Polyaminy v potravinach a jejich role v zivych
systémech

Klara Skragkova

Bakalarska prace @ Univerzita Tomage Bati ve Zliné
2018 Fakulta technologicka







Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2017/2018

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni:  Klara Skraskova

Osobni &islo: T15815

Studijni program:  B2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Polyaminy v potravinach a jejich role v Zivych systémech

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka cast
1. Charakterizace polyamin.
2. Vyznam polyamin{ u mikroorganismi.
3. Vyznam polyamin{ u rostlin.

4. Vyznam polyamini u Zivo€ichil



Rozsah bakalaiské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténéa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 KRIZEK, M., KALAC, P. Review: Biogenni aminy a jejich role ve vyzivé. Czech J. Food
Sci, 1998, Vol. 19, p. 151-159.

[2]1 PATTONO, D., GRASSI, M. A., CIVERA, T. Production of biogenic amines by some
Eenterobacteriaceae strains isolated from dairy products. Ital. J. Food Sci, 2008, Vol.20,
No. 3, p. 411-417.

[31 KALAC, P., KRIZEK, M. Biogenni aminy a polyaminy v potravinach a jejich vliv na
lidské zdravi. Potravinaiska Revue, 2005. 2, 40-42.

[4]1 SANTOS, M.H.S., Biogenic amines: their importance in foods. Journal of Food
Microbiology, 1996. 29 (2-3), 213-231.

Vedouci bakalaiské prace: doc. RNDr. Leona Buiikova, Ph.D.
Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi

Datum zadani bakalafské prace: 2. unora 2018
Termin odevzdani bakalaiské prace: 3. kvétna 2018

Ve Zliné dne 2. Gnora 2018

doc. Ing. Frantisek Buiika, Ph.D. doc. Ing. Frantisek Buika, Ph.D.
dékan reditel ustavu




Ptijmeni a yméno: -}WB{’?{O‘/A{%[’#?A Obor: Z/—/TP

PROHLASENI
Prohladuji, ze

*  beru na védomi, ¢ odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona &. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zméné a doplnéni dal3ich
zakonu (zakon o vysokych $kolach), ve znéni pozdé&jSich pravnich predpisii, bez ohledu
na vysledek obhajoby *;

» beru na v&domi, Ze diplomova/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informadnim systému dostupndé k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakalaiské prace bude ulozen na pfisluiném ustavu Fakulty technologicke
UTB ve Zliné a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

» byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméng nékzt)erych zakoni (autorsky zakon) ve znéni pozdéjSich pravnich predpisi, zejm.
§ 35 0dst. 3%;

«  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona,

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakalatskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zlin€, ktera je opravnéna v takovém piipadé¢ ode mne
pozadovat pfiméfeny pfispévek na thradu nakladi, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zling na vytvofeni dila vynaloZeny (az do jejich skutecné vyse);

* beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin¢ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uéelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim uceltim;

*  beru na védomi, Zze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povaZzuji se za soucast prace rovnéz i zdrojoveé kody, popf. soubory, ze kterych
se projekt skladd. Neodevzdani této soucasti miize byt divodem k neobhajeni prace.

Ve zling .9:5:2048. i !
£ "'

%) 24kon & 111/1998 Sh. o vysokych $koldch a o zméné a doplnéni dalsich zakon& (zékon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich
pfedpist, § 47 ZveFejfiovani zavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydéleéné zverejiiuje disertaéni, diplomové, bakaldfské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudkd
oponentti a vysledku obhajoby prostiednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplsob zveiejnéni stanovi vnitini pfedpis
vysoké skoly.

(2) Disertaéni, diplomové, bakaldfské a rigordzni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pied
kondnim obhajoby zveFejnény k nahliZeni vefejnosti v misté urfeném vnitfnim pfedpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak ureno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zveiejnéné prace pofizovat na své naklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, 7e odevzdéanim préce autor souhlasi se zvefejnénim své prace podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zékon & 121/2000 Sh. o prévu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkon( (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisi, § 35 odst. 3:



(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo Skolské &i vzdélvaci zafizeni, uZije-li nikoli za uéelem pFimého nebo nepfimého
hospodarského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potfebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke spinéni $kolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke skole nebo skolskému &i vzdélavaciho zafizeni ($kolni dilo).

% zékon & 121/2000 Sh. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékonii (autorsky zékon) ve
znéni pozdéjSich pravnich pfedpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo 3kolské & vzdélavaci zafizeni maji za obvyklych podminek pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vainého divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
viile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistGva nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miZe autor $kolniho dila své dilo uZit éi poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zéjmy Skoly
nebo Skolského ¢i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské &i vzdélavaci zafizeni jsou opravnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uZitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 piimérené pfispél na uhradu nakladd, které na vytvofeni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skuteéné vyse; pfitom se pfihlédne k vy3i vydélku dosaZeného $kolou nebo skolskym é&i vzdéigvacim zafizenim z uziti
Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Cilem této prace je shrnout dosud zjisténé informace o pfitomnosti polyamint
v potravinach a dale o jejich funkcich v riznych typech organizmt (mikroorganizmii, rost-
lin a zivoc¢ichll). Prvni kapitola shrnuje zakladni informace o polyaminech a také o jejich
mnozstvich v riznych typech potravin. Ve druhé kapitole se pojednava o ucincich polya-
mind u mikroorganizmil se zamétenim na bakterie. Dal$i kapitola se vénuje roli polyamint
u rostlin a posledni ¢ast pojednava o jejich funkcich u zivocicht, véetné Clovéka. Prace se
zamétuje predevsim na ucinky zakladnich polyamint putrescinu, sperminu a spermidinu

v mensi mife pak agmatinu a kadaverinu.
Klicova slova:

biogenni aminy, polyaminy, agmatin, putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, ornitin

ABSTRACT

The aim of this thesis is to summarize the actually known information about the presence
of polyamines in food and their function in various types of organisms (microorganisms,
plants and animals). The first chapter summarizes essential informations about polyamines
and their amounts in different types of foods. The second chapter deals wih the action of
polyamines in microorganisms, focusing on bacteria. The next chapter deals with their role
in plants and the last part deals with their functions in animals, including humans. The the-
sis mainly focuses to effects of basic polyamines - putrescine, spermine and spermidine, in

a lesser extent to agmatine and cadaverine.

Keywords:

biogenic amines, polyamines, agmatine, putrescine, cadaverine, spermine, spermidine, or-

nithine
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UvVOoD

Polyaminy jsou latky, které byly az do devadesatych let minulého stoleti fazeny do skupiny
biogennich amint. Struktura jejich molekuly je charakteristickd obsahem dvou a vice
aminoskupin, které se za fyziologickych podminek vyskytuji ve formé polykationtt. Tyto
slouceniny mohou vznikat endogenni syntézou piimo v organizmu nebo je lze piijimat

potravou. Jejich mnozstvi se vSak v danych potravinach velmi lisi.

Vyznamnéj$i mnozstvi polyamint se nachazi ve fermentovanych potravinach, kde je jejich

pfevazna cast tvorena diky dekarboxylacni aktivité nékterych mikroorganizmd.

Nejcastéji se v organizmech vyskytuji polyaminy putrescin, spermin, spermidin, kadaverin
a agmatin. Existuji vSak i jiné polyaminy, které se uplatiiuji ptfedev§im u teplotné velmi
odolnych organizma. Tyto latky vznikaji nejcastéji dekarboxylaci aminokyselin. Jejich
syntéza je velmi slozity proces, ktery je propojen s jinymi rizné dillezitymi metabolickymi

drahami. A hraji tak zdsadni ulohu ptfi mnoha fyziologickych pochodech

Jejich funkce jsou dany strukturou jejich polykationtické molekuly, kterd ochotné reaguje
s jinymi zaporné nabitymi strukturami vcetné¢ proteinti a nukleovych kyselin. Pusobit
mohou bud’ stabilizovanim jejich struktury, anebo efektivni ndhradou jinych kationtd,

napiiklad kovi, které plni v organizmu rozli¢né funkce.

U bakterialnich bun¢k hraji polyaminy nezastupitelnou tlohu v procesech, ve kterych se
opét uplatiiuje Gcinek proteinti ¢i kationtd. Stabilizuji strukturu proteini béhem tvorby
membran, pomahaji pfi spravné funkci proteinli vyznamnych pfi patogenité ¢i virulenci,
napomahaji pii tvorbé biofilml ¢i se vyznamné podileji na funkci iontovych kanala.

Nejvyznamnéji vSak pusobi pfi odpovédich na stres.

Rostlinné organizmy vyuzivaji polyaminy také k fad¢ procesu. Uplatiiuji se intenzivné pii
reprodukei, ¢i rGstu nebo podobné jako u bakterii pii odpovédich na rizné stresové
podnéty. Mohou také slouzit jako vychozi latky jinych vyznamnych rostlinnych produkti,
jako jsou napiiklad alkaloidy.

Zivoc¢ichové je pak vyuzivaji béhem pochodl, u nichz probiha intenzivni dé€leni a rast
bunky. Jejich syntéza je u nich velmi pfisné regulovdna a tak miiZe naruSeni jejich

homeostazy zpiisobit rizné patologické stavy. Jejich koncentrace v télnich tekutindch se
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béhem téchto procesti zdsadné méni, mohou tak byt potenciondlné vyuzity pro prvotni
diagnostiku jinak problematicky zjistitelnych chorob vcetné rakoviny.
Ackoliv jsou tyto latky intenzivné zkoumadny, stile jeSté nebyly zcela pochopeny nckteré

principy spojené s jejich funkci v organizmech.
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1 CHARAKTERISTIKA POLYAMINU

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou chemické latky o malé relativni molekulové hmotnosti, obsahu-
jici dusik v podob¢ aminoskupiny, diky niz vykazuji bazicky charakter. Mohou vznikat
vice chemickymi dé&ji. Nejcastéji vSak vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselin, méné

Casto transaminaci aldehydu ¢i keton (Komprda, 2007; Golian a Zeleiidkova, 2014).

1.1.1 Rozdéleni

Podle chemické struktury molekuly miizeme BA rozdélovat do n€kolika skupin (Komprda,

2007):

e Alifatické- putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermidin (SPD), spermin (SPM),
agmatin (AGM)

e Aromatické- tyramin (TYR), fenyletylamin (PEA)

e Heterocyklické- histamin (HIS), tryptamin (TRY)

e Polyaminy- putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermidin (SPD), spermin (SPM),
agmatin (AGM)

Nékteré¢ z nich mizeme soucasné zatazovat do vice skupin soucasné, napiiklad vSechny
zminéné alifatické BA miiZeme zatfadit do skupiny polyaminii, nebot’ v fetézci obsahuji

vice aminoskupin (Komprda, 2007).

1.1.2 Podminky syntézy

Jak jiz bylo vySe zminéno, BA vznikaji dekarboxylaci aminokyselin v organizmech ¢i
potravinach, obsahujicich bilkoviny nebo jiz pfimo volné, biologicky dostupné,
aminokyseliny. Tato podminka vSak neni jedina, kterd musi byt pro vznik biogennich
amin splnéna. Dilezitym faktorem je také piitomnost mikroorganizmi vykazujicich
dekarboxylacni aktivitu. Tietim pfedpokladem je dodrzeni ideédlnich podminek, at’ uz
fyzikalnich, tak chemickych, které jsou dulezité hlavné pro spravnou ¢innost téchto mikro-
organizmu a enzymi, jeZ syntetizuji. Tyto podminky prostfedi nelze vymezit zcela pifesné,
divodem je hlavné to, Ze rizné mikroorganizmy vyzaduji jiné idealni podminky pro svou

¢innost. Zména podminek piimo ovliviiuje dekarboxylacni aktivitu enzymii, ucastnicich se
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dekarboxylace aminokyselin a tim tedy i mnozstvi syntetizovanych biogennich amini. K
hlavnim faktorm, které ovliviiuji syntézu, fadime (Komprda, 2007; Golian a Zelendkova,

2014):

e Teplotu

e pH

e Koncentraci glukozy

e Pritomnost soli

e Koncentraci dostupnych volnych aminokyselin

e Koncentraci kysliku

e Slozeni startovacich kultur

e Dodrzeni hygienickych zéasad pti vyrob¢ a skladovani potravin

e Dobu skladovani

Teplota hraje zéasadni roli, ale je pro produkci konkrétnich BA riizn4. Zatimco rozmezi
idealniho pH Ize zobecnit na hodnoty 4,0-5,5. Optimalni obsah glukézy, kterd slouzi jako
zdroj energie pro syntetizujici mikroorganizmy, se udava v rozmezi 0,5-2,0 %. Pfitomnost
soli mé ve vétsiné ptipadi inhibi¢ni U€inek na produkujici mikroorganizmy, avSak nékdy
kdy mtZe mit na n¢ kladny vliv, mohou byt syntetizovany ve vétsi koncentraci neZ obvyk-
le. Konkrétn¢ v pfipad¢ histaminu a tyraminu, kdy soli mohou na nékteré druhy bakterii
pusobit osmoprotektivnim uc¢inkem, je naopak vylu€ovani BA Zadouci. Z tohoto diivodu je
jejich koncentrace pfimo imérna koncentraci soli. Vyznamnym faktorem je také dostup-
nost volnych aminokyselin, jeZ je taktéZ pfimo imeérnad k mnoZstvi syntetizovanych BA.
Pozadovana koncentrace kysliku se li§i podle konkrétniho metabolizmu mikroorganizmu
(anaerobni, aerobni a fakultativné anaerobni). V1iv ma taktéz slozeni startérovych kultur a
s tim souvisejici dodrzovani spravnych hygienickych narokt pii vyrobé a skladovani, aby
se zabranilo kontaminaci. A také doba skladovani, pfi¢emz vyssi obsah BA se bude vysky-

tovat u potravin s del$i dobou skladovani (Komprda, 2007; Golian a Zeletidkova, 2014).

1.1.3 Vyskyt v potravinach

Za ptedpokladu, Ze BA vznikaji ¢innosti bakterii, mliZeme potraviny separovat na dvé od-

lisné skupiny. Prvni skupinu tvofi nefermentované vyrobky, u kterych je obsah BA za béz-
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nych podminek nizky. Druhou skupinou jsou fermentované potraviny, zde se naopak mo-

hou vyskytovat ve vysSich koncentracich (Komprda, 2007).

1.1.3.1 Nefermentované potraviny

U nefermentovanych potravin indikuje vyssi obsah BA vétSinou kazeni potraviny. Kon-
krétni stadium kazeni vSak neni mozné vztahnout pouze na celkovy obsah téchto latek, ale
je zavislé na presném pomeéru jednotlivych aminti. Tento pomér, nazyvany jako index bio-
gennich amind (BAI), uvadi obsah BA v mg/kg. Pokud je tento pomér nizsi nez 1 poklada
se kvalita potraviny za vybornou, naopak je tomu pii ptekroc¢eni tohoto poméru nad hodno-
tu 10, v tom piipad¢ je kvalita potraviny pokladana za velmi Spatnou. (Ktizek a Kalac,

1998):
BAI = (HIS+PUT+CAD)/(1+SPD+SPM).

Z uvedeného vzorce tedy mizeme vyvodit zavér, ze v prabéhu tohoto dé¢je roste koncentra-
ce histaminu, putrescinu a kadaverinu, naopak koncentrace sperminu a spermidinu mirné
klesa. Miizeme tedy fici, Ze hlavnimi slozkami indikujici kazeni potravin jsou pravé poly-
aminy, a to hlavné putrescin a kadaverin, ale také histamin. Vyjimku u nefermentovanych
potravin tvofi ryby, u kterych je pfirozené vyssi procento obsahu BA, pfi¢emz na prvnim
misté z hlediska jejich obsahu jsou ryby makrelovité. Dlivodem jejich vy$§iho mnozstvi je
mikrobidlni kontaminace, zpiisobend nedostatecnymi ochrannymi bariérami svalové tkan¢.
Dal$imi nefermentovanymi potravinami, kde se miiZe objevit malé mnoZstvi BA je maso
(veptové 1 hovézi), mléko, stavy z citrusovych plodd, vinné révy, malin, jahod, a rybizu,
v nékterych druzich ovoce (banan) a zeleniny (Spenat) nebo v kakaovych bobech (Golian a
Zelenakova, 2014; Ktizek a Kala¢, 1998).

U ostatnich nefermentovanych potravin tedy miiZze zvySeny obsah BA ukazovat bud’ urcity
stupent kazeni potravin, anebo jeji mikrobidlni kontaminaci, béhem jeji ptipravy ¢i sklado-
vani a miZe tedy pfimo poukazat na Spatné hygienické zasady pfi jejich vyrob& (Onal,

2007).

1.1.3.2 Fermentované potraviny

Fermentované potraviny obsahuji zdmérné piidané organizmy, které mohou ovlivilovat

obsah biogennich aminti. NejvyS§i nalezené mnozstvi BA se nachdzi u syrq,
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fermentovanych masnych vyrobki, fermentované zeleniny (v CR hlavnég zeli) a alkoholic-
kych népoji (pivo, vino). VSeobecné plati, ze spontann¢ fermentované potraviny obsahuji
vyznamn¢ vice BA v porovnani s potravinami, u nichz byla fermentace vyvolana zamérn¢ a

kde byla pouzita zndma kultura (Golian a Zelenakova, 2014).

Je znamo mnoho mikroorganizm, jez umi syntetizovat BA, naptiklad rody jako Bacillus,
Clostridium, Morganella, Lactobacillus, Enterococcus nebo zéastupci ¢eledi Enterobacteri-
aceae (Hafnia, Klebsiella, Proteus). Moznym feSenim pro eliminaci jejich produkce
v potravinach je pouzivani znamych startérovych kultur, které tyto latky neprodukuji (Onal,

2007).

1.1.4 U&inky na ¢lovéka

I kdyz jsou BA tclu vlastni a v potravinach v mensSich koncentracich bézné se vyskytujici
latky miZe organizmus redukovat jejich mnoZstvi hned dvéma detoxikacnimi systémy (Go-

lian a Zelenakova, 2014):
e plsobenim aminooxidaz
e konjuga¢nim mechanizmem

Jestlize se u jedince vyskytuje porucha jednoho z téchto mechanizmd, napiiklad kvili ge-
netické predispozici, mizeme oCekavat hromadéni BA uvnitf organizmu. Pfikladem mo-
hou byt i pacienti, jezZ jsou léCeni pomoci inhibitori monoaminooxidéz. Detoxikac¢ni me-
chanizmus téchto osob nefunguje dostatecné a mize zde nastdvat hromadéni BA. Pokud
vzroste koncentrace BA nad urcité hodnoty, mohou piisobit tyto latky toxicky. Kromé vySe
zminéného piijmu urcitych 1é¢iv mize mit negativni vliv na odbouravani BA také ptijem
alkoholu (Golian a Zelenidkova, 2014; Onal, 2007).

Toxicky ucinek pti vysSim pifijmu potravin obsahujicich BA tedy zavisi na individualnich
rozdilech mezi lidmi, ale také na konkrétni skladbé pfijimanych biogennich amind, jeZ mo-
hou piisobit na organizmus synergickym efektem. Jako ptiklad miZeme uvést G€inek dia-
minl putrescinu a kadaverinu a polyaminti spermidinu a sperminu, které podporuji intesti-
nalni absorpci ostatnich BA a zarovenn omezuji jejich rozklad. Eventualni otrava témito
latkami se miZe projevovat jako migréna nebo jako zvySeni ¢i sniZeni krevniho tlaku

(Komprda, 2007; Onal, 2007).
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Nejde vSeobecné vymezit u¢inek BA na organizmy, nebot’ kazda z téchto latek plni odlis-
nou funkci. Aromatické aminy, tyramin, tryptamin a fenyletylamin, zpiisobuji vazokon-
strikci, naproti tomu histamin a serotonin pusobi jako vazodilatatory. Tyramin a histamin
také piisobi jako mediatory hormonti & nervovych vzruchii a to jak u lidi, tak zvitat (Onal,

2007; Kalac¢ a Kiizek, 2003).

1.1.5 Detekce BA

Dnes jsme schopni kvantitativné detekovat BA pfitomné v potravinach. K tomuto ucelu
spolehlivé slouZzi analytické chromatografické metody, pfesnéji chromatografie na tenké
vrstvé (TLC), plynova chromatografie (GC) ¢i vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC), ale také kapilarni elektroforéza (CE). Nejpouzivangj$i metodou pro zjistovani
obsahu BA je HPLC. U testovanych potravin miizeme stanovovat hladiny vice BA soucas-
né béhem jednoho méfeni. Pouzitd metoda vychazi z toho, jaké jsou vlastnosti zkoumané
potraviny a také z toho, jaky BA se snazime nalézt. Pro pfesnost stanovovani vSak muize
byt problémem velmi nizk4 koncentrace ptitomnych BA a také slozitost matrice vzorku

(Onal, 2007).

Limity n¢kterych biogennich amint jsou dany dokonce i legislativou, avak jejich nejvyssi
ptipustnd hranice se v jednotlivych statech 1isi. Hodnotit mtizeme napiiklad mnozstvi his-
taminu, jehoZ hladiny byvaji stanovovany u ryb ¢i alkoholickych napoji. Obecné se vSak
tyto horni hranice pohybuji v desitkach ¢i stovkach mg na kilogram potraviny (Komprda,

2007).

V Ceské republice je aktualné platné Natizeni komise evropskych spoledenstvi &islo
1441/2007, kterym se nahrazuje nafizeni ¢islo 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich
pro potraviny. Tento dokument uvadi maximalni povolené hodnoty histaminu produkti
rybolovu z druhil ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu v maximalnim mnoz-
stvi 100 mg/kg a u produktl rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku,
vyrobené z druhti ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu maximalni hodnoty 200

mg/kg (Utedni véstnik Evropské unie, 2007).
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1.2 Polyaminy

Az do 90. let minulého stoleti byly polyaminy fazeny do jedné skupiny spolu s biogennimi
aminy. Kvuli jejich ptvodu (syntézou de novo), ktery je odlisny od ostatnich BA, a také
diky odliSnostem v jejich biologické funkci v organizmech, vSak nastalo vyClenéni této

skupiny latek do samostatné kategorie (Kala¢ a Gloria, 2009).

Poprvé byly tyto latky pozorovany jiz v roce 1678, kdy Antonie van Leeuwenhoek pozoro-
val nezndmou krystalickou latku, izolovanou z lidského spermatu, starého nékolik dni. Ta-

to neznama latka byla nazvana ,,spermin‘ (Bachrach, 2010).

Polyaminy v zivych systémech mohou pochdzet ze tfi riznych zdrojt, prvnim je endogenni
syntéza, de novo syntéza, ktera v téle zajiStuje stale urcitou potfebnou zasobu polyamini
nazyvanou jako pool. Druhym zdrojem je tvorba pomoci bakterii v travicim traktu a treti
moznosti je pfijem z potravy, kterd byva jejich hlavnim zdrojem. Pfi zvySeném piijmu po-

lyaminti z potravy mohou vznikat alimentarni otravy (Kala¢, 2014; Onal, 2007).

Nézvy téchto latek mohou byt Casto spojovany s dé€ji jako je mikrobidlni karcinogeneze,
tvorba biofilmi, tnik z fagolysozomd, produkce bakteriocinti, aktivita toxinli v boji proti
oxida¢nimu stresu, rist a vyvoj ovoce, stabilizace bunééné membrany, proliferace bunék a

mnoho dalsich (Shah a Swiatlo, 2008; Onal, 2007).

1.2.1 Chemicka struktura

Jak jiz bylo zminéno vySe, tako skupina latek je charakterizovana ptitomnosti nékolika
aminovymi skupinami ve své molekule. Tyto skupiny se za pfitomnosti fyziologického pH
vyskytuji ve formé& kationtil, slouceniny se tedy b&zn¢ vyskytuji ve formé& polykationti.

Jsou to ve vod¢ rozpustné slouceniny s hodnotami pK kolem 10 (Moinard a kol., 2005).

Primarni aminy putrescin (1,4-diaminobutan) a kadaverin (1,5-diaminopentan), obsahuji
dvé amino-skupiny vZdy na koncich svého fetézce. Zajimavou vlastnost maji vSak sekun-
darni aminy, spermidin (N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin) a spermin (N,N’-bis(3-
aminopropyl)butan-1,4-diamin), u nichz se aminoskupiny opakuji v fetézci v pravidelnych
intervalech. Dusledkem tvorby kationtl mohou tyto latky tvofit zajimavé elektrostatické
mustky s jinymi, naopak zaporné nabitymi, slouceninami. Pfikladem miiZze byt vazba se
zéporn¢ nabitym fosfore¢nanem, obsazeném v nukleové kyselin€é nebo s jinym polymerem

(Shah a Swiatlo, 2008).



UTB ve Zliné, fakulta technologicka

Zakladnimi polyaminy, které se vyskytuji témét ve vSech zivych organizmech, jsou putres-
cin, agmatin, kadaverin, spermin a spermidin (Obrazek 1). Avsak vétSina zdrojit mluvi pie-

vazné o sperminu, spermidinu a putrescinu (Moinard a kol., 2005).

H MNH- MH MH
ENWNHE HENM < Hﬁm %

putrescin kadaverin agmatin
MH,

spermidin spermin

Obrazek 1 Zakladni polyaminy (Onal, 2007)

Neékdy se dokonce k zdkladnim polyaminiim nefadi ani putrescin a je uvadén pouze jako
prekurzor vysSich polyamind sperminu a spermidinu. Agmatin je ziidka uvadén z toho du-
vodu, Ze byl objeven pomérné neddvno (Moinard a kol., 2005; Izquierdo-Pulido a kol.,

1996).

Ackoli mezi zékladni polyaminy obvykle fadime putrescin, agmatin, kadaverin, spermin a
spermidin, existuji organizmy, u nichZ byly nalezeny dalsi typy polyaminti. Tyto neobvyklé
polyaminy syntetizuji extrémné termofilni bakterie. Zkoumany organizmus Thermus the-
mophilus tvoril kromé bézn¢ se vyskytujicich polyamina (putrescinu, sperminu a spermidi-
nu) mnoho dalSich, jez 1ze rozdélit podle slozitosti molekuly na dlouhé a rozvétvené. Ke
skupin¢ dlouhych polyaminti fadime termin, termospermin, homospermin, 1,3- diamino-
propan, norspermidin, sym-homospermidin, kaldopentamin, termopentamin, homokaldo-
pentamin, kaldohexamin a homokaldohexamin. Do skupiny rozvétvenych pak fadime tris-
(3-aminopropyl)amin, n¢kdy uvadény pod ndzvem mitsubishin a tetrakis-(3-
aminopropyl)amonium neboli N*-bis(aminopropyl)spermidin. Struktury t&chto polyaminti

muzeme vidét na obrazku 2 (Oshima, 2007).
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Obrazek 2 Polyaminy nalezené u termofilnich organizmii (Oshima, 2007)

1.2.2 Syntéza polyaminu

Jelikoz je uloha polyaminll v organizmu dileZzita, existuji biosyntetické drahy zajist'ujici
tvorbu téchto fyziologicky dulezitych latek. Tato stard metabolickd draha se nachéazi u

vSech typill organizmi a jeji homeostaza je rozhodujici pro pteziti buniky (Kalac, 2014).

Agmatin, putrescin, spermin a spermidin jsou tvofeny stejnou metabolickou drahou. Pfi-
¢emz spermin a spermidin jsou derivaty vysSich polyaminl agmatinu nebo putrescinu. Je-
jich tvorba nastdva z aminokyseliny argininu, pfi¢emZ je zde moznost tvorby polyamint
prostiednictvim dvou riznych cest, které shodné vychazeji z argininu a sjednocuji se pii
syntéze putrescinu. U prvni varianty syntézy je z argininu za pomoci enzymu arginazy vy-
tvofena aminokyselina ornitin, z niZ je ndsledn¢ ucinkem enzymu ornitin-dekarboxylazy
(ODC) syntetizovan putrescin. U druhé moznosti vychéazi syntéza opét z argininu, avSak
ucastni se zde jiny enzym, arginin-dekarboxyldza (ADC), za jehoZ Ucasti je vytvofen poly-
amin agmatin. Ten vstupuje do dalSi reakce katalyzované enzymem agmatin-
iminohydrolazou (AIH) a vznik4d meziprodukt N-karbamoylputrescin, ktery je za ucasti

enzymu N-karbamoyl-putrescin-amidohydroldzy (CPA) jiz pfeménén na putrescin. Pfi
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tvorb¢ putrescinu touto cestou vnika jako vedlejsi produkt mocovina. V okamziku syntézy
putrescinu nastava slouceni téchto dvou cest a nasleduje shodna syntéza dalSich polyaminti.
V nésledujicim kroku se na putrescin navazuje aminopropyl, reakci katalyzuje enzym
spermidin-syntaza (SPDS) a vzniké spermidin. V posledni reakci této metabolické drahy se
na spermidin navazuje opét aminopropyl a za Ucasti enzymu spermin-syntdzy (SPMS),
vznika spermin. Souhrnné SPDS a SPMS oznacujeme aminopropyltransferazy. Aminopro-
pyl vznika nékolika stupniovou reakci z metioninu. Ze kterého plisobenim enzymu metio-
nin-adenosyl-transferazy (MAT ¢i S-adenosylmetionin-syntetdza) vznikd S-adenosyl-
metionin (SAM). Z S-adenosylmetioninu nasledné vznika ptisobenim S-adenosylmetionin-
dekarboxylazy (SAMDC, AdoMetDC) dakarboxylovany produkt S-adenosylmetioninu.
Tento dekarboxylovany produkt uvoliiuje ze své molekuly aminopropyl, ktery pak slouzi
jako jedna z vychozich latek u syntézy spermidinu, sperminu nebo termosperminu - struk-

turniho izomeru sperminu (Rangan a kol., 2014; Pathak a kol, 2014; Moinard a kol., 2005).

Nékteré z enzymil nemusi byt u vSech typli organizmu stejné, napiiklad ADC u savci je

odlisny jako u bakterii ¢i rostlin. (Moinard a kol., 2005)

Reakce, pfi niZ vznikaji z putrescinu dalsi polyaminy, spermin a spermidin, funguji obou-
smérné. Jejich katabolizmus zajistuje enzym spermidin/spermin N'-acetyl-transferaza
(SSAT), ktera acetyluje spermidin ¢i spermin. Tato reakce probihad v cytoplazmé buiky.
Nésledné oxidacni reakce probihaji v peroxizomech a jsou katalyzovany polyamino-

peroxidazou. Cela syntéza polyaminii je graficky znazorné€na na Obrazku 3 (Kalac, 2014).
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Obrazek 3 Syntéza polyaminu (Rangan a kol., 2014)

Kadaverin ma odliSnou syntézu, jako ostatni polyaminy. Tato slouc¢enina vznika dekarbo-

xylaci aminokyseliny lyzinu, za pfitomnosti enzymu lyzin-dekarboxylazy (LDC). Biosyn-

téza kadeverinu je pravdépodobné stejna u rostlin, zivocichtl i mikroorganizmi. Jeho nazev

vychazi z anglického slova cadaver = mrtvola, a to zdivodu, ze kadaverin spolu

s putrescinem jsou bakteridlni produkty rozkladu hnijiciho masa a zptsobuji jeho typicky

nepiijemny pach (Tomar a kol., 2013).

1.2.3 Vazba s nukleovymi kyselinami

DNA a RNA jsou dulezit¢ aminokyseliny pro pienos genetické informace. Uvadi se, Ze

polyaminy mohou stabilizovat konformaci téchto sloZitych struktur. Naptiklad mohou sta-

bilizovat komplex DNA a chromatinu béhem déleni bunky (Moinard a kol., 2005).
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Polyaminy se mohou vézat také na specifickd mista v molekule tRNA. Na této molekule se
bézné¢ vyskytuji kationty, naptiklad hoitcik, které mohou byt nahrazeny polyaminem

(Bachrach, 2010).

1.2.4 Apoptoza

Pii nadmérné syntéze polyamini byla pozorovana zvysena apoptoza bunck. Tento jev mi-
ze byt zptisoben nadmérnou tvorbou peroxidu vodiku, ktery vznika jako vedlejsi produkt
pfi rozkladu polyamint prostfednictvim polyaminoxidazy (PAO). Peroxid tak mtize zvySo-
vat oxidacni stres v butice a vyvolavat tak u bun¢k tento typ programované bunécné smrti.
Pti pouziti inhibitort ODC bylo pozorovano snizeni apoptozy. Opétovny nartst apoptozy

byl vS§ak zaznamenam pfti extracelularnim dodani putrescinu (Moinard a kol., 2005).

1.2.5 Vyskyt v potravinach

BéZna potrava zajistuje zdroje polyaminii v mnozstvi nékolika mikromolti za den. Pfi¢emz
obsah v jednotlivych potravinach se zna¢né lisi. Jejich hodnoty se mohou pohybovat
v rozmezi né€kolika nanomoll az mikromold na gram potraviny. Na polyaminy jsou bohaté
prevazné fermentované potraviny, jako jsou syry a podobné. Nelisi se vSak jen jejich
mnozstvi, ale také skladba konkrétnich polyaminli. Maso napiiklad obsahuje ptevazné

spermin, zatimco rostliny hlavné spermidin a putrescin (Moinard a kol., 2005).

Koncentrace polyamind v ramci jednotlivych druh@ potravin vyrazné kolisaji. Velmi roz-

dilné hodnoty jsou typické u potravin zZivoc¢isného ptivodu (Kala¢ a Krausova, 2005).

Vysoky obsah putrescinu byva také Casto spojovan s mikrobialni kontaminaci. Vysokou
aktivitu jeho syntézy ma nékolik skupin bakterii, zeyjména Enterobacteriaceae a Clostridi-

um (Kala¢ a Krausova, 2005).

Polyaminy se v potravinach mohou vyskytovat ve dvou zakladnich formach, jako volné
nebo jako vazané s jinymi molekulami. Typické konjugaty tvofi naptiklad s fenoly ¢i
s membranovymi fosfolipidy. Funkce volnych a vazanych molekul jsou odli$né, avSak vét-
Sina zdroji udava pouze celkovy obsah polyaminli a nerozliSuje tyto dvé formy (Kala¢ a

Krausova, 2005).

Pti tepelné Gipravé muze dochazet k uvoliiovani polyamini do vyluhu, ¢imz se jejich mnoz-

stvi v kone¢nych pokrmech miize vyznamné zménit. Pti vafeni zeleniny ve vodé se miize
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vyluhovat az 40 % z ptivodni hodnoty putrescinu a spermidinu az 30 % (Kala¢ a Krausova,

2005).

T¢lo vSak neni zcela zavislé na ptijmu polyamind z potravy a proto si dostatecné mnozstvi
syntetizuje samo. Proto miizeme vysoké koncentrace polyamint najit i v obdobi béhem
pustu. Polyaminy jsou vSak z potravy absorbovany beze zbytku. Proto mohou v pfipadé
konzumace potravin, bohatych na tyto latky, tvofit jejich vyznamny zdroj (Moinard a kol.,

2005).
1.2.5.1 Cerstvé vyrobky

1.2.5.1.1 Ovoce a zelenina

Typicky jsou polyaminy obsazeny v ovocnych plodech a ¢erstvych ovocnych stavach, pti-

¢emz dominantni je zde obsah sperminu (Malik a Singh, 2006).

Vyznamné mnozstvi se pak vyskytuje hlavné u citrusovych plodi a $tav vyrobenych
z nich. Velmi vysoké obsahy putrescinu se vyskytuji u mandarinek, pomerancii, pomeran-
cového a grepového dZusu. Jeho koncentrace mohou dosahovat 1 nad 40 mg/kg suroviny.

Vysokd mnozstvi polyaminti obsahuje také kecup (Kala¢ a Krausova, 2005).

Ze zeleniny jsou to pak brokolice a kvétak a luskoviny (nejvice sdjové boby a hrasek), kte-
ré obsahuji pfevazné spermidin a jeho koncentrace se pohybuji nad 30 mg/kg zeleniny. U
luSténin se pak vyskytuje hlavné spermin. U mrazeného hrasku se ale vyskytuji 1 velmi
vysoké koncentrace putrescinu, jehoZ koncentrace mohou byt vyssi nez 40 mg/kg. Vy-
znamné zvyseni putrescinu bylo sledovano také pii chladirenském skladovani €inského
zeli, ¢ekanky a ledového salatu. Jeho mnoZstvi se behem péti dni zvysilo 3-8 krat. Mnoz-

stvi sperminu a spermidinu vSak zlistavalo témét stejné (Kala¢ a Krausova, 2005).

Zajimavy jev byl pozorovan v pribéhu prazeni kavy, béhem kterého vyznamné kleslo
mnozstvi spermidinu. U putrescinu a sperminu dokonce doslo k uplné ztraté (Kala¢ a

Krausova, 2005).

1.2.5.1.2 Mle¢ko

Kravské a stejné tak 1 matetské mléko obsahuji nizké koncentrace polyamint. Jejich mnoz-

stvi v nejveétsi mife souvisi s fazi laktace. Pficemz nejvyssi hodnoty sperminu a spermidinu
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byly nalezeny v kolostru, tvofeném na samém pocatku laktacniho obdobi (Kala¢ a Krauso-

vé, 2005).

Jelikoz je mléko potravina urena prevazné pro vyzivu mladéte predpoklada se, ze vysoké
koncentrace polyamina jsou potfebné pro jeho intenzivni rtst. Mlécné vyrobky obsahuji

pfevazné putrescin a spermidin (Moinard a kol., 2005).

Suma koncentraci vSech BA vcetn€ polyamint je u mléka pomérné nizkd, pohybuje se ko-
lem 1 mg/kg, zatimco u syrti se koncentrace muze blizit az k hodnotam 1 g/kg (Loizzo a

kol., 2016).

1.2.5.1.3 Maso a vnitfnosti

U masa a masnych vyrobki je pfevazujicim polyaminem spermin. Jeho nejvyssi koncentra-
ce jsou typické pro maso a masné vyrobky z teplokrevnych zvitat. Jeho hladiny v téchto
surovinach se béZné pohybuji mezi 20 a 60 mg/kg hmoty. Obsah sperminu u ryb je o néco
niz8i a uvadi se zde koncentrace nizs§i nez 10 mg/kg. Vyssi obsah spermidinu se mize vy-
skytovat u zvifat, u nichZ tvoti hlavni podil vyZivy rostlinna krmiva, naptiklad u kutat (Ka-

la¢ a Krausova, 2005).

Skladba polyamintli se mize liSit také podle zivoc¢isného druhu. U vepfového masa a mas-
nych vyrobki se vyskytuji pfedevSim spermin a spermidin, zatimco hovézi obsahuje hlavné

kadaverin (Loizzo a kol., 2016).

Béhem skladovani masa dochazi k biochemickym zméndm, zahrnujici 1 zménu koncentraci
jednotlivych polyaminti. Tento jev byl popsan vyse v souvislosti s indexem BAIL MnoZstvi
putrescinu se pii skladovani bézn¢ zvySuje, zatimco hodnoty sperminu a spermidinu zlsta-
vaji stejné nebo klesaji. Stejny pribeh byl pozorovan i pii skladovéani sladkovodnich a
motskych zivoc¢ichii. Béhem skladovani ryb (Stikozubec obecny) byly nejvyssi hladiny sle-
dovany po 29 dnech skladovani, pfti teploté 6-8 °C. U dobfe opracovanych masnych vyrob-
kt, naptiklad u tundkovych konzerv, se nemusi mnozstvi putrescinu ménit a miize se pouze
snizovat obsah sperminu a spermidinu. Pfi kontaminaci se obsah polyamini méni

v zavislosti na slozeni kontaminujici flory (Kala¢ a Krausova, 2005).
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1.2.5.2 Fermentované vyrobky

1.2.5.2.1 Fermentované mlé¢né vyrobky

Ackoliv mléko neobsahuje vyznamné mnozstvi polyaminti, mohou byt piesto nékteré fer-
mentované vyrobky jejich vyznamnym zdrojem. Pfevazna ¢ast vSak nepochazi z ptivodni
suroviny, tedy mléka, ale vznika ¢innosti bakterii. Proto mtizeme jejich syntézu korigovat
prostfednictvim upravy vnéjSich podminek, jak bylo zminéno v kapitole 1.2.1. Jako kon-
krétni priklad mizeme uvést U€inky riznych latek ptidanych do substratu béhem fermenta-
ce mléka pomoci startérové kultury Lactococcus lactis. Pti tomto pokusu bylo jako prvni
ptidano syftidlo, které zvySovalo tvorbu spermidinu a putrescinu. Zatimco pfitomnost soli
snizovala tvorbu plné vSech polyamint, a to i v koncentracich 0,5 g/l. Obsahu polyamint

je zavisly také na tfech skutecnostech (Kala¢ a Krausova, 2005):

e Osetfeni mléka - pasterované nebo nepasterované
e Pouzité kultuie - termofilni ¢i mezofilni

e Technologii vyroby - vysokodohiivana ¢i nizkodohtfivana syfenina

Nejnizsi tvorba polyaminti probihala u vyrobkl z pasterovaného mléka, za ptitomnosti

mezofilni kultury a s vysokodohtivanou syteninou (Kala¢ a Krausova, 2005).

Nejvice diskutované mlééné vyrobky z hlediska mnozstvi polyamini jsou syry, piicemz
jejich koncentrace se zvySuje s narlstajicim C¢asem zrani. Jejich nejvyssi koncentrace se

pak nachazi praveé u dlouho zrajicich syrt (Kala¢ a Krausova, 2005).

U syrt se nejhojnéji vyskytuje putrescin. Jeho mnozstvi se uvadi kolem 2,5g/kg, v zavislos-

ti na druhu syra a jeho stafi (Benkerroum, 2016).

Pokud je na mléko plsobeno vysokym tlakem, probihd zde intenzivnéjSi proteolyza,
a disledkem je uvoliovani vys$siho mnozstvi aminokyselin. Tim vznika vice substratu pro

tvorbu polyaminil a dochdzi k jejich zvySené syntéze (Kala¢ a Krausova, 2005).

1.2.5.2.2 Fermentované masné vyrobky

Masné vyrobky jsou bohatym zdrojem bilkovin, které béhem jejich opracovéani denaturuji,

at’ uz teplem, kyselym prostiedim, ¢i ucinkem soli. U denaturovanych bilkovin jsou 1épe
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dostupné aminokyseliny a mlize tak sndze probihat proteolyza. Tim se zvySuje dostupnost
substratu pro tvorbu BA a polyaminii a tim padem muze dochazet k jejich akumulaci

v téchto vyrobcich (Loizzo a kol., 2016).

U fermentovanych masnych vyrobku jsou koncentrace polyaminti i slozeni jednotlivych
polyaminti velmi proménlivé. Hladiny se mohou pohybovat v rdmci jednotek, ale i stovek
mg/kg. Na rozdil od masa obsahuji fermentované masné vyrobky vyssi koncentrace putres-

cinu (Kala¢ a Krausova, 2005).

Vyznamnymi producenty putrescinu u masnych vyrobki jsou bakterie ¢eledi Enterobacte-

riaceae a rodu Pseudomonas (Loizzo a kol., 2016).

Mnozstvi polyaminii miize byt ovlivnéno také druhem obalového materidlu, do kterého je
vyrobek ulozen. Pfirodni stievo balené ve vakuu bylo z hlediska polyaminti nejlepsi pro-
stiedi pro jejich syntézu. Naopak nové vyvinuty obal OVTENE® jejich tvorbu snizoval
(Loizzo a kol., 2016).

1.2.5.2.3 Kysané zeli

Kvaseni zeli lze provadét prosttednictvim dvou zékladnich procesti. Prvnim je spontanni
fermentace pomoci bakterii, které se ptirozené vyskytuji v zeli. Pfi tomto procesu se
v pocatecni fazi uplatiiuji heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni, nasledné pak
acidorezistentni druhy homofermentativnich bakterii. Béhem spontanniho kvaseni vSak
nemuzeme odhadovat presné bakterialni slozeni a tedy i chemické slozeni vysledného pro-
duktu. Druhym procesem je pouZiti startérovych kultur, jejichz sloZeni pfesné¢ zname a

muzeme tedy ocekavat stabilni a nekontaminovany produkt (Pefias a kol., 2010).

Pti kvaSeni zeli se uplatiuji dva dilezité mikroorganizmy Leuconostoc mesenteroides a
Lactobacillus plantarum. Obég tyto bakterie jsou schopny produkovat polyaminy. Nejvys-
Sich koncentraci v kysaném zeli dosahuje spermidin, o néco mén¢ pak putrescin. Ackoliv
bakterie Lactobacillus spp. syntetizuji celkové vyS§i mnozZstvi celkovych polyamini,
v syntéze putrescinu dominuje prvni bakterie Leuconostoc mesenteroides, ktery dokéaze

tvofit az v mnozstvi 200 mg/kg (Penas a kol., 2010; Loizzo a kol., 2016).

Putrescin, kadaverin a spermidin se vyskytuji i u jiné kvasené zeleniny, jako je naptiklad

mrkev ¢i fepa a jejich mnozstvi se pohybuje v ramci jednotek mg/kg (Loizzo a kol., 2016).
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1.2.5.2.4 Pivo

Kwvtli vysoké spottebé piva a obavam, Ze se v ném vyskytuji BA a polyaminy, byly stano-
veny hodnoty jejich koncentraci v tomto napoji. Experimentim byly podrobeny rizné dru-
hy piv, v€etné nealkoholickych. U vSech piv byla detekovdna pfitomnost putrescinu a
spermidinu, mnozstvi sperminu naopak bylo pod hranici detekce. Nejvyssi koncentrace
dosahoval putrescin. Obsah polyaminii se u alkoholickych a nealkoholickych piv vyrazné
nelisi. Jejich mnozstvi v pivu se pohybovalo v jednotkach ppm, coz piiblizné odpovida

jednotkdm mg/kg (Buiatti a kol., 1995).

Jiné zdroje, zahrnujici do prizkumu i agmatin uvadi, ze v pivu je dominantni pravé jeho

mnozstvi (Izquierdo-Pulido a kol., 1996).

Limitni hodnoty koncentraci polyaminti nejsou stanoveny. Uvadi se vSak takzvana ,,zdra-
va‘“hladina celkovych BA (histaminu, fenylalaninu, tryptaminu, tyraminu, sperminu, sper-
midinu, putrescinu a kadaverinu). Tato hodnota by neméla prekroc¢it 100 mg/l. Pii jejim
ptekroceni by mohlo dochazet k toxikologickému riziku vyvolanému jednak synergickym
ucinkem jednotlivych biogennich amint a také vlivem alkoholu, ktery inhibuje detoxikaci.
Témet 25 % testovanych vzorkd piv tuto hranici piekrocilo a 6 % vzorkt dokonce dvojna-
sobné. Putrescin se vyskytoval t¢éméf u vSech vzorki a jeho hodnoty byly do 50 mg/l. Ob-
sah kadaverinu byl riizny, nékteré vzorky ho neobsahovaly viibec, u nékterych byl jeho
obsah vyS§i nez putrescinu. Hlavnimi producenty putrescinu a kadaverinu, jsou podobné
jakou masnych vyrobki rody bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae nebo Pseudomonas. V&t-
Sina piv obsahovala 1 spermin a spermidin, jejich koncentrace vSak byly pod 30 mg/l (Bun-

ka a kol., 2012)

Co se tyce pivovarnickych surovin, nejvyznamnéj$i mnozstvi polyamini obsahuje slad.
Zmény v jejich hladinach probihaji béhem sladaiské vyroby, hlavné pii kli¢eni je¢mene a
jeho suSeni. Nutné je také podotknout, ze pivovarnické kvasinky Saccharomyces cerevisiae
nejsou producenty polyaminii béhem vyroby piva. Syntézu polyaminil zajistuji bakterie
z ptirozené flory, nejvice pak rod Lactobacillus ¢i Pediococcus. Spermin a spermidin po-
chézeji prevazné ze suroviny, zatimco kadaverin je tvofen hlavné kontaminujicimi bakteri-

emi (Kalac¢ a Ktizek, 2003; Izquierdo-Pulido a kol., 1996).
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1.2.5.2.5 Vino

Obsah polyamini ve vin¢ se miize vyraznéji odliSovat a pohybuje se od nedetekovatelného
mnozstvi az po 100 mg/l. Obecné se vyssi koncentrace polyamint nalézaji u ervenych vin

nez u bilych (Bover-Cid a kol., 2006).

Jsou znamy cesty, jak se mohou béhem procesu vyroby vina do produktu dostat polyaminy.
Za prvé je to prirozeny vyskyt v hroznech, ze kterych je ptfipravovan most. Dal§i moznosti
je tvorba prosttednictvim kvasinek a jako posledni je to tvorba ¢innosti fermentujicich bak-

terii. Z polyamint se ve vin€ nejhojnéji vyskytuje putrescin (Loizzo a kol., 2016).

Hodnoty koncentrace putrescinu se béhem zrani ¢erveného vina vyrazné meénily, vzrostly
témet dvojnasobné. MnoZzstvi sperminu se pfitom neménilo. Rozdily v mnozstvich polya-
mind se ukazaly byt zavislé i na typu dieva, ze kterého byly vyrobeny sudy, v nichZ vino
zralo. Jak bylo zminéno vySe, polyaminy se mohou luhovat a mize tak dochazet k jejich

ptestupu ze dieva do vina (Kala¢ a Krausova, 2005).

1.2.5.2.6 Fermentované sojové vyrobky

U fermentovanych so6jovych vyrobkl se vyskytuje taktéz znacné mnozstvi polyaminti. No-
vy zplsob prevence proti jejich tvorbé byl pouZit u piipravy sdjové pasty, kterd byla pfed
fermentaci ozatrena. Diky tomu klesla tvorba putrescinu a spermidinu, hladiny sperminu

nebyly ovlivnény (Kala¢ a Krausova, 2005).
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2 VYZNAM POLYAMINU U MIKROORGANIZMU

2.1 Bakterie

Ohledn¢ vyskytu polyamini v bakteridlnich buiikach se vyskytuje mnozstvi informaci, coz
je zptisobeno intenzivnim vyzkumem v této oblasti. Hlavnim divodem je to, Ze zivocCisné a
rostlinné buiky jsou velmi naro¢né na kultivaci, proto se pro tyto ucely vyuzivaji prevazné
bakterialni buniky, které jsou na rozdil od ptedchozich dvou typt, snadno kultivovatelné

v podminkach in vitro (Bachrach, 2010).

Problém je vSak v urceni skutecnych funkei polyaminti a to nejen u bakterialnich bunék,
ale u vSech typi organizmu. Diivodem je to, ze vétSina vyzkumi na toto téma se provadi in
vitro, tudiZ v redlnych podminkach mohou organizmy vykazovat odlisné biochemické od-

povédi (Chattopadhyay, a kol., 2002).

Ackoli jsou polyaminy vSeobecné povazovany za intracelularni latky, existuji dikazy o

tom, ze se podileji také na udrzovani povrchovych struktur bakterii (Shah a Swiatlo, 2008).

2.1.1 Metabolizmus polyaminii u bakterii

Bakterialni metabolizmus je fizen prostfednictvim konkrétnich gent, které se v rdmci jed-
notlivych skupin mikroorganizmi mohou liSit. VéEtSinou je metabolizmus polyamina shod-

ny u bakterii stejného druhu nebo dokonce kmene (Benkerroum, 2016).

Témer u vSech bakterii je pfevaZzujicim intracelularnim polyaminem spermidin, ale u E.
coli ptevazuje putrescin. Hodnoty koncentrace sperminu nejsou zndmé a kadaverin se u
bakterii vyskytuje nejméné. AvSak E. coli syntetizuje kadaverin pii anaerobnich podmin-

kach v prosttedi nizkého pH nebo pii absenci biosyntézy putrescinu (Shah a Swiatlo,

2008).
U E. coli au mnoha druhii Pseudomonas miize byt putrescin syntetizovan dvéma cestami:
e Dekarboxylaci ornitinu, enzymem ornitin-dekarboxylazou, za vzniku putrescinu

e Dekarboxylaci argininu, enzymem arginin-dekarboxylazou, za vzniku agmatinu, ktery

se nasledné¢ méni enzymem ureohydroldzou na putrescin a mocovinu.

U bakterie Pseudomonas aeruginosa existuje dalsi syntetickd draha, v niz je agmatin pre-

ménén na putrescin za tcasti N-karbamoyl-fluorescinu (Shah a Swiatlo, 2008).
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ODC je klicovym enzymem tvorby putrescinu, ktery je regulovan reverzibiln¢ mnozstvim
putrescinu ¢i sperminu, anebo komplexem cyklického adenosinmonofosfatu (¢cAMP) a jeho
receptorového proteinu. Tento komplex zajistuje doCasné pozastaveni exprese genu, jez
tuto reakci koduje. Na biosyntéze putrescinu se podileji geny speA, speB a speC, zatimco u

spermidinu to jsou geny spe E a speD (Shah a Swiatlo, 2008).

U bakterii existuje kromé biosyntézy de novo i transportni systém, umoziujici vychytavani
extracelularnich polyaminti. Tim je zajistén dalsi zdroj polyamint, ktery poskytuje bakteri-
im vyhodnou schopnost pro adaptaci nebo dokonce pro pieziti. Tato vlastnost byla pozoro-
vana u modelového organizmu E.coli, ale ocekava se ptritomnost stejné vlastnosti i u dal-

Sich organizmil, bakterii, kvasinek 1 prvokl (Shah a Swiatlo, 2008).

Na druhou stranu vyss$i koncentrace polyaminti mohou inhibovat rist gram-pozitivnich

bakterii (Bachrach, 2010).

2.1.2 Bunééna membrana

Polyaminy maji zdsadni ulohu pro fungovani vnéj$§i membrany gram negativnich bakterii.
Podileji se hlavné na spravné funkci a tvorb¢ integralnich proteint, porinti, které tvoii za-
kladni funkéni jednotku kandll. Tyto proteiny umoziiuji prostup hydrofilnich sloucenin
skrz membranu. U E. coli bylo pozorovano vzajemné ovliviiovani porinti a polyaminti za-
lozené na zméné napéti, které je kli¢ové pro ¢innost kanal. Putrescin a spermidin tvofi
vazby s kyselymi zbytky kyseliny asparagové, jejiz molekula je sou€asti porint. Nasledna
zména naboje vyvolava zmenSeni poru, az jeho uzavieni, a membrana je tim padem nepro-

pustnd (Shah a Swiatlo, 2008).

2.1.3 Tvorba biofilmu

Biofilm je urcita forma spoleCenstvi bakterii, které¢ kromé¢ samotnych bakteridlnich bunck
obsahuje extracelularni hmotu sloZenou z exopolysacharidi, bilkovin a nékdy i DNA. Jeho
tvorba muize probihat bud’ na pevném podkladu a nebo na povrchu kapaliny. Vliv na tvorbu
biofilmu maji ptedevsim dva polyaminy. Spermidin, ktery se vyskytuje témét u vSech bak-
terii a jeho kratSi derivat norspermidin, ktery byl pozorovan u bakterii, jako jsou naptiklad
Vibrio. Tato skutecnost byla sledovana pfi 1é€bé onemocnéni jez vyvolavaji Vibrio chole-

rae , Yersinia pestis, Bacillus subtilis, Escherichia coli a Neisseria gonorrhoeae. Tyto po-
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lyaminy mohou t¢inkovat na rizné typy proteini a ménit jejich funkce. Stejné tak reguluji
tvorbu polysacharidi, jez se uplatiiuji pii tvorbé biofilmu. Extracelularni, ale i intracelular-
ni norspermidin podporoval tvorbu biofilmu u Vibrio cholerae a Neisseria gonorrhoeae,
zatimco exogenni spermidin jeho tvorbu inhiboval. U Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus a Escherichia coli byla situace zcela opacnd, tvorbu biofilmu zde inhiboval nor-
spermidin. Tyto dva polyaminy tedy ptisobi u konkrétnich organizmt antagonisticky. Ugi-
nek polyaminii na tvorbu biofilmi byl prokazan jak u G* tak i u G~ bakterii (Karatan a Mi-

chael, 2013).

2.1.4 Patogenita a virulence

Pro bakterii Streptococcus pneumoniae hraje zasadni ulohu cholin, ktery je nezbytny pro
tvorbu teikoové a lipoteikoové kyseliny, a také pro ukotveni proteint, dilezitych pro vi-
rulenci bakterie. Pokud u bakterie dojde k nedostatku cholinu, miiZze jeho funkci v syntéze
kyselin nahradit putrescin. Ovsem ten zcela odliSn¢€ plisobi na zminéné proteiny. Putrescin
jejich pocet snizuje, ¢imz bakterie ztraceji svou schopnost ukotvovat se k povrchu a disle-

dek je tak snizeni virulence bakterie (Shah a Swiatlo, 2008).

2.1.5 Stres

2.1.5.1 Stres zpusobeny nizkym pH

U patogenti hostujicich ve stfevnim traktu, je schopnost preziti ve velmi kyselém prostredi
zakladnim predpokladem. Pravé polyaminy povazujeme za hlavni mediatory v reakci na
stres zpusobeny nizkym pH. U E. coli pusobi proti nizkému pH piedevSim glutamat-
dekarboxylaza. Expresi gend, které zajiStuji jeji tvorbu, reguluji polyaminy tim, Ze mohou

redukovat mnozstvi intracelularniho cAMP (Shah a Swiatlo, 2008).

Princip ochrany spociva v tom, Ze hlavni prekurzory pfi syntéze jsou aminokyseliny. Pfi
tvorbé putrescinu dochézi k alkalizaci cytoplazmy a tvorbé protonové hnaci sily, ktera po-
maha v adaptaci na kyselé podminky. Navic pfi tomto procesu vznika ATP, jeZ je nezbyt-

nou slouc¢eninou pro zivot buiiky (Benkerroum, 2016).
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2.1.5.2 Oxidacni stres

Nejvice nebezpenymi z hlediska oxida¢niho stresu jsou pro patogeny reaktivni formy kys-
liku, které mohou zpusobovat naruSeni vazby mezi jednotlivymi vldkny v sekvencich
s vysokym obsahem vazby guanin-cytosin. V ochran¢ téchto sekvenci hraje klicovou roli
enzym superoxid-dismutdza (SOD), kterd U¢inné zneSkodnuje superoxidové radikaly.
Spermin a spermidin piisobi synergickym efektem, nebot’ jsou schopny ptsobit jako volné
radikély a vychytavat radikaly kysliku, a tak branit rozpadu fetézce DNA. Uginky polyami-
nu byly ovéfeny na experimentu s transgennimi buikami E. coli, které nemohly syntetizo-
vat polyaminy. Na tyto buiiky bylo piisobeno koncentracemi kysliku, které nejsou pro béz-

né bunky toxické, avSak pro zmutované buiky byly letalni (Shah a Swiatlo, 2008).

Zajimavy ucinek byl odhalen pfi pisobeni herbicidu paraquatu na polyamin-deficitniho
mutanta, u kterého se zvySovalo mnozstvi syntetizovaného genu pro SOD (SoxS). Po pfi-
dani putrescinu se jeho syntéza snizila. Podobné¢ je tomu i u syntézy kadaverinu, jehoZ syn-
tézu dokaze spoustét regulator oxidativni stresové odpovédi (SoxR). Pti zvySené syntéze
kadaverinu, ktery je taktéz schopny vychytavat superoxidové radikdly, se snizuje syntéza
SOD. Zda se tedy, ze je zde pfima korelace mezi mnozstvim dostupnych polyaminti (intra-

celularnich 1 extracelularnich) a potfebou enzymu SOD (Shah a Swiatlo, 2008).

2.1.6 Bakterie mlééného kvasSeni

Tato vyznamna skupina mikroorganizmd, kterd je tvofena mnoha riznymi druhy bakterii,
vykazuje dekarboxyla¢ni aktivitu, jez vede k tvorbé polyamini. Bakterie mlééného kvaSeni
(BMK) tvofi vyznamnou ¢ast lidské stfevni mikroflory. Vyuzivaji se také béhem technolo-
gické tpravy mléénych vyrobkl, které tvoii vyznamnou ¢ast bézné lidské stravy. ProtoZe
BMK syntetizuji z polyaminil v nejvyssi mife putrescin, mlize byt jeho zvySeny obsah také
v mléénych vyrobcich jako jsou syry a podobné, u kterych se pii technologii vyroby tyto
bakterie vyuzivaji. BMK se uplatiiuji i béhem vyroby jinych fermentovanych potravin, na-

ptiklad vina ¢i fermentované zeleniny (Benkerroum, 2016).

Diive se uvadelo, ze pfevazna cast putrescinu je tvoiena predevsim kontaminujici bakteri-
alni florou, hlavné pak za skupiny Enterobacteriaceae ¢i Pseudomonadaceae. Proto se
predpokladalo, Ze pfitomnost polyaminli ve vyrobku mohla pfimo poukazovat na hygienu

pii zpracovani. Tento nazor byl vSak zvracen, nebot BMK mohou putrescin



UTB ve Zliné, fakulta technologicka

produkovat také. Jediny rozdil je v tom, Ze k jeho syntéze vyuzivaji jiné biosyntetické

drahy jako vySe zminéné kontaminujici bakterie (Benkerroum, 2016).

BMK vyuzivaji pro tvorbu putrescinu drahu ODC a jeho syntézou si zajist'uji snizeni pH
uvnitt intraceluldrni prostoru. Aktivita syntéz u jednotlivych druht se vsak liSila, coz mize

byt diisledek mnoha vnittnich i vnéjSich faktortt (Romano a kol., 2014).

2.2 Termofilni mikroorganizmy

Jak bylo popséno vyse, extrémné termofilni mikroorganizmy naptiklad bakterie Thermus
thermophilus dokaZzi tvofit fadu jedinecnych polyamini (Oshima, 2007). Tyto slouc¢eniny

byly zminény jiz v kapitole 1.2.

Experiment in vitro ukazal, Ze tyto rozvétvené polyaminy se hojné vyskytuji u termofilnich
bunék, které byly kultivovany pfi teplotach kolem 80 °C, a tvoti zde vétSinu vyskytujicich
se polyamind. Pti teplotach nizsich (65 °C) byly produkovény rozvétvené polyaminy pouze
v malé mife. DalSi organizmy, u nichz se vyskytovaly rozvétvené kvartérni polyaminy, byly
hypertermofilni bakterie Aquifex pyrophilum nebo hypertermofilni archea Methonococcus
Jjannaschii. Dlouhé polyaminy byly nalezeny i u jinych hypertermofilnich mikroorganizmi
jako je bakterie Thermotoga maritima nebo u archea Aeropyrum pernix. U stfedné teplo-

milnych a mezofilnich organizmi se tyto jedinecné polyaminy nevyskytuji (Oshima, 2007).

Polyaminy byly shledany nepostradatelnymi slozkami pfi syntéze bilkovin u termofilni
bakterie 7. thermophilus, nebot’ pii vySsi teploté nez je 65 °C, byla pozorovana aktivita
organizmu pouze Vv pfitomnosti polyaminu. Tyto latky vSak neplsobi jako protektanty
ribozomalni jednotkou 30S, poslem a pocatecni aminoacyl-tRNA. DalS§im pozorovanym
jevem bylo zvySeni teploty tani syntetického oligodeoxyribonukleotidu po ptidani dlouhé-
tani (0¢inngj$i byla aminobutylova skupina nez aminopropylova). Naproti tomu pii zkou-
mani stability Cist¢é tRNA se jako nejlepSi ukazal rozvétveny polyamin tetrakis-(3-
aminopropyl)amonium. Kazd4 ze dvou skupin polyamind se podili odliSn¢€ na stabilizaci
nukleovych kyselin. Dlouhé polyaminy stabilizuji dvojité vldkno DNA a kmenovou cast
RNA (stem), zatimco rozvétvené polyaminy stabilizuji smycku RNA (loop). Polyaminy

chrani také DNA pfed depurinaci (reakce DNA, pfi nizZ se $tépi glykosidova vazba a vznika
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nukleova baze a cukerna slozka), nejlepsi ,,termoprotektant™ této reakce byl caldohexamin.
Studiem piitomnych gent pro tvorbu danych enzymu bylo zjisténo, ze u téchto forem orga-
nizmu funguje alternativni cesta syntézy polyamini, kterd se neuskuteciiuje pies ornitin, ale
unikatni polyaminy jsou tvofeny z agmatinu pies spermidin, ale nikoliv pies putrescin (viz
syntenickd drdha B na obrazku 4 ). Kromé toho experiment ukazal, Ze jsou polyaminy ne-

zbytné pro tvorbu karotenovych barviv (Oshima, 2007).

A B
arginin arginin
co. ‘1 arginin dekerboxyliza o, 4 arginin dekarboxyliza
agmatin agmatin
.0 SAMDC
agmatm-urachydroliza SAM i  deSAM j agmatin triamin-aminepropyltrans ferdza
modovina MTA
oDC .
OINitin e plirescin aminepropyl-agmatin
SAMDC H:0 _ ) _ i
SAM dcSAM B _ . aminepropyl-agmatm-urechydrolaza
; ' MTA spermidin-syntaza mofovina
spermidin SAMDC spermidin <« <+ ki polyaminy
S AMDC SAM TD dcSAM «
SAM T deSAM . . MTA ) -
spermin-syntiza 4 o
CO: MTA tefmospermin  spermin

spermin

Obrazek 4 Biosyntetické drahy termofilnich mikroorganizmu (Oshima, 2007)

2.3 Kbvasinky

Role polyamint byly zkoumany také u kvasinky Schizosaccharomyces pombe, u niz doslo
ke genetické mutaci, diky které nebyla schopna tvofit spermidin. Proto je tedy zavisld na
extracelularnim piijmu této latky. Pfi jeji kultivaci bylo dlouhodobé pouzivano médium
s velmi nizkymi koncentracemi spermidinu. V pribéhu pokusu byly sledovany zmény beé-
hem bunééného déleni, zpiisobené nedostatecnym mnozstvim spermidinu. V ptipadé nedo-
statecného piisunu spermidinu nedochéazelo v prvni fazi bunééného cyklu k dostate¢nému
protazeni bunky, kterd zlstdvala kulatd. Ackoliv nasledné probihal v bufice intenzivni rist
aktinového cytoskeletu,, buiika netvofila septa a nebyla tak schopna se rozdélit. U bunky
doslo pouze k jejimu prodlouZeni. Zmény byly zietelné také pfi tvorbé jadra, u kterého
dochazelo k rozpadu jeho struktury. Pti GipIném nedostatku polyaminu u kvasinky Saccha-

romyces cerevisiae bylo pozorovéano Uplné zastaveni ristu. Mnozstvi spermidinu potiebné-
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ho k normélnimu dé€leni buiiky bylo velmi malé, u¢inné byly roztoky o 1uM koncentraci

(Chattopadhyay, a kol., 2002).

2.4 Prvoci

U téchto jednobunécnych eukaryotickych organizmi se predpoklada, ze polyaminy slouzi
jako zdroje zivin a slouzi jako prekurzory mnoha metabolitli. Pfi¢emz putrescin, ze které¢ho
vychazi syntéza u prvoki, pochazi z zivocisnych bunék organizmi, na nichz prvoci parazi-

tuji (Tomar a kol., 2013).
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3 VYZNAM POLYAMINU U ROSTLIN

Protoze maji polyaminy podobnou chemickou strukturu jako fytohormony, hraji tyto latky
vyznamnou roli v metabolizmu rostlin a podileji se na mnoha bunéénych procesech. Mo-
hou se funk¢né ucastnit napiiklad proliferace bunék, kli¢eni semen, tvorby pupenti, embry-
ogeneze, rustu ovoce, morfogeneze, ale mohou také hrat zdsadni tlohu pii odpovédi na
rizné stresové faktory. Také jsou vSeobecné povazovany za mozné signalni molekuly

(Soudek a kol., 2016).

Zakladnim principem, kterym se stanovuji metabolické funkce polyaminil, je geneticka
modifikace rostlinnych organizmi. Pfi této Gipravé jsou upravovany geny podilejici se vét-

Sinou na syntéze enzymi, zajist'ujici tvorbu konkrétnich polyaminti (Pathak a kol., 2014).

U vyssich rostlin se nejhojnéji objevuji polyaminy spermin, spermidin a putrescin, v mensi

mife se ale mize uplatnovat i kadaverin (Zhao a kol., 2007; Tomar a kol., 2013).

Vyznam polyamind je velky, avSak neni nejspiSe zivotné dulezity. Tento fakt byl ovéien u
transgenni rostliny postradajici geny pro tvorbu sperminu, u které i za piredpokladu nepfi-
tomnosti téchto genli bylo mozné dokoncit Zivotni cyklus. Spermin tedy neni pro Zivot

rostliny nezbytny (Takahashi a kol., 2007).

3.1 Syntéza a rozklad

Polyaminy u rostlin, podobn¢ jako u jinych organizmil, mohou vznikat né¢kolika cestami,
které byly popsany v kapitole 1.2.2. Dréha, jez je zprostiedkovana ODC, vSak u nékterych
druhti rostlin chybi, naptiklad u Arabinopsis thaliana (Pathak a kol., 2014).

Aktivita odlisnych cest vzniku putrescinu se liSi v zavislosti na u¢inkovani stresovych fak-
torti, kde se pfi jejich plisobeni uplatiiuje draha katalyzovana ADC. Tento fakt byl potvrzen
u halofytickych rostlin jako je Mesembryanthemum crystalium a Arabinopsis thaliana. Na-
proti tomu ODC maé nejvyssi aktivitu pii pocatecnich fazich ristu rostliny, vyvoji a dife-
renciaci rostlinnych organti nebo béhem reprodukce (Pathak a kol., 2014).

Kadaverin je syntetizovan stejn€ jako u ostatnich typli organizmi z lyzinu a jeho tvorby se

ucastni enzym lyzin-dekarboxylaza, ktera se nachdzi ve stromatu chloroplastii. Pouze ve

vyjimecnych piipadech miize byt jeho prekurzorem ornitin nebo arginin. Ve vysokych kon-
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centracich se vyskytuje LDC u lipnicovitych (Poaceae), bobovitych (Fabaceae) a lilkovi-
tych (Solanaceae) (Tomar a kol., 2013).

Katabolicka reakce putrescinu je zprostiedkovana enzymem diamin-oxiddzou (DAO) za-
timco rozklad vysSich polyaminii, spermidinu a sperminu, je zprostfedkovan polyamin-
oxidazou (PAO), mimo to je pro tyto reakce nezbytna piitomnost molekuly kysliku. Jejich

katabolizmus je zndzornén na obrazku 5 (Pathak a kol., 2014).

Polyaminy jsou u rostlin metabolizovany v nejvétsi mife na alkaloidy. Pfi¢emz kadaverin je
pfevazné prekurzorem chinolizidinu a piperidinu, ale v mensi mife 1 jinych alkaloidt. Ak-
tivita LDC je pfimo umeérné tvorbé chinolizinovych alkaloidil a jejich akumulaci rostling

(Tomar a kol., 2013).

Arginin Ornithin
ADCX> €O,
Agmatin
N Carbamoyl oDcC

putrescin\

g DAO .
Putrescin —>+0 Pyrrolin
2
Methionin
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ATP
— /
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SAMDC
SAM dcSAM Spermidin IRES)
ACC synthasa | +0,
co,
ACC SPMS 1,3 Diaminopropan
ACC oxidasal

+0,

Ethylen Spermin PAO

Aminopropylpyrrolin

Obrazek 5 Syntéza a rozklad polyaminui rostlinami (Pathak a kol., 2014)

Putrescin je prekurzorem vyznamnych tropanovych a nikotinovych alkaloidl, ke kterym
fadime napfiiklad nikotin, tropin ¢i skopolamin. Tyto alkaloidy miZeme najit napiiklad u
tabaku. Jejich syntéza, jeZ je znazornéna na obrazku 6, probihé predevsim v kotfenech rost-
liny. Znalost syntézy téchto farmaceuticky vyznamnych alkaloid mtize vést k jejich efek-

tivngj$imu ziskavani z pramyslovych plodin (Kutchan, 1995).
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Obrazek 6 Katabolizmus putrescinu a vznik alkaloidii (Kutchan, 1995)

3.2 Rist a vyvoj rostliny

Polyaminy jsou také zapojeny do biochemické kontroly pochodt, kde je vyzadovan inten-
zivni rast a diferenciaci bunck. K témto déjim patii vytvareni gametofytl, oplodnéni, tvor-
ba kvétu a vyvoj ovoce. Dulezitou roli hraji putrescin, spermin a spemidin pfi vyvoji sam-
¢ich gametofytl, presnéji pii ristu tyCinek a spravné tvorbé pylového zrna. Vysoka aktivita

syntézy byla pozorovana béhem klic¢eni pylového zrna (Falasca a kol., 2010).

Byl sledovéan u¢inek inhibitor syntézy polyaminii béhem vyvoje rostlin. Jako inhibitory
byly pouzity rizné latky- difluorometyl-ornitin (DFMO), difluorometyl-arginin (DFMA),
arginin, cyklohexylamin (CHA), metylglyoxal-bis(guanylhydrazon) (MGBGQG) a jejich rizné
kombinace. Kazdy z nich ovliviiuje jinou reakci pfi syntéze polyamint. Vyrazny dopad byl
sledovan u sam¢ich fertilnich rostlin, pfi tvorbé jader pylovych zrn. Bézné pylové zrno ob-
sahuje dv¢ jadra, avSak u rostliny, které byly oSetfeny kombinaci inhibitorat CHA, MGBG a

argininu, neobsahovaly zadné jadro. Tato zrna byla navic rozmérngj$i, oproti neoSetfenym
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zrnim. Arginin navic mirné ovlivnil zivotaschopnost pylu a vyrazné zmény vyvolal pfi
jeho klic¢eni, diky interferenci s proteiny. MGBG m¢él témét stejné ucCinky, jako arginin,
s tim rozdilem, Ze navic inhiboval riist ty¢inky. Inhibitory syntézy polyaminii navic snizuji

syntézu celuldzy a pektinu, jez se podili na tvorbé bunécné stény (Falasca a kol., 2010).

Prvnim krokem pfi pfirozeném kliceni pylového zrna je jeho rehydratace. Byly pozorovéany
zmény v syntézach SAMDC, ADC a ODC v rtiznych ¢asech po hydrataci zrna. Zrno bylo
po 15minutach hydratace pieneseno na kli¢ivé médium. Po 15 minutdch v médiu, vyrazné
klesala koncentrace spermidinu. Neni vSak jasné jestli je pokles zptsoben jeho rozkladem
na jiné derivaty, ¢i jeho uvolnénim do média. V tomto moment¢ vSak aktivita SAMDC
dosahuje vrcholu a diky tomu v ¢ase 3 az 7 hodin v médiu nartsta koncentrace spermidinu.
Soucasné se uplatnuje i ADC, jejiz aktivita se zvySovala mezi 3 a 14 hodinami. Aktivita
ODC nebyla vyznamna. Z pozorovanych zmén v syntézach téchto enzymii béhem kliceni,
muzeme piedpokladat vyznamnou roli polyaminti, béhem tohoto déje (Falasca a kol.,

2010).

V ribozomech hydratovanych pylovych zrn se zvySuje syntéza bilkovin a dochazi ke zméné
poctu chromozomt, a tak se méni monozomy na polyzomy, u kterych hraji polyaminy da-

lezitou ulohu (Falasca a kol., 2010).

Zajimavym piikladem je také pouziti postiiku polyamint, pfi riiznych vyvojovych stadiich
tvorby kvétu a plodu manga. Zde byly pouzity postiiky obsahujici rizné koncentrace rozto-
k putrescinu, sperminu a spermidinu. Vyraznéjsi G€inek byl pfitom pozorovan pii aplikaci
polyamint tésné€ po odkvétu, které mélo za nasledek zpomaleni vyvoje barvy ovoce. Tento
efekt mize byt zpisoben schopnosti polyaminti inhibovat degradaci chlorofylu ve slupce.
Pozorovano bylo také znacné sniZeni piitomnosti cukrii (pfi pouZiti sperminu ptiblizné o
20 %) a dalSich pevnych rozpustnych latek. Naopak kyselost ovoce se zvysila. Nejsilngjsi
ucinek byl zaznamendm v souvislosti s mnozstvim syntetizovanych karotenoidil, jejichz
mnozstvi vzrostlo témét o 50 % oproti neoSetienym rostlinam. Pokles vitaminu C, pfibliz-
né o 20 % byl zaznamenan pii aplikaci spermidinu 1 putrescinu. Naopak zvySeni jeho kon-
centrace o 12% bylo pozorovano pii aplikaci vyssi koncentrace sperminu. Aplikace niz-
kych koncentraci sperminu béhem pocatecnich fazi tvorby plodu méla za nésledek zvyseni
vynosu plodd. Pozorovano bylo také zvétSeni plodi u stromd, které byly oSetfeny roztokem

sperminu béhem diferenciace kvétu, ale to na tikor jejich poctu. Vztah mezi velikosti ploda
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poskozenim mrazem, kterému byly rostliny béhem experimentu vystaveny. Roztoky mély
vliv také na konzistenci ovoce, pfi¢emz plody oSetfené putrescinem a spermidinem byly
mekci. Zjisténé efekty exogennich polyaminli mohou vysvétlovat vyssi vyskyt endogennich

polyaminti u ovocnych ploda (Malik a Singh, 2006).

Aplikace putrescinu v obdobi pfed vyvojem kvétu hrusky, prodlouzila Zivotaschopnost

vajicek a zpomalila viditelné starnuti kvétu (Malik a Singh, 2006).

Probihaji taktéz diskuze o tom, zda nejsou polyaminy inhibitory tvorby etylenu, ktery je
povazovan za hlavni faktor pti dozravani plodt (Malik a Singh, 2006).

3.3 Iontové kanaly

Experimentem provedenym na kotfenovych buiikach je¢mene bylo zjisténo, ze polyaminy
jsou inhibitory pomalych i rychlych vakuolarnich kationtovych kanalil a siln€ blokuji rych-
1¢ Na'/K" kanaly. Polyaminy blokuji kanal, ktery umoziuje vstup K™ a Na" do buiiky, nao-
lularniho polyaminu mtze byt rizné a jeji mira zavisi na tom, jaky polyamin pouZzijeme a
také jaky bude jeho naboj. Cim vice se v molekule vyskytuje kladné nabitych skupin, tim
siln€ji je kanal blokovan. Nejsilngjsi blokator je spermin, coz vychazi z toho, Ze miize ob-
sahovat nejvice kladné nabitych skupin, slab§imi pak spermidin a putrescin. Extracelularni
polyaminy blokuji kanaly G€innéji. Z experimentu vyplyva, Ze polyaminy Uc¢inkuji proti
zvyseni koncentrace Na” v bufice pfi stresu vyvolaném vysokymi koncentracemi soli. K je
z bun¢k kotene vypuzovan za ucelem zvySeni jeho koncentrace v bunkach vyhonkl. D¢
blokace je s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisoben interakei polyaminu s kandlovym protei-

nem (Zhao a kol., 2007).

r + r . . e . ror_r roor_r o o I~ rwe
Pomalé Ca®" kanaly jsou zapojeny pfi regulaci otevirani a zavirani praduchii. Tudiz uginek
polyamini mizZe byt v zabranéni nadmérného odvodu vody z rostliny béhem sucha praveé

prostfednictvim priduchi (Takahashi a kol.).

3.4 Tvorba cév

U rostlin je tvorba cévnich svazkli ovlivnéna polyaminy nepfimo a tak, Ze pfi jejich meta-

bolizovani se uvoliluje reaktivni forma kysliku H,O,, kterou rostliny potiebuji pro tvorbu
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své bunécné stény, tvorbu bunck stény cév a také polymerizaci ligninu. Produkce peroxidu
vodiku je zprostiedkovana ptisobenim oxidaz DAO a PAO. Na tvorb¢ cév se podili hlavné
termospermin, ktery brani pfed¢asné bunééné smrti bun€k xylému, dokud neni dokoncena
diferenciace. Termospermin se podle novych zjiSténi vyskytuje napti¢ celou rostlinnou isi,
na rozdil od sperminu, ktery se vyskytuje pouze u krytosemennych rostlin. Tento fakt mtze
byt zplisoben nemoznosti rozliSit od sebe spermin a termospermin pomoci bézn¢ pouziva-

nych metod HPLC (Vera-Sirera a kol., 2010).

3.5 Stres rostlin

Rostliny jsou béhem svého riustu vystaveny rtiznym stresovym situacim, vyvolanych ptiso-
benim jednoho ¢i vice stresovych faktorli, které mohou negativné ovliviiovat jejich pro-
dukci. Tento fakt mlze zpisobovat vyznamné snizeni produkce u hospodaisky vyznam-
nych plodin. V piipad¢ abiotického stresu miize byt tento ubytek az 70 % (Pathak a kol.,
2014).

Diky zméné klimatu dochézi k intenzivnimu vyzkumu, ktery se snazi odhalit rozdilnosti
v odpovédich na stres u béznych rostlin a extrémné tolerantnich druhi. Tyto poznatky mo-
hou byt nasledné vyuZity pro modifikaci rostlin za ucelem zvySeni produkce plodin a na-

sledného zajisténi dostatku potravy (Pathak a kol., 2014).

Bé&hem plisobeni stresu se v rostlindch akumuluji riizné dusikaté slouceniny, jako jsou ami-
nokyseliny, ¢i od nich odvozené slouceniny, jako jsou amidy, kvartérni amoniové soli, ale
také polyaminy. Jejich ucinek spociva v ochrané dillezitych bunéénych soucasti, jako jsou
naptiklad membranové proteiny, které je mohou bud'to regulovat a nebo mohou zajist'ovat

jejich spravné sbaleni (Pathak a kol., 2014).

Bylo zjisténo, Ze polyaminy které jsou pfirozené se vyskytujicimi latkami v rostlinach, se
intenzivné ucastni fidicich reakci a ur€uji dané odpovédi na abioticky stres (Pathak, Teixei-

ra da Silva a Wani, 2014).

Odpovéd’ na stres se riizni podle typu plisobiciho faktoru, délky jeho pisobeni, ale také
v zavislosti na konkrétnim druhu rostliny a na jejim vyvojovém stadiu (Soudek a kol.,

2016).

U rostlin se mezi nejcastéjsi stresové faktory fadi vysoka salinita pudy, pfili§ nizka ¢i prilis

vysoka teplota nebo nedostatek vody (Pathak a kol., 2014).
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Rozsah syntézy putrescinu, sperminu a spermidinu, véetné syntézy jejich enzymi, se ptimo
odviji od intenzity stresovych faktora. Proti stresu mohou ptsobit samotné polyaminy, ale
stejné tak 1 jiné latky, které vznikly prostfednictvim signalnich drah, které polyaminy zpro-

sttedkovavaji (Pathak a kol., 2014).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze polyaminy slouzi v jejim orga-

nizmu jako druzi poslové (Pathak a kol., 2014).

U transgennich rostlin, u kterych byly upraveny geny podilejici se na syntéze enzymil
SAMDC, ADC ¢i SPDS, pro zajisténi lepsi dostupnosti polyaminil, byla zjiSténa vyssi
odolnost vici stresovym podmétiim (Pathak a kol., 2014).

Polyaminy mohou ovliviiovat homeostazu sodiku a drasliku, v disledku fizeni aktivity
iontovych kanali, ¢imz mohou pozitivné pisobit na odolnost vii¢i stresu (Pathak a kol.,

2014).

3.5.1 Nedostatek vody

Vliv polyamini pii nedostatku vody byl zkoumén u transgenni rostliny postradajici gen, jez
zajistuje tvorbu sperminu. Bylo zji§téno, Ze pii tomto typu stresu vyznamné ucinkuje
spermin, ktery je schopen v nepiitomnosti vody ovliviiovat homeostazu Ca®", coz ma vliv
na uzavirani priduchi na listech takto zatézovanych rostlin. Transgenni rostlina oproti
béZné rostling neuzavirala své praduchy po urcité dobé piisobeni v nepfitomnosti vody,
¢imz dochézelo ke zvySenému vydeji vody (hustota priiduchti u obou typt rostlin byla stej-
na). U klasické rostliny se na rozdil od transgenni navic podatilo obnovit riist. Zajimavé
bylo také sniZeni obsahu chlorofylu ptiblizné na 40 % hodnoty, jez byla stanovena u divoké

rostliny (Takahashi a kol., 2007).

Pfi nedostatku vody byla pozorovana u ryze zvySena koncentrace putrescinu (volného 1
vazaného), coZz mélo za nasledek vys$si odolnost rostliny (Pathak, Teixeira da Silva a Wani,

2014).

3.5.2 Extrémni teplota
Béhem pulisobeni vysokeé teploty stoupalo u rostlin mnozstvi vyssich polyaminti, sperminu a
spermidinu, 1 aktivita ADC a PAO. Navic u ryZe odolné vii¢i vyssi teploté (kultivar N22),

bylo pozorovano nahromadéni dlouhych polyamint, jako jsou norspermin a norspermidin,
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podobng¢, jako u termofilnich bakterii. U teplotné citlivych kultivarh rostlin nebyly polya-
miny pozorovany. U fazole mungo byl dokonce potvrzen ucinek exogennich polyaminti
sperminu a spermidinu, které pomohly rostling zotavit se po teplotnim Soku (Pathak a kol.,

2014).

U rajcat bylo pii ptisobeni vysokych teplot pozorovéano zvyseni syntézy SAMDC (Falasca a
kol., 2010).

Byly pozorovany také tcinky na ryzi, vyvolané nizkou teplotou (5° C). V dobé¢ plisobeni
této teploty vzrostly koncentrace spermidinu, sperminu, ale i SAMDC. U opakovaného
pouziti vyssi teploty (3x 1 hodina na 35 °C) u A. thaliana vzrostl obsah putrescinu, spermi-

nu, spermidinu, SAMDC, SPMS a ADC (Pathak a kol., 2014.)

3.5.3 Vysoka salinita

Polyaminy pusobi v rostlin€ vystavené slanému stresu tak, Ze zesiluji vazby mezi vodou a
zivinami. Pfi vystaveni rostliny vysokému obsahu soli v médiu nastava aktivovani ADC
drahy a ke zvySené akumulaci putrescinu a spermidinu u lupiny a jablka ¢i sperminu a
spermidinu u kukufice a 4. thaliana. Naproti tomu se u halofilni travy Aeluropus littoralis
koncentrace sperminu sniZovala. U mutantli u nichZ byla omezena ADC draha bylo pozo-
rovano snizeni tolerance vici soli. U transgenniho tabdku u n¢hoz byla zvySena exprese
genu pro SAMDC, se zvySovalo mnozZstvi putrescinu a spermidinu, coZ vedlo k vyssi

odolnosti vii¢i ucinku soli a osmotickému stresu (Pathak a kol., 2014).

3.5.4 Osmoticky stres

Vyzkum na tento typ stresu byl provadén na buiikach a protoplastech ovsa (Avena sativa),
pusobenim riznych typt latek naptiklad cukernymi alkoholy sorbitolem, manitolem, sacha-
ridem sacharézou, aminokyselinou prolinem & betainem. Uginkovani téchto latek vyvolalo
zvyseni aktivity drahy ADC. U fepky byl pozorovan nariist koncentrace putrescinu, zatim-

co mnozstvi sperminu se snizilo (Pathak a kol., 2014).

3.5.5 Tézké kovy

Biosyntéza polyamina byla pozorovana u rostlin vystavenym pisobeni tézkych kovi. Ve

vyzkumech byly pozorovany reakce v pritomnosti prvkd, jako jsou zinek, méd’, kadmium,
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mangan, olovo nebo Zelezo. Je vSak obtizné posoudit, zda se G€astni obrannych mechani-

zmu rostliny nebo zda pouze odrazeji toxicitu ucinku (Soudek a kol., 2016).

Zajimavé vysledky dava experiment provedeny na nékolika potravinaisky vyznamnych
plodinéch, jako jsou zeli, feficha, kedlubna, hrach, kukufice, petrzel, hlavkovy salat mrkev,
Spenat nebo okurka. Béhem pozorovani byly na ¢asti téchto rostlin, ve stafi dvou mésict,
aplikovany roztoky obsahujici putrescin, spermidin, spermin ¢i kadaverin a soucasn¢ za-
vlazovany 0,2mM roztoky soli kovli (Cd(NO3),, FeSO4, Zn(NOs),). Cilem tohoto vyzkumu
bylo odhalit mozné akumulacni €inky ve spojitosti s vyskytem polyaminti v rostling, a to u
sloucenin kadmia kvili jeho toxikologickym ucinkim a u slouenin zeleza a zinku

v souvislosti s moznou suplementaci potravin o tyto mikronutrienty (Soudek a kol., 2016).

Pti aplikaci putrescinu vyzkum prokézal zvyseni akumulace Cd ve vyhoncich, u vSech tes-
tovanych plodin s vyjimkou Spenatu a okurek, zatimco koncentrace absorbovaného Zn se
snizovala. Obsah Fe se snizoval u vSech plodin s vyjimkou kedlubny a hrachu. Pti aplikaci
kadaverinu bylo naopak u rostlin pozorovano snizeni akumulace Cd, pficemz G¢innéjsi
byla aplikace polyaminu postfikem piimo na listy nez aplikace do média. Co se tyce vstie-
bavani Fe a Zn u vyhonk, bylo po aplikaci putrescinu niz8i u vétSiny plodin (Fe se snizilo
pouze u fefichy a hrachu a zvySena akumulace Zn u fefichy, hrachu, petrzele a salatu). U
kotenli n€kterych rostlin byla ov§em situace opacna, u mrkve, petrzele a okurek se hladiny
Fe po aplikaci putrescinu zvySily. Podobna situace nastala u aplikace Zn, jehoZ obsah se
snizil u kotent zeli, kukufice, Spenatu, hrasku, petrzele a okurky, ale u ostatnich plodin se
vyznamné zvysil. U nékterych rostlin nastala dokonce po aplikaci putrescinu hyperakumu-
lace prvkii. Pozorovan byl také vliv kadaverinu, pfi jeho aplikaci naopak hladina Fe rostla.
Z vyzkumu tedy vyplyva, ze polyaminy ovliviiuji vstiebavani tézkych kovt rostlinou. Roz-
dily jsou vSak zavislé na rostlinném druhu, na ¢asti rostliny, ale také na vzdjemné interakci

pouzitych prvki (Soudek a kol., 2016).
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4 VYZNAM POLYAMINU U ZIVOCICHU

Diky slozitosti syntézy polyamina a regulaci jejich hladin béhem fyziologickych pochodi,
fadime polyaminy k latkam, které se vyznamné podili na funkci zivo€isné bunky. Jakakoliv
neobvykld zména v jejich regulaci, proto mize v organizmu vést az ke vzniku patologic-

kych stavii (Moinard a kol., 2005).

4.1 Syntéza polyamini

U téméf vSech eukaryotickych organizmi jsou polyaminy syntetizovany z aminokyseliny
ornitinu a z S-adenosyl-metioninu. Putrescin je syntetizovdn z ornitinu za Ucasti ornitin-
dekarboxylazy, coz je jeden z nejvice regulovanych enzymu v eukaryotickych organizmech
a fadime ho do skupiny onkogenti. Poskozeni regulace metabolizmu polyaminti miiZe in-

dukovat az apoptoézu bunék (Agostinelli a kol., 2010).

Enzym ADC se nachdzi v mitochondriich a jeho syntéza probihd v ledvindch a mozku

(Moinard a kol., 2005).

Bylo zjisténo, ze béhem rlstu rakovinnych buné€k se jejich syntéza zvySuje a vyskytuji se
tak ve tkanich ve vysokych koncentracich. Ve zvySeném mnozstvi se vSak vyskytuji také

ve zdravych rostoucich tkénich (Agostinelli a kol., 2010).

4.2 Savci

U savcu stejné jako u ostatnich organizmil se literarni zdroje vénuji hlavné obsahiim a
ucinklim polyamini putrescinu, spermidinu a sperminu. Agmatin je polyamin, ktery byl u
sav¢ich bun€k nalezen az v roce 1994, coz je diivodem, pro¢ o ném mnoh¢ zdroje nemluvi.
Agmatin,ktery byl do té doby pozorovan pouze u rostlin, bakterii a bezobratlych, byl nale-
zen v buitkach mozku savcl. Vzhledem k jeho zjisténym koncentracim, které byly shodné
s koncentracemi neurotransmiterd, by se mohl v organizmu uplatiovat jako jeden z té€chto

ptenaSect nervového vzruchu (Moinard a kol., 2005).

Za klicovy fyziologicky enzym pfi tvorbé polyaminti v sav¢ich bunkach povazujeme argi-

nazu (Li a kol., 2016).
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Lyzin, z né¢hoz vznika dekarboxylaci kadaverin, je pro savce esencialni, proto se védci po-
kouseji o navyseni koncentrace této aminokyseliny pomoci genetické modifikace u riiznych

plodin, jako prevence jeho dostate¢ného piijmu (Tomar a kol., 2013).

4.2.1 Clovek

U cloveéka mohou byt polyaminy ziskdvany hned nékolika zpiisoby. Prvnim zpiisobem je
exogenni piijem z potravy a druhym endogenné€, syntézou uvniti organizmu. Endogenni
syntéza polyamini je zajiSténa gastrointestindlni sekreci, odlupovanim enterocytl a také

syntézou prostiednictvim sttevni mikroflory (Moinard a kol., 2005).

4.2.1.1 Reprodukce

Viibec prvnim pozorovanym polyaminem byl spermin, ktery se vyskytuje v lidském sper-
matu ve form¢ komplexu s fosforeCnanem. V Cerstvém spermatu se tato latka nenachazi,
k jeho tvorbé dochazi az v disledku né¢kolikadenniho stani, béhem kterého se enzymaticky
hydrolyzuje fosforylcholin, ktery se zde pfirozené nachdzi, a vytvari komplex se spermi-

nem (Bachrach, 2010).

Bylo také zjisténo, Ze polyamin agmatin stimuluje uvolfiovani luteinizaéniho hormonu

(LHRH) (Moinard a kol., 2005).

4.2.1.2 Rust

Polyaminy jsou schopny stabilizovat bunééné membrany a diky tomu regulovat aktivitu
receptord. Tyto receptory mohou ovliviiovat fadu riznych déji. Takto regulovanym recep-

torem mohou byt také naptiklad rlizné rustové faktory (Moinard a kol., 2005).

U vétSiny polyaminti byl potvrzen pozitivni G€inek pii déleni a rastu buiiky. Naopak u ag-
matinu byly na rozdil od ostatnich polyamint prokazany antiprolifera¢ni G€inky, které nijak
nesouvisi s apoptozou ¢i nekrozou, ale pisobi zmény béhem fazi bunééného cyklu (Moi-

nard a kol., 2005).

4.2.1.3 Imunita a hojeni ran

Jak bylo zminéno vySe polyaminy mohou indukovat vznik novych bunék rtizného typu.

Velmi dtlezitou bunécnou skupinou jsou pravé imunitni bunky, jejichz syntéza se zvysuje
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v pfipad€ poranéni ¢i zanétu. Polyaminy mohou iniciovat jak jejich diferenciaci, tak regu-
lovat jejich funkce. Diky polyaminiim také probiha tvorba fibroblasti, které¢ jsou béhem
hojeni ran potfebné. Dale mohou polyaminy slouzit jako substraty pro transglutamindzy,
coz jsou enzymy podilejici se na mnoha procesech béhem hojeni, naptiklad apoptdzy, oste-
ogeneze a adheze mezi bunkami. Mohou tako zvySovat expresi proto-onkogenii, které se

zde také uplatnuji (Moinard a kol., 2005).

Pti priibéhu lokalniho zanétu se mohou z poskozenych ¢i usmrcenych bunék uvoliovat
polyaminy, které mohou negativn¢ ovliviiovat aktivitu makrofagi. Tento Ucinek je dan
zménou metabolizmu oxidu dusnatého (NO), ktery plni v organizmu vyznamné tlohy. Jed-

nou z nich je naptiklad regulace krevniho tlaku (Moinard a kol., 2005).

4.2.1.4 Mateiskéem mléko

V kapitole 1.2.5.1.2. bylo zminéno, Ze hladiny polyaminti se v prib&hu lakta¢ni faze méni.
Kolostrum obsahuje nejvyssi mnozstvi sperminu a spermidinu. Po tydnu laktace zistava
mnozstvi putrescinu velmi nizké, naopak hladiny sperminu a spermidinu stoupaji piiblizné
o jeden tad oproti prvnimu dnu laktace. Nasledujici ¢tyfi mésice se zase obsah putrescinu
zvySoval a mnoZstvi sperminu a spermidinu se vyrazné neménilo. Rozdilné koncentrace
polyamint v matefském mléce jednotlivych zen mohou byt zplsobeny nejen potravou a
zivotnim stylem, ale také genetickymi predispozicemi. U umélé détské stravy je obsah po-

lyaminQ podstatné niz8i (Kala¢ a Krausova, 2005).

Ptitomnost polyamini v mléce muize mit vliv na spravné zrani stfeva ditéte. Konkrétné
pusobi na navySeni poctu bunék sliznice a zvySeni vysky klkd. Tim jednak zajiSt'uji mensi
propustnost stievni stény a navic zvétSuji povrch stievni sliznice. Také navySuje syntézu
slizniéni DNA a obsah proteinti. Navic, jak bylo feceno vySe, iniciuji tvorbu transglutami-

nazy, ktera se podili na zaceleni poSkozené tkan€ (Moinard a kol., 2005).

Polyaminy mohou mimo jiné figurovat jako meziprodukty v thymo-trofickém ucinku me-

diatorti, kterymi je napiiklad hormon prolaktin (Moinard a kol., 2005).

4.2.1.5 Travici trakt

’ rowr s r 1z . ~ . 4 7 . + o
Vyznamné &ast polyamind se rozklada oxidaéni deaminaci, za piitomnosti Cu”" a enzymi

diaminooxidazy ¢i polyaminooxidazy. Tento proces piirozené probiha v buiikach stfevni
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sliznice, jater a ledvin. Pfi téchto reakcich se mohou vyssi polyaminy spemin a spermidin
preménovat zpét na putrescin. Krom¢e danych enzymit je k uskute¢néni reakce nutna také
ptitomnost acetyl-CoA. Vyslednym produktem je putrescin, ktery je poté prostfednictvim
diaminooxidazy pfeménén na kyselinu y-aminomaselnou (GABA). Putrescin je povazovan
za vyznamny prekurzor GABA) ve stievé. Proces vzniku GABA je schematicky znazornén
na obrazku 7 (Moinard a kol., 2005).

SPERMIN Kl—acet}flspermi.u‘T& SPERMIDIN ﬁ. Nl acetylspermidin ﬁ» PUTRESCIN — GABA
0A

Acetyl-CoA C acetit Acetyl-CoA CoA acetat

Obrazek 7 Syntéza GABA z putrescinu ve strevnich bunikach(Moinard a kol.,
2005)

V ptipadé€ poskozeni stievni sliznice, jsou schopny polyaminy vyvolat déleni sousednich ¢i
podkladovych bunék a zacelit poskozené misto. Toto zaceleni je zavislé na tvorb¢ aktino-
vého vlakna, jehoZ tvorbu zajist'uji pravé polyaminy, hlavné spermin. Exogenni polyaminy
tak mohou jednoduse nahradit funkci endogennich polyaminti na vnitini sténé stteva (Moi-

nard a kol., 2005).

Sledovany byly také hladiny polyaminti béhem transplantaci ¢i odnéti ¢asti stiev. Pti téchto
ukonech se zvySovaly hladiny polyamint u nedotéenych ¢asti stieva. Blokace ODC zptiso-
bila prodlouzeni adaptace, naproti tomu DAO adaptivni odpovéd urychlila (Moinard a

kol., 2005).

4.2.1.6 Nadorové bujeni

Ackoliv jsou polyaminy Casto spojovany se vznikem karcinomtl, je nutné zdiraznit, Ze sa-
motnou tvorbu karcinomll nezpusobuji. Jejich efekt je pouze v urychleni ristu nadord.
U rakovinovych tkanich roste aktivita enzymi, podilejicich se na syntéze polyamind, coz
ma za nasledek vétsi rast bunek. Tyto bunky mohou produkovat ve vy$§im mnozstvi pro-
teindzy, které zplsobuji naruSeni okolni zdravé tkan€. A navic u imunitnich bunék se
v prostiedi se zvySenym mnozstvim polyamint ztraci schopnost tyto nddorové bunky likvi-
dovat. Navic bylo zjiS§téno, ze funguje transportni systém, ktery umoznuje vyuzivat
k tomuto Ucelu nejen endogenné vzniklé, ale také potravinami pfijimané polyaminy, z to-

hoto divodu byla navrhnuta léCba, zaklddajici se na omezeném piijmu polyamini
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z potravy. Lécba byla s pozitivnim vysledkem testovdna v klinickych studiich u pacientii

s karcinomem prostaty (Kalac¢, 2014).

Vysoké koncentrace polyaminl v erytrocytech se za béznych podminek nachazeji pouze u
novorozencu a jejich koncentrace se v Case rapidné snizuje. B€hem testovani na mysich
bylo zjisténo, Ze erytrocyty mysi ve véku 22 tydnii obsahovaly dvacetkrat méné spermidinu
nez erytrocyty pravé narozenych jedinct. Pfitomnost jejich vyssiho mnozstvi v jinych ob-
dobich tak mtze poukazovat na rtizné patologické stavy, véetné rakovinového bujeni (Mo-

inard a kol., 2005).

Tento jev byl sledovan i u pacientt trpicich rakovinou. U nich byla pozorovana pfitomnost
polyamint v krvi 1 moci. Tohoto faktu vyuzili védci jako nastroje pro detekci onemocnéni,
a také k syntéze potencionalnich 1é¢iv ptsobicich proti rakoving. Napiiklad inhibitor synté-
zy polyamintit DFMO inhibuje ODC. Toto 1é€ivo bylo u¢inné pouZzito i b&hem lécby spaveé
nemoci. Dalsi skupinou 1é¢iv jsou sulfoamidoderivaty polyaminti, které Gi¢inkuji cytotoxic-
ky na nadorové buiiky. ZjiStovani pfitomnosti polyamind v té€lnich tekutinach miize byt
také potencionaln¢€ vyuzito pro rutinni diagnostikovani karcinomu (Bachrach, 2010; Moi-

nard a kol., 2005).

4.2.1.7 Dalsi onemocnéni

U parazitarnich onemocnéni byl zjistén ucinek inhibitoru DMFO, ktery u¢inkuje prostied-
nictvim blokace ODC. Tento enzym je sice ucinny u ¢lovéka i parazita, avSak rozdil je
v jejich stabilité a opétovné aktivaci. Lidsky enzym je sice méné odolnéjsi oproti parazitar-
nimu, ale syntéza nové ODC u ¢lovéka, rychle nahrazuje deficit vznikly DFMO, u parazita
je jeji mnozstvi malé. Pouziti tohoto inhibitoru bylo u¢inné pii 1é€bé Chagaovy choroby,

leishmanidzy a maléarie (Moinard a kol., 2005).

Nedavno se dokonce objevily studie, ve kterych se spermin a spermidin ukazaly jako vy-
znamné antiglykacni latky, coz miize v budoucnu pfinést novou formu lécby cukrovky.
Napftiklad agmatin je schopen urcovat davky inzulinu, vyplavované z Langerhansovych

ostrivki a tim efektivné upravovat hladiny krevni glukézy (Moinard a kol., 2005).

Agmatin se také podili na endokrinnim vyplavovani adrenalinu a noradrenalinu. ZvySeni
hladiny exprese mRNA, kterd zajiStuje syntézu enzymu agmatinazy, se také objevilo v

jaternich bunkéch béhem zloutenky typu B. (Moinard a kol., 2005).
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ZAVER

Polyaminy jsou malé molekuly, vyskytujici se za béznych podminek ve formé polykation-
tu. Tyto latky se prirozen¢ vyskytuji u vSech typt bun€k. Jejich koncentrace v organizmu
jsou vSak pomérné malé. Hraji vSak vyznamnou roli pii mnohych déjich béhem Zzivota
buiiky. Ackoliv bylo u n€kterych organizmi zjisténo, ze mohou dokoncovat cely vyvojovy
cyklus i bez jejich pfitomnosti, vime, ze hraji nezastupitelnou roli v mnoha bunécnych po-
chodech. Vétsina téchto procesii se odehrava v souvislosti s jejich vysoce kladné nabitou a
ohebnou molekulou, kterd dokéaze stabilizovat mnohé zédporné nabité molekuly, které jsou
pro organizmy zivotné dilezité nebo naopak nahrazovat nckteré dulezité kationty. Polya-
miny mohou napomadhat pfi zaujimani spravné konformace sloucenin jako jsou naptiklad
nukleové kyseliny RNA a DNA, poptipadé béhem sbalovani proteinovych struktur. Slozi-
tost syntézy a jeji propojenost s jinymi biochemickymi dé&ji, ukazuje vzajemnou zavislost
s mnoha procesy v butice, jejichz aktivita mize byt regulovana pravé jejich prostiednic-

tvim. Mezi zakladni polyaminy se fadi putrescin,spermin, spermidin, kadaverin a agmatin.

Tyto slouceniny vznikaji z aminokyselin, nej€astéji jejich dekarboxylaci. Do organizmu se
mohou polyaminy dostavat dv€ma zdkladnimi cestami. Bud’'to vznikaji pfimo uvnitf orga-
nizmu, coz oznacujeme endogenni pfijem nebo jsou polyaminy pifijimany z prostiedi, coz
nazyvame exogenni piijem. Uvniti organizmu existuje vice biosyntetickych drah, kterymi
mohou polyaminy vznikat. V jednom organizmu se pfitom muze uplatiiovat vice drah sou-
casné a jejich aktivita je pfitom ovlivnéna riznymi faktory. VétSinou je pribch syntézy

totozny u pribuznych druhti organizmii, neni to v§ak podminkou.

Vyznamné mikroorganizmy z hlediska vyskytu polyamini jsou bakterie. Rada z nich totiz
vykazuje dekarboxyla¢ni aktivitu, kterou polyaminy vznikaji. Bakterie se mohou vyskyto-
vat také uvniti traviciho traktu zivocichl a zajistovat tak jejich dalsi endogenni zdroj. Mo-
hou byt také vyuzity pro vyrobu fady potravin a tim zajiStovat naopak jejich exogenni pii-
sun. S tim souvisi jejich nejvyssi koncentrace uvniti fermentovanych potravin.

U mikroorganizmi mohou polyaminy ovliviiovat fadu procesii. Mohou se podilet na

spravné tvorbé a funkci bunééné membrany, regulovat prichodnost kanalii, ovliviiovat vi-

rulenci a patogenitu nebo se také aktivné ti€astnit pochodl proti stresu.
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U rostlin je jejich funkce velmi podobné jako u mikroorganizmu. Podili se naptiklad na
tvorbé cév, kanall, ale také béhem jeji reprodukce, zrani pohlavnich bun¢k a plodi. Nejvy-

znamngji se vSak uplatiuji pfi riznych stresovych situacich.

U Zivocicht, véetné ¢loveéka se uplatiuji obvykle béhem aktivniho ristu, reprodukce, nebo
pfi hojeni ran a imunitni odpovédi. Porucha v fizeni polyamint tak mize zptisobovat rizné
patologické stavy. Jisty podil je jim také piipisovan v souvislosti s rakovinovym bujenim.
Ackoliv ptimo nejsou pfi¢inou vzniku karcinomd, ovliviiuji rist nddort. Proto mohou byt
polyaminy popiipad¢ jejich analogy pouZity jako potencidlni 1é¢iva pro choroby zptsobené

poruchou regulace urcitych drah, v¢etné rakoviny.

Urceni jejich skute¢né funkce v organizmech je problematické hlavné z toho dliivodu, Ze se
tyto funkce urcuji prevazné z experimentl, u nichz se méni geny zajistujici jejich syntézu.
Utinek se pak uréuje zpétné z rozdilti odpovédi na podnéty u b&zného organizmu a gene-
tického mutanta. VétsSina pokust se vSak provadi in vitro na modelovych organizmech. U
mikroorganizmu se nejcastéji vyuziva Escherichia coli, u rostlin Arabinopsis thaliana a u
zivoCicht pak tyto testy byvaji provadény na hlodavcich. Z tohoto diivodu je nékdy docela
tézké zobecnovat jejich Uc¢inky, které byly potvrzeny pouze u konkrétni skupiny organi-

zmu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACC
acetyl-CoA
ADC
AdoMetDC
AGM

AIH

BA

BAI

BMK

CAD
cAMP

CE

CHA

CPA
dcSAM
DFMA
DFMO
DNA

G+

GABA
GC
HIS

HPLC

1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
acetyl-koenzymA
arginin-dekarboxyldza
S-adenosylmetionin-dekarboxylaza
agmatin

agmatin-iminohydroléza

biogenni aminy

index biogennich amint

bakterie mlééného kvaseni

kadaverin

cyklicky adenosinmonofostat

kapilarni elektroforéza
cyklohexylamin
N-karbamoylputrescin-amidohydrolaza
dekarboxylovany produkt S-adenosylmetioninu
difluorometyl-argini

difluorometyl- ornitin
deoxyribonukleova kyselina

gram pozitivni

gram negativni

y-aminomaselna kyselina

plynova chromatografie

histamin

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
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LDC lyzin-dekarboxylaza

LHRH luteiniza¢ni hormon

MAT metionin-adenosyl-transferaza
MGBG metylglyoxal-bis(guanylhydrazon)
mRNA mediatorova ribonukleova kyselina
MTA metylthioadenosin

ODC ornitin-dekarboxylazy

PEA fenylalanin

pH vodikovy potencial

pK disocia¢ni konstanta

ppm parts per milion, jedna miliontina
PUT putrescin

RNA ribonukleova kyselina

SAM S-adenosylmetionin

SAMDC S-adenosylmetionin-dekarboxylaza

SOD superoxid-dismutaza

SoxS gen pro superoxid-dismutazu

SPD spermidin

SPDS spermidin-syntdza

SPM spermin

SPMS spermin-syntaza

SSAT spermidin/spermin N1-acetyltransferaza
TLC chromatografie na tenké vrstve

tRNA transferova ribonukleova kyselina

TRY tryptamin
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TYR tyrozin
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