteré druhy bakterii, napt. Bordetella
pertusis (puvodce Cerného kasle) a jeji tvorba muze ovliviiovat infek¢nost (Li er al.,
2016). Diaminohexan je substratem umélym, avSak schopnym v rotlinach vyvolat
podobné ucinky jako substraty fyziologické (Wada et al., 1994). Dale byly vybrany 2
znamé umélé substraty, a to 2-hydroxykadaverin (Macholan et al., 1967) a DADO
(Sebela et al., 2007b). Kadaverin a putrescin jsou velmi dobrymi substraty PSAO,
dalSimi dobrymi substraty jsou cystamin, spermidin, agmatin, diaminohexan (Medda et
1995) a DADO (Sebela et al., 2007b). Hydroxylované substraty jsou hor§imi
substraty nez nehydroxylované (Macholéan er al., 1967), histamin je Spatnym substratem
(Medda et al., 1995).

Byla testovana detegovatelnost substratd a produktd. Pro vétSinu substrati byla jako

al.

2

matrice zvolena CHCA. Vyjimkou byl DADO, kdy pfi pouziti CHCA nebylo mozno
detegovat signal produktu. Nedochazelo vsak k prekryvu se signalem matrice, ale
k potlaceni signalu produktu. Pfi pouziti DHB signél produktu detegovan byl. VSechny
detegované signaly odpovidaly teoretickym hodnotam v Tab. 8 (str. 47)V piipadé
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cystaminu nebyl produkt detegovan, v triethylamoniumacetatovém pufru vSak byl
pozorovan ubytek substratu. To by odpovidalo tomu, co popisuji De Marco et al.
(1965), kdy PSAO je jednou z CuAOQ, jez cystaldimin vznikajici oxidaci cystaminu dale
oxiduji (Medda et al., 1995) za vzniku amoniaku, peroxidu vodiku, elementarni siry a
glykoaldehydu (De Marco et al., 1965), tedy vznikajici peroxid vodiku je detegovan pii
pouziti sprazené peroxidasové reakce, avSak produkt, jez by byl detegovan pomoci
MALDI ToF se rozklada.

V pfipadé  spermidinu  odpovidala  hmotnost  detegovaného  produktu
1,5-diazabicyklononanu. Cyklizaci na tento produkt uvadi Medda et al. (1995), avSak
jako na primarni zdroj odkazuje na Clanek zabyvajici se oxidaci sperminu rostlinnou
PAO (Smith et al, 1986). Pro hovézi sérovou DAO Tabor er al. (1964) uvadi jako
produkt N'-(4-aminobutyl)-3-aminopropionaldehyd, jez by vSak nemohl cyklizovat
pozorovanym zpusobem. Zdroj, ktery by dokazoval, jaky produkt vznika oxidaci
spermidinu rostlinnou DAO, nebyl nalezen. Vzhlededem k pozorovanému poklesu M o
19 Da ukazujicimu na cyklizaci produktu za odstépeni vody byl produkt urCen jako
4-(3-aminopropyl)aminobutyraldehyd cyklizujici na 1,5-diazabicyklononan.

Také byly testovany potencialni nové substraty (pomoci spektrofotometrického 1 MS
méteni), a to 4(AM)P a N(3AP)P (modelovani jejich vazby v aktivnim misté je na Obr.
34). Bylo zjisténo, ze N(3AP)P neni substratem PSAO, avSak 4(AM)P je dobrym
substratem PSAQO. V piipadé obou téchto latek byl pfi pouziti DHB jako matrice lepsi

pomér signala viuci Sumu.

Asp 300 w}p?oo
4(AM)P N(3AP)P

Asn 386

Asn 386

TPQ 387 His 444

TPQ 387 His 444

% His 603 His 603
Lys 296
Lys 296 ! ! E 4F -
6 His 442} QTW 286 is 442

‘\I'yr 28
Obr 34: Model vazby testovanych substrati v aktivnim misté enzymu. Svétle Sedé 4(AM)P
(vlevo), tmavé Sedé N(3AP)P (vpravo), oranzové topachinon, zlut¢ aminokyselinové
zbytky aktivniho mista enzymu, fialové strukturni histidiny, hnédé méd. Cislovani od N-
konce finalniho enzymu po odstfiZeni signalniho peptidu. Struktura enzymu dle zaznamu
v PDB, kod 1KSI; substraty modelovany do aktivniho mista pomoci Achilles Blind
Docking Server (https://bio-hpc.ucam.edu/achilles/entry).
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Bylo provedeno méfeni kinetickych parametri pomoci MALDI ToF MS. Z poméru

. . . /4 o /4 I W r W /4
intenzit signalll substratu a produktu ﬁ byla odvozena reak¢ni rychlost pouzita
pTls

k vypoCtu kinetickych parametrd. Analogicky bylo mozno pouzit také pomér ploch
téchto signalt, toto vyhodnoceni v§ak nebylo provedeno, jelikoz takto ziskané hodnoty
pomeéru byly pro agmatin témér identické a hodnoty kinetickych parametra se nelisily o
vice nez 5 %, lze tedy predpokladat, Ze oba zpusoby jsou shodné pouzitelné. Tyto
pomeéry vyjadiuji zastoupeni produktu a substratu v reakcni smeési za predpokladu
identické ucinnosti ionizace obou latek. Jednalo se tedy o relativni kvantifikaci.
Relativni kvantifikace pomoci MALDI-ToF pouzivali napt. Hooff et al. ke stanoveni
aktivity B-laktamasy, vétSina nalezenych literarnich zdroju vSak uvadi kvantifikaci
absolutni s vyuzitim interniho standardu [naptf. Bungert et al. (2004a a 2004b) pfi
méfeni aktivit monosacharidy oxidujicich enzymi]. Nalezené zdroje na rozdil od
postupu uvedené¢ho v této praci nevyuzivaji suprese signalu matrice latkou do ni
pfidanou, tudiz tyto postupy vyzaduji vhodné zvoleny pomér mnozstvi matrice a
analytu (Bungert et al. 2004a), coz je nevyhodou oproti metod¢ testované v této praci,
kdy staci vhodné zvoleny piidavek CTAB do matrice konstantni pro veskera nasledna
meéteni. Porovnani  hodnot takto naméfenych  shodnotami  naméfenymi
spektrofotometricky a ziskanymi z datebaze enzymi BRENDA a literatury je uvedeno
v Tab. 18 a 19. Citlivost byla fadove srovnatelna se spektrofotometrickym métenim.

V piipadé nékterych substrati dochazelo k neznamému jevu zpusobujicimu
vyrazn&j$i pokles reakeni rychlosti s rostouci koncentraci substratu, nez by odpovidalo
kinetice Michaelise a Mentenové. Tento jev na prvni pohled pfipominal inhibici
nadbytkem substratu, avSak v ptipadé nelinearni regrese se zohlednénim této inhibice
program GraphPad hlasil nevhodnost tohoto prolozeni a prabéh kiivky nebyl
odpovidajici. K jevu dochazelo i pfi koncentacich substratu nizsich nez K,,, coz inhibici
nadbytkem substratu také neodpovida. Bylo testovano, je-li tento jev inhibici
produkovanym peroxidem vodiku, jiz popisuje Pietrangeli et al. (2000) (viz str 14).
Pokud by tomu takto bylo, pfidavek katalasy do reakéni smési by vedl k odstranéni
tohoto jevu, avSak piidavek katalasy na tento jev nemél zadny vliv. Na zakladé avahy
bylo odvozeno, ze by tento jev mohl byt zptusoben vyss§i ucinnosti ionizace substratu
oproti produktu, kdy v takovémto piipadé by teoreticky mohl vychazet velmi podobny
tvar kiivky. Toto bylo testovano (pro putrescin) pomoci méfeni poméru intenzit signala
ekvimolarnich smési substratu a produktu. Bylo potvrzeno, ze substrat se ionizuje
3,26 krat 1épe nez produkt. Neznamy jev vSak vysledky ovliviioval stale stejnym

zpusobem 1 po provedeni dale uvedené korekce berouci v potaz tento rozdil v ionizaci.
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V piipadé vyhodnoceni méfeni kinetickych parametrti putrescinu a DADO tento jev

znemoziioval pouzit Cast dat a nejspiSe i zkresloval ziskané hodnoty. V piipadé 2-

hydroxykadaverinu tento jev znemoziioval vyhodnoceni provést.

Tab. 18: Porovnani hodnot K, zméfenych pomoci MALDI ToF MS s hodnotami zméfenymi
spektrofotometricky a hodnotami uvedenymi v literatufe a databazi BRENDA pro celed’

Fabaceae
Mgéteni pomoci MALDI-ToF MS | Spektrofotometrické | Literatura a databaze

mefeni BRENDA

Substrat K, [umol-1"] Nezndmy jev K, [pmol-1"] Rozsah K, [umol-1"]

kadaverin 50 ano 210 60-400

spermidin 188 ne 1087 210-1670

histamin 57 ano 426 52-1340

agmatin 71 ne 308 150-560

diaminohexan 127 ano 68 93-160

2-hydroxyputrescin | 68 ne 359 250-740

4(AM)P 36 ano 302 nove testovano

putrescin 65 ANO’ 88 65-430

DADO 174 ANOf 278 150-360

* Macholan et al., 1967; Vianello et al.,

1993; Luhova et al., 1998; Sebela et al., 1998; Zajoncova et al.,
1999; Pietrangeli et al., 2004; Ascenzi ef al., 2006; Pietrangeli et al., 2007; Sebela et al., 2007b
tJev vyrazn€ ovliviioval mefeni

Tab. 19: Porovnani hodnot k., zméfenych pomoci MALDI ToF MS s hodnotami zmé&fenymi
spektrofotometricky a hodnotami uvedenymi v literatufe a databazi BRENDA pro celed’

Fabaceae
Meéteni pomoci MALDI-ToF Spektrofotometrické | Literatura” a databaze
MS méteni BRENDA
Substrat keat [s] Neznamy jev | ke [s™'] Rozsah key [s]
kadaverin 18,4 ano 39,01 88-500
spermidin 37,1 ne 1,42 100-190
histamin 0,16 ano 0,040 10-56
agmatin 3,5 ne 0,31 1,3-46
diaminohexan 11,3 ano 9,43 nenalezeno
2-hydroxyputrescin 0,8 ne 4,76 nenalezeno
4(AM)P 3,3 ano 5,07 nove testovano
putrescin 6,02 ANO' 27,13 92-280
DADO 5,67 ANOT 10,40 nenalezeno

* Vianello et al., 1993; Pietrangeli et al, 2004; Ascenzi et al., 2006;
Poonpipatgul et al., 2012;
tJev vyrazn€ ovliviioval mefeni
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Tab. 20: Sefazeni substrati od nejlepsiho po nejhorsi na zaklad¢ hodnot k../K, zméfenych
pomoci MALDI ToF MS a spektrofotometricky

Meéieni pomoci MALDI-ToF MS Spektrofotometrické méfeni
Substrat k../K,, Substrat k../K,,
[Is! -umol™] [Is! -umol™]
kadaverin 0,37 putrescin 0,31
spermidin 0,20 cystamin 0,31
4(AM)P 0,093 kadaverin 0,19
putrescin 0,093 diaminohexan 0,14
diaminohexan 0,089 DADO 0,037
agmatin 0,050 2-hydroxykadaverin 0,027
DADO 0,033 4(AM)P 0,017
2-hydroxyputrescin 0,012 2-hydroxyputrescin 0,013
histamin 0,0028 spermidin 0,0013
agmatin 0,0010
histamin 0,000094

V Tab. 18 jsou zaneseny hodnoty K, zmétené pomoci MALDI ToF v porovnani
s hodnotami zmétfenymi spektrofotometricky a rozsahy hodnot uvedenymi v literatufe a
databazi BRENDA. Hodnoty zméfené spektrofotometricky se pohybuji v uvedenych
rozsazich. Vyjimkou je pouze diaminohexan, avSak fad s uvedenym rozsahem souhlasi.
V piipadé méfeni pomoci MALDI ToF vétSina hodnot fadoveé souhlasi s uvedenymi
rozsahy, pohybuji se pifi spodni hranici udevenych rozsaht. V pripadé
2-hydroxyputrescinu je vSak zméfena hodnota o rad nizsi nez by odpovidalo uvedenému
rozsahu. Pfi méfeni pomoci MALDI ToF vychazely pro kadaverin, spermidin, histamin,
agmatin a 2- hydroxyputrescin hodnoty K,, pfiblizné 4-5 krat nizsi oproti méfeni
spektrofotometrickému, v ptipadé 4(AM)P byla zméfena hodnota o fad nizsi. V piipadé
putrescinu a DADO byly hodnoty niz§i, ale blizké hodnotdm zméfenym
spektrofotometricky. Jedinou vyjimkou byl diaminohexan, kdy hodnota K, byla
pfiblizn€ dvojnasobna oproti méteni spektrofotometrickému.

Podobné porovnani bylo provedeno i pro hodnoty k., (Tab. 19). Vypovidajici
hodnota tohoto porovnani je vSak nizsi z divodu malého mnozstvi literatury uvadéjici
keor @ malého poctu zapisi v databazi BRENDA. Pro vétSinu substratd byly hodnoty
zmetfené obéma postupy o rad nizsi oproti dostupné literature, v pfipad€ histaminu o 2-3
rady nizsi. Mimo spektrofotometrického méfeni se spermidinem (niz§i hodnota) vsak
poradi substratti dle hodnot pfiblizné odpovidalo vyhledanym udajim. Pro kadaverin,
diaminohexan, 4(AM)P a DADO vychazely obéma postupy fadoveé podobné hodnoty.
V pfipadé spermidinu, histaminu, putrescinu a agmatinu byly hodnoty zméfené pomoci
MALDI ToF o tad vyssi, pro 2-hydroxyputrescin tomu bylo naopak.

Dale byly na zékladé hodnot k../K,, sefazeny substraty od nejlep§iho po nejhorsi, a

to dle obou provadénych metod méfeni (Tab. 20). Putrescin a kadaverin byly v obou
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pfipadech mezi nejlepsimi substraty, coz obecné odpovida udajim ve vyse uvadéné
literatufe. Pro spermidin, jakozto dle literatury jeden z nejlepSich substratd vsak
neodpovidal vysledek spektrofotometrického meéfeni. Nejhor§im z vybranych substratt
byl histamin, coZ odpovida dostupné literatuie. Co se ostatnich substrata tyce, poradi
urCené obéma metodami se lisilo a literatufe 1épe odpovidalo poradi zjisténé pomoci
MALDI ToF, vzhledem k tomu, ze agmatin byl pomoci spektrofotometrického méteni
urcen jako horsi substrat nez by odpovidalo nalezenym tidajam.

Metoda méfeni pomoci MALDI ToF MS poskytovala konzistentni vysledky mimo
substratl vyrazngji ovlivnénych vySe zminénym jevem (putrescin, DADO a
2-hydroxykadaverin). Data takto zméfena jsou tedy presna, ale nemusi byt spravna.
Vzhledem zavislosti této metody na predpokladu identické miry ionizace substratu a
produktu jsou odliSnosti vysvétlitelné pravé rozdilnou mirou ionizace substratu a
produktu. Je-li tomu tak, metodu by mohlo byt mozno dale modifikovat tak, ze by byly
zmeéfeny poméry intenzit signalt ekvimolarnich smési substratu a produktu pro kazdy
substrat. Z téchto pomértu intenzit (pokud by byly identické v rozsahu pouzivanych
koncentraci) by byl urCen koeficient Y, jez by znacil, kolikrat Iépe se substrat ionizuje

Ip
Ip+(Is/Y)

korekci rozdilné miry ionizace. Vyhodnoceni zahrnujici tuto korekci bylo provedeno

oproti produktu. Pro vypocet reak¢ni rychlosti by byl vyuzit pomér obsahujici

pro putrescin. Byla takto ziskany hodnoty K,, = 170 a k., = 16,0, tedy téméf trojnasobné
oproti métfeni bez korekce. Hodnota K, souhlasila s rozsahem uvadénym v literatufe,
oproti spektrofotometrickému méfeni byla piiblizné dvojnasobna. Hodnota k., fadove
souhlasila se spektrofotometrickym méfenim, oproti literatufe vSak byla o fad nizsi.
Tuto korekci by pro zajisténi spravnosti namétenych dat bylo zapotiebi provést i pro
ostatni substraty, coz vSak nebylo provedeno z casovych divodu.

Bylo testovano méfeni kinetickych parametrii oxidace putrescinu pomoci MALDI
ToF MS se standardem v matrici (diaminopentanon). Toto méfeni nebylo zatizeno vySe
popisovanym jevem. Naméfend data vSak vykazovala pfili§ velky rozptyl, aby mohla
byt pouzita. Toto je dano nejspiSe nepfesnym nanaSenim matrice a reakéni smeési na
MALDI desticku, tedy tento problém by mohl byt odstranitelny tim, ze by nanasni
provadél zkuSengjsi personal ¢i pipetovaci automat. Dal§i moznosti by byl vybér
takového standardu, aby jej bylo mozno pfidat pfimo do reakéni smési [diaminoketony
jsou inhibitory PSAO (Sebela er al., 2007)]. Signal substratu byl potladen.

Dale byla testovana moznost pouziti reaktivni matrice DMNTH ke kvantifikaci
vznikajicich aldehydi. Nebylo dosazeno vysledka detekce aldehydu, jez popisuji Mugo
a Botaro (2007). Vzhledem k pfitomnosti neznamych signald ve spektru a

nerozpustnosti matrice v rozpoustédlech uvadénych autory je divodem nejspiSe chyba

86



v pruibéhu syntézy matrice, jez byla syntetizovana (signal detegovan) avsak

pravdépodobné obsahovala i dalsi latky.
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6 ZAVER
V teoretické Casti této diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe zabyvajici se
vlastnostmi Cu dependentnich aminoxidas (s diirazem na EC 1.4.3.22) a biologickymi
rolemi a vyuzitim aminoxidas obecn€é. Druhé Cast literarni reSerSe byla zameétena na
metody kvantifikace aminoxidas (s dirazem na méfeni aktivity EC 1.4.3.22), postupy
purifikace Cu dependentnich aminoxidas, méfeni enzymové aktivity pomoci MALDI
ToF MS a MALDI MS malych molekul.

V praktické Casti byla vytvarena metoda méfeni aktivity aminoxidas pomoci MALDI

I

ToF MS zalozena na odvozeni reakcni rychlosti z poméru -
p S

, kde I a I, jsou intezity

signal substratu a produktu. Pro ucely méfeni byla pouzita PSAO purifikovana v ramci
této prace. Metoda byla navrzena, byla provedena obecna optimalizace metody (postup
zastaveni reakce, vybér desticky, postup nanaseni, nastaveni pfistroje pro méfeni
s CHCA a DHB) a optimalizace pro zkoumané substraty (volba matrice, reakéniho ¢asu
a koncentrace enzymu). Pomoci této metody byly zméfeny kinetické parametry oxidace
9 z 12 vybranych latek. N-(3-aminopropyl)piperidin nebyl substratem, pro cystamin a 2-
hydroxykadaverin nebylo mozno kinetické parametry zméfit. Zmeérené kinetické
parametry byly porovnany shodnotami naméfenymi pro 11 substratl pomoci
spektrofotometrické metody dle Frébort et al. (1989) a shodnotami uvedenymi
v literatufe a databazi BRENDA. Hodnoty K,, zméfené pomoci testované metody se
pohybovaly na dolni hranici hodnot uvedenych v literatufe a byly nizsi nez hodnoty
zmetené spektrofotometricky. V pfipadé diaminohexanu byla spektrofotometricky
zméfena  hodnota  niz§i. Hodnoty K., tadové  souhlasily s vysledky
spektrofotometrického meéteni, byly vSak o fad nizs§i oproti hodnotdam uvedenym
v literatufe. Zmeétené hodnoty byly piesné, nemuseji vSak byt spravné. Byl navrzen
postup, kterym by metodu bylo mozno zdokonalit.

Soucasné bylo testovano, zda N-(3-aminopropyl)piperidin a 4-(aminomethyl)piperidin
jsou substraty PSAO. Bylo zjisténo, ze prvni z latek neni substratem. Druha z latek byla
dobrym substratem fadove€ srovnatelnym se substraty fyziologickymi.

V dalSich experimentech byla neuspés$né testovana varianta vytvarené metody
vyuzivajici kvantifikace substratu a produktu pomoci interniho standardu. Méfeni takto
bylo mozno provést, vysledky vSak byly nekonzistentni.

Také byla neuspésné testovana moznost méfeni aktivity PSAO pomoci metody
detekce aldehydd, jiz vytvorili Mugo a Botaro (2007). Metoda nebyla dostatecné citliva

pro zkoumané koncentrace produktl a to i pres to, ze bylo pouZzito dvakrat vyssSich
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koncentraci substratu nez ve vySe popsané metodé pouzité k méfeni kinetickych
parametru.

V ramci prace byl také urcen produkt oxidace spermidinu PSAO. Bylo zji§téno, ze
timto produktem je 4-(3-aminopropyl)aminobutyraldehyd cyklizujici za vzniku

1,5-diazabicyklononanu.
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BSA

CDMNT
ConA-Sepharosa
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CuAO

DADO

DAO
DEAE-cellulosa
DEAE-Sephadex
DEAE-Sepharosa
DHB

DMNT
DMNTH

EDTA
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F20TPP

FAD

FPLC

FTICR

HPLC

HRP

HVAPI1

CHCA

8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

4-(aminomethyl)piperidin

akrylamid

a-aminoadipat-6-semialdehyd

aminobutyraldehyd

angiotenzinkonvertasa 2

aminoxidasa

aminopropionaldehyd

peroxodisiran amonny

N,N ‘— methylenbisakrylamid

hovézi sérovy albumin
2-chloro-4-dimethylamino-6-(4-methoxy-1-naftyl)-1,3,5-triazin
Sepharosa s imobilizovanym konkanavalinem A
cetyltrimethylamonium bromid

aminoxidasa obsahujici meéd’
1,8-diamino-3,6-dioxaoktan

diaminoxidasa

diethylaminoethyl cellulosa

diethylaminoethyl Sephadex

diethylaminoethyl Sepharosa

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
2,4-dichloro-6-(4-methoxy-1-naftyl)-1,3,5-triazin
4-dimetylamino-6-(4-metoxy-1-naftyl)-1,3,5-triazin-2-hydrazin
kyselina ethylendiamintetraoctova

na enzym vazana imunosorpcni analyza

ionizace elektrosperejem
meso-tetrakis(pentafluorofenyl)porfyrin
flavinadenindinukleotid

rychla/strednétlaka kapalinova chromatografie proteinu
iontova cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci
vysokotlaka kapalinova chromatografie

kfenova peroxidasa

,,human vascular adhesion protein — 1

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova
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ILM

IS1

IS2

LC

LDI
MALDI
MAO
MS
MS/MS
MSLDI
N(3AP)P
NIMS
PAO
PPO
PSAO
QqQ
Q-Sepharosa
RP
RT-PCR
SA

SDS
SDS-PAGE

SELDI
SP-Sepharosa
TEMED

TFA

THF

ToF

Tris

UHPLC

iontova kapalna matrice

iontovy zdroj 1

iontovy zdroj 2

kapalinova chromatografie

desorpce/ionizace laserem

desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice
monoaminoxidasa

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
desorpce/ionizace laserem s potlacenim signalu matrice
N-(3-aminopropyl)piperidin

,,hanostruchture initiator mass spectrometry*
polyaminoxidasa

2,5-difenyloxazol

aminoxidasa z hrachu setého

trojity kvadrupolovy hmotnostni analyzator
Sepharosa s navazanym kvarternim aminem
reversni faze; chromatografie na reversni fazi
polymerasova fetézova reakce s reverzni transkripci
kyselina sinapova

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéze v prostfedi dodecylsiranu
sodného

desorpce/ionizace laserem z obohaceného povrchu
sulfopropyl Sepharosa

N,N,N,N ‘-tetramethylethylendiamin

kyselina trifluoroctova

tetrahydrofuran

analyzator doby letu
tris(hydroxymethyl)aminomethan

kapalinova chromatografie pii ultravysokém tlaku
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1 - Navod na pripravu Bradfordova cinidla
Chemikalie: Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Némecko), 95% ethanol (Lach-ner,
Ceska republika), 85% kyselina fosfore¢na (Lach-ner, Ceska republika)

Postup: Bylo navazeno 100 mg Coomassie brilliant blue G-250. Bylo pifidano 50 ml
95% ethanolu. Poté bylo pomalu pfidano 100 ml 85% kyseliny fosforecné. Smés byla
michéana na elektromagnetické michacce do uplného rozpusténi barviva. Nasledné bylo
pfidano 850 ml destilované vody a roztok byl pftefiltrovan. Hotové cinidlo bylo
skadovano pti 4° C.

Postup je dostupny na:
https://goldbio.com/documents/3604/Bardford %20Protein%20Assay.pdf
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9.2 Priloha 2 — Data ziskana pomoci spektrofotometrického méreni

Tab. 21: Hodnoty AA/3min neméfené v ramci spektrofotometrického méfeni kinetickych parametri

putrescin kadaverin diaminohexan hydroxyputrescin hydroxykadaverin spermidin
substr
[umol-1™]
/C. méfeni 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
2000 0,463 0,474 0,485 0445 0,449 0,446 0,127 0,129 0,131 0,091 0,091 0,091 0,197 0,202 0,201 0,179 0,181 0,175
1000 0473 0,472 0,479 0,535 0,526 0,528 0,156 0,155 0,157 0,078 0,078 0,079 0,174 0,172 0,174 0,128 0,130 0,122
750 0,470 0,469 0,473 0,519 0,541 0,533 0,159 0,159 0,160 0,066 0,067 0,069 0,164 0,163 0,160 0,103 0,101 0,100
500 0,482 0476 0,472 0,519 0,518 0,515 0,157 0,160 0,161 0,061 0,061 0,063 0,135 0,135 0,136 0,081 0,080 0,085
250 0,450 0,461 0,459 0456 0,458 0,478 0,156 0,157 0,159 0,040 0,043 0,043 0,091 0,091 0,093 0,047 0,049 0,051
150 0,388 0,397 0,397 0,357 0,361 0,367 0,139 0,142 0,137 0,031 0,030 0,029 0,063 0,065 0,067 0,042 0,043 0,039
100 0,322 0,325 0,329 0,270 0,265 0,268 0,119 0,113 0,127 0,023 0,023 0,023 0,046 0,045 0,042 0,035 0,032 0,033
75 0,274 0,276 0,277 0,225 0,219 0,218 0,105 0,110 0,114 0,020 0,020 0,020 0,036 0,033 0,033 0,019 0,020 0,018
50 0,193 0,195 0,201 0,154 0,154 0,158 0,090 0,090 0,089 0,015 0,018 0,014 0,027 0,027 0,026 0,015 0,017 0,018
25 0,118 0,110 0,112 0,083 0,084 0,086 0,055 0,053 0,053 0,009 0,010 0,010 0,015 0,017 0,018 0,011 0,010 0,012
10 0,049 0,051 0,051 0,037 0,037 0,038 0,025 0,026 0,026 0,007 0,006 0,006 0,009 0,010 0,011 0,002 0,001 0,002

agmatin histamin cystamin 4(AM)P DADO putrescin v NH,HCO,

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

2000 0,160 0,155 0,167 0,074 0,074 0,076 0,299 0,289 0,293 0,197 0,195 0,183 0,380 0,384 0,368 0,434 0,473 0,492
1000 0,120 0,117 0,115 0,053 0,052 0,056 0,317 0,312 0,314 0,150 0,153 0,158 0,333 0,332 0,332 0,486 0,486 0,474
750 0,100 0,102 0,097 0,053 0,054 0,052 0,337 0,339 0,337 0,153 0,150 0,151 0,314 0,347 0,317 0,486 0,489 0,472
500 0,093 0,091 0,091 0,042 0,043 0,043 0372 0,375 0,371 0,127 0,125 0,125 0,300 0,276 0,265 0,496 0,493 0,496
250 0,068 0,067 0,069 0,031 0,032 0,031 0,378 0,373 0,381 0,086 0,093 0,095 0,196 0,200 0,204 0,462 0,487 0,478
150 0,047 0,048 0,050 0,022 0,022 0,022 0,361 0,359 0,364 0,081 0,076 0,072 0,148 0,151 0,153 0,418 0,427 0,423
100 0,051 0,047 0,048 0,019 0,017 0,017 0,313 0,320 0,316 0,050 0,056 0,055 0,115 0,113 0,112 0,357 0,364 0,358
75 0,046 0,045 0,047 0,015 0,015 0,016 0,266 0,268 0,268 0,042 0,044 0,044 0,095 0,090 0,090 0,300 0,307 0,307
50 0,034 0,035 0,035 0,013 0,012 0,013 0,187 0,192 0,189 0,034 0,032 0,031 0,066 0,061 0,064 0,227 0,226 0,224
25 0,024 0,025 0,023 0,008 0,007 0,008 0,105 0,101 0,103 0,020 0,021 0,023 0,040 0,040 0,040 0,126 0,125 0,127
10 0,011 0,012 0,012 0,005 0,004 0,004 0,047 0,051 0,053 0,012 0,012 0,007 0,018 0,020 0,022 0,053 0,054 0,052
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Tab. 22: Hodnoty kinetickych parametrti pro jednotlivé substraty vypoctené pomoci programu
GraphPad Prism 8 z dat ziskanych spektrofotometrickym méfenim spolecné s intervaly
spolehlivosti técho hodnot.

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové

Substrat K., 95 % interval  Vj, 95 % interval kg, 95 % interval
[ umol-l'l] spolehlivosti  [nmol's-1] spolehlivosti s spolehlivosti
+ - + - + -

putrescin 66 10 9 0,966 0,034 0,033 23,60 084 0,81
kadaverin 101 24 20 1,054 0,065 0,062 2575 1,58 1,51
diaminohexan 38 9 8 0,300 0,015 0,014 7,34 0,36 0,35
cystamin 34 13 10 0,681 0,050 0,048 16,64 1,22 1,17
2-hydroxyputrescin 359 39 35 0,195 0,008 0,007 4,76 0,19 0,17
2-hydroxykadaverin 413 24 23 0,453 0,010 0,010 11,07 0,25 0,24
spermidin 1087 234 186 0,165 0,018 0,015 1,42 0,15 0,12
agmatin 308 137 92 0,060 0,008 0,007 0,31 0,04 0,03
histamin 426 95 76 0,016 0,001 0,001 0,040 0,003 0,003
4(AM)P 302 39 34 0,195 0,009 0,008 5,07 0,22 0,21
DADO 278 22 20 0,400 0,011 0,010 1040 0,28 0,27
Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu
putrescin 88 14 12 1,110 0,071 0,063 27,13 1,74 1,54
kadaverin 210 23 20 1,596 0,098 0,087 39,01 2,39 2,12
diaminohexan 68 6 5 0,386 0,013 0,012 9,43 0,31 0,29
cystamin 78 22 17 0,998 0,129 0,100 2440 3,14 244

Tab 23: Hodnoty kinetickych parametrii pro putrescin v K fosfatovém a hydrogenuhli¢ianovém
pufru  vypoétené pomoci programu GraphPad Prism 8 zdat ziskanych
spektrofotometrickym méfenim spolecn€ s intervaly spolehlivosti técho hodnot.

Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové

Pouzity pufr Ky 95 % interval Vi 95 % interval Keat 95 % interval
[umol-I"]  spolehlivosti  [nmol's-1] spolehlivosti [s"] spolehlivosti
+ - + - + -

K-fosfat (pH 7) 66 10 9 0,966 0,034 0,033 23,60 084 0,81
NHHCO;(pH 6,9) 55 10 9 0,974 0,040 0,039 23,80 0,98 0,95
Nelinearni regrese dle rovnice Michaelise a Mentenové se zohlednénim inhibice nadbytkem substratu

K-fosfat (pH 7) 88 14 12 1,110 0,071 0,063 27,13 1,74 1,54
NH,HCO; (pH 6,9) 80 13 11 1,160 0,079 0,069 2835 194 1,70
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9.3 Priloha 3 - Data ziskana pomoci MALDI ToF hmotnostni spektrometrie

I
Tab. 24: Zmétené hodnoty poméru ﬁ pro jednotliva méfeni pomoci MALDI ToF MS
pTis

¢ substr kadaverin spermidin

[umOl'H] reakce 1 reakce 2 reakce 3 reakce 1 reakce 2 reakce 3

25 0,0370 0,0354 0,0341 0,0377 0,0386 0,0387 0,0380 0,0380 0,0369 0,0346 0,0342 0,0310 0,0338 0,0353 0,0326 0,0302 0,0340 0,0339
50 0,0774 0,0780 0,0760 0,0780 0,0784 0,0785 0,0707 0,0706 0,0649 0,0557 0,0607 0,0598 0,0577 0,0530 0,0607 0,0637 0,0592 0,0602
75 0,0895 0,0933 0,0832 0,0872 0,0943 0,0903 0,0827 0,0719 0,0794 0,0814 0,0774 0,0836 0,0788 0,0814 0,0788 0,0877 0,0899 0,0804
100 0,1033 0,1021 0,1048 0,1056 0,1109 0,1001 0,0900 0,0805 0,0899 0,1024 0,0943 0,0956 0,0927 0,0975 0,1033 0,1119 0,1073 0,1066
150 0,1206 0,1155 0,1111 0,1228 0,1296 0,1433 0,1058 0,1020 0,1041 0,1334 0,1279 0,1238 0,1219 0,1293 0,1359 0,1432 0,1481 0,1456
200 0,1072 0,1172 0,1061 0,1242 0,1520 0,1278 0,0769 0,0693 0,0933 0,1446 0,1643 0,1338 0,1213 0,1194 0,1247 0,1436 0,1487 0,1487
250 0,1063 0,1314 0,0925 0,1085 0,1119 0,1329 0,0976 0,1110 0,1020 0,1663 0,1616 0,1541 0,1656 0,1551 0,1836 0,1907 0,1767 0,1737
¢ substr histamin agmatin

[umol-l"]  reakce 1 reakce 2 reakce 3 reakce 1 reakce 2 reakce 3

25 0,0018 0,0017 0,0017 0,0015 0,0015 0,0018 0,0017 0,0016 0,0017 0,0189 0,0186 0,0190 0,0180 0,0187 0,0177 0,0188 0,0187 0,0192
50 0,0032 0,0032 0,0029 0,0025 0,0023 0,0022 0,0025 0,0028 0,0027 0,0313 0,0288 0,0307 0,0264 0,0233 0,0279 0,0310 0,0304 0,0317
75 0,0052 0,0041 0,0039 0,0019 0,0027 0,0042 0,0029 0,0036 0,0041 0,0392 0,0322 0,0347 0,0345 0,0327 0,0371 0,0376 0,0354 0,0375
100 0,0058 0,0058 0,0047 0,0035 0,0032 0,0045 0,0037 0,0035 0,0041 0,0427 0,0344 0,0403 0,0409 0,0354 0,0382 0,0398 0,0392 0,0430
150 0,0068 0,0055 0,0065 0,0038 0,0037 0,0042 0,0039 0,0037 0,0045 0,0481 0,0395 0,0420 0,0420 0,0397 0,0412 0,0483 0,0495 0,0405
200 0,0042 0,0047 0,0049 0,0040 0,0046 0,0046 0,0042 0,0037 0,0035 0,0540 0,0542 0,0572 0,0476 0,0472 0,0526 0,0509 0,0487 0,0523
250 0,0050 0,0044 0,0038 0,0029 0,0030 0,0030 0,0039 0,0024 0,0023 0,0534 0,0580 0,0570 0,0550 0,0519 0,0536 0,0521 0,0551 0,0616
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Tab. 24 (pokracovani):

¢ substr diaminohexan 2-hydroxyputrescin

[umol'] reakce 1 reakce 2 reakce 3 reakce 1 reakce 2 reakce 3

25 0,0234 0,0310 0,0327 0,0344 0,0336 0,0308 0,0334 0,0341 0,0352 0,0043 0,0032 0,0042 0,0035 0,0031 0,0035 0,0045 0,0035 0,0039
50 0,0719 0,0739 0,0723 0,0747 0,0732 0,0773 0,0774 0,0752 0,0769 0,0059 0,0078 0,0066 0,0088 0,0063 0,0060 0,0059 0,0054 0,0058
75 0,1119 0,1120 0,1110 0,1172 0,1100 0,1175 0,1158 0,1162 0,1151 0,0074 0,0076 0,0076 0,0107 0,0068 0,0095 0,0081 0,0091 0,0090
100 0,1227 0,1527 0,1550 0,1182 0,1541 0,1547 0,1539 0,1477 0,1547 0,0077 0,0088 0,0101 0,0067 0,0102 0,0101 0,0115 0,0088 0,0109
150 0,2013 0,1946 0,2036 0,2144 0,2153 0,2203 0,1887 0,1813 0,1822 0,0106 0,0082 0,0110 0,0135 0,0103 0,0098 0,0115 0,0114 0,0101
200 0,1603 0,1852 0,1760 0,2031 0,2044 0,2002 0,1652 0,1405 0,1491 0,0152 0,0130 0,0109 0,0169 0,0125 0,0104 0,0104 0,0099 0,0079
250 0,1534 0,1654 0,1924 0,1833 0,1971 0,1788 0,2091 0,2080 0,2261 0,0134 0,0127 0,0097 0,0121 0,0094 0,0117 0,0070 0,0119 0,0162
¢ substr 4(AM)P putrescin

[umOl'H] reakce 1 reakce 2 reakce 3 reakce 1 reakce 2 reakce 3

25 0,0228 0,0237 0,0230 0,0236 0,0217 0,0210 0,0181 0,0189 0,0185 0,0274 0,0273 0,0258 0,0285 0,0281 0,0231 0,0239 0,0250 0,0252
50 0,0442 0,0412 0,0425 0,0408 0,0390 0,0352 0,0302 0,0271 0,0350 0,0484 0,0497 0,0469 0,0433 0,0400 0,0390 0,0509 0,0683 0,0643
75 0,0580 0,0496 0,0428 0,0469 0,0462 0,0469 0,0424 0,0435 0,0436 0,0589 0,0798 0,0748 0,0395 0,0463 0,0182 0,0794 0,0683 0,0646
100 0,0577 0,0616 0,0496 0,0528 0,0516 0,0502 0,0459 0,0506 0,0526 0,0518 0,0667 0,0598 0,0247 0,0393 0,0224 0,0637 0,0785 0,0616
150 0,0497 0,0558 0,0493 0,0380 0,0664 0,0585 0,0499 0,0580 0,0581 0,0607 0,0484 0,0561 0,0316 0,0242 0,0343 0,0833 0,0488 0,0548
200 0,0544 0,0523 0,0481 0,0500 0,0501 0,0409 0,0542 0,0454 0,0470 0,0315 0,0437 0,0649 0,0187 0,0455 0,0172 0,0441 0,0503 0,0353
250 0,0706 0,0736 0,0542 0,0510 0,0468 0,0477 0,0532 0,0446 0,0499 0,0291 0,0267 0,0365 0,0290 0,0160 0,0108 0,0361 0,0829 0,0634
¢ substr DADO

[umol-“] reakce 1 reakce 2 reakce 3

25 0,0090 0,0087 0,0115 0,0089 0,0094 0,0096 0,0069 0,0090 0,0071

50 0,0228 0,0198 0,0239 0,0242 0,0206 0,0216 0,0235 0,0189 0,0166

75 0,0314 0,0365 0,0368 0,0330 0,0341 0,0355 0,0312 0,0334 0,0332

100 0,0484 0,0493 0,0478 0,0471 0,0465 0,0471 0,0429 0,0381 0,0432

150 0,0656 0,0657 0,0631 0,0588 0,0507 0,0570 0,0605 0,0564 0,0608

200 0,0579 0,0356 0,0571 0,0556 0,0589 0,0491 0,0488 0,0477 0,0528

250 0,0535 0,0361 0,0342 0,0354 0,0321 0,0238 0,0299 0,0365 0,0277
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