1 Teoreticky uvod

1.1 Izolace enzymi

1.1.1 Uprava biologického materialu

K biochemickym studiim se pouziva nejriiznéjsi biologicky material, ktery ptiroda
poskytuje. Vzhledem k jeho rtiznorodosti je technika jeho zpracovani mnohdy velmi odlisna
atidi se ucelem, k jakym studiim jej ma byt pouzito. Zplisob zpracovani téchto materialti
byva casto odlisny podle toho, zda maji byt vychozi surovinou pro izolaci, stanoveni néjaké
slouceniny ¢i skupiny latek nebo zda chceme studovat jejich metabolismus.

Ma-1i byt izolovana né&jaka latka, nebo skupina latek z biologického materidlu (napf.
urCity vitamin, bilkovina, sacharid apod.) je dilezit¢ zvolit vhodnou vychozi surovinu. Pro
izolaci se hodi nejlépe takovy biologicky material, v némzZ je pozadovana latka v nejvyssi
koncentraci, je dostupny a jeho cena je piijatelnd. Vybrany zivocis$ny, rostlinny nebo
mikrobidlni materidl je tieba dikladné rozrusit, aby pak mohla byt izolovana latka nasledné
extrahovana. RozruSeni vychoziho materidlu se provadi nejéastéji mletim (na sucho) nebo
homogenizaci.

Homogenizace

V biochemické praxi je homogenizace chapana jako dikladné rozmélnéni materialu za
pridavku vody nebo vhodnych roztoki, nejcastéji riiznych pufri nebo fyziologickych roztok.
Homogenizace je provadéna v nejriznéjSich komercnich homogenizatorech, ale 1 ve
vykonném mixeru. Dal$i zplGsob homogenizace je roztirdni materidlu v tfeci misce za
pfidavku pisku nebo jiného abraziva. K materidlu Ize také ptidat kapalny dusik a zmraZeny
material tak snadnéji rozdrtit.

1.1.2 Extrakce

Pfi 1zolaci proteintl nebo jinych biologickych makromolekul je tieba tyto latky prevést z
homogenizovaného materidlu do roztoku. Zptsob extrakce opét zavisi na charakteru
vychoziho materidlu a izolovanych makromolekul.

Proteiny z homogenizovanych ZivociSnych a rostlinnych tkani se extrahuji 2 - 5
nasobnym objemem pufru, ktery by mél mit dostatecné velkou pufrani kapacitu, aby
extrakce probihala pfi takovém pH, pii kterém je izolovany protein stabilni. Pro vétSinu
proteint je vyhodné pracovat za snizené teploty (4 °C), kdy jsou denatura¢ni a degradacni
procesy zna¢né zpomaleny. Nebezpecim pro izolovany protein jsou hydrolytické enzymy,
pfedevS§im proteasy, které jsou v biologickém materidlu vzdy pfitomny a mohou velmi
ovlivnit sp&snost izolace. Uinku téchto degrada¢nich enzymi mohou do zna¢né miry
zabranit inhibitory proteas, které se ptidavaji do extrakéniho pufru. Pfi extrakci proteinl z
rostlin je tfeba pocitat s pevnou bunécnou sténou rostlinnych bun€k, ktera mize byt rozruSena
bud’ mechanicky nebo enzymové celulasami a hemicelulasami. K inaktivaci proteint
izolovanych z rostlin mlzZe vedle vySe zminénych degradacnich enzyml vést i mnoZstvi
uvolnénych fenoli obsazenych v rostlindch. Do extrakénich pufrii se proto pfidava
polyvinylpyrrolidon, ktery vytvaii s fenoly nerozpustné komplexy. Je-li izolovany protein
soucasti n€jaké subcelularni struktury, napt. mitochondrii, je vyhodné zbavit se zbytku buiiky



diferen¢ni centrifugaci. Membranové proteiny je tieba izolovat pomoci tenzidl a organickych
latek rozpoustéjicich tuky.

1.1.3 Precipitace

V piirodé se latky vyskytuji vétSinou ve smésich, a to ve smésich Casto velmi slozitych.
Proto se v biochemii a v chemii pfirozenych latek viibec setkdvame s nutnosti umét rozd¢lit
slozité smési nebo oddélit jednu latku z takové smési. K tomu slouzi separacni techniky.

V pocatecnich fazich izolaci biopolymeri jsou vétSinou pouzivany méné pracné metody
fazové separace, jako jsou precipitace (frakcionace), dialyza ¢i vsaddkova adsorpce. Tyto
metody nemaji zpravidla velké rozliSeni, umoziuji vSak snadné a rychlé zakoncentrovani
preparatu po zakladni extrakci biologického materidlu. SraZeni se provadi pomoci neutralnich
soli, zménou pH, organickymi rozpoustédly ¢i teplotou.

Rozpustnost proteind ve vodnych roztocich zavisi na jejich solvataénim obalu, tj. vrstvé
molekul vody aiontt, které obaluji jejich molekuly. Pfi¢inou solvata¢nich obalti jsou
elektrostatické sily mezi polarnimi strukturami proteint a dipoly vody. Rozpustnost proteini
se srostouci koncentraci soli zpravidla nejprve zvySuje (vsolovaci efekt), prochazi
maximem a posléze klesa (vysolovaci efekt). Vsolovani je zptisobeno vytvofenim iontového
oblaku kolem ionizovanych skupin biopolymerii — dochdzi ke sniZzeni interakce nabitych
skupin biopolymerii mezi sebou a zvySeni interakci s rozpoustédlem. Dal§im piidavkem
neutralni soli se snizuje tloustka solvataéniho obalu a efektivni koncentrace vody, a tim se
snizuje i rozpustnost proteinu. Charakter zavislosti rozpustnosti na koncentraci soli je uréen
nejen typem biopolymeru, ale i typem soli ahodnotou pH. Nejniz$i je rozpustnost
Vv izoelektrickém bodgé, tj. hodnota pH, pii které ma molekula biopolymeru neutralni naboj.

Pii frakcionaci organickymi rozpoustédly misitelnymi s vodou (methanol, ethanol,

aceton) se vyuziva rozdilnd rozpustnost proteini v téchto rozpoustédlech a ve vodé.
ZvySovanim koncentrace organického rozpoustédla se zmenSuje i1 solvataéni obal kolem
molekul proteini, coz nakonec vede kjejich vysrdZeni. Frakcionace organickymi
rozpoustédly se miZze kombinovat se zménami koncentrace soli, pH a teploty.

Tepelna denaturace neZadoucich latek

Tato metoda se pouzivd zejména pii izolaci nékterych termostabilnich enzymi
V pocatednich fazich purifika¢niho procesu. Casto se do roztoku ptidava substrat, koenzym
nebo inhibitor pfislusného enzymu, nebot’ pfitomnost téchto latek vede k tvorbé komplexi
enzym — ligand, které se zpravidla vyznacuji zvySenou odolnosti vii¢i denaturacnim vliviim.
Roztok je zahfat po jistou dobu na urCitou teplotu, pak je rychle ochlazen v ledové lazni
a koagulované balastni biopolymery, zejména termolabilni proteiny, se odstrani centrifugaci
nebo filtraci.

Vysolovani biopolymerii neutralnimi solemi

Precipitovatelnost ur¢ité¢ho proteinu z vodného roztoku je zavisla na druhu pouzité soli,
iontové sile, hodnoté pH, teploté a koncentraci proteind. Pii vysolovacim efektu se uplatiiuje
daleko vice povaha aniontu nezZ kationtu. Dvojmocné a vicemocné anionty precipituji proteiny
vétSinou mnohem U¢innéji nez anionty jednomocné. Nejcastéji pouzivanou soli pro
vysolovani biopolymeri je siran amonny. Jeho vyhodou je znacnd rozpustnost (napf.



ve srovnani s Na;SO,), ktera je jen nepatrné zavisla na teploté, a maly denaturacni vliv.
Doporucuje se pouzivat dostatecné Cisty siran amonny bez obsahu kovovych iontl, které by
mohly interagovat s proteiny a katalyzovat né¢které oxidacni reakce. Jiné soli se pouzivaji jen
ve specialnich ptipadech, napi. siran hofe¢naty k izolaci y-globulinové frakce ze séra nebo
chlorid sodny k precipitaci fibrinogenu. Diky své velké kapacité a tlumivé schopnosti by byly
fosforeCnany idealnimi srazedly, ale pro svou Spatnou rozpustnost se v praxi pouzivaji jen
velmi omezend. Casto pouzivanou soli pro precipitaci nékterych enzymt je i chlorid
manganaty.

Vlastni precipitace se provadi tak, ze se do roztoku biopolymert stl zpravidla ptidava po
malych davkach v pevném stavu nebo jako nasyceny vodny roztok za stdlého michani, aby
nedoslo k lokélnimu pfesyceni. Vysolovani probihé pfi konstantni teploté, chlazeni neni vzdy
nezbytné. Optimalni koncentra¢ni rozsah pro frakcionaci daného proteinu je nutno najit
empiricky. Mnozstvi siranu amonného, pottebného k dosazeni ur€itého stupné nasyceni, lze
snadno zjistit z tabulky 1. Po pfidani takového mnozstvi siranu amonného, které odpovida
30% mnozstvi potfebného ke vzniku nasyceného roztoku této soli (v praxi oznacovano jako
30% nasyceni), se srazeji nukleové kyseliny a pomérn¢ malo proteinti. Mezi 30 — 75%
nasyceni pak precipituje vétSina proteind. V tomto rozmezi je tieba nasyceni zvySovat po
pomérné malych davkach. Po pridani ptislusného mnozstvi soli se roztok biopolymeru micha
jesté asi 20 minut a precipitat se oddeli centrifugaci. Pokud je dany biopolymer obsazen
V precipitatu, lze po rozpusténi sraZzeniny ziskat jeho koncentrovany roztok. Siran amonny se
z roztoku oddéli vétSinou dialyzou, gelovou chromatografii nebo ultrafiltraci.



roztoku, aby se dosahlo zadané zmény v procentech saturace roztoku siranem amonnym.

Tabulka 1 - Mnozstvi pevného siranu amonného, které je tfeba pfidat k jednomu litru

Vysledna koncentrace siranu amonného (% saturace)

10 15 20 25 30 33 35 40 45 50 5 60 65 70 75 80 85 90 95 100

0| 56| 84| 114|144 176| 196| 209 | 243 | 277 | 313 | 351 | 390 | 430 472 | 516 | 561 | 610 | 662 | 713 | 767

10 28| 57| 86| 118| 137| 150| 183 | 216| 251 | 288 | 326 | 365 | 406 [ 449 [ 494 | 540 | 592 | 640 | 694
15 28| 57| 88| 107| 120| 153 185| 220 | 256 | 294 | 333 | 373 | 415| 459 | 506 | 556 | 605 | 657
20 29 59| 78| 91| 123| 155| 189| 225| 262 | 300 | 340| 382 | 424 | 471 | 520 ( 569 | 619
25 30| 49| 61| 93| 125( 158 193| 230 267 | 307 | 348 | 390 | 436 | 485| 533 | 583
30 19| 30| 62| 94| 127|162 198 | 235| 273 | 314 | 356 | 401 | 449 | 496 | 546
33 12| 43| 74| 107 | 142 177 | 214 | 252 | 292 | 333 | 378 | 426 | 472 | 522
35 31| 63| 94| 129|164 | 200 | 238 | 278 | 319 | 364 | 411 | 457 | 506
40 31| 63| 97| 132|168 | 205| 245| 285 | 328 | 375| 420 | 469
45 32| 65| 99| 134|171 210| 250| 293 | 339 383| 431
50 33| 66| 101| 137| 176 | 214 | 256 | 302 | 345| 392
55 33| 67| 103| 141| 179| 220 | 264 | 307 | 353
60 34| 69| 105| 143| 183 | 227 | 269 | 314
65 34| 70| 107 | 147|190 | 232 275
70 35| 72| 111 153 194 237
75 36| 74| 115| 155| 198
80 38| 77| 117 157
85 39| 77| 118
90 38| 77
95 39

Vychozi koncentrace siranu amonného (% saturace)

1.1.4 Centrifugace
Centrifugace Cili odstfed’ovani patii k nejbéznéjSim operacim v biochemické laboratofi.
Dovoluje oddélit slozky suspenze nebo emulze na zaklad¢ rozdilnych hustot. Byva casto

rychlejsi a pohodlInéjsi nez filtrace a v n¢kterych piipadech vede i1 k lep§imu oddéleni pevné
a kapalné faze. Kromé nahrazeni nebo doplnéni filtrace, zvlasté je-li suspendovana latka
velmi jemnd, Spatné filtrovatelnd a filtrace zdlouhava, mé odstfed’ovani v biochemii i jiny




vyznam. Slouzi k nékterym specialnim preparativnim a analytickym uceliim (napf. izolace
mitochondrii diferen¢ni centrifugaci). Dale je to priprava bunécnych struktur gradientovou
centrifugaci a z analytickych aplikaci pak pfedevsim stanoveni relativnich molekulovych
hmotnosti sloucenin a stanoveni Cistoty izolovanych preparata.

Pti odstfed’ovani ptisobi na sedimentujici ¢astice odstiediva sila (P), kterou lze vyjadrit
vztahem P = m'r-@?, kde m je hmotnost &astice, r je polomér otaceni a  je thlové rychlost.
Pro praktické vypocty se vSak zavadi veliCina relativni odstfedivé zrychleni R, které udava,
kolikrat je toto zrychleni vétSi nez zemské gravitacni zrychleni g a je dana vztahem R =
1,118 r'N*10°, kde N je pocet otatek za minutu a r je polomér otd¢eni v cm. Je nutno ji
uvadét jako hlavni charakteristiku centrifugace. Ze vzorce je zfejmé, ze pouhy udaj poctu
otacek za minutu necharakterizuje proces centrifugace.

Existuje celd fada typu centrifug, které se 1iSi velikosti (od malych stolnich az po
velkoobjemové primyslové odstfedivky), dosahovanym zrychlenim a tvarem rotorii (vykyvné
a uhlové). Ve vykyvnych rotorech jsou kyvety ulozeny v pouzdrech, kterd jsou volné
zavésSena v Cepech vlastniho rotoru a kyvety jsou béhem odstted’ovani ve vodorovné poloze.
Naproti tomu v thlovych rotorech jsou kyvety fixovany v uréitém uhlu (45 - 50°) k ose
otaceni.

Zvlastni kategorii tvoti ultracentrifugy, na nichz lze dosahnout relativniho odstfedivého
zrychleni 100000 X g a vice. Lisi se od béznych centrifug zejména tim, ze prostor s rotorem
musi byt pii odstfedovani evakuovan. Pouzivaji se pro déleni biopolymert a subcelularnich
Castic v hustotnim gradientu sacharosy nebo cesnych soli. Tyto techniky lze provadét jak
Vv analytickém, tak i v preparativnim méfitku. Analytické centrifugy jsou navic opatifeny
optickym zafizenim umozZiujicim sledovat rozhrani tvofena jednotlivymi sedimentujicimi
latkami.

Pro vétSinu praci preparacnich i1 analytickych jsou poZadovany centrifugy chlazené.
Chlazeni centrifug je zajiStovano chladicimi agregaty, zabudovanymi do jediného provozniho
celku s centrifugou a je ovladano termostatem. Protilehlé kyvety (u vysokootackovych
centrifug vSechny kyvety) museji byt staticky a dynamicky vyvazeny. Z bezpe¢nostnich
divodu i z hlediska ochrany centrifugy je nutno klast na vyvazovani kyvet zvySenou
pozornost. Kazda nepresnost v dynamickém i statickém vyvazeni se mnohonasobné
projevi zvétSenim odstiedivého tlaku na jednu stranu osy. Osa se nerovnovaznym
zatiZzenim snadno ohne nebo se poskodi lozisko. Pfi chodu odstfedivky se pii nepfesném
vyvazeni projevuji silné vibrace. Statického vyvézeni se dosahne tak, Ze se na technickych
vahach s pfesnosti na jeden gram vyvazi protilehld pouzdra s kyvetami naplnénymi suspenzi
urcenou k centrifugaci. Daleko vétsi pozornost je tfeba klast dynamickému vyvazeni
protilehlych kyvet. Protilehlé kyvety musi mit stejnou velikost, hmotnost a stejné umisténé

Vvoev

suspenzi o stejné hustoté. Nelze tedy naptiklad pii precipitaci siranem amonnym kyvetu
s timto roztokem vyvazit kyvetou s destilovanou vodou.

POIJMY Pelet - pevna, usazena Cast po centrifugaci
Supernatant - ¢ira kapalina nad precipitatem



1.15 Dialyza

Tato separacni technika vyuziva difuze nizkomolekularnich latek membranou
nepropustnou pro velké molekuly a ¢astice z roztoku o vyss$i koncentraci do roztoku o
koncentraci niz$i. V okamziku, kdy se koncentrace latek prochdzejicich membranou na obou
strandich membrany vyrovnaji, proces se zastavi. Molekuly proteini neprochazeji pro svou
velikost otvory dialyzacnich membran, naopak molekuly vody prochazeji ve sméru
osmotického tlaku, coz ma dva praktické dopady: vzorek se nafedi a nabude na objemu.
Dialyza umoziuje v biochemii napt. snadné oddé€leni soli od roztokti proteinti (pfi vysolovani
proteinii siranem amonnym), uplatiiuje se i1 pfi krystalizaci proteinli. Nejcastéji se vyuziva
tam, kde chceme vysokomolekularni latky zbavit nizkomolekularnich necistot.

Diive se pouzivaly pro dialyzu membrany typu kolodium, celofan, pergamen anebo
I membrany zvifeciho pivodu (stfeva, vajecna blanka, rizné méchyte). Nyni jsou komeréné
dostupné umélé membrany s vhodnou velikosti péri ve tvaru dlouhé trubice razného
praméru, béznym laboratornim slangem nazyvané dialyzacni stfeva. Potfebny dil dialyza¢ni
trubice se odstfihne a na jednom konci pevné zavaze nebo uzavie specidlni svorkou. Pied
naplnénim novou trubici vzdy potfadné propldchneme a nechdme chvili namocenou
Vv destilované vodg, je tieba vymyt glycerol, kterym jsou trubice impregnovany. Po naplnéni
preparatem ur¢enym k dialyze se uzavie i druhy konec trubice a vlozi se do nddoby s vodou
nebo pufrem o nizké iontové sile. Snazime se, aby dialyza byla co nejrychlejsi. Rychlost
dialyzy zéavisi na koncentratnim spadu (zpoc¢atku je rychlejsi, postupné se zpomaluje), ktery
je ovlivnén predevsim pomérem objemd vné a uvniti membrany. Rychlost tohoto procesu
dale zavisi na teplot¢, na poctu a velikosti péri v membrané, na sile membrany,
na elektrickych interakcich mezi membranou a difundujicimi ¢asticemi a na velikosti plochy
membrany. Michani a obvykle i vyména kapaliny velmi zrychluji postup dialyzy. ProtoZe
dialyza trva zpravidla desitky hodin, provadi se obvykle pies noc pii teploté 0 — 4 °C, aby se
zabranilo denaturaci proteini a mnozeni mikroorganismu.

1.1.6 Odvozeni vztahu pro vypocet koncentrace produktu a vypocet aktivity enzymu

Odvozeni vztahu pro vypocet koncentrace produktu a vypocet aktivity enzymu si ukdZeme na
konkrétnim ptikladu ze cviceni, pro stanoveni aktivity enzymu aminoxidasy.
Rovnice 1.1: Lambert-Beertv zakon.

AA=Ac.c.l

AA... zména absorbance
Ac... zména koncentrace tetraguajakolchinonu

&... molarni absorp¢ni koeficient 4500 L.mol*.cm*
... délka optické drahy kyvety (cm)

Béhem cvi¢eni méfime zménu absorbance, coZ je hodnota odecCitana ze spektrofotometru a
udava rozdil mezi pocatkem a koncem méfeni, jez trvalo 60 s. Po dosazeni do vztahu zbyva

jedind proménné Ac, kterd je pfimo umérnd zmeéné absorbance.

Rovnice 1.2: Vyjadieni koncentrace z Lambert-Beerova zakona.



Dosazenim do vztahu 1.2 ziskdme zménu koncentrace produktu enzymové reakce. V dalSich
vypoctech vsak budeme potiebovat vztah pro vypocet latkového mnozstvi produktu. K tomu
potfebujeme vztah 1.3.

Rovnice 1.3: Vypocet latkového mnozstvi (4n).

An=Ac.V

Aktivita enzymu odpovidé rychlosti katalyzované reakce. Udava se bud’ v mezinarodnich
jednotkéch (IU), nebo v katalech, coz je jednotka patfici do soustavy jednotek SI. Jeden katal
je mnozstvi enzymu, které katalyzuje preménu 1 molu substratu za jednu sekundu pti 30 °C.
Rovnice 1.4: Vypocet aktivity enzymu.

o An
aktivita enzymu = Ar

An... zména latkového mnozstvi substratu (pfipadné produktu, pak je ale potieba zohlednit
stechiometrii reakce!) (jednotka mol)

At... zména (jednotka sekunda)

Pfi reakci putrescinu s aminoxidasou métime nariist produktu peroxidu vodiku, uloha vsak
vyuziva tzv. sprazené reakce, kdy je do reakéni smési pridana i peroxidasa, diky niz vznika
barevny tetraguajakolchinon. Obé reakce probihaji ve stechiometrickém poméru 1:1. Pfi
vypoctu aktivity aminoxidasy tedy muizeme uvazovat, ze z jedné molekuly zreagovaného
substratu vznikne jedna molekula produktu, a tak mizeme v Givaze postupovat takto:

Rovnice 1.5: Po dosazeni z rovnice 1.2 do rovnice 1.3 ziskame nasledujici vztah pro vypocet
latkového mnozstvi produktu (odpovidd i1 koncentraci preménéného substratu), ktery
vyuzijeme pii vypoctu aktivity enzymu.

AA

An = — .V
.l

Rovnice 1.6: Vypocet aktivity enzymu po dosazeni ze vztahu 1.5 do rovnice 1.4.

A.V
. t. 1

aktivita enzymu =

V... celkovy objem v kyveté¢ (jednotka litr)
Jednotka aktivity je z definice mol/s, coz se trivialn¢ oznacuje jako katal.

1.1.7 Vyhodnoceni purifikace enzymii

Mirou Cistoty enzymu je specificka aktivita (as), kterd narstd v prabéhu purifikacniho
procesu. Obecné se z vychoziho materialu (frakce 0) purifika¢nimi kroky (srdzeni, extrakce,
chromatografie, aj.) ziskavaji dalsi frakce (N). Pro kvantitativni hodnoceni se pro kazdou
frakci provede jeji charakterizace - experimentdlné se ur¢i mnozstvi (objem Vy), celkova
aktivita (ay) a hmotnost bilkoviny (my).



Nasledné¢ se spocitaji pro kazdou frakcei: specificka aktivita asn = an/my
vytézek = (an/ag)-100%
stupen precisténi = asn/as o
Vysledek purifikace se pak piehledné zobrazi ve formé purifikacni tabulky.

1.2 Aminoxidasy

Aminoxidasy jsou obecné rozsifené enzymy, které 1ze délit dle substratové specifity do tii

skupin:

e monoaminoxidasy (obsahujici flavin), zkr. MAO, EC 1.4.3.4; amin:O, oxidoreduktasa
(deaminacni, obsahujici flavin). Jsou obsazeny v krvi, mitochondriich a v celé fad¢
rostlinnych celedi, ale vzdy ve velmi nizké aktivité. Katalyzuji oxidaci primarnich
amint, obvykle také sekundarnich a terciarnich s malymi substituenty.

e aminoxidasy (obsahujici méd’), zkr. AO, EC 1.4.3.6; amin:O, oxidoreduktasa
(deaminacni, obsahujici méd’). Jsou typické zejména pro placentu, kiru ledvin
a bobovité rostliny jako hrach, s6ja, vojtéska, jetel, Cocka apod.) Typickymi substraty
jsou diaminy putrescin (butan-1,4-diamin) a kadaverin (pentan-1,5-diamin), a proto
jsou také nékdy oznacovany jako diaminoxidasy (zkratka DAO).

e polyaminoxidasy (obsahujici flavin), zkr. PAO, nemaji zafazeni v EC, jsou typické
pro travy aobilniny, substraty jsou spermin (N,N’-3-aminopropylputrescin)
a spermidin (N-3-aminopropylputrescin).

Vsechny aminoxidasy spotiebovavaji k oxidaci substratu kyslik a produkuji peroxid

vodiku, amonny ion a ptislusny aldehyd:

R'CHZNH3+ + O, + HHO — R-CHO + NH4+ + H,0,

VétSina polyaminoxidas jsou flavoproteiny, obsahujici jako kofaktor FAD. Organické
kofaktory ostatnich aminoxidas se podafilo identifikovat az v poslednich letech. Neékteré
mikrobidlni aminoxidasy (napf. methylaminoxidasa) obsahuji kovalentné¢ vazany
pyrrolochinolinochinon (zkratka PQQ), zatimco aminoxidasy (obsahujici méd’) maji jako
kofaktor trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon), ktery vznika posttransla¢ni modifikaci
peptidové vazaného tyrosinu (Obr. 1).

OH

pyrrolochinolinochinon (PQQ) trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon)

Obr. 1 Pyrrolochinolinochinon (PQQ), trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon).



Vhodnym enzymem pro potieby laboratorniho cviCeni zaméfeného na
problematiku enzymologie je enzym aminoxidasa izolovany z klickt hrachu (PSAO). PSAO
ma dimerni strukturu a obsahuje organicky kofaktor TOPA-chinon a méd’ ve form& Cu(II)
v kazdé z podjednotek. Relativni molekulovd hmotnost PSAO v nativnim stavu (dimer) je
150 kDa. Vychozim materidlem pro purifikaci rostlinnych Cu-aminoxidas jsou nejcasteji
etiolované 7-10 denni semenacky. Purifikacni metody zahrnuji homogenizaci rostlinného
materidlu ve vhodném pufru, hrubé precisténi extraktu, jeho zakoncentrovani a ftadu
chromatografickych postupii. Pro hrubé ptecisténi extraktu lze pouzit metody srazeni
balastnich bilkovin siranem amonnym, chloridem manganatym ¢i protaminsulfitem nebo
fizenou tepelnou denaturaci balastnich bilkovin. Pro izolaci aminoxidas se vyuziva
chromatografie na celulosovych iontoménicich, na hydroxyapatitu a gelova permeacni
chromatografie.

Pro stanoveni aktivity aminoxidasy byla vypracovana fada rizné specifickych a citlivych
metod. Metoda, kterou budeme déle vyuzivat je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni
zlutohnédého zbarveni indikujiciho aminoxidasovou reakci vznikly peroxid vodiku. Vznikly
peroxid vodiku je za pfitomnosti peroxidasy (EC 1.11.1.6) a bezbarvého guajakolu
(o-methoxyfenol) rozkladan na kyslik a vodu. Kyslik oxiduje guajakol za vzniku
zlutohnédého tetraguajakolochinonu s absorbénim maximem pii 436 nm. Narust absorbance
pii 436 nm v case odpovidd vznikajicimu peroxidu vodiku a tedy aktivité aminoxidasy.
Vhodnymi substraty aminoxidasy z klick@i hrachu jsou diaminy putrescin a kadaverin.
Kadaverin je dokonce oxidovéan za pfitomnosti aminoxidasy rychleji nez putrescin, ktery je
diamin a druhym kyslik. Mechanismus aminoxidasové reakce ma ping-pongovy charakter, jak
je naznaCeno v Clelandové schématu. V anaerobni fazi reakce dochazi nejdfive k reakci
enzymu s aminoskupinou aminu (A), uvolni se odpovidajici aldehyd (P) a vznika redukovana
forma enzymu (Eeq). Reakci redukované aminoxidasy s molekularnim kyslikem (B) dochazi
k uvolnéni H,0O, (Q) a NH3 (R), coZ je spojeno s reoxidaci enzymu (Eqx) (Obr. 2).

A P B Q R
RCH,NH, RCHO O, HO,  NH,
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Obr. 2 Clelandovo schéma bi-ter ping-pongového mechanismu aminoxidasové reakce.



2 Prakticka ¢ast

2.1 Izolace aminoxidasy a stanoveni jeji aktivity

2.1.1 Cile tlohy
 Praktické provedeni izolace a purifikace enzymu aminoxidasy

 Stanoveni enzymové aktivity a koncentrace proteinti Bradforodovou metodou
e Seznameni se s vypocty enzymové aktivity a uspesnosti purifikacniho procesu

« Trénink pipetovani, prace s centrifugou a spektrofotometrem

2.1.2 Vybaveni

2.1.2.1 Material

Jako vychozi material pro izolaci aminoxidasy budou pouzity 7—-10 denni rostliny hrachu
pestované ve tmée pii teploté 22 °C (ethiolované rostliny).

2.1.2.2 Pristroje

e Chlazena centrifuga, elektromagnetickd michacka, spektrofotometr, digitalni
predvazky, vortex

2.1.2.3 Chemikalie

e Coomassie Brilliant Blue G-250, siran amonny, ethanol, kfenova peroxidasa,
putrescin, hydrogenfosforecnan didraselny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, guajakol,
kyselina fosfore¢na

2.1.2.4 Roztoky

e Bradfordovo ¢inidlo
100 mg Coomassie brilliant blue G-250 (0,01% w/v), 50 ml 95% ethanol (5% kone¢na
koncentrace), 100 ml 85% kyselina fosforecna, doplni se vodou do 1 1.

e 0,01% kienova peroxidasa
5 mg peroxidasy se rozpusti ve vodé a upravi se objem na 50 ml.

e 0,1 M K-fosfatovy pufr pH 7
5,45 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 12,23 g hydrogenfosfore¢nanu draseného
se rozpusti v 800 ml vody. Upravi se pH na hodnotu 7 a doplni na objem 1 1.

e 0,035 M guajakol
196 mg guajakolu se rozpusti ve vodé a doplni do objemu 50 ml.

e 87,5mM putrescin
140,96 mg putrescinu se rozpusti ve vodé a doplni do objemu 10 ml.
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Postup

Izolace aminoxidasy

Vychlad’te centrifugu na 4 °C. Do centrifugy vklidejte pouze ociSténé a osuSené
falkony!

Priprava hrubého extraktu:

1.

20 g zmrazenych desetidennich ethiolovanych rostlin hrachu nastiihejte na 1 cm
kousky do tfeci misky a po pfidani motského pisku rozetfete na kaSi. Postupné
pridavejte 40 ml 0,1 M K-fosfatového pufru pH 7.

Ziskany homogenat prefiltrujte (vymackejte) pfes nylonovou tkaninu a kapalny podil
centrifugujte na chlazené centrifuze (15 min, 7 000 g, 4 °C). Pted vlastni centrifugaci
je nutné kyvety peclivé vyvazit.

Supernatant slijte do 50 ml valecku, zaznamenejte si objem a odeberte vzorek ¢. 1
(2ml) na stanoveni aktivity aminoxidasy a obsahu proteind. Vzorky odebirané
Vv prubehu izolace uchovavejte v ledové lazni.

Takto ziskany supernatant oznacujeme jako hruby extrakt.

Precipitace siranem amonnym a dialyza:

Dalsim purifikacnim krokem bude frakcionacni srazeni siranem amonnym a ndsledna
dialyza.

1.

Na zékladé¢ odméfeného objemu supernatanu navazte do pfipravené misky siran
amonny (176 gna 1 1 roztoku).

Ptidavkem siranu amonného do 30% nasyceni vysrazejte z rostlinného homogenatu
Cast balastnich bilkovin. K supernatantu z piedeslého kroku v pribéhu 15 min
postupné piidavejte odvaZzené mnozstvi siranu amonného. Roztok po dobu srazeni
michejte na michacce a chlad’te. P&t minut po poslednim piidavku siranu amonného
rozdélte objem v kadince do dvou centrifugacnich kyvet, které vyvaZzte na
predvazkach.

Centrifugaci odstrante vzniklou srazeninu (15 min, 7 000 g, 4 °C). Supernatant slijte
do 50 ml valecku, zméfte objem a odeberte vzorek €. 2 (2 ml). Se srazeninou, ktera
obsahuje balastni bilkoviny, dale nebudete pracovat.

Na zadkladé¢ odméfeného objemu supernatanu navazte do pfipravené misky siran
amonny (273 gna 1 1 roztoku).

Enzym s aminoxidasovou aktivitou vysrazejte ze ziskaného supernatantu piidavkem
siranu amonného do 70% nasyceni (na 70% nasyceni roztoku obsahujiciho jiz 30 %
siranu amonného je tieba 273 g siranu amonného do 1 1). Postupujte stejné jako
v predchozim kroku.

Vysrdzené proteiny odstrante centrifugaci (15 min, 7 000 g, 4 °C). Supernatant slijte
do vélecku, zaznamenejte si objem a odeberte vzorek €. 3 (2 ml). Srazeninu obsahujici
aminoxidasu rozpustte v 5 ml 0,1 M K-fosfatového pufru pH 7. Odeberte vzorek ¢. 4
(0,5 ml).



7.

Srazeninu rozpusSténou v pufru z pfedeslého kroku dialyzujte proti 0,1 M
K-fosfatového pufru pH 7. Takto ptipraveny enzym je dostate¢né aktivni a vhodny pro
dalsi kinetickd méfeni. Z ¢asovych diivodii se tento krok ve cviceni vynechava.

2.1.3.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity aminoxidasy

Pripravte si reakcni smés pro 20 méreni

30 ml 0,1 M K-fosfatového pufru pH 7
0,5 ml 0,035 M guajakolu
0,5 ml 0,01% kienové peroxidasy

Do spektrofotometru vkladejte pouze o€isténé a osuSené kyvety!

Dle ndsledujiciho postupu stanovte aktivitu aminoxidasy

1.
2.

Zapnéte spektrofotometr.
Vyberte moznost Applications (1), dale zvolte Kinetics (4), nastavte vinovou délku
436 nm, méfeni kintiky po dobu 1 minuty v intervalech po 30 s, potvrd’te zelenym
tlacitkem OK.
K 1,55 ml reak¢ni smési v kyveté ptidejte 0,15 ml vzorku €. 1, 2 nebo 3,

nebo 0,05 ml vzorku €. 4 a 0,1 ml vody.
Kyvetu vlozte do kyvetového prostoru spektorfotometru.
Zmacknéte modré tlacitko pro blank.
Reakeci startujte pridavkem 0,05 ml 87,5 mM putrescinu piimo do kyvety v kyvetovém
prostoru. Pro méfeni stisknéte co nejrychleji zelené tlacitko. Naméfené hodnoty
zmeény absorbanci za 1 minutu si zapiste.
Kazdé meéteni opakujte 3x.
V piipad€, ze zména absorbance za 1 minutu je niz§i nez 0,1 nebo vys$si nez 1,

upravte, po konzultaci s vedoucim cvi¢eni objem vzorku aplikovany do reak¢éni smési
pfipadné dobu méteni.

2.1.3.3 Stanoveni obsahu bilkoviny Bradforodovou metodou

Pro stanoveni obsahu bilkoviny 100x zfed’te vzorek 1, 2 a 3 a 500x vzorek 4.

K 1 ml extrakéniho pufru (blank) nebo vhodné ziedéného vzorku piidejte 2 ml
barevného Bradfordova ¢inidla.

Roztoky promichejte na vortexu a po 5 minutdch zméite absorbanci pti 595 nm.
Zapnéte spektrofotometr. Vyberte moznost Applications (1), dale zvolte Single
wavelengh (1), nastavte vinovou délku 595 nm, potvrd’te zelenym tlacitkem OK.

Do kyvetového prostoru umistéte kyvetu se slepym vzorkem (blank). Pfed tim, nez
kyvetu vlozite do spektrofotometru, je nutné se ujistit, Ze kyveta je zvenku sucha,
ptipadné ji osusit papirovym ubrouskem.

Zmacknéte modré tlacitko pro blank.

Vzorek z kyvety vylijte a nahrad’te postupné vzorky 1-4. Pro méfeni stisknéte zelené
tlacitko. Namétené hodnoty absorbanci si zapiste.
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Pokud naméfena hodnota nebude v rozsahu 0,05-0,5, upravte fedéni vzorku. Kazdé
meéieni proved'te 2x.

Vyhodnoceni

Vypocitejte aktivitu enzymu, specifickou aktivitu, vytézek a stupenn precisténi.
Vypliite nize uvedenou tabulku 2.

Urcete obsah proteini ve vzorcich 1-4. Pro vypocet vyuzijte kalibra¢ni kiivku na BSA
(y = 0,0243x). Nezapomente, jakd mnozstvi vzorki z celkového objemu jste ke
stanoveni pouzili.

Specificka aktivita je aktivita v daném objemu délena mnozstvim proteinu.

Stupen precisténi se vypocte ze specifickych aktivit tak, ze prvnimu kroku se ptidé€li
hodnota 1.

Celkova aktivita enzymu v prvnim izola¢nim kroku (pfiprava rostlinného extraktu)
odpovida 100% vytézku.

Vysledky zaznamenejte do nésledujici tabulky.

Tabulka 2 Vyhodnoceni uspésnosti purifikacniho postupu.

Izolaéni krok Celkovy Celkova Celkova Specificka Vytezek Stupen
objem (ml) aktivita bilkovina aktivita (%) precisténi
(nkat) (mg) (nkat/mg)
Extrakt 100 1
(supernatant)
1. srazeni
(supernatant)

2. srazeni
(supernatant)

2. srazeni
(srazenina)




