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Tato diplomova prace je zaméfena na izolaci a
charakterizaci sulfitoxidasy (EC 1.8.3.1). Uvedeny enzym hraje
dalezitou roli v metabolismu siry v organismech, fyziologicky
nezbytné premeéné sifi¢itand na sirany. SUOD patfi do rodiny
enzyml obsahujicich molybdopterinovy kofaktor. Enzym se
vyskytuje u rostlin, Zivoc€ichu i bakterii.

Vychozim materidlem pro izolaci sulfitoxidasy v této praci
byla zvolena zmrazena kufeci jatra. l1zolace enzymu zahrnovala
tvorbu acetonového prasku a jeho extrakci, precipitaci siranem
amonnym, denaturaci zahfivdnim a dialyzu. Nasledovala
purifikace pomoci iontové vyménné chromatografie (Macro-Prep
High Q, Resource Q) a gelové permeacni chromatografie
(Superdex 200 HR). ldentifikace sulfitoxidasy spolu s ostatnimi
proteiny z SDS-PAGE gelu probéhla za pomoci MALDI-TOF
peptidového mapovéni. U ziskaného enzymu byla stanovena
hodnota Michaelisovy konstanty, pH optima a teplotni stability.

DalSi ¢ast prace je vénovana enzymu, ktery se podili na
oxidativni degradaci polyamin(, aminoxidase. Jsou znamy dvé
zakladni tfidy aminoxidas: chinoproteinové diaminoxidasy, které
maji v aktivnim misté méd a flavovoproteinové polyaminoxidasy.
Enzym byl identifikovan u mnoha organism, kde je zodpovédny
za podstatné fyziologické procesy.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na testovani inhibi¢nich
acinkd vybranych slouéenin na aminoxidasu. Enzym byl pro tyto
Ucely izolovan ze zmrazenych etiolovanych semenackl hrachu
setého. Kroky izolace byly nasledujici: homogenizace,
dvojstupfiovd precipitace siranem amonnym, denaturace
zahfivanim a dialyza. Chromatografick& purifikace probihala na

kolonach s DEAE-celulosou, hydroxyapatitem a sephacrylem
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This diploma thesis is focused on isolation and
characterization of sulfite oxidase (EC 1.8.3.1). Mentioned
enzyme plays the main role in sulfur metabolism in
organisms, physiologically necessary to convert sulphite to
sulphate. SUOD belongs to a family of enzymes containing
molybdopterin cofactor. The enzyme occurs in plants,
animals and bacteria.

The starting material for sulfite oxidase isolation in
this study were selected frozen chicken livers. Isolation of
an enzyme involved the creation of acetone powder and
extraction, ammonium  sulfate  precipitation, heat
denaturation and dialysis. The purification using ion
exchange chromatography (Macro-Prep High Q, Resource
Q) and gel permeation chromatography (Superdex 200 HR)
followed. Sulfite oxidase with other proteins from SDS-
PAGE gel were idnetified by MALDI-TOF peptide mapping.
The value of Michaelis constant, pH optimum and
temperature stability was determined by enzyme obtained.
Next chapter is devoted to an enzyme involved in oxidative
degradation of polyamines, amine oxidase. There are two
basic classes of known amine oxidases: quinoprotein
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identified in many organisms, in which is responsible for
important physiological processes.

The experimental part is focused on the test of

inhibitory effects of selected compounds on amine oxidase.
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1. UVOD

Kysely dést, ktery obsahuje sificitany spolu s dalSimi slou€eninami siry a
dusiku, patfi mezi jeden z nejvétSich sou€asnych problému Zivotniho prostfedi. Obsah
kontrolovat mnozstvi sifiCitant, které cirkuluji v Zivotnim prostfedi. V potravinarstvi
nasly sifi¢itany uplatnéni jako tzv. pfidavné latky, které zamezuji hnédnuti potravin.
Déle se pouZivaji jako antioxidanty, redukéni a bélici prostfedky, inhibuji mikrobialni
rist. Také v potravinarském pramyslu je nezbytné kontrolovat koncentraci sifi¢itana,
nebot tyto latky mohou byt pro nékteré citlivéjSi osoby nebezpelné.

K analyze sificitanl se bézné pouzivaji rozlicné analytické metody.
V poslednich letech vSak vzrostl zdjem o detekci sifi¢itand za pomoci biosenzoru.
Jedna z moznosti konstrukce tohoto biosenzoru spociva v imobilizaci enzymu
sulfitoxidasy (EC 1.8.3.1) na povrchu kyslikové elektrody, kde by koncentrace
sifi¢itan( byla zjiStovana spotfebou kysliku.

Potfeba ziskani enzymu pro pfipadné bioanalytické aplikace vedla ke vzniku
hlavniho tématu této diplomové prace, izolaci sulfitoxidasy. Uvedeny enzym byl
popsan u rostlin, ZivoCichu i nékterych mikroorganismad. Jeho hlavni vyznam pfitom
spociva v pfemeéné sificitand na sirany.

DalSim tématem této diplomové prace je inhibice hrachové aminoxidasy.
Vyzkumem aminoxidas se jiz delSi dobu zabyva Katedra biochemie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Aminoxidasy katalyzuji odbouravani aminu
cestou oxida¢ni deaminace. Vyskyt aminoxidas byl zaznamenan zejména u
bobovitych rostlin, ale také u Zivo€ichi a nizSich organismu. Vtéto préci byla
aminoxidasa izolovana ze semenackl hrachu setého. Vybrané syntetické slouceniny

byly poté studovany jako jeji inhibitory.



2. CILE PRACE

« Vypracovat literarni reSersi se zaméfenim na enzym sulfitoxidasu a jeji substréat
sificitany

« lzolace sulfitoxidasy z kufecich jater
¢ Charakterizace sulfitoxidasy:
- ur€eni molekulové hmotnosti a potvrzeni istoty enzymu

- stanoveni hodnoty Michaelisovy konstanty

- urCeni teplotni stability, pH optima

e Vypracovat literarni reSerSi se zamérenim na enzym Ucastnici se katabolismu
polyamind, aminoxidasu

» lzolace aminoxidasy z etiolovanych kli¢ka hrachu setého (Pisum sativum)

» Stanoveni K; a typu inhibice u vybranych potencionalnich inhibitord
aminoxidasy

-10-



3. TEORETICKA CAST

3.1 SiFicitany

3.1.1 Metabolismus si Fic¢itant
Sifi¢itany (sulfity) jsou anorganické soli, jejichz strukturu lze vyjadfit pomoci tFi

rovnocennych rezonanénich struktur:

O\ /O O\ O O\ O
%“ - ﬁt/ - > gf
o ) o

U rostlin vznikaji b&éhem procesu asimilace siry. Hlavnim zdrojem siry a zaroven
vychozi slou¢eninou pro tvorbu sifiitant jsou sirany (sulfaty), které jsou rostlinou
pfijimany z rhizosféry. DalSim zdrojem je oxid sifiCity €i imise pfijimané z ovzdusi
pomoci priduchu.

V rostliné je siranovy ion postupné redukovan na sifi€itan v nékolika po sobé
jdoucich reakénich krocich, které se odehravaji v chloroplastech. Nejprve je
metabolicky inertni siranovy ion aktivovdn adenylaéni reakci 1), ktera je
zprostfedkovana ATP sulfurylasou (sulfatadenylyltransferasa, EC 2.7.7.4), za vzniku
adenylylsulfatu (APS). Poté umozfiuje APS reduktasa (EC 1.8.4.9) pfenos dvou
elektronl z glutathionu na APS za vzniku sifi€itand 2). Sifi¢itany jsou nakonec
redukovany prostfednictvim sulfitreduktasy (1.8.7.1) na sulfidy 3). Donorem elektron(
je vtomto redukénim kroku ferredoxin. Nasledné jsou sulfidy zaclenény sledem
nékolika dalSich reakci do sirnych aminokyselin (Lee & Leustek, 1998; Schiffmann
& Schwenn, 1994; Lillig et al., 2001; Nowak et al., 2004).

1) SO.* + MgATP — MgPP; + 5"adenylylsulfat (APS)
2) APS +2GSH — SO;* + 2H" + GSSG + AMP

3) SO;” + 6 ferredoxin (red) — S% + 6 ferredoxin (0x)
Sifiitany se vyskytuji i u Zivoc€ichu, kde vznikaji béznou katabolickou pfeménou

sloucenin obsahujicich siru, pfedevSim aminokyselin methioninu a cysteinu (Tan et al.,
2005):

-11 -
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cystathionin
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cystein

R
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l 4, thiosiran

Slely

Obr. 1: Odbouravani sirnych aminokyselin (Tan et al., 2005)

Zatimco redukce sifi¢itanu u rostlin probiha v chloroplastech, opacny proces, jejich
katalyzuje sulfitoxidasa (EC 1.8.3.1). Netoxicky produkt této reakce, siran, muze
rostlina ulozit do vakuoly nebo vyuZzit pfi asimilaénim procesu (Kaiser et al., 1989;
Leustek & Saito, 1999). U ZivoCich se enzym nachazi v mezimembranovém

prostoru mitochondrii (Cohen et al., 1972).

S05% + H,0 — SO, + 2 H" + 2¢”

3.1.2 Vyznam si Fiéitan G a metody jejich stanoveni

Pro své vlastnosti nasly sifi¢itany uplatnéni jiz v davnych dobach a dodnes se
hojné pouzivaji zejména v potravinarstvi. V potravindfském pramyslu se sifi€itany
uvadeéji jako pfidatné latky, tzv. ,é¢ka“. Tato aditiva se bézné pfidavaji do potravin za
Ucelem prodluZzeni doby jejich trvanlivosti, Upravy a zvyraznéni jejich chuti a barvy.
Sifi¢itany patfi do skupiny potravinovych aditiv zahrnujicich oxid sifi€ity a anorganické
soli, které jej uvolfiuji, s mezinarodnim oznacenim E220- E228 (www.agronavigator.cz,
15.3. 2010).
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Tab. 1: Prehled sifi¢itant s E-kddem

Oznaceni Nazev slouceniny
E220 oxid sificity
E221 sificitan sodny
E222 hydrogensifi¢itan sodny
E223 disifiCitan sodny
E224 disifi¢itan draselny
E226 sifiCitan vapenaty
E227 hydrogensifiitan vapenaty
E228 hydrogensifiitan draselny

Sifi¢itany zabranuji enzymovému i neenzymovému tmavnuti potravin, proto se
pouZzivaji pfi konzervaci ovoce a zeleniny, déle jako antioxidanty, reduk&ni a bélici
prostfedky nebo jako inhibitory mikrobialniho rdstu. Pfi suSeni ovoce a zeleniny
zamezuji zméné barvy, pouZivaji se rovnéz k inhibici nezadoucich mikroorganismu pfi
vyrobé vina a k vybélovani potravinarskych Skrobl. Ve farmacii se pouZivaji ke
stabilizaci nékterych 1€k (Sapers, 1993; Taylor et al., 1986; Knodel, 1997; Papazian,
1996)

Sifi¢itany mohou reagovat se sloZzkami potravin (cukry, bilkovinami a lipidy) za
vzniku Z&doucich i nezadoucich produktd. U vratnych reakci dochazi k tvorbé
sloucenin, které jsou doasnou zasobarnou volného sifiitanu, zatimco nevratné
reakce vedou k trvalému snizeni volného oxidu sifi¢itého. Pomér volného a vazaného
sifi¢itanu uréuje pravdépodobnost, ktera potravina je schopna vyvolavat neZadouci
reakci.

Aplikace sifi¢itant na nékteré potraviny bohaté na vitaminy, jako je napfiklad
Cerstva zelenina a ovoce ¢€i maso, je nevhodna, nebot sifiCitany s nékterymi vitaminy
reaguji a zapfiCinuji tak jejich ztraty (www.agronavigator.cz, 15.3. 2010).

Podle Food and Drug Administration (FDA) se mohou sifi€itany, jako zdravi
bezpecéné latky, pouzivat do pokrmd. Pro citlivéjSi osoby vSak mohou byt sificitany
nebezpecné. Citlivost na sifiCitany je vétSinou vrozend, ale nejsou vyjimkou pfipady,
kdy ji osoby béhem Zivota ziskaji. Reakce lidského organismu na sifi€itany jsou rdzne,
od slabé odezvy aZz po ohroZeni Zivota. Mezi projevy sensitivity patfi Fada
dermatologickych, plicnich, gastrointestinalnich a kardiovaskularnich pfiznaku.
Nejohrozenéjsi skupinou lidi jsou astmatici (zejména ti, ktefi uZivaji léky na bazi
steroidnich hormont); (Lester, 1995). V souvislosti se senzitivitou na sifiitany byly

zaznamenany dalsi zdravotni problémy jako napf.: bronchoplazma, zanét koznich cév,
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nevolnost, kfeCe Zaludku a prdjmy. U neastmatiki se zdravotni problémy spojené
s citlivosti na sifi€itany vyskytuji jen ojedinéle (Knodel, 1997).

Pfesny mechanismus sensitivnhi odezvy na sifiitany nebyl zcela objasnén.
Pfedpoklada se, Ze by mohl souviset s nedostatkem mitochondrialniho enzymu -
sulfitoxidasy; cholinergni odezvou indukovanou sifi¢itany &i reakci zprostfedkovanou
IgE (imunitni odpovéd zprostfedkovanou IgE), (www.agronavigator.cz, 20.3. 2010).

V souCasné dobé je kladen dlraz na znaceni pfitomnosti sificitand
v potravinach v mnoZzstvi od 10 mg/kg. Tento limit vyplyvd z mozZnosti analytického
stanoveni. Prahové davky vSak mohou byt pro citlivé osoby mnohem nizsi
(www.agronavigator.cz, 20.3. 2010).

Pro zivotni prostfedi predstavuji sific¢itany hrozbu v podobé kyselych destd,
které vznikaji reakci oxidl siry a dusiku se vzdusSnou vihkosti. Oxid sifi€ity mUze byt
utvaren nékolika zpusoby. K uvolfovani tohoto plynu dochazi napfiklad pfi sopeéné
¢innosti ¢i plsobenim mikroorganismu, zavaznym problémem tykajicim se predevSim
primyslovych zemi je spalovani fosilnich paliv, pfi némz se tento bezbarvy
znecistovatel uvolnuje.

Sificitany kontaminuji veSkeré podoby hydrosféry - dést, feky i mofe. Negativni
disledek kyselych deStl spociva v tom, Ze ohrozuji rostliny i Zivo€ichy, podzemni i
povrchové vody, stavby, vedou ke korozi kovu, zvySeni eroze skal, poSkozovani lesu,
okyselovani pidy apod. ZvySena kyselost pudy napomaha vyluhovani téZkych kovl a
dalSich prvkud v padéach. (http://ekologie.uhk.cz, 27.3.2010)

Z vySe uvedenych divodd je nutné kontrolovat mnozstvi sifiitant jak
v Zivotnim prostfedi, tak i v potravinach. Kontrola obsahu sifi¢itant se provadi pomoci
béZnych analytickych technik.

Osvéd¢éenou metodou pro stanoveni sifiitand v potravinach je Monnier-
Williamsova destilace. Varem vzorku obsahujicim sifiitan s kyselinou dochazi
k uvolnéni oxidu sifi¢itého. Plyn je poté jiman do roztoku peroxidu vodiku a oxidovan
na Kkyselinu sirovou, ktera je titrovana s hydroxidem (Svitel et al., 1998;
http://www.starch.dk, 25.3. 2010).
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Obr. 2: Aparatura pro Monnier-Williamsovu destilaci (http://kimblechase.thomasnet-

navigator.com, 25.3. 2010)

RychlejSi stanoveni sifi¢itand umozniuje metoda jodometricka, pfi které v
kyselém prostfedi dochazi k oxidaci sificitanu jodem za vzniku siranu. Pfebytek jodu je

poté stanoven titraci roztokem thiosiranu sodného (Svitel et al., 1998)

SOZ + H,0 + 1, — 2H" +2I + SO,
I, + 2N328203 — 2Nal + 2Na28406

Dale Ize analyzovat sifi¢itany pararosanilinovou metodou (Svitel et al., 1998).

Analytické techniky mohou byt dale vylep3eny napfiklad s vyuZzitim FIA (Flow
Injection Analysis); (Davies & Fogg, 1995).

Jinym zpusobem stanoveni sifi¢itand jsou chromatografické metody jako
napriklad iontoméni€ova chromatografie ¢i HPLC na obracené fazemi (Svitel et al.,
1998). K detekci sifi¢itant se vyuzivaji i enzymové metody se spektrofotometrickou
detekci (Svitel et al., 1998).

V minulych letech vzrostl zajem o detekci sifi¢itanl pomoci biosenzoru.
Vyraznou prednosti biosenzoru je velka selektivita odezvy, které u abiotickych senzoru
nelze dosahnout. Tato technika dnes napoméha stanovit obsah sificitand
v potravinach, ale také v Zivotnim prostfedi. Biosenzory jsou tvoreny kyslikovou
elektrodou na jejimz povrchu muUze byt zachycena nylonovA membrana
s imobilizovanym enzymem. V pfipadé biosenzord pro stanoveni sificitant je na
povrchu zachycen enzym sulfitoxidasa (EC 1.8.3.1), jenZ katalyzuje nasledujici reakci
(Svitel et al., 1998):

S0z + 0, + H,O0 — S0O,* + H,0,

-15-



U takto zkonstruovanych biosenzord je koncentrace sifi¢itand zjiStovana
spotfebou kysliku. PFimy pfenos elektront z enzymu na povrch elektrody neni pfilis
efektivni, a proto se musi pouzivat mediatory, jako je napf. cytochrom c, ferrikyanid,
kyslik ¢i methylenova modF, které jsou primarnimi akceptory elektron (Svitel et al.,
1998).

Pro konstrukci sifi¢itanového biosenzoru se kromé sulfitoxidasy, vyuZziva take
peroxidasa, jeZz je imobilizovand na sklenénych kuliCkach. Peroxidasa zde
zprostfedkovava oxidativni kondenzaci 3-methyl-N-ethyl-N"-(B-hydroxyethyl)anilinu
(MEHA) s 4-aminofenazonem (4-AAF) v prostfedi peroxidu vodiku za vzniku derivatu

anilinu (AMHA). K detekci Ize pouZzit opticky detektor.
4-AAF + MEHA + H,0, — 4-AMHA +4 H,0

lontovy sensor pro detekci sifi¢itanovych iontd mdze na svém povrchu
obsahovat i imobilizované organely ¢i mikroorganismy, napf. Thiobacillus thiooxidans,
které jsou schopné oxidovat sifi€itany na sirany za spotfeby kysliku (Svitel et al.,
1998).

3.2 Sulfitoxidasa

3.2.1 Pojem, vyskyt, lokalizace a vlastnosti sulfit  oxidasy
Sulfitoxidasa (SUOD; EC 1.8.3.1) je enzym oxidujici sifiitany. Patfi mezi
molybdenové proteiny, které hraji dulezitou roli v sirném metabolismu Zivych

organismu. Jeji vyznam spociva ve fyziologicky nezbytné pfeméné sifi¢itand na sirany:

S05% + H,0 — SO, + 2 H" + 2¢”

DalSim enzymem oxidujicim sifiCitany je pak sulfitdehydrogenasa (SDH; EC
1.8.2.1), ktera se nachazi v baktériich.

Vyskyt sulfitoxidasy byl zaznamenan u mnoha druhd Zivych organismu. Ze
zastupcl ZivocisSné fiSe byla uspésné izolovana napfiklad z hovézich (Cabré et al.,
1991) a kurecich jater (Kessler & Rajagopalan, 1972).

U savcl je nejvétSi mnozstvi uvedeného enzymu koncentrovano v zivotné
dalezitych organech jako jsou pravé jatra, ledviny a srdce. Enzym je lokalizovan
v mezimembranovém prostoru mitochondrii (Cohen et al., 1972;
http://en.wikipedia.org/, 20.3.2010).
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Zivocidna sulfitoxidasa je dimerni protein, ktery je tvofen ze dvou rovnocennych
podjednotek. Kazda z nich se sklada ze dvou funkéné odliSnych domén s rlznymi
elektronovymi akceptory. N-koncova doména predstavuje cytochrom typu bs, ve
kterém se nachazi nekovalentné vazany hemovy kofaktor, zatimco druha C-koncovéa
doména vaze molybdopterinovy kofaktor. Velmi podobnou strukturu ma rovnéz
bakterialni SDH. Tento enzym se nachézi v periplasmé (Feng et al., 2007).

U zivocich SUOD katalyzuje koncovou reakci oxidativni degradace sirnych
aminokyselin a dale pak membranovych komponent jako jsou napf. sulfatidy. Vznikly
oxidacni produkt, sirany, jsou nasledné vylou¢eny v moci (Johnson & Rajagopalan,
1979).

U rostlin byla SUOD identifikovana napfiklad v mladych listech tabaku,
Spenétu, jabloné &i huseni¢ku (Eilers et al., 2001; Jolivet et al., 1995). Enzym se u
rostlin nachazi v peroxizomech, a také ve svych jedine¢nych vlastnostech se rostlinna
sulfitoxidasa odliSuje od ZivociSné (Eilers et al., 2001). Ve své struktufe obsahuje
pouze molybdenovou doménu. Mezi eukaryonty tak vytvafi jednoduchy Moco enzym
pouze s jednim redoxnim centrem. Uloha enzymu v rostlinach rovnéz spociva v tom,
Ze snizuje nadbytek sifi€itanu, které vznikaji béhem asimilace siry, degradace sirnych
sloucenin nebo jako nasledek znedisténi ovzdusi (Herber & Hlve, 1998; Schrader
et al., 2003).

Tab. 2: Pfehled vlastnosti enzymu oxidujicich sifiCitany (upraveno podle Feng et al., 2007)

Enzymy Lokalizace Typ Molekulova Redoxni centra
oxidujici si Fi€itany hmotnost
Zivogisna Mezimembranovy = Homodimer 110 kDa Molybdenovy
sulfitoxidasa prostor mitochondrii (2a podjednotky)  (dimer) kofaktor a hem
typ b na
podjednotku
Rostlinna Peroxisomy Homodimer 090 kDa Molybdenovy
sulfitoxidasa (2a podjednotky)  (dimer) kofaktor
(A.thaliana)
Bakterialni Periplasma Heterodimer 41 kDa 1 molybdenovy
sulfitdehydrogenasa (a,B podjednotky) a-podij.; kofaktor a 1
(S. Novella) hem css5
8,8 kDa
B-podi.
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3.2.2 Krystalova struktura sulfitoxidasy

Pro bliz8i porozuméni mechanismu funkce sulfitoxidasy je nezbytné objasnéni
jeji struktury, coZz ma vyznam zejména v lékafstvi, nebot’ nedostatek tohoto enzymu u
Clovéka vede k neurologickym abnormalitam a pfed€asné smrti (Shih et al., 1977).

Jako prvni byla ur€ena krystalova struktura kufeci sulfitoxidasy. Tato struktura
se zéroven stala prvni strukturou eukaryotniho enzymu obsahujiciho molybdenovy
kofaktor. SUOD stejné jako vétSina eukaryotnich Moco enzymU vytvari homodimerni
strukturu, jejiz molekulova hmotnost se pohybuje okolo 100 kDa (Johnson &
Rajagopalan, 1979).

Kufeci SUOD je typickym zastupcem tohoto enzymu u vySSich obratlovcu.
Struktura proteinu je tvofena dvéma identickymi podjednotkami, pfi€¢emzZ molekulova
hmotnost kazdé z nich je okolo 51,5 kDa. Obé podjednotky se dale skladaji ze
dvou funkéné odlisnych domén. N-koncova Cast je mensi s molekulovou hmotnosti
pfiblizné 10 kDa (Sullivan et al., 1993; Johnson & Rajagopalan, 1977). Tato doména
obsahuje cytochrom typu bs obsahujici nekovalentné vazany hem s pfilehlymi
antiparalelnimi B-skladanymi listy a a-helixy. DalSi C-koncovd doména o molekulové
hmotnosti okolo 42 kDa vaze molybdopterinovy kofaktor, ktery je rovnéz obklopeny (3-
skladanymi listy a a-helixy (Feng et al., 2007; Karakas & Kisker, 2005). V krystalové
struktufe kufeci SUOD je Mo(VI) atom koordinovany péti ligandy s ctvercovou
pyramidovou geometrii. BlizSim zkoumanim krystalové struktury se zjistilo, Ze je
v blizkosti C-koncové domény jesté dalSi oddélend doména. Tato doména byla
nazvana dimerizacni doménou, nebot zprostifedkovava tvorbu dimeru. Aktivni misto
enzymu, do kterého se vaze substrat je kladné nabité a obsahuje tfi argininové zbytky
(R138, R190 a R450), tryptofan W204 a tyrosin Y322 (Feng et al., 2007; Schrader et
al., 2003).

P R450

MJ

Pteri
erin R190

R138
Obr. 3: Aktivni misto kufeci SUOD (www.cbc.arizona.edu, 25.3. 2011)
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Zajimavym zjisténim bylo, Ze jsou v krystalové struktufe kufeciho enzymu
redoxni centra od sebe zfetelné oddélena, pficemz vzdalenost domény cytochromu bs
od molybdenové domény je 32 A (Kisker et al., 1997; Pacheco et al., 1999). Uvedena
vzdalenost redoxnich partnerl ovSem neodpovidala zjiSténé rychlosti elektronového
pfenosu, kter4 by méla byt mnohem nizSi. Z toho Ize dovodit, Ze pozice a vzijemna
orientace danych elektronovych akceptorl ve struktufe enzymu neni optimalni pro
prenos elektron. Mozné vysvétleni této nesrovnalosti by mohlo spocivat v tom, ze
konformace enzymu je béhem prenosu elektronu v roztoku oproti krystalové strukture

pozménéna (Feng et al., 2002).

viscosity

retarded \-\
= o

/‘ L Rapid IET

—

.'/.

: \\

Obr. 4: Pohyb redoxnich center b&éhem konformacni zmény sulfitoxidasy (Feng et al.,
2002).

A Ta

Obé redoxni centra jsou propojena flexibilni smyckou, ktera je tvofena deseti
aminokyselinovymi zbytky. Vyznam tohoto uskupeni nespoc€ivd pouze vtom, Ze
spojuje molybdopterinovou a hemovou doménu, ale zejména v jeho pohyblivosti. Tato
aminokyselinova patef svym preuspofadanim umoznuje nezbytny elektrostaticky
kontakt negativniho povrchu hemové domény sopacné nabitou Casti domény
molybdopterinové. K této teorii pfispiva také fakt, Ze krystalova struktura hemovych
domén v dimeru nezabird identickou pozici, coZz naznacuje, Ze by mohly byt pohyblivé
(Kisker et al., 1997; Feng et al., 2002).

Vyskyt a strukturni vlastnosti enzymu byly prozkouméany také u dalSich

zivocCichu. Krystalova struktura byla popsana i pro SUOD izolované z krysich a
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lidskych jater (Johnson & Rajagopalan, 1977; Schrader et al., 2003). VSechny tyto
proteiny vykazuji vysokou podobnost v aminokyselinové sekvenci.

Bakteriélni sulfitdehydrogenasa je heterodimerni protein, ktery se sklada velké
podjednotky obsahujici molybdenové centrum a malé hemové podjednotky. Na rozdil
od kufeci sulfitoxidasy jsou v bakterialnim enzymu redoxni centra umisténa blizko u
sebe bez propojeni smyckou aminokyselin. Vzdalenost Mo a Fe center je pfiblizné 16
A. Tato mala vzdalenost je vyznamné pro udrZeni enzymové integrity (Kappler et al.,
2000; Kappler & Bailey,2005).

Rychlostni konstanta intermolekularniho prenosu elektronu v SDH &ini 120 s,
zatimco u kufeci SUOD 1400 s™ (Pacheco et al. 1999). Hodnota pro kufeci enzym
vS8ak neodpovida teoretickym vypoctim, které by meély pro tento proces davat ve
vysledku kolem 100 s (Feng et al., 2003; Page et al., 1999). Tato skute&nost
potvrzuje pFitomnost spojovaci smycky u kufeci SUOD. U bakterialni SDH rychlost
elektronového pfenosu neni ovlivnéna viskozitou rozpoustédla &i pfitomnosti siranu.
Elektronovy transport probiha pfimo ve stfedu proteinu, a proto zde nemusi byt
pfitomna uvedena smycka, ktera umoznuje pfiblizeni redoxnich center. Pfedpoklada
se, Ze vazba siranu blizko Mo centra v kufeci SUOD sniZuje kladny naboj na povrchu
Mo domény, ¢imz zpomaluje pohyb hemové domény k Mo doméné. JelikoZz se u
bakterialni SUOD domény pfi reakci nepohybuji smérem k sobg&, nepfedstavuje siran
v jejim pfipadé prekdzku prenosu elektronu (Schrader et al., 2003; Feng et al.,
2007).

Ziskané informace o krystalové struktufe kufeci sulfitoxidasy byly vyuZity pfi
izolaci, ale zejména pfi identifikaci enzymu z rostliny Arabidopsis thaliana. Tento
enzym izolovany z husenicku je prvnim rostlinnym Moco enzymem, u kterého byla
popsana struktura. Pozdéji byla SUOD takto charakterizovana i u mnoha dalSich druht
bylin a dfevin (Schrader et al., 2003; Eilers et al., 2001).

Rostlinny enzym je homodimer, ktery je &aste¢né homologni s ZivociSnym
enzymem. Od Zivo¢isné SUOD se liSi nejen svou lokalizaci v peroxisomech, ale
CasteCné také svou stavbou, nebot rostlinnd SUOD obsahuje pouze molybdenovou
doménu bez dalSiho redoxniho centra. Krystalové struktury vSech tfi zastupct enzyma
nezbytnych pro oxidaci sifi¢itant (kufeci SUOD, Arabidopsis thaliana SUOD, a S.
novela SDH) vytvareji Ctvercové pyramidalni usporddani kolem atomu molybdenu,
avsak jejich celkové struktury se lisi a zaroven jsou v nich pfitomny rozdilné kofaktory
(Schrader et al., 2003; Kappler & Bailey; 2005; Kisker et al., 1997).

Pfi porovnani povrchu a rozdéleni naboje mezi rostlinnym a Zivo¢iSnym
enzymem byly zjistény dalSi rozdily. Tyto rozdily vyplivaji z odliSnosti mezi obéma

doménami a v usporadanim monomera v dimery. Z povrchu obou proteind je vedena
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pozitivné nabita ¢ast nélevkovitého tvaru k molybdenu nachazejicimu se v aktivnim
misté. Nasledkem odliSnosti v elektronovych akceptorech rostlinného enzymu oproti
Zivoc€iSnému enzymu je v okoli vySe uvedené pozitivné nabité nalevky vyrazné
rozloZeni pozitivniho naboje napfi¢ celym proteinem. Jak jiz bylo dfive uvedeno, u
ZivociSného enzymu jsou redoxni centra propojena flexibilni smyckou, kterd mezi nimi
zprostiedkovava prenos elektrond. PFi pfenosu elektronl dochazi k interakci negativné
nabitych okraju domény s cytochromem bs s pozitivné nabitou ¢asti na Moco doméné,

ktera slouzi jako vstup pro substrat (Kisker et al., 1997; Schrader et al., 2003).

3.2.3 Reakéni mechanismus SUOD

Sulfitoxidasa patfi mezi metaloenzymy obsahujici molybdenovy kofaktor a
hemovou skupinu. Je znamo pres padesat molybdoenzymu, které katalyzuji oxida¢né-
redukeni reakce vyznamné pro metabolismus uhliku, dusiku a siry (Hille, 1996).
Enzymy obsahujici v aktivnim misté molybden fadime do tfi skupin -
xanthinoxidasova, DMSO-reduktasova, a sulfitoxidasova rodina. Rodina sulfitoxidas
zahrnuje rostlinné asimilaéni nitratreduktasy (NR) a enzymy oxidujici sificitany, které
jsou pfitomny u zvifat, rostlin a bakterii. Spole€nym znakem enzymd této rodiny je
obsah molybdenu v aktivnim misté, ktery je koordinovan dvéma oxoskupinami a

dithiolenovou ¢asti molybdopterinu (MPT); (Garton et al., 1997).

[S(Cysl
[SefCys))
O OfSer) MW}EG
MPT}"'S i S AN
~ A 5— P—s§ 5— Mo=0
S—Mg=0 </ N | o
Oty MPT )5 S MPT cyms

xanthinoxidasova rodina OMSO-reduktazova rodina sulfitoxidasova rodina

Obr. 5: Struktury aktivnich mist molybdopterinovych enzymu (podle Garton et al.,
1997)

Z obradzku ¢&. 5 je patrné, Ze aktivni misto xanthinoxidasy je tvofeno jednim
molybdopterinem, jehoz centralni atom molybdenu je obklopen kyslikem, atomy siry a
koncovou hydroxidovou skupinou. Oproti ostatnim uvedenym Moco enzymim nevaze
atom molybdenu proteinovou ¢ast. U DMSO-reduktas je molybden umistén mezi
dvéma pteriny, vaZe kyslik a proteinovou ¢ast. Pro rodinu sulfitoxidas je typicka
pritomnost dioxomolybdenovych center. Mo zde véze tfi atomy siry, dva z nich

pochézeji z MPT a jeden z cysteinu.
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Hlavni uloha sulfitoxidasy spociva v pfeméné sifiitand na sirany. Katalyticky
cyklus u mitochondrialni SUOD zacin& vazbou substratu do aktivniho mista enzymu.
Sifi¢itan vaZze kyslik pochazejici z vody za vzniku siranu. Pfi tomto procesu dochazi
k pfenosu dvou elektrond na molybden, ktery je redukovan z oxidacniho stavu 6 na 4.
Elektrony jsou nasledné transportovany na druhé redoxni centrum, hem. Zde dochéazi
k redukci trojmocného Zeleza na dvojmocné. Fe centrum je reoxidovano pfenosem
elektronl na cytochrom c. Tento fyziologicky akceptor elektront se podili na pfenosu
elektrontl do elektronového transportniho fetézce, jenz umoznuje generovani energie
ve formé& ATP. Nyni se enzym nachazi ve stavu Mo"Fe", ktery ¢aste¢né prechazi do
Mo"'Fe". Druhy ekvivalent cytochromu ¢ navraci enzym do klidového stavu (Feng et
al., 2002; Hille, 2002; Sullivan et al., 1993; Pacheco et al., 1999).

2-

(cytochrom c), 4 MoV Ee SO,
(cytochrom c),, 2.
fotochem. redukce SO,
Mo"'Fe' <" Mo' Fe"
MOVFe”I MOVFe”

(cytochrom c),.q  (cytochrom c),,

Obr. 6: Zmény oxida¢nich stavd redoxnich center SUOD béhem katalytického cyklu

(upraveno podle Feng et al., 2002).

Rozdily ve stavbé a lokalizaci a rostlinného a Zivocdisného enzymu ovliviuji
vlastni katalyticky cyklus, ale také komponenty, které se ho Uc€astni. Koncentrace
rostlinné SUOD v peroxisomech neni nahodna, nebot pouze zde je dostupny jeji
substrat a vznikly reakéni produkt zde maze byt dale metabolizovan (pfeménovan).
Tyto organely jsou znamy tim, Ze produkuji reaktivni kyslik, ktery byl zjistén jako
koncovy elektronovy akceptor sulfitoxidasy. Z tohoto dlvodu je rostlinny enzym

oznaCen podle EC nomenklatury jako sifi¢itan: kyslik oxidoreduktasa. Oproti tomu
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Zivocisny enzym, jak jiz bylo uvedeno, vyuZiva jako koncovy akceptor elektrond
cytochrom c, a proto je fazen do tfidy sifi€itan: cytochrom-c-oxidoreduktasa.
Katalyticky cyklus SUOD v peroxisomech za¢ina obdobné jako
v mitochondriich. Rostlinnd SUOD Kkatalyzuje oxidaci sifiitand na sirany. Béhem
tohoto procesu je molybden, ktery je soucasti jejiho jediného molybdopterinového
redoxniho centra, redukovan z oxida¢niho stavu 6 na 4. Klidovy stav Mo(VI) je
obnoven transportem elektront na jedinecny rostlinny elektronovy akceptor, kyslik.
Molekula vody, ktera je na pocatku cyklu donorem kysliku pro sifi€itan, poskytuje
rovnéz dva protony k tvorbé peroxidu vodiku. Pfi nizkych koncentracich sifi¢itanu je
veskery peroxid v peroxisomech degradovan katalasou. Vysoké koncentrace sifi€itanu
inhibuji katalasu. Peroxid vodiku generovany sulfitoxidasou pfi oxidaci sifi¢itant slouzi

k neenzymatické oxidaci dalSich molekul sifi¢itanu (Hansch et al., 2006).

Mizké koncentrace sifititand;

0
1 B ?

|Fe"'013’ /1\ it
|rc'"u::-::|H.|?
Hath Mo |
20 K@talasy @a SUOD
2H

Hzl:.'- +
Hzﬂz

wysoke koncentrace sificitand: |3032-i- H,0; —> S0, + H0

inhibice katalasy sifiditany H:Oz2  nadbytek zjingch systémi

Obr. 7: Katalyticky cyklus sulfitoxidasy v peroxisomech a jeji interakce s katalasou

(upraveno podle Hansch et al., 2006)

3.2.4 Deficit SUOD a dalSich Moco enzym 4 v lidském organismu

Molybdenovy kofaktor je zakladni slozkou molybdoenzymi. Z ddavodu
podobnosti kufeciho enzymu k enzymu lidskému je pouzivan jako model k pochopeni
funkce a struktury lidské sulfitoxidasy, coZz je vyznamné pro léEbu onemocnéni
souvisejicich s jejim deficitem. V 70. letech dvacéatého stoleti byla u nékterych
pacientd zjiSténa nizka hladina molybdenového kofaktoru. Jeho nepfitomnost ma
pfitom za nasledek neschopnost organismu syntetizovat enzymy, jejichz z&kladnim

stavebnim kamenem je pravé molybden (Duran, 1978).
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Mezi enzymy nachazejici se u lidi, které pro svou funkci tento kofaktor
potfebuji, patfi zejména xanthinoxidasa, sulfitoxidasa a aldehydoxidasa. Pfitomnost
sulfitoxidasy u Clovéka byla zjiSténa v jatrech, ledvinich, srdci, kosternim svalstvu,
placenté ale i v mozkové kufe (Woo et al., 2003). Tento enzym je nepostradatelny,
nebot odstranuje sifiitany, které mohou byt pro organismus toxické. Xanthinoxidasa
pfevadi hypoxanthin na xanthin a kyselinu mo¢ovou. Enzym se u savcl nachazi
v jatrech a lemu tenkého stfeva. V hydroxylaci hypoxanthinu na xanthin je také
zapojen enzym aldehydoxidasa (Duran & Johnson, 2001; Tan et al., 2005; Griffith
1987).

Nedostatek molybdenového kofaktoru zpusobuje kombinovany deficit téchto
molybdoenzymd, jejichz substraty nejsou preménovany na produkty a jejich
hromadéni v organismu je pro organismus nebezpeéné, nebot disledkem mohou byt
rizné neurologické abnormality, mentalni retardace nebo napf. dislokace o¢nich ¢ocek
v kombinaci s xanthinurii (Johnson et al., 1988). Napf. hromadéni toxického sifi€itanu,
ktery je silnym nukleofilem, muze vést k jeho reakci s mnoha buné&nymi komponenty.
Bylo zjiSténo, Ze sifiCitan reaguje s proteinovymi disulfidy za tvorby sulfonovanych
derivatl cysteinu. NaruSeni disulfidovych vazeb, nezbytnych pro strukturu a funkci
enzymu, mize vyustit v zavazné bunécné zmeény. Nedostatek kofaktoru se Casto
vyskytuje jiz v ranném détském véku a zpusobuje umrti. Deficit molybdenového
kofaktoru je autozomalné recesivné dédicny, tedy vyskytujici se pfevazné pres jednu
nésledujici generaci (Shalata et al., 2000; Kisker et al., 1997; Salman et al., 2002)

V souCasné dobé se intenzivné hledaji zpusoby ucinné lécby téchto
onemocnéni a moznosti doplnéni molybdenového kofaktoru. Jelikoz je vSak kofaktor
extrémné nestabilni, jeho pfimé doplnéni je témé&F nemozné. Pokud jde o
biosyntetickou cestu doplnéni kofaktoru, zasadni roli zde bude mit nalezeni vhodnych
prekurzoru. DalSi vyzkum by se mél soustfedit zejména na geny MOCS, kddujici vySe
uvedené enzymy. VétSina pacientu, ktefi trpi nedostatkem kofaktoru, je zasazena
mutacemi genu MOCS1, které zamezuji tvorbé prekurzoru, nebo mutacemi genu
MOCS2, které zabrani pfeméné prekurzoru na molybdopterin (Reiss et al., 2001).

U dalSich pacientd se symptomy typickymi pro nedostatek molybdenového
kofaktoru bylo zjisténo, Ze u nich chybi gen pro gephyrin (GEPH). Biochemickymi
studiemi s fibroblasty pak u pacientd bylo zjisténo, Ze gephyrin katalyzuje vloZeni
molybdenu do molybdopterinu a Ze nedostatek Moco by mohl byt v téchto pfipadech
feSen doplnénim molybdenanu (Reiss et al., 2001). DalSi studie objevily 4 moznosti
mutaci, spojenych s nedostatkem sulfitoxidasy, pficemZz dvé mutace jsou blizko
vazebného mista siranu, zatimco dalSi mutace se vyskytuji uvnitf dimerizacni domény
(Kisker et al., 1997).
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Onemocnéni muZe byt rozpoznano prenatalni analyzou aktivity enzyma v
burikach plodového obalu (Reiss et al., 1999; Johnson et al., 1988). DalSimi projevy
nedostatku molybdenového kofaktoru spojenymi s deficitem enzymu sulfitoxidasy jsou
zvySené hodnoty sifi€itanu v moci. Vysoké koncentrace sificitanu souvisi se zvySenymi
hladinami S - sulfocysteinu a thiosiranu, jejichZ pfitomnost je rovnéz zjistitelna v mogi.
Dale je toto onemocnéni doprovazeno snizenymi hodnotami homocysteinu a cysteinu

a zvySenymi hodnotami S-sulfocysteinu v plasmé (Tan et al., 2005).

3.3 Polyaminy

3.3.1 Vyskyt a vyznam polyamin G

Polyaminy patfi mezi nizkomolekularni latky, které se nachazeji v podstaté ve
vSech Zivych organismech, a to ve formé alifatickych polykationtd. Diky svému
pozitivnimu néboji jsou schopny elektrostatickymi vazbami vazat v bufce negativné
nabité makromolekuly, jako napf. DNA, RNA, proteiny a membranové fosfolipidy, coz
ovliviuje jejich stabilizaci.

Polyaminy hraji vyznamnou roli pfi nejriznéjSich procesech, napf. pfi regulaci
genové exprese, translaci, bunééném rlstu a signalizaci buriky, a dale ovliviuji
apoptézu (Tabor & Tabor, 1984; Igarashi & Kashiwagi, 2000; Thomas & Thomas,
2001).

Mezi pfirozené se vyskytujici polyaminy se fadi zejména spermin, ktery byl
objeven jiz koncem 17. stoleti, dale spermidin, putrescin a kadaverin (van
Leeuwenhoek 1678).

/\/\/NH2
H,N
putrescin

2 2
kadaverin

HZN/\/\H/\/\/NHZ
spermidin H
HZN/\/\H/\/\/N\/\/NHZ
spermin
Obr. 8: Struktury nékterych polyaminu vyskytujicich se v Zivych organismech (Cohen,
1998)
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U bakterii se z polyamini vyskytuji nej¢astéji spermidin a putrescin, a
v menSim mnoZstvi také kadaverin. Putrescin a kadaverin vznikaji pfi rozkladu svalové
tkané a nékdy se oznacuji jako tzv. mrtvolné jedy. Bakterialni polyaminy jsou soucéasti
vnéjSi membrany gramnegativnich bakterii a hraji roli v signalizaci bunééné
diferenciace. Termofilni bakterie obsahuji jesté dva dalSi typy polyamind, a to
polyaminy s delSimi Fetézci, kterymi jsou kaldopentamin a dohexamin a vétvené
polyaminy, jimiz jsou tris(3-aminopropyl)amin a tetrakis(3-aminopropyl)amonium
(Hamana et al., 1998; Oshima 2007).

H,N
H,N
/\/\ +
H,N N\/\/NH2
/_/7N\_\;
H2N NH, NH,

tris(3-aminopropyl)amin  tetrakis(3-aminopropyl)amonium

Obr. 9: Struktury vybranych zastupct polyamint termofilnich bakterii (Oshima 2007)

Vyzkum polyaminG u savcl ukazal, Ze stejné jako u bakterii se i zde polyaminy
vyznamné podileji na regulaci bunécnych procesl, bunétného rustu a genové
transkripce a translace (Thomas & Thomas 2003; Childs et al., 2003; Umekage &
Ueda 2006). U savcu jsou pfitomny v mozku, kde se pravdépodobné podileji
na patofyziologickych procesech, které zpusobuji mozkovou ischémii (Li et al., 2007).
Pozitivné se naopak podileji na sprdvném fungovani stfev a jejich regeneraci
v pfipadé poranéni. Porozuméni metabolickym draham polyamind je dulezité mj. pro
vyvoj léCiv proti rakoviné (Seiler & Raul, 2007; Saunder & Wallace, 2007; Casero &
Marton, 2007).

U rostlin se z polyamina vyskytuji spermin, spermidin a putrescin, v lusténinach
je dale pritomen i kadaverin. Pfedpoklada se, Ze tyto polyaminy u rostlin hraji dilezitou
roli mj. v buné&né embryogenezi, tvorbé a vyvoji kvétl a plodu, senescenci a
odpovédi na bioticky a abioticky stres (Kumar et al., 1997; Walden et al., 1997
Malmberg et al., 1998; Bouchereau et al., 1999; Liu et al., 2000; Alcazar et al., 2006;
Groppa & Benavides, 2007; Kusano et al., 2007). Dale maji hospodéaFsky vyznam,

nebot’ ovliviuji nutriéni hodnotu rostlin (Mehta et al., 2002; Matto et al., 2006).
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3.3.2 Biosyntéza polyamin U

Biosyntéza polyamind je u mnoha organismu, zahrnujicich bakterie, Zivocichy a
rostliny, zahajena tvorbou putrescinu. Tento diamin zde miZe vznikat dvéma
metabolickymi cestami, a to jednak pfimo z ornithinu a nebo nepfimo pfes nékolik
meziproduktl z argininu. Tvorbu putrescinu z ornithinu umoZzfiuje enzym 1.
ornithindekarboxylasa (ODC, EC 4.1.1.17). Druhy zpusob tvorby putrescinu z argininu
zacCin& dekarboxylaci této aminokyseliny 2. arginindekarboxylasou (ADC; EC 4.1.1.19)
za vzniku agmatinu. Agmatin je v dalSich dvou po sobé jdoucich krocich postupné
pfeménovan pomoci 3. agmatin iminohydrolasy a 4. N-karbamoylputrescin
amidohydrolasy aZ na putrescin. Rostliny a bakterie vyuZivaji pfi tvorbé putrescinu
oba uvedené zpusoby, zatimco ZivoCichové pouze cestu dekarboxylace vychozi
slouceniny, ornithinu (Walters, 2003).

Z diaminu putrescinu mohou dale vznikat polyaminy, spermidin a nepfimo
spermin. Aminopropylaci putrescinu za vzniku spermidinu katalyzuje enzym 5.
spermidinsynthasa (EC  2.5.1.16). V  dalS§im  kroku katalyzuje jina
aminopropyltransferasa, 6. sperminsynthasa (EC 2.5.1.22), pfipojeni aminopropylové
skupiny k spermidinu za vzniku sperminu. Aminopropylové skupiny, jeZz jsou nezbytné
pro predchozi reakce, vznikaji dekarboxylaci S-adenosylmethioninu, kterou katalyzuje
enzym 7. S-adenosylmethionindekarboxylasa (AdoMetDC; EC: 4.1.1.50). Diamin
kadaverin vznikd dekarboxylaci lysinu, kterou katalyzuje bud 8. lysindekarboxylasa
(LDC; EC 4.1.1.18) nebo 1. ornithindekarboxylasa(ODC, 4.1.1.17), kter4 je taktéz
potfebna k tvorbé putrescinu (Kusano et al., 2008; Walters 2003).
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Obr. 10: Biosyntéza polyaminud (upraveno podle Kusano et al., 2008)

3.4 Aminoxidasy
3.4.1 Aminoxidasy a degradace biogennich polyamin

Polyaminy jsou Vv Zivych organismech odbouravany cestou oxidativni

degradace, plsobenim aminoxidas. Podle prostetické skupiny Ize tyto enzymy fadit do
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dvou vyznamnych tfid na flavin-adenin dinukleotid (FAD) dependentni aminoxidasy a
aminoxidasy, které FAD neobsahuiji.

K oxidativni deaminaci polyamind pfitom muZze dochazet bud na primarni a
nebo na sekundarni aminoskupiné. Flavoproteinové polyaminoxidasy (PAO; EC
1.5.3.11) katalyzuji oxidaci sekundarnich aminoskupin, zatimco chinoproteinové
aminoxidasy (CAO; diaminoxidasy; EC 1.4.3.22) pusobi na primarni aminoskupiny
diaminG a polyamint (Cona et al., 2006; Strolin Benedeti, 2001; Walters 2003; Sebela
et al., 2007).

Klasifikace byla v nedavné dobé zménéna
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/4/3/22.html), plvodni EC &islo
v Enzymovém katalogu bylo 1.4.3.6.

3.4.2 Charakteristika a reak €éni mechanismus CAO

Jak bylo zminéno vySe, koncentrace biogennich aminG v organismech je
regulovana prostfednictvim aminoxidas. CAO katalyzuji oxidativni odbouravani aminu
a polyamint za vzniku odpovidajicich aldehydl a amoniaku. Béhem této reakce

zaroven dochazi k dvouelektronové redukci kysliku na peroxid vodiku:

RCH,NH;" + O, + H,O — RCHO + H,0, + NH,"

Drtiva vétSina CAO se v nativnim stavu sklada ze dvou totoZnych podjednotek,
pfic¢emz kazda z nich obsahuje v aktivni misté chinonovy kofaktor a médnaty kationt
(Sebela et al., 2003). Molekulova hmotnost CAO proteint se pohybuje okolo 150-200
kDa.

Obr. 11: Trojrozmérna struktura lidské Cu-aminoxidasy
(http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3K5T, 25.3.2011)
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Pomoci spektroskopickych studii byly ziskdny dalSi informace o Cu-komplexu
v aminoxidasach. Atom médi je v tvercové pyramidalnim uspofadani koordinovan
v ekvatorialni roviné pomoci tfi atomd dusiku z hystidinovych zbytkd proteinu a
molekulou vody, kteréa je zaroven ligandem axialnim. PFimy pfenos elektrond mezi
prostetickymi skupinami je umozZnén vzdalenosti mezi kationem médi a Kkysliky
topachinonu. PFedpoklada se, Ze hlavni vyznam médi v aktivnim misté enzymu
spoCiva ve wvytvofeni pfiznivych podminek pro vazbu substratu tim, Ze
napomaha udrZzovat vhodnou strukturu enzymu (Sebela et al., 1998).

Na konci dvacatého stoleti byla prokazana pfitomnost topachinonu v aktivnim
misté CAO ziskané z hovéziho séra (Janes et al.,, 1990). Tento chinonovy kofaktor
vznika v aktivnim misté enzymu postranslaéni modifikaci tyrosinu.

Enzymova reakce katalyzovana aminoxidasou probiha bi-ter ping-pongovym

mechanismem lIze ji vyjadfit ve dvou krocich (Frébort & Adachi, 1995):

1) aminoxidasa + RCH,NH, — aminoxidasa- RCH,NH, — amninoxidasa e +
RCHO

2) amninoxidasa g + O, — amnioxidasa +H,0O, + NHs

Na pocéatku uvedené reakce dochazi k interakci topachinonu, jenz se nachazi
v aktivnim misté s primarni aminoskupinou polyaminu za vzniku chinonketiminu.
Chinonketiminovy karbkation nasledné prechazi v aldimin. Poté co je produkt
z aktivniho mista uvolnén, dochazi k tvorbé redukovaného kofaktoru, aminokatecholu,
ktery je vrovnovaze se semichinolaminem. Na konci reakce je chinonovy kofaktor,
ktery je nyni ve formé radikalu Cu(l)-semichinonu, reoxidovan molekularnim kyslikem
(Sebela et al., 1998; Frébort & Adachi, 1995).

3.4.3 Vyskyt a klasifikace CAO

Prvotni rozdéleni téchto enzymu bylo podle poétu aminoskupin substratu, jez
tyto enzymy pfeméfuji, na monoaminoxidasy, diaminoxidasy a polyaminoxidasy.
Vzhledem k rozséhlé substratové specifi¢nosti enzymu se vSak toto rozdéleni nezdalo
zcela spravné, a proto bylo pozdé&ji pozménéno (Sebela et al., 1998).

Pfitomnost chinonovych aminoxidas byla popsana u mnoha druhd organismu
z Zivocisné i rostlinné fiSe, ale také u organismdu, jeZ nelze pozorovat pouhym okem,
jako jsou bakterie a kvasinky. Podle rozdilné lokalizace a substratové specifity
aminoxidas, lIze tyto enzymy nové Kklasifikovat do &tyf zékladnich skupin (Frébort &
Adachi, 1995).
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U savch se jedna o plasmové aminoxidasy, jenz preferuji jako substraty
polyaminy spermidin a spermin, ale také monoamin benzylamin. Ze savcich
plazmovych enzymu byly vyznamné popsany zejména aminoxidasy z hovézi, veprove
ale i krali¢i, ov¢i a koriské plasmy (Sebela et al., 1998).

Oproti tomu vnitrobunééné sav¢i diaminoxidasy pfeménuji zejména diaminy
putrescin a kadaverin, ale také histamin (Jeon et al., 2003). Tyto enzymy byly
izolovany napt. z lidskych a vepfovych ledvin, lidské placenty &i tlustého stfeva krys.

Odbouravani diamin putrescinu a kadaverinu probiha také u rostlin, pomoci
rostlinnych  diaminoxidas. Bylo zjisténo, Ze dobrym substratem rostlinnych
diaminoxidas je také spermidin. NejlepSim materialem uréenym pro izolaci tohoto
enzymu ve vysokém mnoZstvi se jevi etiolované semenacky ¢€i mladé listy rostlin
z Celedi bobovitych (Medda et al., 1995).

Posledni skupina CAO byla identifikovana u mikroorganismd. Mikrobialni
aminoxidasy preménuji arylalkylaminy jako je napf. benzylamin, fenethylamin, tyramin
¢i histamin. Vyznamnymi zastupci mikroorganisml, ze kterych byl tento enzym
izolovan jsou napf. plisenn Aspergillus niger, kvasinky Pichia pastoris ¢i bakterie
Escherichia coli (Sebela et al., 2007; Sebela et al., 1998; Frébort & Adachi, 1995).

3.4.4 Polyaminoxidasy obsahujici FAD

PAO byly identifikovany u rostlin, hub i Zivo€ichd, pfi¢emz u téchto zastupcu
maji PAO velmi podobné strukturni vlastnosti. Polyaminoxidasy jsou monomerni
proteiny, jejichz molekulova hmostnost se pohybuje okolo 53 kDa. DalSi odliSnost
oproti CAO spociva v rozdilném kofaktoru. U polyaminoxidas je pfitomna jedna
prosteticka skupina, flavin-adenin dinukleotid. Tato prosteticka skupina je casto
uloZena uvnitf proteinové struktury, kde je poutdna nekovalentni vazbou (Binda et al.,
1999).

Jak jiz nazev napovida, polyaminoxidasy umoZiuji oxidativni prfeménu
polyaminli, sperminu a spermidinu. Na rozdil od CAO, PAO katalyzuje oxidativni
degradaci na sekundarni aminoskupingé vychozi slou¢eniny. Povaha reakénich
produktl pfitom zavisi na typu organismu, ze kterého ziskany enzym pochazi
(Federico & Angelini, 1991; Sebela et al., 2001).

Sav¢i polyaminoxidasy katalyzuji pfeménu spermidinu na putrescin a sperminu

na spermidin. V obou pfipadech dale vznika 3-aminopropanal a peroxid vodiku.
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PAO
NH(CHo)sNH(CHR)uNH, + 0, + H,0 —————————  H,N(CH,),CHO + H,N(CH,),NH, + H,0,

spermidin

PAO
H,N(CH3)3NH(CH,)4NH(CH,)3NH, + O, + H,O0 ————» H3N(CH,),CHO + H,N(CH,),NH(CH,)3NH, + H,0,

spermin

Obr. 12: Schéma reakce katalyzované Zivogisnou PAO (Sebela et al., 2001)

U rostlin a bakterii tento enzym pfeménuje stejné vychozi slouceniny za vzniku
rozdilnych produktd. Spermidin je polyaminoxidasami oxidovan na 4-aminobutanal a
propan-1,3-diamin, spermin pak na N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal a propan-1,3-
diamin. Stejné jako u Zivoc€ichu zde vznika vedlejSi produkt peroxid vodiku. Produkty
rostlinnych polyaminoxidas, 4-aminobutanal a N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal
okamzité cyklizuji za vzniku 1-pyrrolinu a 1-(3-aminopropyl)pyrrolinia. Monocyklicka
slou€enina 1-(3-aminopropyl)pyrrolinium poté muize jeSté pFechazet v bicyklickou
formu (Smith et al., 1986; Sebela et al., 2001; Binda et al., 1999).

PAO
NH5(CHR)3NH(CH )gNH, + 0, + Hy0 — > H,N(CH,)3CHO + H,N(CH,)s;NH, + H,0,

spermidin
N -H,0

N

4

PAO
HoN(CHZ)sNH(CHZ)4NH(CHR)sNH, + 0, + Hy0 ——————— H,N(CH,)sNH(CH,)5CHO + HaN(CHR)sNH, + H,0,

spermin
N H,0

+

H,N(CH,),4 N\
+ N H

e

Obr. 13: Schéma reakce katalyzované rostlinnou PAO (Sebela et al., 2001)

+

I
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Z vySe uvedenych reakci je patrné, Ze pusobenim PAO stejné jako CAO na
polyaminy vznikaji pfislusné aldehydy a vedlejSi produkt, peroxid vodiku. V pfipadé
PAO vSak nevznikd amoniak (Federico & Angelini, 1991; Medda et al., 1995).

Obdobné jako u CAO probiha zminénéa reakce ve dvou fazich. V prvni ¢asti
této oxidoredukéni reakce, kterou flavinové aminoxidasy zprostfedkovavaji, dochazi
k redukci prostetické skupiny, flavinu za sou€asné oxidace vychozi slouceniny.
V dalsim kroku je pak redukovany flavin-adenin dinukleotid reoxidovan molekulou
kysliku, aby mohl byt wvyuzit pro dalSi reakce. Meziprodukt této reakce,
iminosloucenina, je hydrolyzovana za vzniku kone¢ného produktu (Seiler 1995; Binda
et al., 1999).

3.4.5 Inhibice CAO a PAO aminoxidas

Inhibice patfi mezi regulaéni prvky v organismu, jeZz negativné ovliviuji
enzymovou aktivitu. RozliSujeme dva zakladni typy inhibice, vratnou a nevratnou. U
nevratné inhibice (irreverzibilni) dochazi vzniku pevné vazby inhibitoru na enzym, coz
vede k nevratné blokaci enzymové aktivity. V pfipadé vratné (reverzibilni) inhibice
muZe byt inhibitor z vazby na enzym odstranén a enzym se tak vraci do své puvodni
aktivity. U vratnych inhibic lze déle rozliSovat inhibice kompetitivni, nekompetitivni a
akompetitivni (Macholan et al., 1983).

Vtéto praci byly meéfeny inhibice aminoxidasy ziskané z etiolovanych
semenacku hrachu setého. Z tohoto davodu je v teoretické ¢asti uvedena tato kapitola,
kterd ma pfriblizit problematiku inhibice aminoxidas, zejména pak CAO a PAO.

Prvni pradce zabyvajici se aktivitou aminoxidasy v rostlinnych extraktech
pochézeji z padeséatych let dvacatého stoleti. Od této doby byla popséna pfitomnost
aminoxidasy u mnoha rostlinnych druhl, z nékterych byl enzym purifikovan a dale
charakterizovan (Medda et al., 1995).

Méd obsahujici aminoxidasy (CAQO) jsou zpravidla homodimerni proteiny, jez
maji v kazdé ze svych podjednotek aktivni misto s topachinonovym kofaktorem a
médnatym iontem. PFistupnost topachinonového kofaktoru zavisi na strukturnim
usporadani enzymu. Aktivni misto enzymu je pfistupné pouze pro strukturné vhodné
latky (Sebela et al., 2007).

V literatufe je uvedeno mnoho sloucenin, jeZz negativné ovliviiuji aktivitu CAO
aminoxidas. Mezi nekompetitivni inhibitory rostlinnych CAO patfi chelata¢ni €inidla
(Medda et al., 1995). Nekompetitivnimi inhibitory hrachové CAO jsou diethylentriamin
a triethylentetramin (Pe¢ & Frébort, 1992) &i azadiaminy (Sebela et al., 2007). V

odborné préaci (Stranska et al., 2007) jsou popsany inhibiéni U€inky kompetitivniho
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charakteru na hrachovou CAO u N,N’-bis(pyridin-2-ylmethyl)diamind se 2-8
methylenovymi skupinami.

Oproti pfedchozim CAO jsou polyaminoxidasy (PAO) monomernimi proteiny.
V rozhranni mezi dvéma doménami se nachazi tunel ve tvaru U. Centrum
katalytického mista se nachazi v tunelu, kde je umistén i flavinovy kruh FAD. Tunel je
lemovan aromatickymi postrannimi Fetézci, karbonylovymi a karboxylatovymi kysliky,
které umoZnuji kontakt s ligandy v aktivnim misté (Sebela et al., 2007). Zmény
v struktufe enzymu se odrazeji také v preferenci substratli a inhibitora.

Kukuficnd aminoxidasa, jako jeden ze =zastupcl polyaminoxidas, je
kompetitivné inhibovana 1,4 bis(3-aminopropyl)piperazinem (Sebela et al., 2003).
Slou¢enina 1,10-bis(2-pyridinylmethyl)-4,7-dioxa-1,10-diazadekan je fazena mezi
kompetitivni inhibitory CAO i PAO (Sebela et al., 2007). Diaminy Ize kompetitivné

inhibovat polyaminoxidasu z vodniho hyacintu a z lilie (Sebela et al., 2001).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

- Cistota uvedenych chemikalii byla minimalné p.a.

aceton

akrylamid

BCA roztok

bisakrylamid

n-butanol

Coomassie Brilliant Blue R 250
cytochrom ¢ (z koriského srdce)
dihydrochlorid putrescinu
dihydrogenfosfore¢nan draselny
dodecylsulfat sodny

EDTA

ethanol

glycin

guajakol

hovézi sérovy albumin

hydrogenfosfore€nan draselny, znacka Fluka

hydrogenuhli¢itan amonny
hydrogenuhli¢itan sodny

chlorid sodny

chromatograficky material:
DEAE-celulosa
Hydroxyapatit

Sephacryl S-300 HR
Macro-Prep High Q
Resource Q

Superdex 200 HR

kfenova peroxidasa

kyselina chlorovodikova,koncentrovana

kyselina octova

Lach-Ner, CR

Serva, Némecko

Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
Serva, Némecko

Fluka, Svycarsko

Serva, Némecko

MP Biomedicals, USA

Merck, USA

Lachema, CR

Fluka, Svycarsko

Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
Lach-Ner, CR

Fluka, Svycarsko

Sigma-Aldrich Chemie, USA
Sigma-Aldrich Chemie, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
Lachema, CR

Lachema, CR

Lach-Ner, CR

Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
Bio-Rad, USA

Pharmacia Biotech, Svédsko
Bio-Rad, USA

Amersham, Svédsko

Amersham, Svédsko

Fluka, Svycarsko
Lach-Ner, CR

Lachema, CR
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MES

(2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina) Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
methanol Lachema, CR

molybdenan sodny dihydrat Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
MOPS

(3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina)  Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
pentahydrat siranu médnatého Lachema, CR

peptidové standardy pro

hmotnostni spektrometrii

MALDI-TOF Bruker Daltonik GmbH, Némecko
peroxodisiran amonny Sigma-Aldrich Chemie, USA
proteinoveé standardy pro

gelovou permeacni

chromatografii Bio-Rad, USA

proteinové standardy pro SDS-PAGE Bio-Rad, USA

siran amonny Lachema, CR

sifiitan sodny Sigma-Aldrich Chemie, Némecko
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin Fluka, Svycarsko
tris(hydroxymethyl)aminomethan tj. Tris MP Biomedicals, USA

uhligitan sodny Lachema, CR

vzorkovy pufr (0,375 mol.I-1 Tris-HCI, 5 %
CBB G-250,10 % SDS, 5 % B-
merkaptoethanol) Bio-Rad, USA

Nekomer €ni syntetické chemikalie:
(12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yllethanon oxim
(12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]propan-1-on oxim
(12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]butan-1-on oxim

- byly ziskany od Dr. M. Mojzycha z Univerzity v SiedIcich, Polsko

3-pyridin-2-ylpropanal
3-pyridin-3-ylpropanal
3-pyridin-4-ylpropanal
3-(9H-purin-6-ylamino)propanal
4-(9H-purin-6-ylamino)butanal
- byly ziskany od RNDr. M. Sourala, Ph.D. z KOCH Univerzity Palackého v Olomouci
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4.2 Pristrojové vybaveni
analytické vahy
centrifuga 6K15
centrifuga 5415R
centrifuga CL31R
digitalni pH metr
digitalni pfedvazky
elektroforetickd komurka
elektromagnetickd michacka

homogenizéator Ultra- Turrax T50

chromatograf nizkotlaky s pumpou P-1,
fidici jednotkou UV-1, dvoukanalovym

zapisovacem REC-112 a shéraCem frakci

Frac-920

chromatograf stfednétlaky BioLogic
DuoFlow

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr
Microflex LRF20

pipety 5000, 1000, 200, 100, 20, 10 ul
skalpel

spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave
Il UVIVis

termoblok

ultrafiltraéni zafizeni Amicon

vodni lazen

vortex SA8

DalSi laboratorni vybaveni:

Sartorius, Némecko
Sigma, Némecko
Eppendorf, Némecko
Thermo Jouan, Francie
Multical WTW, Némecko
KERN, Némecko
Bio-Rad, USA

IKA, Némecko

IKA, Némecko

Amersham Biosciences, Svédsko

Bio-Rad, USA

Bruker Daltonik, Némecko
Eppendorf, Némecko

Braun, Némecko

Biochrom Ltd, UK
Grand Boekel, USA
Millipore, USA
Grant, UK

Stuart Scientific, UK

bariky, Blchnerova nalevka, filtraéni papir, hodinova skla, kadinky, kyvety do

centrifugy, latexové rukavice, IZi€ky, magnetickd michadla, misa s ledovou tFisti,

nylonova tkanina, odmérné valce, plastové vidlicky, sklenénd kyveta do

spektrofotometru, stficka s destilovanou vodou a ethanolem, Spachtle, Spi¢ky na

pipety, tfeci miska s tlou¢kem, vafi€¢, vdzenky keramické, zkumavky.
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4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava rostlinného materiélu - etiolovanych kli ~ €ka hrachu setého

Semena hrachu setého (Pisum sativum) byla namoc€ena 1 den v destilované
vodé. Po nabobtnani byla vyseta na vrstvu agroperlitu, kde kli¢ila po dobu 10 dnl ve
tmé pfi teploté 23 C. Semena ¢ky byly sklizeny, zmrazeny a nasledné pouZity k izolaci

aminoxidasy.

4.3.2 Izolace enzym U

4.3.2.1 Prvni kroky izolace sulfitoxidasy z ku  Fecich jater (upraveno dle Kipke et
al, 1989)

Vychozim materidlem pro izolaci sulfitoxidasy byla zmrazend kufeci jatra
ziskana v obchodé s potravinami.

Nejprve byl zjater pfipraven acetonovy praSek (Cohen & Fridovich, 1971).
MnoZstvi 500 g rozmrazenych kufecich jater bylo nakrgjeno na malé kousky, které
byly nasledné homogenizovany laboratornim homogenizatorem ve 2 litrech
vymrazeného acetonu (-20 °C). Homogenat byl prefiltrovan pires Blichnerovu nalevku
a promyt vymrazenym acetonem. Acetonovy prasek (retentat v Buchnerové néalevce)
byl na filtracnich papirech vysuSen pfes noc mezi hodinovymi skly v lednici a poté
zmrazen. Aceton, ktery byl prfevaznou soucasti filtrdtu spolu s odpadem
tvofenym zejména jaternim tukem, byl recyklovan pro opakované pouZziti na rotacni
vakuové odparce. VSechny nasledujici kroky probihaly pfi teploté 0-4 . Nejprve
byla provedena extrakce acetonového prasku pufrem: mnoZstvi 120 g bylo
homogenizovano laboratornim homogenizatorem v 1,5 litru 10 mmol.I* K*-
fosfatového pufru (pH 7.8) obsahujicim 0,1 mmol.I" EDTA. Homogenni smés byla
dale jesté za stalého chlazeni 45 minut michana. Poté nésledovala centrifugace
roztoku pii 17000 g po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C.

Ziskany tmavé Cerveny supernatant byl nasledné podroben dvoustupriové
frakcionaci siranem amonnym. Vysolovani probihalo za stalého michani a chlazeni.
Nejprve byl k supernatantu pfidan siran amonny do 20 % nasyceni, a po poslednim
pfidavku soli byl jeSté 30 minut za stalého chlazeni michan. Néasledné byl roztok
zahrat ve vodni lazni a udrzovan pfi 56 °C po dobu 1 minuty. Po prudkém ochlazeni
roztoku v ledové tfisti s vodou nésledovala centrifugace pfi 17000 g po dobu 15 minut
pfi 4°C. Cervenohnédy supernatant byl dale dosycen siranem amonnym do 50 %
nasyceni (189 g.I'") a po pfidani veskeré soli jesté 30 minut michan. Po centrifugaci

pfi 4000 g po dobu 15 minut (4 °C) byl precipitat zmrazen.
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Tento precipitat byl pak rozpustén v 60 ml 25 mmol.I"* Tris-HCI pufru (pH 8,0)
obsahujicim 0,1 mmol.I" EDTA. Centrifugaci roztoku po dobu 15 minut pfi 17000 g (4
°C) byl ziskan ¢ervenohnédy supernatant, ktery byl dale pfes noc dialyzovan proti 6
litrtm 25 mmol.I'* Tris-HCI pufru (pH 8,0) obsahujicimu 0,1 mmol.I" EDTA a 2,5

mmol.I' molybdenan sodny.

4.3.2.2 Chromatograficka purifikace ku  Feci sulfitoxidasy (inspirovano Kipke et al.,
1989)

Po zminéné pfedchozi dialyze nasledovala iontové vyménna chromatografie.
Enzymovy roztok byl pfi pratokové rychlosti 2 ml.min™ nanesen na kolonu s médiem
Macro-Prep High Q (2,5 x 20 cm) ekvilibrovanou 25 mmol.I'* Tris-HCI pufrem (pH
8,0). Eluce byla provedena linearnim gradientem (50 ml) 0-1 mol.I* NaCl
v ekvilibraénim pufru. Frakce s nejvys3i enzymovou aktivitou byly spojeny a nasledné
zahusStény ultrafiltraci na Amiconu s filtrem pro zadrzovani protein s molekulovou
hmotnosti nad 10 kDa. Poté byl enzymovy roztok dialyzovan proti 25 mmol.I™* Tris-
HCI pufru (pH 8,0) obsahujicimu 0,1 mmol.I* EDTA a 2,5 mmol.I'* molybdenan sodny.

Dale néasledovalo preciSténi enzymového roztoku pomoci iontové vyménné
chromatografie na koloné Resource Q, kter4 byla pfipojena k stfednétlakému
chromatografu. Proteiny byly detekovany pfi 280 nm. Druh& detek&ni vinova délka
405 nm odpovidala absorpci hemu, ktery je sou€éasti sulfitoxidasy. Pratokova rychlost
mobilni faze &inila 1 ml.min™ Uvedena kolona byla ekvilibrovana 25 mmol.I* Tris-HCI
pufrem (pH 8,0). Eluce enzymu byla provedena programovanym segmentovym
gradientem eluéniho pufru tj. 25 mmol.I* Tris-HCI obsahujiciho 1 mol.I* NaCl. Vzorek
byl na kolonu nanaSen v alikvotech o objemu 2 ml. Pak protékal kolonou ekvilibraéni
pufr po dobu 8 min, nasledoval narust koncentrace elué¢niho pufru z0 na 20%
vintervalu 5 min, z 20 na 45% v intervalu 9 min, ze 45 na 100% v intervalu 3 min,
dale isokraticky krok pfi 100% elu¢niho pufru po dobu 3 min, gradient ze 100 na 0%
eluéniho pufru v intervalu 3 min a konecné isokraticky krok s ekvilibra¢nim pufrem po
dobu 13 min. Celkem jeden separacni béh trval 46 min. Frakce s nejvys3i enzymovou
aktivitou byly spojeny a zahustény ultrafiltraci na Amiconu jak je uvedeno vyse.

Enzymovy roztok byl na zavér prec€istén pomoci gelové permeacni
chromatografie na koloné Superdex 200 HR, ktera byla pfipojena ke stfednétlakkému
chromatografu. Jako mobilni faze byl zvolen 25 mmol.I* Tris-HCI pufr (pH 8,0)
obsahujici 2,5 mmol.I"* molybdenan sodny. Pratokova rychlost inila 0,7 ml min™ a
eluat byl monitorovan pfi 280 a 405 nm (viz vySe). Vzorek byl na kolonu nandsen
v alikvotech o objemu 1 ml, celkem jeden separacni béh trval 40 min. K sestrojeni

kalibraéni kfivky pro ur€eni molekulové hmotnosti byly pouZity proteinové standardy
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pro gelovou chromatografii (Tab. 3). PreciStény enzym byl po zahusténi ultrafiltraci

uchovavan v alikvotech pfi -80 C.

Tab. 3: Seznam pouzitych standardd pro gelovou permeacni chromatografii

Standardy Molekulova hmotnost (Da)
Hovézi thyroglobulin 670 000
Hovézi y-globulin 158 000
Kufeci ovalbumin 44 000
Myoglobin z koriského srdce 17 000
Vitamin B12 1350

Pomoci této separacni techniky byly ziskany 2 frakce obsahujici studovany
enzym. Tato metoda rovnéZz poskytla dulezité informace o molekulové hmotnosti

enzymu.

4.3.2.3 Prvni kroky izolace aminoxidasy z hrachu se  tého (upraveno dle Sebela et
al., 1997)

Rostlinnym materidlem pro purifikaci aminoxidasy bylo 2,1 kg desetidennich
etiolovanych semenackd hrachu setého (Pisum sativum). VSechny nésledujici kroky
byly provedeny pfi teploté 0-4 C.

Zmrazené hrachové semenacky byly homogenizovany Ilaboratornim
homogenizatorem ve dvojnasobném hmotnostnim mnozstvi 0,1 mol.I* K*-fosfatového
pufru, pH 7,0. Homogenat byl prefiltrovan pfes nylonovou tkaninu a filtrat centrifugovan
pfi 4000 g po dobu 20 minut pfi teploté 4 <C.

Supernatant byl nasledné podroben dvojstupfiové precipitaci praskovym
siranem amonnym za stalého michani a chlazeni (ledova tfist s vodou). Enzymovy
roztok byl nejprve dopinén siranem amonnym do 30 % nasyceni (pfidavek 176 g.I") a
po pFidani vesSkeré soli jesté 30 minut michan. VysraZzené proteiny byly oddéleny
centrifugaci pfi 4000 g po dobu 20 minut pfi teplot¢ 4 <. Koncentrace siranu
amonného v supernatantu byla zvy3ena na 70 % (pfidavek 273 g.I"), vznikla suspenze
30 minut michana a poté opét centrifugovana. Sediment byl rozpustén v minimalnim
mnozstvi 0,1 mol.I"* K*-fosfatového pufru (pH 7,0), proti kterému byl vznikly roztok pres
noc dialyzovan (4 x 3 ). Po skonceni dialyzy nasledovala centrifugace. Enzymovy
roztok byl pak rychle vyhfat na vodni lazni na teplotu 55 C, a poté udrZzovan za
stalého michani ve vodni lazni termostatu po dobu 5 minut pfi teploté 60 . Na zav ér

byl roztok prudce ochlazen v ledové tfiSti s vodou, a poté opét centrifugovan 20 minut
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pfi 15000 g. Supernatant byl dialyzovan pfes noc proti 0,02 mol.I* K*-fosfatovému
pufru, pH 7,0 (4 x 3 1).

4.3.2.4 Chromatograficka purifikace hrachové aminox idasy (inspirovano Sebela
et al., 1997)

Po pfedchozi dialyze byl enzymovy roztok nanesen na kolonu plnénou DEAE-
celulosou (2,5 x 20 cm), jeZ byla ekvilibrovana 0,02 mol.I* K*-fosfatovym pufrem, pH
7,0. Tato kolona byla sou¢asné propojena s hydroxyapatitovou kolonou (2,5 x 20 cm)
ekvilibrovanou stejnym pufrem. Enzymovy roztok byl nanasen pfi prutokové rychlosti
2 ml min?. Aminoxidasa v pfislusném pH neinteraguje s DEAE-celulosou, kde se
zachycuje fada balastnich proteinli, je vSak zadrzena na hydroxyapatitu. Eluce
aminoxidasy z hydroxyapatitové kolony byla po rozpojeni tandemové sestavy kolon
provedena linearnim gradientem (50 ml) 0,02-0,75 mol.I* K*-fosfatového pufru, pH
7,0. Spojené frakce s enzymovou aktivitou byly zahustény na kone¢ny objem 11 ml
na ultrafiltraCnim zafizeni Amicon s filtrem zadrZujicim proteiny s molekulovou
hmotnosti nad 10 kDa. Zahustény enzymovy roztok (5 ml) byl ndsledné nanesen na
kolonu s gelovym materialem Sephacryl S300 HR (2,5 x 50 cm), jez byla
ekvilibrovana 0,02 mol.I* K*-fosfatovym pufrem, pH 7,0. Separace na zékladé
velikosti &astic byla provedena pFi pratokové rychlosti 1 ml.min®, frakce s
aminoxidasou byla uréena na zékladé méfeni enzymové aktivity eluatu. Proteinovy

roztok byl nasledné opét zahustén ultrafiltraci na Amiconu.

4.3.3 Stanoveni obsahu protein
Koncentrace proteint byla stanovena spektrofotometricky s vyuZitim metody

s kyselinou bicinchoninovou. Princip této metody spodiva v tvorb& komplexu Cu®
iontd s proteiny a jejich nasledné alkalické redukci na ionty Cu®. Médné ionty jsou
nasledné chelatovany kyselinou bicinchoninovou za vzniku modrofialového zbarvent,
které Ize méfit pfi 562 nm (Smith et al., 1985).

Pracovni roztok pro méfeni obsahu proteind byl pfipraven smichanim ¢inidla A a
B v poméru 50:1. Roztok A obsahoval 26 mmol.I"* dvojsodnou sl 4,4‘-dikarboxy-2,2'-
bichinolinu, dvojsodna sul kyseliny bicinchoninové; 0,16 mol.I"  Na,CO; .H,O, 7
mmol.I" vinan sodny, 0,1 mol.I* NaOH, 0,11 mol.I* NaHCO; a vodu. Cinidlo B se
skladalo z 16 mmol.I* CuS0,.5H,0 a vody.

Kalibraéni fada byla sestavena s pouZitim standardu - hovéziho sérového
albuminu v mnoZzstvi 5-60 pg. 2 ml pracovniho roztoku byly smichany se standardem

BSA (zasobni roztok 1 mg.ml™) a poté inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 30
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minut. Absorbance byla méFfena pfi 562 nm. Jako blank byl pouZit samotny pracovni
roztok.
4.3.4 Stanoveni aktivity

Aktivitu enzymu Ize ziskat z nasledujiciho vztahu:

& A Y

Ot Mt er |

(An/ At) — aktivita enzymu (katal)
A — absorbance
t — Casovy interval (s)
V — objem reakéni smési (1)
£ — molarni absorpéni koeficient (I.mol™*.cm™)
| — délka optické drahy (cm)
Jednotka enzymové aktivity katal vyjadiuje jaké mnoZstvi enzymu pieméni 1

mol substratu za sekundu.

4.3.4.1 Stanoveni aktivity sulfitoxidasy

Metoda pouzita pro stanoveni aktivity sulfitoxidasy je zaloZzena na redukci
elektronového akceptoru, cytochromu c¢ (Cohen & Fridovich, 1971). Pfechod
cytochromu ¢ z oxidované formy na redukovanou je sledovan spektrofotometricky pfi
1

vinové délce 550 nm. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu je 19,6 mM™.cm®
(Rocha et al., 2003).

Tab. 4: SloZeni roztoku v kyveté

PouZzité roztoky Pipetovany objem (ml)
0,1 mol.I* Tris HCI (pH 8,5) 1,55

+1.10* mol.I" EDTA

4 mmol.I" cytochrom ¢ 0,01

Sulfitoxidasa 0,02

Na,SO; 0,02

SloZeni reakéni smési v kyveté je uvedeno v tab. 4. Pufr 0,1 mol.I"* Tris-HCI
(pH 8,5) obsahujici 1.10* mol.I" EDTA byl vyhFivan na teplotu 25 . Enzymovéa
reakce byla startovana pfidavkem Na,SO;. Koncentrace zdsobniho roztoku Na,SO;

byla 10 mmol.I'*. Pro stanoveni hodnoty K, byla pfipravena sada roztok Na,SOs,
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které byly ziskany fedénim uvedeného zasobniho roztoku. Narast absorbance pfi 550

nm byl sledovan po dobu 3 minut.

4.3.4.2 Stanoveni aktivity hrachové aminoxidasy

PFi reakci katalyzované aminoxidasou vznika jako vedlejSi produkt peroxid
vodiku, ktery je ve spfazené reakci vyuZzit peroxidasou k oxidaci guajakolu za vzniku
3,3"-dimethoxyfenyl-4,4"-bifenochinonu. Zlutohnédé zbarveni Ize méfrit
spektrofotometricky pfi vinové délce 436 nm. Hodnota molarniho absorpéniho
koeficientu je 4500 l.mol*.cm™ (Frébort & Adachi, 1995; Doerge et al., 1997)

Tab. 5: Slozeni roztoku v kyveté

PouZzité roztoky Pipetovany objem (ml)
Reakéni smés 1,55
Enzym + voda + [inhibitor] 0,15
Putrescin 0,05

Reakéni smés skladajici se z 30 ml 0,117 mol.I'* K*-fosfatového pufru (pH
7,0); 0,5 ml 0,035 mol.I* guajakolu a 0,5 ml 0,01% kifenové peroxidasy byla
v termostatu vyhfivana na 30 €. Do spektrofotometrické kyvety byla reakéni smeés
pipetovana spolu s enzymem jak je uvedeno v tab.5. Pro stanoveni hodnoty K, byla
pfipravena sada roztok( putrescinu, které byly ziskany fedénim zasobniho roztoku,
jehoZ koncentrace byla 87,5 mmol.I*. Enzymova reakce byla pak startovana
pridavkem putrescinu o vysledné koncentraci v kyveté v rozmezi 0,14 — 2,5 mmol.I™".

Narust absorbance pfi 436 nm byl sledovan po dobu 3 minut.

4.3.4.3 Méreni s inhibitory aminoxidasy

Méfenim aktivity aminoxidasy byly stanoveny inhibi¢ni konstanty K; pro
jednotlivé inhibitory.

Do stejné reakeni smési, ktera byla pouzita u méfeni aktivity aminoxidasy je
pridavan na ukor vody pfisludny inhibitor. Poté je roztok promichan a spektrofotometr
vynulovan. Hodnota K; byla pfitom vzdy vypoc¢tena zrovnic linearnich regresi
sekundéarnich grafa dvojité reciprokého vyneseni 1/A na 1/[S] podle Lineweavera a
Burka (Macholan et al., 1983). K méfeni byly pouZzity organické slou€eniny rozlicnych
struktur (obr. 14), jez byly pfed méfFenim nejprve rozpustény ve vhodném

rozpoustédle na poZzadovanou zasobni koncentraci.



< 0

IX

Obr. 14: Syntetické slou€eniny studované jako inhibitory aminoxidasy: oximy (I - 1l1),

pyridinpropanaly (IV - VI) a purinové aldehydy (zde ve formé acetald, IX - X).



Tab. 6: Pfiprava zasobnich roztokd organickych slouc¢enin

Nazev slou éeniny Mr Rozpoust édlo  Vysledna
koncentrace
zasobniho
roztoku
(mmol.l 1

I (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin- 184,22 CH;0H 50
5-yllethanon oxim

I (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin- 198,25  CH3OH 50
5-yl]propan-1-on oxim

l (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin- 212,27 CH30OH 50
5-yl]butan-1-on oxim

IV 3-pyridin-2-ylpropanal 135,17 H.O 50

V  3-pyridin-3-ylpropanal 135,17 H.O 50

VI  3-pyridin-4-ylpropanal 135,17 H.O 50

IX  N-(3,3-diethoxypropyl)-9H-purin-6- 265,32 0,2 mol/l HCI 100
amin

X N-(4,4-diethoxybutyl)-9H-purin-6- 279,34 0,2 mol/l HCI 100
amin

Vzorky pyridinpropanald (IV, V, VI), jakoZto potenciélnich inhibitor(
aminoxidasy, byly pfipraveny rozpusténim pfislusného aldehydu v destilované vodé.

Slouc€eniny, které se nachazely ve formé acetalt (IX, X) byly pfed méfenim
nejprve prevedeny kyselou hydrolyzou na odpovidajici aldehydy (VII, VIII). Pfislusny
acetal byl vzdy smichan s 0,2 mol.I" roztokem HCI, a poté na termobloku po dobu 10
minut povaren. Vznikly roztok obsahujici poZadovany aldehyd o koncentraci 0,1 mol.I

! byl nasledné ochlazen na ledové lazni, na které byl uchovan i po dobu méfeni.

CH3
> O
A |
—N (CHzYn O/\CHg — N (CHZYn
HN _ NH o HN / \H
N\/‘N 100<C, 10 min.= NQN

Obr. 15: Tvorba aldehydud kyselou hydrolyzou acetall (n = 2, 3)

- 45 -



Vzorky oximu (I, 1l, Ill) byly rozpuStény v methanolu. Také pufr, ktery byl
k méfeni pouZit (0,117 mol.I" K*-fosfatovy pufr pH 7,0), obsahoval v tomto pFipadé
5% methanol.

Pfi méfeni byly pouZity rizné vysledné koncentrace inhibitoru v kyveté.
Aktivita aminoxidasy byla méfena zpusobem, ktery je jiz uveden vySe. Inhibitor byl
inkubovan s enzymem pfi 30 T po dobu 5 minut v kyvet &, kter4 dale obsahovala
reakéni smés a potfebné mnoZstvi vody. Reakce byla startovana pfidavkem

putrescinu, jehoZ vysledna koncentrace v kyveté byla v rozmezi 0,14 — 2,5 mmol.I™.

4.3.5 Stanoveni pH optima a teplotni stability sulf  itoxidasy

Pro stanoveni pH optima i teplotni stability sulfitoxidasy byla pouZzita metoda
mérfeni aktivity enzymu, jak je popsano vyse. Enzymova reakce byla startovana
pridavkem 20 pl 8 mmol.I" sifigitanu sodného, jehoZ koneéna koncentrace v kyveté
byla 100 ymol.I™*,

Hodnota pH optima pro reakci katalyzovanou sulfitoxidasou byla urcena
méfenim aktivity enzymu v 50 mmol.I" MES pufru pro rozmezi pH 6,0 — 7,0; 50
mmol.I" MOPS pufru pro rozmezi pH 6,5 — 8,0; 50 mmol.I" NH,HCO; o pH 8,3 a 50
mmol.I'* Na,CO4/ NaHCO; v pufraénim rozmezi pH 9,2 — 10,9.

PFi stanoveni teplotni stability enzymu byl vzorek sulfitoxidasy pfed vliastnim
méfenim inkubovan pfi rizny teplotach (v rozmezi 25 — 60 ) po dobu 30 minut, a
poté ochlazen na ledu. Nasledné byla zméfena zbytkova aktivita a uréena hodnota

Tso, pfi které se snizi aktivita enzymu na polovinu.

4.3.6 SDS-PAGE

Elektromigraéni metoda SDS-PAGE se béZzné v biochemii pouZiva pro
separaci proteini. Diskontinualni polyakrylamidovy gel, gelové pufry i elektrodovy
pufr obsahuji anionogenni detergent dodecylsiran sodny. Latka dodava separovanym
proteinovym molekulam jednotny zaporny naboj, a ty se pak v gelu pohybuji pouze
na zakladé rozdilt v jejich molekulové hmotnosti.

Laemmliho pufr (62,5 mmol.I"* Tris/HCI, pH 6,8; 25 % wi/v glycerol; 2 % wi/v
SDS; 0,01 % w/v bromfenolovd modf) byl smichan s merkaptoethanolem v
objemovém poméru 19:1. Poté byl tento modrofialovy roztok smichan se vzorkem
proteinu v objemovém poméru 1:1. Uvedena smés byla povarena na termobloku pfi
100 € po dobu 5 minut (Laemmli, 1970).
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Tab. 7: SloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu

Separaéni gel 10 % Zaostfovaci gel 4 %
(spodni) (horni)

AA/BIS (30 % / 0,8 %) 3,4ml 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

Destilovana voda 3,8 ml 2,95 ml

10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml

10 % TEMED 0,01 ml 0,01 ml

10 % APS 0,05 ml 0,06 ml

Mezi skla upevnéna ve stojanu byl nalit polymerujici roztok separa¢niho gelu
a nasledné prevrstven n-butanolem. Po 45 minutach byl n-butanol ze ztuhlého gelu
odstranén a separacni gel byl prevrstven roztokem zaostfovaciho gelu, do kterého
byl vioZen hfebinek. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl hfebinek odstranén. Skla
vyplnéna gelem byla vioZena do nadoby, ve které méla vlastni elektroforéza probihat.
Poté byl do nadoby pfidan elektrodovy pufr (0,025 mol.I* Tris-HCI; 0,192 mol.I"* glycin;
0,1 % SDS (pH 8,3), se kterym byly postupné proplachnuty i jamky, aby z nich byly
odstranény pfipadné vzduchové bubliny. Do jamek bylo naneseno 5 pl standardu a
potfebné mnozZstvi vzorku (davkovani vzorkd je uvedeno v kapitole vysledky).
Nakonec byla aparatura pfipojena ke zdroji s konstantnim elektrickym napétim (120
V). Elektroforéza probéhla po dobu migrace bromfenolové modfi (obsazena
v Laemmliho pufru) k spodnimu okraji gelu.

Separované proteiny byly nasledné zviditelnény barvicim roztokem (0,1 %
CBB R-250, 45 % methanol, 15 % kys. octova). Barvici roztok byl poté odstranén a
nahrazen roztokem odbarvovacim (40 % methanol, 10% kyselina octova). Gel byl

jesté nakonec nékolikrat promyt destilovanou vodou.

4.3.7 MALDI-TOF peptidové mapovani

K identifikaci nezndmych proteind a Kk potvrzeni pfitomnosti studovaného
proteinu se pouziva metoda MALDI-TOF peptidové mapovani. Vzorek s proteinem je
nejprve podroben proteolytickému Stépeni. Ziskané peptidové fragmenty jsou posléze
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Na zavér je ziskané
spektrum peptidd vyhodnoceno za pomoci software a porovnano s teoretickymi
hodnotami v databazi.

Proteinové pasy vizualizované barvivem Coomasie byly vyfiznuty z SDS-

PAGE gelu. Nasledné Stépeni probihalo podle standardniho postupu zahrnujiciho
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redukci a alkylaci proteind (Havlis et al., 2003). Stépeni proteini bylo provedeno 1
umol.I" trypsinem. Peptidové mapovani bylo provedeno na Microflex LRF20 MALDI-
TOF hmotnostnim spektrometru (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) s microScout
iontovym zdrojem a 337 nm dusikovym laserem (20 Hz) v reflektronovém reZzimu pro
kladné nabité ionty. Roztok peptidd (digest) (0,6 pl) byl pipetovan na MSP
AnchorChip™ 600/96 tergik (Bruker Daltonik) a pfevrstven 0,6 ul matrice (5mg a-
kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny v 0,33 ml 2,5% (v/v) TFA) a 0,66 ml acetonitrilu) a
vysuSen na vzduchu. PuUsobenim laserovych paprski byla ziskdana hmotnostni
spektra. Smés peptidu (Bruker Daltonik) byla pouZita pro vnéjSi kalibraci. Ziskana
spektra byla zpracovana za pomoci pocitaového programu flexAnalysis 2,4 a
Biotools 3,0 databazovym software (Bruker Daltonik). Hledani v databazi bylo
uskute€néno proti Swiss-Prot a NCBInr (15.12. 2009) databazim za vyuZiti programu

Mascot (Matrix Science, London, UK; http://matrixscience.com).
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5. DOSAZENE VYSLEDKY
5.1 Sulfitoxidasa
5.1.1 Izolace sulfitoxidasy z ku  Fecich jater
Jako vychozi material pro izolaci sulfitoxidasy bylo pouZzito 500 g zmrazenych
kufecich jater. V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky, jez byly postupné

ziskany pfi izolaci sulfitoxidasy.

Tab. 8: Purifikace sulfitoxidasy z 500g kufecich jater

Purifikacni Celkovy Aktivita  Celkova Bilkoviny Celkové Specificka

krok objem  (nkat.ml') aktivita (mg.ml") bilkoviny aktivita
(ml) (nkat) (mg) (nkat.mg™)

dialyzat ziskany 110 88,4 9724 15,1 1660 5,9

po precipitaci

(NH4)2S04

Macro-Prep 102 515 5153 40,6 405,8 12,7

High Q

Resource Q 42 870,7 3483 41 164 21,2

Superdex 200 HR
frakce I: 8 98 784 3,8 30,4 25,8
frakce I 7 79 553 3,3 23,1 24

4 Objem enzymového roztoku po ultrafiltraci

Purifikaci z 500 g zmrazenych kufecich jater bylo ziskano 8 a 7 ml
enzymového roztoku o specifické aktivité 25,8 a 24 nkat.mg™. Tyto dvé frakce byly
ziskany po gelové permeac¢ni chromatografii na kolonce Superdex 200 HR obr. .
V tabulce neni uveden hruby extrakt, nebot u roztoku nebylo mozné meéfit aktivitu.

Postup izolace sulfitoxidasy z kufecich jater je detailné popsan v kapitole
PouZzité metody. Dialyzéat, ziskany po precipitaci hrubého extraktu s (NH4),SO,, byl
CasteCné precistén pomoci nizko-tlaké iontové vyménné chromatografie na kolonce
Macro-Prep High Q. Pratokova rychlost mobilni faze &inila 2 ml.min™. Eluce byla
provedena linearnim gradientem 0-1 mol.I* NaCl v ekvilibraénim pufru (25 mmol.I*
Tris-HCI, pH 8,0).

V ekvilibraénim pufru byl eluovan roztok s proteiny, které se nezachytily na
koloné Macro-Prep High Q. Poté nasledovala eluce gradientem NaCl. Ve vrcholu 1.
piku z gradientové eluce nebyla naméfena Zadna aktivita. Pfitomnost enzymu byla

potvrzena méfenim aktivity enzymu az v chvostu piku, coZ znamenalo, Ze bude nutné
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provést dalSi purifikaci. Enzymovy roztok byl pfed dalSim preciSténim dialyzovan
proti 25 mmol.I* Tris-HCI pufru (pH 8,0) obsahujicimu 0,1 mmol.I* EDTA a 2,5
mmol.I" molybdenan sodny. Po tomto purifikatnim kroku nasledovala separace

sulfitoxidasy pomoci iontové vyménné chromatografie na koloné Resource Q.

4,0 100,0
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Obr. 16: lontové vyménna chromatografie kufeci sulfitoxidasy na kolonce Resource
Q.

Pritokova rychlost mobilni faze ¢inila 1 ml.min™. Kolona byla ekvilibrovana 25
mmol.I" Tris pufrem (pH 8,0). Eluce byla provedena linearnim gradientem 1mol.I*
NaCl v ekvilibraénim pufru. Pfi vinové délce 280 nm byly detekovany proteiny. PFi
vinové délce 405 nm byl detekovan hem. Postupnym méfenim aktivity v jednotlivych
sebiranych frakcich eluatu, které jsou oznaceny fimskymi Cisly | — VII, byla zjiSténa
nejvyssi aktivita hledaného enzymu v piku oznagenym ¢islem V.

Na zaveér byly frakce s nejvysSi enzymovou aktivitou po pfedchozi ultrafiltraci
podrobeny poslednimu purifikaénimu kroku, gelové permeacni chromatografii, na
koloné Superdex 200 HR obr.17.
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Obr. 17: Gelova permeacni chromatografie kufeci sulfitoxidasy na Superdexu 200 HR
10/30

25 mmol.I" Tris-HCI pufr (pH 8,0) obsahujici 2,5 mmol.I* molybdenan sodny
slouzil jako mobilni faze. Prlitokova rychlost &inila 0,7 ml.min™. K monitorovani eluatu
byly opét jako u pfedchozi chromatografie zvoleny vinové délky 280 a 405 nm.

Piky s maximem pfi 280 nm, které jsou na obr. 17 oznaeny Sipkami,
odpovidaji frakcim, které byly sesbirany v eluénim cCase okolo 24 minut, za
pfedpokladu, Ze by se mohlo jednat o sulfitoxidasu. PFfitomnost enzymu v téchto

frakcich byla potvrzena namérenim aktivity.
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Obr. 18: Kalibraéni kfivka pro gelovou permeacni chromatografii
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K uréeni molekulové hmotnosti proteinu byla sestrojena kalibra¢ni kfivka za
vyuZziti proteinovych standardu o rozdilnych molekulovych hmotnostech: thyroglobulin
(670 000 Da), x-globulin (158 000 Da), ovalbumin (44 000 Da), myoglobin (17 000
Da), vitamin B12 (1 350 Da). Molekulova hmotnost studovaného enzymu, jenZ byl

eluovan okolo 24 minuty byla pfiblizné 120 kDa.

5.1.2 Identifikace protein 0 v extraktu z ku Fecich jater pomoci MS

Jednotlivé frakce ziskané pfi izolaci sulfitoxidasy z kufecich jater byly
smichany s Leammliho vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a nasledné povareny. Poté
byly roztoky naneseny na SDS-polyakrylamidovy gel a podrobeny separaci. Na
nasledujicim obrazku je uvedena fotografie gelu se separovanymi proteiny. Majoritni
proteinové pasy, jeZz jsou na fotografii oznaceny Cdislicemi 1-17 byly nasledné

podrobeny analyze pomoci MALDI-TOF.

e,
VIl
———
17w -

Obr.19: Separace protein metodou SDS-PAGE ve vzorcich ziskanych bé&hem

purifikace sulfitoxidasy z kufecich jater

V levé a v pravé krajni draze jsou pasy, jez patfi proteinovym standardim o
molekulové hmotnosti shora 97,4; 66,2; 45,0; 31,0 a 20,1 kDa. Rimskymi &islicemi
jsou oznaceny vzorky odebrané béhem purifikace: | — hruby extrakt (naneseno 30 ug
proteinu na jamku) , Il - dialyzat po precipitaci (NH4),SO,4 (23 ug), lll — proteiny
nezachycené na koloné Macro-Prep High Q po 1. chromatografii (10 ug), IV — 1. pik
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eluovany z Macro-Prep High Q (10 ug), V — 2. pik eluovany z Macro-Prep High Q (30

Mg), VI — frakce eluovana z Resource Q, u které byla naméfena aktivita sulfitoxidasy
(30 pg); VI — aktivni frakce €. 4 Superdex 200 HR (10 pg) , VI — aktivni frakce €. 5
Superdex 200 HR (8 pg). Gel byl obarven pomoci Bio-Safe Coomassie.

Tab. 9:Vysledky identifikace majoritnich proteini metodou MALDI-TOF peptidového

mapovani
Pas Protein
1 IMP-cyklohydrolasa (gi|53778215) + sérovy albumin (gi|45383974)
2 katalasa
3 kalretikulin (gi|44969651)
4 enolasa 1 (gi|46048768)
5 podoba s betain-homocystein methyltransferasou (gi|50755288)
6 aldolasa B (gi|157951672)
7 glyaceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (gi|46048961)
8 maléat dehydrogenasa 2 (gi|50758110)
9 fosfoglycerat mutasa
10 triosafosfat isomerasa (gi|230359)
11 glutathion S-transferasa (gi|2981970)
12 glutamét dehydrogenasa (gi|118092411)
13 L-laktat dehydrogenasa B a A (gi|45383766) a (gi|45384208)
14 ferritin (gi|45384172)
15 IgY-Fc 3-4 fragment (gi|220702235)
16 sulfitoxidasa (gi|73536180), (i|3212610)
17 albumin (gi|45383974)

V pfedchozi tabulce jsou uvedeny proteiny, které se podafilo pomoci

proteinové databdze NCBInr a vyhledavaciho programu Mascot identifikovat.

Hmotnostni spektra ostatnich proteind nebyla ve shodé s teoretickymi hodnotami

molekulovych hmotnosti peptidu ziskanych ze sekvenci v databazi, a proto je nebylo

mozné jednoznacné urcit.
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5.1.3 Stanoveni hodnoty K,

Kinetické parametry sulfitoxidasy byly stanoveny pomoci spektrofotometrické
metody zaloZzené na redukci cytochromu c (Kipke et al., 1971). Z rovnice linearni
regrese sekundarnich graft dvojité reciprokého vyneseni 1/Asso na 1/[Na,SO;] byla
ziskdna hodnota Michaelisovy konstanty pro sifi¢itan. Méfenim bylo zjiSténo, Ze
pramérna hodnota K, pro sifigitan &ini 24 ymol.I'*. Koncentrace substratu v kyveté se
pohybovala v rozmezi od 5 do 50 pmol.I*. Naméfena data byla zpracovana

v programu Microsoft Excel.

180 +
160 -

y = 646,74x + 27,354
140 - R? = 0,0931
120 -

100 +

1/Ass0
©
)

-0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

1/[Na,SO3] (I/pmol)

Obr. 20: Dvaoijité reciproké vyneseni zavislosti 1/A na 1/[S]

5.1.4 Stanoveni teplotni stability sulfitoxidasy

Pro bliZz8i charakterizaci a ur€eni co nejoptimalnéjSich podminek méfeni byla
stanovena teplotni stabilita enzymu. Teplotni stabilita enzymu byla sledovana
v prostfedi 0,1 mol.I"* Tris-HCI pufru obsahujicim 1. 10 mol.I* EDTA, pH 8,5. Profil
teplotni stability byl uréen v rozmezi teplot 25 — 55 . Vynesenim zavislosti zbytkové
aktivity (%) na teploté inkubace enzymu (<C) byla ur €ena hodnota Ts,. PFi této teploté
enzym ztraci 50% pocatecni aktivity po pfedchozi inkubaci pfi riznych teplotach po
dobu 30 minut. 100 pmol.I* Na,SO; byl pouzit jako substrat pro méfeni aktivity
enzymu.

Méfenim bylo zjiSténo, Ze sulfitoxidasa vykazuje teplotni stabilitu do 45 <.

Vy3&Si teploty vedou k vyraznému poklesu aktivity. Hodnota Ts, odpovidala 48 <C.
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Obr. 21: Teplotni stabilita kufeci sulfitoxidasy v prostfedi 0,1mol.I"* Tris-HCI pufru
obsahujicim 1. 10* mol.I'* EDTA, pH 8,5.

5.1.5 Stanoveni pH optima sulfitoxidasy

pH optimum enzymu bylo sledovano v prostfedi 50 mmol.I* MES pufru pro
rozmezi pH 6,0 — 7,0; 50 mmol.I" MOPS pufru pro rozmezi pH 6,5 — 8,0; 50 mmol.I*
NH,HCO; o pH 8,3 a 50 mmol.I'* Na,COs/ NaHCOj; s pufraénim rozmezim pH 9,2 —
10,9. Aktivita sulfitoxidasy byla méfena se substratem Na,SOs;, jehoZ koncentrace
v kyveté byla 100 ymol.I™*

Vyneseni zavislosti zbytkové aktivity enzymu na pH ukazalo, Ze pH optimum

kureci sulfitoxidasy je mezi 7,5 a 8,0 (obr. 22).
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Obr. 22: Vliv pH na aktivitu kufeci sulfitoxidasy v prostiedi MES pufru (6,0 — 7,0),
MOPS pufru (6,5 — 8,0), NH,HCO; (8,3), Na,CO3/ NaHCO; (9,2 — 10,9).
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5.2 Aminoxidasa

5.2.1 Vysledky izolace aminoxidasy z hrachu setého

Vysledky nékterych vybranych krokd purifikace aminoxidasy z etiolovanych
10ti dennich semen&c¢kd hrachu setého jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Na obr.
23 je pak zobrazen vyfez SDS-PAGE gelu s proteinovymi standardy a vzorkem

izolované aminoxidasy.

Tab. 10: Purifikace aminoxidasy z etiolovanych semenacku hrachu setého

Purifikacni Celkovy Aktivita  Celkovd Proteiny Celkové Specificka

krok objem (nkatml?) aktivita (mg.ml®) proteiny aktivita
(ml) (nkat) (mg) (nkat.mg™)

DEAE-celulosa,

Hydroxyapatit 5 2061 92745 2,5 112,5 824,4

Sephacryl S 300 5° 4686,1 23430,6 3,5 17,5 1338,9

% Objem enzymového roztoku po ultrafiltraci

Aminoxidasa byla izolovana z 2,1 kg etiolovanych hrachovych kli¢kd. Po
preciSténi na hydroxyapatitu a nasledné ultrafiltraci bylo z 11 ml enzymového
prepardtu 6 ml zmrazeno a pro dalSi purifikaci bylo pouZzito jen 5 ml, nebot toto
mnozstvi bylo pro ndsledné méfeni s inhibitory postacujici.

Z etiolovanych semenackl hrachu setého bylo ziskano celkem 5 ml
enzymového roztoku, jenz obsahoval 3,5 mg.ml™ proteinu, specificka aktivita byla
1338,9 nkat.mg™.

Chromatograficky precistény proteinovy extrakt z desetidennich semenacku
hrachu setého byl podroben elektroforetické separaci podle Laemmliho, jejiz postup
je popsan kapitole pouzité metody. Vysledek separace proteinli pomoci SDS-PAGE
je zobrazen na nasledujici fotografii SDS-PAGE gelu.

Pomoci metody MALDI-TOF peptidového mapovani byla néasledné
v ziskanych proteinovych pasech na SDS-polyakrylamidovém gelu potvrzena
aminoxidasa. Spolu s ni byla v extraktu z hrachu setého identifikovana i lipoxygenasa
a lektin P16270 (Swiss-Prot).
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Obr. 23: Proteiny z extraktu desetidennich semenackd hrachu setého separované
SDS-PAGE.

Enzymovy preparat (uprostied a vpravo) byl nanesen na gel v mnoZzstvi 3 pl
na jamku. Vlevé draze se pak nachazeji separované proteinové standardy o
molekulovych hmotnostech: 97,4; 66,2; 45,0 a 31,0 kDa
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5.2.2 Testovani inhibi €nich G¢€inkG vybranych slou €enin na hrachovou
aminoxidasu
Ke zkoumani inhibi¢niho ac€inku na hrachovou aminoxidasu byly vybrany

nasledujici organické slouceniny, které Ize rozdélit podle jejich struktury do tfi skupin:

OH SCH;  OH SCH,4 OH SCH,4

[ =4

\ / \ / \ /

H4C N HsC, N H,Cs N
I

g/ N\>
\

J
S =
—/ —/

Obr. 24: Struktury derivati odvozenych od oximu (1), (1), () ; pyridinpropanaly (1V),
(V), (V1) a purinylaminoaldehydy (VI11), (VIII)
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Za UuCelem ziskani co nejpfesnéjSich vysledkd byla pfed kazdym méfenim
ovéfena hodnota Michaelisovy konstanty aminoxidasy pro putrescin. Prameérna
hodnota K, pro putrescin byla 0,36 mmol.I*. Koncentrace substratu v kyveté se
pohybovala v rozmezi od 0,14 do 2,5 mmol.I?.

Z rovnic linearnich regresi sekundarnich grafa dvojité reciprokého vyneseni 1/A3¢
na 1/[Put] byly ziskany hodnoty inhibi€nich konstant u vybranych inhibitord

aminoxidasy. Naméfend data byla zpracovana v programu Microsoft Excel.
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(12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]lethanon oxim (), PSAO

K=13,7 mmol.I*

40 -
& 0 mmol/l
B 3 mmol/l
(
30
< 20 -
=
1 /|
T T T 0 T T T T T T 1
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7

1/[Put] (I/mmol)

Obr. 25: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy (1Z)-
1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yllethanon oximem (podle Lineweavera a Burka).
Mé&feno v 0,1 mol.I"* K*-fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. Pouzité koncentrace

inhibitoru jsou uvedeny v grafu.

y =0,2816x + 3,8702

smérnice

14 12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4
[ (mmol/ly

Obr. 26: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na
1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy (1Z)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yllethanon

oximem.
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(12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]propan-1-on  oxim (Il), PSAO

K=7,8 mmol.I"*

40 -

¢ 0 mmol/l

m 2 mmol/l
30 -

20 A

1/As36

10 +

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

1/[Put] (I/mmol)
Obr. 27: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy (12)-
1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]propan-1-on oximem (podle Lineweavera a Burka).
Mé&feno v 0,1 mol.I'* K*-fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. PouZité koncentrace

inhibitoru jsou uvedeny v grafu.

4 -
y =0,4167x + 3,2614 /
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Obr. 28: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na
1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy (1Z)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]propan-1-

on oximem.
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3-pyridin-2-ylpropanal (1V), PSAO

Ki=2,1 mmol.I"*

80

70 - ¢ 0 mmol/l
H 1 mmol/l

60 - A 3 mmolll

50 -

40 -

1/A436

30
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Obr. 29: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 3-
pyridin-2-ylpropanalem (podle Lineweavera a Burka). Mé&feno v 0,1 mol.I* K*-
fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. PouZité koncentrace inhibitoru jsou uvedeny

v grafu.

smérnice

3 2 1 0 . 2 3
[ (mmol)

Obr. 30: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na

1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy aminoxidasy 3-pyridin-2-ylpropanalem.
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3-pyridin-3-ylpropanal (V), PSAO

Ki=1,3 mmol.I*
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Obr. 31: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 3-
pyridin-3-ylpropanalem (podle Lineweavera a Burka). Mé&feno v 0,1 mol.I* K*-

fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. Pouzité koncentrace inhibitoru jsou uvedeny

v grafu.
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Obr. 32: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na

1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy aminoxidasy 3-pyridin-3-ylpropanalem.
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3-(9H-purin-6-ylamino)propanal (VII), PSAO

K=3,9 mmol.I"*

70 -
¢ 0 mmol/l
60 1 m 1 mmol/l
A 3 mmol/l
50 - 5 mmol/l
40 -
3
<
—
30 -
I T 0 T T T
-3 -1 1 3 5

1/[Put] (I/mmol)

Obr. 33: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 3-
(9H-purin-6-ylamino)propanalem (podle Lineweavera a Burka). Mé&Feno v 0,1 mol.I*
K*-fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. Pouzité koncentrace inhibitoru jsou

uvedeny v grafu.
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Obr. 34: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na

1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 3-(9H-purin-6-ylamino)propanalem.
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4-(9H-purin-6-ylamino)butanal (V1II), PSAO

Ki=4,9 mmol.I"*

50 -

¢ 0 mmol/l

40 + B 3 mmol/l

1/A436

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
1/[Put] (I/mmol)

Obr. 35: Dvojité reciproké vyneseni 1/A na 1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 4-
(9H-purin-6-ylamino)butanalem (podle Lineweavera a Burka). Mé&feno v 0,1 mol.I*

K*-fosfatovém pufru pH 7,0 pfi teploté 30°C. Pouzité koncentrace inhibitoru jsou

uvedeny v grafu.

smeérnice

y = 0,4579x + 2,2789
R?=0,9984

1
6
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Obr. 36: Sekundarni graf sestrojeny ze smérnic dvojité reciprokého vyneseni 1/A na

1/[S] inhibice hrachové aminoxidasy 4-(9H-purin-6-ylamino)butanolem.
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Tab. 11:Inhibiéni konstanty vybranych organickych slou¢enin

Nazev slou €eniny Ki (mmol.l %)

I (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yllethanon oxim 13,7
Il (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]propan-1-on oxim 7,8
i (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]butan-1-on oxim -

v 3-pyridin-2-ylpropanal 2,1
Y 3-pyridin-3-ylpropanal 1.3
VI 3-pyridin-4-ylpropanal -

VII 3-(9H-purin-6-ylamino)propanal 3,9
VIl 4-(9H-purin-6-ylamino)butanal 4,9

V pfipadé slou€eniny (lll) (12)-1-[3-(methylthio)-1,2,4-triazin-5-yl]butan-1-on
oximu nebylo moZné provést méFeni, nebot se jiz pfi 2 mmoll* koncentraci
slouceniny v kyveté tvofi srazenina.

3-pyridin-4-ylpropanal (VI) nebylo rovnéZz mozZné proméfit, protoze se ji v
podminkéch, pfi kterych byly rozpustény ostatni derivaty (IV, V), nepodafilo rozpustit.
Slou€eninu (VI) se nepodafilo rozpustit ani po okyseleni roztoku pomoci HCI, ¢i po

pfidavku methanolu.
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6. DISKUSE
Hlavnim tématem této diplomové prace byla izolace sulfitoxidasy. V odborné

literatufe je uvedena jeji izolace z rostlin, Zivocichu i bakterii. Jelikoz vysledky prvotni
izolace uvedeného enzymu z mladych listki Spenatu a tabaku podle dostupné
literatury nebyly uspokojivé, byla provedena dalSi izolace sulfitoxidasy z ZivociSného
materidlu, kufecich jater, jejiz Uspé&Sny postup je detailné popsan v této préaci.
Molekulova hmotnost enzymu byla zjiSténa za pomoci SDS-PAGE a gelové
permeacni chromatografie, po které nasledovala identifikace sulfitoxidasy metodou
peptidového mapovani. Enzym byl poté charakterizovan uréenim kinetickych
parametrd. Dale byly za pomoci méfeni ziskany informace o jeho teplotni stabilité €i
pH optimu sulfitoxidasy.

V literatufe je popsana fada ruzné starych odbornych praci se zaméfenim na
izolaci sulfitoxidasy z jater Zivocichu. Tyto purifikacni postupy vyuZivaji rozlicné
extrakéni procesy a chromatografické techniky (Kessler & Rajagopalan, 1972; Kipke
et al.,, 1989; Cohen & Fridovich, 1971, Cabré et al.,, 1991). Izolace sulfitoxidasy
uvedena v této diplomové praci byla inspirovana purifikacnim protokolem (Kipke et
al.,, 1989). Uvedeny protokol zahrnuje nezbytné izolacni kroky jako je tvorba
acetonového prasku, precipitace siranem amonnym, denaturace zahfivanim, dialyzu
a chromatografické techniky — napf. iontové vyménné a gelova chromatografie.

Pro izolaci sulfitoxidasy bylo zakoupeno 500 g zmrazenych kufecich jater.
Velkou vyhodou je, Ze se jedna o levny a snadno dostupny vychozi materidl.
Rozmrazena jatra byla nejprve homogenizovana ve vychlazeném acetonu za Uc¢elem
odstranéni lipidd. Po odstranéni filtratu byl acetonovy praSek suSen mezi hodinovymi
skly pfi 4°C. Acetonovy praSek byl ihned zamrazen, aby se zamezilo pfipadné ztraté
enzymu.

Po homogenizaci acetonového pradsSku ve fosfatovém pufru nésledovala
dvojnasobna precipitace siranem amonnym a zahfivani roztoku na vodni lazni. U
hrubého extraktu, ktery byl nasycen siranem amonnym vSak nebylo moZné sledovat
aktivitu, nebot pfi jejim méfeni s cytochromem c jako elektronovym akceptorem byla
aktivita nepatrna.

Po centrifugaci byl ziskany precipitat rozpustén a dialyzovan v pufru
obsahujicim molybdenan. Teprve vtomto kroku, po odstranéni siranu amonného
z enzymového roztoku dialyzou, bylo mozZné proméfit aktivitu. Kippke at al.,
zdUraznuje nezbytnost molybdenanu v pufru béhem dialyzy, nebot se predpoklada,
Ze by se timto mél obnovit jeho deficit v molekule enzymu. V tabulce, jeZ je uvedena

v kapitole vysledky, je zapsana hodnota zji$t&né specifické aktivity 5,9 nkat.mg™.
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Enzymovy preparat byl po pfedchozi dialyze podroben iontové vyménné
chromatografii (Macro-Prep High Q). Eluce byla provedena linearnim gradientem
NaCl v ekvilibraénim pufru. Po dialyze probéhla dalSi separace na kolonce Resource
Q (obr. 16). Eluce frakci s proteiny byla monitorovana pfi vinovych délkach 280 a 405
nm. NejvySSi hodnota aktivity byla zjisténa ve frakci oznacené fimskou gislici IV. Z
obrazku Ize vycist, Ze hodnota elu¢niho €asu piku, jenZ odpovida frakci se
sulfitoxidasou, je okolo 23 minut. Ve stejném okamziku dochazi rovnéz k narastu
absorbance pfi vinové délce 405 nm, pfi které absorbuje hem. Tento pik tedy
odpovida cytochromové doméné sulfitoxidasy obsahujici hem.

Poslednim purifikaénim krokem byla separace pomoci gelové permeacni

chromatografie na koloné Superdex 200 HR. Aktivita sulfitoxidasy byla
demonstrovana pikem s maximem v elu¢nim €ase okolo 24 minut. V tomto okamziku
byl monitorovan narust absorbance pfi 405 nm. Molekulova hmotnost enzymu pfitom
Cinila pfiblizné 120 kDa, coZ odpovida hodnoté molekulové hmotnosti sulfitoxidasy
(Feng et al., 2007; Sullivan et al., 1993).
Ve 27 minuté byla sebrana jesté jedna frakce. Z kalibra¢ni kfivky sestrojené pomoci
standardd byla odec¢tena molekulovd hmotnost i tohoto proteinu. Molekulova
hmotnost proteinu byla 24 kDa. Lze uvaZzovat, Ze by se mohlo jednat pouze o Cast
enymu, protoZze hodnota molekulové hmotnosti je pfilis nizka.

Prabéh purifikace byl sledovan postupnym promérovanim vzorkd, jenz byly
odebirany v jednotlivych krocich purifikace. Ziskané vysledky jsou pak uvedeny
v purifika¢ni tabulce €. 8.

Vzorky byly rovnéz podrobeny separaci pomoci SDS — PAGE. Touto metodou
byly separovany proteiny obsaZzené ve frakcich z jednotlivych purifikacnich krokd.
Z fotografie gelu a purifikacni tabulky je zfejmé, Ze bé&hem purifikace postupné
dochazelo k snizeni obsahu proteind ve vzorku a zaroven navySeni specifické
aktivity. V poslednim purifikacnim kroku po chromatografii na kolonce Superdex 200
HR bylo ziskdano 8 a 7 ml enzymového roztoku o specifické aktivité 25,8 a 24
nkat.mg™. Na SDS-PAGE gelu jsou tyto frakce oznageny Fimskymi &isly VIl a VIII. Po
separaci pomoci SDS-PAGE nasledovala identifikace majoritnich proteind za pomoci
MALDI-TOF peptidového mapovani. Porovnhanim ziskanych dat s databazi byl
utvofen seznam proteind, které se nachazely spolu se sulfitoxidasou v jednotlivych
vzorcich ziskanych z kufecich jater.

U purifikované sulfitoxidasy byla uréena hodnota Michaelisovy konstanty.
Aktivita enzymu byla stanovena podle ¢lanku (Cohen & Fridovich, 1971). Za pomaoci

méfeni bylo zjisténo, Ze hodnota K., pro sifi¢itan &ini 24 ymol.I™.
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Profil teplotni stability enzymu byl uréen v rozmezi teplot 25 — 55 C. Z grafu
(obr. 21) je zfejmé, Ze sulfitoxidasa vykazuje teplotni stabilitu do 45 C. P fi vy3Sich
teplotach dochazi k vyraznému poklesu aktivity. Hodnota Ts, odpovidala 48 <.

pH optimum kufeci sulfitoxidasy bylo sledovano v prostiedi pufri s riiznym
rozmezim hodnot pH (6-10,9). Z vysledkd méfeni vyplyva, Ze pH optimum kufeci
sulfitoxidasy je mezi 7,5 a 8,0 (obr. 22).

Pocate¢ni pokusy o izolaci sulfitoxidasy potvrdily domnénku, Ze ziskani tohoto
enzymu nebude snadné. Z tohoto divodu bylo hlavni téma diplomové prace, izolace
sulfitoxidasy, roz8ifeno o studium interakce aminoxidasy z hrachu setého s vybranymi
potencionalnimi inhibitory. Studiem enzymu, jenz hraji daleZitou roli v metabolismu
aminl, zejména aminoxidasami, se jiz nékolik let zabyva Katedra biochemie PfF UP
v Olomouci. V této praci byla tradi¢nim postupem izolovana aminoxidasa z hrachu
setého. S organickymi slou¢eninami byly nasledné testovany jejich inhibi¢ni a¢inky na
hrachovou aminoxidasu.

Aminoxidasa byla izolovana z desetidennich etiolovanych semenacku hrachu
setého. Klicky byly sklizeny po dobé deseti dn, kdy jejich vrust i aktivita enzymu
byla dostadujici. Izolace enzymu zahrnovala kroky jako homogenizaci klick( v K*-
fosfatovém pufru, vysoleni siranem amonnym do 30% a nésledné 70% nasyceni.
Poté byl rozpuStény precipitat odsolen dialyzou. Enzymovy roztok byl nanesen na
kolonu s DEAE-celulosou. DEAE-celulosa byla propojena s kolonou plnénou
hydroxyapatitem, na kterém zustal enzym navazan. Tento zpusob purifikace
vyuzivajici zapojeni dvou kolon za sebou byl zvolen proto, aby nedochézelo
k nepfiznivym ztratdm enzymu. DalSi vyhodou je urychleni izolace enzymu a tim i
omezeni zraty jeho aktivity. Ultrafiltraci zakoncentrovany enzymovy roztok byl déle
preCistén na Sephacrylu S 300. Aktivita aminoxidasy byla monitorovana pomoci
spektrofotometrické metody s guajakolem a kfenovou peroxidasou.

Pro kontrolu prabéhu izolace byla vytvofena purifikacni tabulka s vysledky
vybranych krokd izolace aminoxidasy. Porovnanim hodnoty specifické aktivity po
prvnim purifikacnim kroku (DEAE-celulosa, hydroxyapatit) a druhém purifikaCnim
kroku (Sephacryl S 300) je zfejmy jeji narust. Z etiolovanych semenacku hrachu
setého bylo na zavér ziskano 5 ml enzymového roztoku o specifické aktivité 1338,9
nkat.mg™.

Ziskany enzymovy preparat byl podroben SDS-PAGE elektroforéze. Po
vizualizaci proteind barvenim se na gelu objevil band odpovidajici aminoxidase.
Molekulova hmotnost aminoxidasy odpovidala hodnoté uvedené v literatufe (72 kDa)
; (Medda et al., 1995). Metodou MALDI-TOF peptidového mapovani byla v extraktu z

etiolovanych klickd semenackl hrachu setého identifikovana i lipoxygenasa a lektin
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(obr. 23). Z vySe uvedenych vysledku lze fici, Ze aminoxidasa byla ziskana v Cistém
stavu.

Slou€eniny zvolené pro testovani jejich pfipadnych inhibi¢nich G¢€inkd na
hrachovou aminoxidasu jsou odliSnych struktur. Jedné se o derivaty oximu, pyridinyl
propanaly a purinylamino aldehydy.

V pfipadé oxim0 bylo méfeni komplikovano jejich omezenou rozpustnosti.
Oximy byly rozpustény v methanolu, avSak b&éhem méreni pfi vy3Sich koncentracich
slou¢enina precipitovala. Pfidavek methanolu do pufru sice ¢aste¢né pomohl, ale
nebyl natolik dostacujici, aby mohly byt proméfeny vSechny potfebné koncentrace
inhibitoru. PFi vysokych koncentracich methanolu v pufru hrozila ztrata aktivity
enzymu. Z tohoto davodu byly u latek zvoleny pouze nizké koncentrace.

DalSi skupinu latek tvofily pyridinyl propanaly, které se liSily umisténim
propanalu (ploha 2, 3 nebo 4) na pyridinovém heterocyklu. V pfipadé 3-pyridin-4-
ylpropanalu byla jeho rozpustnost oproti ostatnim dvéma strukturné podobnym
slouc¢enindm ve vodé pouze ¢asteCnd. Snahy o protonizaci pyridinu v prostfedi HCI a
pfipadné zahfivani nehomogenniho roztoku byly rovnéz bezidspésné. Lze usuzovat,
Ze béhem skladovéani doslo ke zméné struktury slou€eniny a spolu s tim i viastnosti.

Posledni skupina latek, acetaly, byly pfed méfenim pfrevedeny kyselou
hydrolyzou na aldehydy. Purinovy skelet byl vtomto pfipadé substituovan
propanalem ¢i butanalem.

Z vysledkd méfeni se vSemi vySe uvedenymi slou¢eninami Ize konstatovat, Ze
se jedn& o velmi slabé nekompetitivni inhibitory. Hodnoty inhibi¢nich konstant se ve
vech pfipadech pohybovaly vFadech mmol.l*. Jak jiZz bylo v teoretické &asti
uvedeno, CAO aminoxidasa muze byt inhibovana slou¢eninami rdznych struktur.
V literatufe jsou popsany inhibice hrachové aminoxidasy pfedevsim kompetitivhiho a
nekompetitivniho charakteru. Hodnoty inhibiénich konstant se ¢&asto pohybuji

v fadech pmol.I™.
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7. ZAVER

V teoretické ¢asti této prace byla provedena reSerSe literatury se zameéfenim
na charakterizaci sulfitoxidasy a jeji substrat sifi€itany. Déle byla vypracovéana literarni
reSerSe se zaméfenim na charakterizaci aminoxidas, interakci aminoxidas
s nékterymi inhibitory a metabolismus polyaminu.

V praktické ¢asti byla uspéSné provedena purifikace sulfitoxidasy z kufecich
jater. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla uréena Cistota proteinového vzorku.
Identifikace kufeci sulfitoxidasy byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie.
Enzym byl dale charakterizovan stanovenim hodnoty Michaelisovy konstanty, pH
optima a teplotni stability.

Vybérem vhodné metody se podafilo sulfitoxidasu UspéSné izolovat. Pro
pfipadné bioanalytické vyuZiti tohoto enzymu, jako je napfiklad jeho vyuZiti ke
konstrukci biosenzoru, je v3ak tfeba zvysit jeho Cistotu dalSim precisténim.

Izolace aminoxidasy z etiolovanych semenacku hrachu setého, které byla
vénovana druhd pasaZz praktické c&asti, probéhla rovnéz uspésné. SDS-PAGE
elektroforéza potvrdila vysokou Cistotu proteinu. Metodou hmotnostni spektrometrie
byla aminoxidasa identifikovana v ziskaném enzymovém roztoku. Na  zavér  byly
testovany pfipadné inhibi¢ni U¢€inky vybranych slou¢enin na aminoxidasu. Z vysledkud
méfeni je patrné, Ze vSechny vybrané latky vykazovaly pouze velmi slabé inhibi¢ni

ucinky nekompetitivniho charakteru.

-72-



8. LITERATURA

Alcédzar R., Marco F., Cuevas J.C., Patron M., Ferrando A., Carrasco P., Tiburcio A.F.,
Altabella T. (2006) Involvement of polyamines in plant response to abiotic stress.
Biotechnol Lett 28, 1867 - 1876.

Binda C., Coda A., Angelini R., Federico R., Ascenzi P., Mattevi A. (1999) A 30 A long
U-shaped catalytic tunnel in the crystal structure of polyamine oxydase Structure
7, 265 - 276.

Bouchereau A., Aziz A., Larher F., Martin-Tanguy J. (1999) Polyamines and
environmental challenges: recent development. Plant Sci 140, 103 - 125.

Cabré F., Cascante M., Canela E.l. (1991) An improved purification procedure for
sulfite oxidase from bovine liver. Preparative Biochemistry 21, 53 - 61.

Casero R.A.Jr., Marton L.J. (2007) Targeting polyamine metabolism and function in
cancer and other hyperproliferative diseases. Nat Rev Drug Discov 6, 373 - 390.
Childs A.C., Metha D.J., Gerner E.W. (2003) Polyamine-dependent gene expression.

Cell Mol Life Sci 60, 1394 - 1406.

Cohen H.J., Betcher-Lange S., Kessler D.L., Rajagopalan K.V. (1972) Hepatic sulfite
oxidase. Congruency in mitochondria of prosthetic groups and activity. J. Biol.
Chem. 247, 7759 - 7766

Cohen H.J., Fridovich I. (1971) Hepatic sulfite oxidase. Purification and properties
J.Biol.Chem. 246, 359 - 366.

Cohen S.S. (1998) A guide to the polyamines. Oxford University Press, New York

Cona A., Rea G., Angelini R., Frederico R., Tavladoraki P. (2006) Functions of amine
oxidases in plant development and defence. Trends Plant Sci 11, 80 - 88.

Davies A.E., Fogg A.G. (1995) Flow injection sandwich technique applied to indirect
visible  spectrophotometric  determinations. bromimetric and iodimetric
determination of sulphite. Analytica Chimica Acta 318, 55 - 62.

Doerge D.L., Divi R.Il,, Churchwell M.l. (1997) Identification of the Colored Guaiacol
Oxidation Product Produced by Peroxidases. Anal. Biochem. 250, 10 - 17.

Duran M., Beemer F.A., van der Heiden C., Korteland J., deBree P.K., Brink M.,
Wadman S.K. (1978) Combined deficiency of xanthine oxidase and sulphite
oxidase: a defect of molybdenum metabolism or transport. J. Inherited Metab. Dis.
1,175-178.

Duran M., Johnson J.L. (2001) Molybdenum cofactor deficiency and isolated sulfite
oxidase deficiency. In: Scriver C., Beaudet A., Sly W. Valle D., editors. The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease. McGraw-Hill; New York 2001.
p. 3163 - 3177.

-73-



Eilers T., Schwarz G., Brinkmann H., Witt, C., Richter T., Nieder J., Koch B., Hille R.,
Hansch R., and Mendel R.R. (2001). Identification and biochemical
characterization of Arabidopsis thaliana sulfite oxidase. A new player in plant sulfur
metabolism. J. Biol. Chem. 276, 46989 - 46994.

Feng C., Kedia R.V., Hazzard J.T., Hurley J.K., Tollin G., Enemark J.H. (2002) Effect
of solution viscosity on intramolecular electron transfer in sulfite oxidase.
Biochemistry 41, 5816 - 5821.

Feng C., Tollin G., Enemark J.H. (2007) Sulfite oxidizing enzymes Biochim Biophys
Acta. 1774, 527 - 539.

Feng C., Wilson H.L., Hurley J.K., Hazzard J.T., Tollin G., Rajago- palan K.V.,
Enemark J.H. (2003) Role of conserved tyrosine 343 in intramolecular electron
transfer in human sulfite oxidase. J. Biol. Chem. 278, 2913 - 2920.

Frébort 1., Adachi O. (1995) Copper / Quinone-Containing Amine Oxidases, an
Exciting Class of Ubiquitous Enzymes Journal of Fermentation and Bioengineering
80, 625 - 635.

Federico R., Angelini R. (1991) Polyamine catabolism. Biochemistry and Physiology of
Polyamines in Plants, 41 - 56.

Garton S.D., Garrett R.M., Rajagopalan K.V., Johnson M.K. (1997) Resonance raman
characterization of the molybdenum center in sulfite oxidase-identification of Mo=0O
stretching modes. J. Am. Chem. Soc. 119, 2590 - 2591.

Griffith O.W. (1987) Mammalian sulfur amino acid metabolism: an overview.
Methods Enzymol. 143, 366 - 376.

Groppa M.D., Benavides M. P. (2007) Polyamines and abiotic stress: recent
advances. Amino Acids 34, 35 - 45.

Hamana K., Niitsu M., Samejima K., Itoh T., Hamana H., Shinozawa T. (1998)
Polyamines of thermophilic eubacteria belonging to the genera Thermotoga
Thermodesulfovibrio,  Thermoleophilum,  Thermus, Rhodothermus  and
Meiothermus, and the thermophilic archeabacteria belonging to the genera
Aeropyrum, Picrophilus, Methanobacterium and Methanococcus. Microbios 94, 7 -
21.

Hansch R., Lang C., Riebeseel E., Lindigkeit R., Gessler A., Rennenberg H., Mendel
R.R. (2006) Plant Sulfite Oxidase as Novel Producer of H,O, Combination of
Enzyme Catalysis with Subsequent Non-enzymatic Reaction Step. J. Biol. Chem.
281, 6884 - 6888.

Havlis J., Thomas H., Sebela M., Shevchenko A. (2003) Fast-response proteomics by
accelerated in-gel digestion of proteins. Anal. Chem. 75, 1300 - 1306.

-74 -



Herber U., Hive K. (1998) Action of SO, on plants and metabolic detoxification of
SO.. Int. Rev. Cytol. 177, 255 - 286.

Hille R. (1996) The mononuclear molybdenum enzymes. Chem. Rev. 96, 2757 - 2816.

Hille, R. (2002). Molybdenum enzymes containing the pyranopterin cofactor: an
overview. Met. lons Biol. Syst. 39, 187 - 226.

Igarashi K., Kashiwagi K. (2000) Polyamines: mysterious modulators of cellular
functions. Biochem Biophys Res Commun 271, 559 - 564.

Janes S.M., Mu D., Wemmer D., Smith A.J., Kaur S., Maltby D., Burlingame A.L.,
Klinman J.P. (1990) A new redox cofactor in eukaryotic enzymes: 6-hydroxydopa
at the active site of bovine serum amine oxidase. Science 248, 981 - 987.

Jeon H.B., Lee Y., Qiao C., Huang H., Sayre L.M. (2003) Inhibition of bovine plasma
amine oxidase by 1,4-diamino-2-butenes and -2-butynes. Bioorg Med Chem 11,
4631 - 4641.

Johnson, J. L.; Rajagopalan, K. V. (1977) Tryptic cleavage of rat liver sulfite oxidase.
Isolation and characterization of molybdenum and heme domains. J. Biol. Chem.
252, 2017 - 2025.

Johnson J.L., Rajagopalan K.V. (1979) The oxidation of sulphite in animals systems.
Ciba Found. Symp. 72, 119 - 133.

Johnson, J. L., Wuebbens M.M., Mandell R., Shih V.E. (1988) Molybdenum Cofactor
Biosynthesis in Humans. Identification of Two Complementation Groups of
Cofactor-deficient. Patients and Preliminary Characterization of a Diffusible
Molybdopterin Precursor. J. Clin. Invest. 83, 897 - 903.

Jolivet P., Bergeron E., Meunier J.C. (1995) Evidence for sulphite oxidase activity in
spinach leaves. Phytochemistry 40, 667 - 672.

Kaiser, G., Martinoia, E., Schroppelmeier, G., and Heber, U. (1989). Active-transport of
sulfate into the vacuole of plant cells provides halotolerance and can detoxify SO2.
J. Plant Physiol. 133, 756 - 763.

Kappler U., Bailey S. (2005) Molecular basis of intramolecular electron transfer in
sulfite-oxidizing enzymes is revealed by high resolution structure of a heterodimeric
complex of the catalytic molybdopterin subunit and a c-type cytochrome subunit. J
Biol Chem 280, 24999 - 25007.

Kappler U., Bennett B., Rethmeier J., Schwarz G., Deutzmann R., McEwan A.G., Dahl
C. (2000) Sulfite : Cytochrome c oxidoreductase from Thiobacillus novellus.
Purification, characterization, and molecular biology of a heterodimeric member of
the sulfite oxidase family. J. Biol. Chem. 275, 13202 - 13212.

Karakas E, Kisker C (2005). Structural analysis of missense mutations causing

isolated sulfite oxidase deficiency. Dalton Trans 21, 3459-63.

-75-



Kessler D.L., Rajagopalan K.V. (1972) Purification and properties of sulfite oxidase
from chicken liver. Presence of molybdenum in sulfite oxidase from diverse
sources. J. Biol. Chem. 247, 6566 - 6573.

Kipke C.A., Enemark J.H., Sunde R.A. (1989) Purification of prosthetically intact sulfite
oxidase from chicken liver using a modified procedure. Arch. Biochem. Biophys.
270, 383 — 390.

Kisker C., Schindelin H., Pacheco A., Wehbi W.A., Garrett R.M., Rajagopalan K.V.,
Enemark J.H., Rees D.C. (1997) Molecular basis of sulfite oxidase deficiency from
the structure of sulfite oxidase. Cell 91, 973 - 983

Knodel L.C. (1997) Current Issues in Drug Toxicity; Potential health hazards of
sulfites. Toxic. Subst. Mech. 16, 309 - 311.

Kumar A., Altabella T., Taylor M., Tiburcio A.F. (1997) Recent advances in polyamine
research. Trends Plant Sci 2, 124 - 130.

Kusano T., Yamaguchi K., Breberich T., Takahashi Y. (2007) The polyamine spermine
rescues Arabidopsis from salinity and drought stresses. Plant Signal Behav 2, 250
- 251.

Kusano T., Breberich T., Tateda C., Takahashi Y. (2008) Polyamines: essential factors
for growth and survival. Planta 228, 367 - 381.

Laemmli U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. Nature 227, 680 - 685.

Lee S., Leustek T. (1998) APS kinase from Arabidopsis Thaliana, genomic
organization, expression, and kinetic analysis of the recombinant enzyme.
Biochem Biophys Res Comm 247, 171 - 175.

Lester M.R. (1995) Sulfite sensitivity: Significance in human health. J. Am. Coll. Nutr.
14, 229 - 232.

Leustek T., Saito K. (1999) Sulfate transport and assimilation in plants. Plant Phisiol.
120, 637 - 644.

Li J., Doyle K.M., Tatlisumak T. (2007) Polyamines in the brain: distribution, biological
interactions, and their potential terapeutic role in brain ischaemia. Curr Med Chem
14,1804 - 1813.

Lillig C.H., Schiffmann S., Berndt C., Berken A., Tischka R., Schwenn J.D. (2001)
Molecular and catalytic properties of Arabidopsis Thaliana adenylyl sulfate
(APS)-kinase. Arch Biochem Biophys 392, 303 - 310.

Liu K., Fu H., Bei Q., Luan S. (2000) Inward potassium channel in guard cells as a
target for polyamine regulation of stomatal movements. Plant Physiol 124, 1315 -
1326.

-76-



Macholan L., Barthovéa J., Ku€era I. (1983) Enzymologie, pp. 51-79, vydavatelstvi MU,
Brno, CR.

Malmberg R.L., Watson M.B., Galloway G.L., Yu W. (1998) Molecular genetic
analyses of plant polyamines. Crit Rev Plant Sci 17, 199 - 224,

Matto A.K., Sobolev A.P., Neelam A., Goyal R.K., Handa A.K., Segre A.L. (2006)
Nuclear magnetic resonance spectroscopy-based metabolite profiling of transgenic
tomato fruit engineered to accumulate spermidine and spermine reveals enhanced
anabolic and nitrogen-carbon interctions. Plant Physiol 142, 1759 - 1770.

Medda R., Padiglia A., Floris G. (1995) Plant copper-amine oxidases Phytochemistry
39,1-09.

Mehta R.A., Cassol T., Li N., Ali N., Handa A.K., Matto A.K. (2002) Engineered
polyamine accumulation in tomato enhances phytonutrient content, juice quality,
and vine life. Nat Biotechnol 20, 613 - 618.

Nowak K., Luniak N., Witt C., Wustefeld Y., Wachter A., Mendel R., Hansch R. (2004)
Peroxisomal localization of sulfite oxidase separates it from chloroplast-based
sulfur assimilation. Plant Cell Physiol 45, 1889 - 1894.

Oshima T. (2007) Unique polyamines produced by an extreme thermophile, Thermus
thermophilus. Amino Acids 33, 367 - 372.

Pacheco A., Hazzard J.T., Tollin G., Enemark J.H. (1999) The pH dependence of
intramolecular electron transfer rates in sulfite oxidase at high and low anion
concentrations. J Biol Inorg Chem 4, 390 - 401.

Page C.C., Moser C.C., Chen X., Dutton P.L. (1999) Natural engineering principles of
electron tunnelling in biological oxidation- reduction. Nature 402, 47 - 52.

Papazian R. (1996) Sulfites: Safe for most, dangerous fore some. FDA Consumer
Magazine 30.

Pec P., Frébort I. (1992) Some amines as inhibitors of pea diamine oxidase. J.Enzym.
Inhib. 5, 323 - 329.

Reiss J., Christensen E., Dorche C. (1999) Molybdenum cofactor deficiency: First
prenatal genetic analysis. Prenatal Diagnosis 19, 386 - 388.

Reiss J., Gross-Hardt S., Christensen E., Schmidt P., Mendel R.R., Schwarz G. (2001)
A Mutation in the Gene for the Neurotransmitter Receptor-Clustering Protein
Gephyrin Causes a Novel Form of Molybdenum Cofactor Deficiency.
Am.J.Hum.Genet. 68, 208 - 213.

Rocha M.J., Rocha E., Resende A. D., Lobo-da-Cunha A. (2003) Measurement of
peroxisomal enzyme activities in the liver of brown trout (Salmo trutta), using
spectrophotometric methods BMC Biochemistry 4, 1471-2091.

-77 -



Salman M.S., Ackerley C., Senger C., Becker L. (2002) New insights into the
neuropathogenesis of molybdenum cofactor deficiency. Canadian Journal of
Neurological Sciences 29, 91 - 96.

Sapers G.M. (1993) Browning of foods: control by sulfites, antioxidants, and other
means. Food Technol. 47, 75 - 84.

Saunder F.R., Wallace H.M. (2007) Polyamine metabolism and cancer prevention.
Biochem Soc Trans 35, 364 - 368.

Schiffmann S., Schwenn J.D. (1994) APS-sulfotransferase activity is identical
to higher plant APS-kinase (EC 2.7.1.25) FEBS Lett. 355, 229 - 232.

Schrader N., Fischer K., Theis K., Mendel R.R. Schwarz G., Kisker C. (2003) The
Crystal Structure of Plant Sulfite Oxidase Provides Insights into Sulfite Oxidation in
Plants and Animals. Structure 11, 1251 - 1263.

Seiler N. (1995) Polyamine oxidase, properties and functions. Prog. Brain Res. 106,
333 - 344.

Seiler N., Raul F. (2007) Polyamines and the intestinal tract. Crit Rev Clin Lab
Sci 44, 365 - 411

Shalata A., Mandel H., Dorche C., Zabot M. T., Shalev S., Hugeirat Y., Arieh D., Ronit
Z., Reiss J., Anbinder Y., Cohen N. (2000) Prenatal diagnosis and carrier detection
for molybdenum cofactor deficiency type A in northern Israel using polymorphic
DNA markers, Prenat.Diagn. 20, 7 - 11.

Shih V.E., Abroms L.F., Johnson J.L., Carney M., Mandell R., Robb R.M., Cloherty
J.P., Rajagopalan K.V. (1977). Sulfite oxidase deficiency. Biochemical and clinical
investigations of a hereditary metabolic disorder in sulfur metabolism. N. Engl. J.
Med. 297, 1022 - 1028.

Sullivan E.P., Hazzard J. T., Tollin G., Enemark J. H. (1993) Electron Transfer in
Sulfite Oxidase: Effects of pH and Anions on Transient Kinetics. Biochemistry 32,
12465 - 12470.

Smith T.A., Croker J.S., Loeffler R.S.T. (1986) Occurence in higher plants of 1-(3-
aminopropylpyrrolinium and pyrroline: products of polyamine oxidation
Phytochemistry 25, 683 - 689.

Smith P. K., Krohn R. I, Hermanson G. T., Mallia A. K., F. H. Gartner F. H.,
Provenzano M. D., Fujimoto E. K., Goeke N. M., Olson B. J., Klenk D. C. (1985)
Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal. Biochem. 150, 76-85.

Stranska J., Sebela M., Tarkowski P., Rehulka P., Chmelik J., Popa I., Pe¢ P. (2007)
Inhibition of plant amine oxidases by a novel series of diamine derivates. Biochimie
89, 135 - 144.

-78-



Strolin Benedeti M. (2001) Biotransformation of xenobitics by amine oxidases. Fundam
Clin Pharmacol 15, 75 - 84.

Svitel J., Stredansky M., Pizzariello, Miertus S. (1998) Composite biosensor for sulfite
assay: Use of water-insoluble hexacyanoferrate(lll) salts as electron-transfer
mediators. Electroanalysis 10, 591-596.

SebelaM., Frébort I., Pe& P. (1998) Nové poznatky o kofaktorech Cu-aminoxidas jako
pFispévek k biochemii proteint. Chem. Listy 92, 698 - 710.

Sebela M., Lamplot Z., Petfivalsky M., Kopeény D., Lemr K., Frébort I., Pe¢ P. (2003)
Recent news related to substrates and inhibitors of plant amine oxidases.
Biochimica et Biophysica Acta 1647, 355 — 360.

Sebela M., Luhova L., Frébort I., Hirota S., Faulhammer H.G., Stuzka V., Pe¢ P.
(1997) Confirmation of the presence of a Cu(ll)/topa quinone active site in the
amine oxidase from fenugreek seedlings. Journal of Experimental Botany 48,
1897-1907.

Sebela M., Radova A., Angelini R., Tavladoraki P., Frébort I., Pe¢ P. (2001) FAD-
containing polyamine oxidases: a timely challenge for researchers in biochemistry
and physiology of plants. Plant Science 160, 197 — 207.

Sebela M., Tylichova M., Pe¢ P. (2007) Inhibition of diamine oxidases and polyamine
oxidases by diamine-based compounds. J.Neural.Transm. 114, 793 - 798.

Tabor C.W., Tabor H. (1984) Polyamines. Annual Review of Biochemistry 53, 749 -
790.

Tan W.H., Eichler F.S., Hoda S., Lee M.S., Baris H., Hanley C.A., Grant P.E.,
Krishnamoorthy K.S., Shih V.E. (2005) Isolated sulfite oxidase deficiency: a case
report with a novel mutation and review of the literature. Pediatrics 116, 757 - 766.

Taylor S.L., Higley N.A., Bush R.K. (1986) Sulfites in foods: Uses, analytical methods,
residues, fate, exposure assessment, metabolism, toxicity, and hypersensitivity.
Adv. Food Res. 30, 1 - 76.

Thomas T., Thomas T.J. (2001) Polyamines in cell growth and cell death: molecular
mechanisms and therapeutic applications. Cell Mol Life Sci 58, 244 - 258.

Thomas T., Thomas T.J. (2003) Polyamine metabolism and cancer. J Cell Mol Med 7,
113 - 126.

Umekage S., Ueda T. (2006) Spermidine inhibits transient and stable ribosome
subunit dissociation. FEBS Lett 580, 1222 - 1226.

van Leeuwenhoek A. (1678) Observationes D. Anthonii Leeuwenhoek, de natis e

semine genitali animalculis. Philos Trans R Soc Lond 12, 1040 - 1043.

-79-



Walden R., Cordeiro A., Tiburcio A.F. (1997) Polyamines: small molecules triggering
pathways in growth and development. Plant Physiol 113, 1009 - 1013.
Walters D.R. (2003) Polyamines and plant disease Phytochemistry 64, 97 - 107.

Woo W.H., Yang H., Wong K.P., Halliwell B. (2003) Sulphite oxidase gene expression

in human brain and in other human and rat tissues. Biochem Biophys Res
Commun 305, 619 - 623.

DalSi pouzité prameny:

http://www.agronavigator.cz/az/vis.aspx?id=92107
http://ekologie.uhk.cz/page.aspx?page_id=38&mode=1&letter=12
http://www.starch.dk/isi/methods/20s02.htm
http://kimblechase.thomasnet-navigator.com/item/ms-sulfites-distillation-apparatus-
component-par-2/monier-williams-sulfites-distillation-apparatus-2/513800-0000
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfite_oxidase

http://cbc.arizona.edu/faculty _profile/enem/new/images/sulfite-oxidase-active-site-
500w.jpg

http://iwww.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3K5T

-80-



9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4-AAF
ADC
AdoMetDC
APS
BCA
BSA
CAO
DEAE
DNA
EDTA
FAD
FDA
MEHA
MES
Moco
MOPS
oDC
PAO
PSAO
RNA
SDH
SDS-PAGE

SUOD

4-aminofenazon

arginin dekarboxylasa

adenosylmethionin dekarboxylasa
persiran amonny

kyselina bicinchoninova

hovézi sérovy albumin

aminoxidasa obsahujici méd
diethylaminoethyl

deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova
flavin-adenin dinukleotid

Food and Drug Administration
3-methyl-N-ethyl-N"-(B-hydroxyethyl)anilin
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina
molybdenovy kofaktor
3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina
ornithindekarboxylasa

polyaminoxidasa

hrachova aminoxidasa

ribonukleova kyselina
sulfitdehydrogenasa

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
pritomnosti dodecylsulfatu sodného

sulfitoxidasa
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