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CILE PRACE

Cilem prace bylo izolovat a charakterizovat vybrané proteiny z hroznového vina,
ptipadné z dalSich produktti vyrobenych z hroznt.

Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na ziskani informaci o problematice izolace
a vlastnostech hlavnich slozek proteomu hrozna révy vinné. Soucasti této ¢asti prace je
také pfehled vinnych proteind véetné jejich analogti a kapitola vénovand metodam izolace
a charakterizace téchto proteind. Teoretické poznatky byly nasledné vyuzity v praktické

Casti prace.



1 UVOD

Réva vinnd (Vitis vinifera) je krytosemennd dvoudélozna rostlina patiici do celedi
Viticeae. Je to lianovita dfevina péstovana predevSim v mirném a subtropickém
podnebném pasu. Struktura listu révy vinné muze byt dlanita, stfidava a laloCnata
(Novak, 1961). V péstitelstvi je tato rostlina rozmnozovana prevazné vegetativné.
Naopak pro Slechtitelské tucely je upiednostiiovani generativni typ rozmnozovani
(Pavlousek, 2011).

Plodem je bobule, avsak jeho hovorovy nézev je hrozen, hrozno nebo hroznové vino,
i kdyz se spise jedna o kvétenstvi lata, nez hrozen (Novak, 1961). Bobule je slozena
ze skupiny pletiv perikarpu (oplodi), které se dale déli na endokarp (pletivo ohranicujici
semena), mezokarp (duznina) a exokarp (slupka). Hlavni stavebni slozkou slupky je
kutikula, dale epidermis a hypodermis a také je zde typicky vyskyt vysokého obsahu
sekundérnich metabolitt (taniny, fenolické latky). Duznina tvofi pievaznou ¢ast struktury
bobuli, kdy se zde vyskytuje velké mnoZzstvi sacharidii, mineralnich latek, organickych
kyselin a dalsich latek. Hodnota pH je ¢asto nizsi ve slupce nez Vv jinych ¢astech bobuli,
protoze obsahuje velké mnozstvi kyseliny citronové (Pavlousek, 2011). Bobule révy

vinné je hlavni surovinou pro vyrobu jednoho z nejstarSich napojti na Zemi, vina.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Produkty vyrabéné z hroznového vina

2.1.1 Bilé vino

Vino je jeden z nejstarSich a nejuzivanéjSich napojl po celém svéte. Jeho prvni vyroba je
datovana az k roku 7000-6000 pt. n. 1. v oblasti Cerného a Kaspického mote (Chambers
a Pretorious, 2010). Podle americké organizace Wine Institute byla pro rok 2017
celosvétova spotfeba vina 25279 162 litrii, ztoho v Ceské republice 190 000 litri
(Wine Statistics, ¢1934-2020). Vyrob¢ vina predchazi sbér bobuli, po kterém nejprve
dochazi k lisovani hrozni K ziskani $tavy. Pi této Casti se pridava plynny oxid siti¢ity
pro potlaceni aktivity mikroorganismu, a také ma antioxidac¢ni Gcinky. Daéle se $tava
premisti do chlazené nadoby a zde je ponechana po dobu nékolika hodin, aby Klesly
ke dnu ptebytecné zbytky slupky a semen. Poté se ke $tavé mohou ptidat kvasinky
a dochazi k procesu zvaném fermentace, kdy jsou sacharidy pfeménovany na ethanol
a oxid uhligity. Casto jsou ke kvasinkam piiddvany bakterie mlééného kvaseni, bakterie
Oenococcus oeni nebo nékteré druhy rodu Lactobacillus a Pediococcus, které podporuji
jable€no-mlécné kvaseni, pii kterém dochéazi k pfeméné malatu na laktat. Tim dochazi
ke zmirnéni trpké chuti vina (Pavlousek, 2010). Dalsim krokem je (cifeni vina,
kdy se do vina piidava adsorpéni material pro odstranéni prebytecnych latek, nasleduje
stabilizace a filtrace. Nakonec se vino skladuje v lahvich (Pavlousek, 2011).

2.1.2 Vinny ocet

Ocet je obecné potravina, ktera se vyrabi oxidaci ethanolu na kyselinu octovou. Vinny
ocet je vyrabén z bilého ¢&i ¢erveného vina a je nejpouzivanéjsi v oblasti Stiedozemniho
mote v Evrope. Obecné se vyroba octa sestdva ze dvou fermentacnich procest. Prvni je
pfeména sacharidl na ethanol pomoci kvasinek a druhy je oxidace alkohold na kyselinu
pomoci bakterii. Bily vinny ocet se vyrabi z bilého vina, kdy se pfitomny ethanol oxiduje
na kyselinu octovou pisobenim bakterii rodu Acetobacter, popiipadé Gluconobacter
(Tesfaye et al., 2002).

2.2 Proteiny obsaZené v plodech révy vinné

Nejvice zastoupenou slozkou v plodech révy vinné jsou sacharidy spole¢né s nékterymi
vitaminy. Na rozdil od sacharidii a vitaminil obsahuji plody révy vinné malé mnozstvi
proteindl. St4va z hroznii obsahuje zhruba 10-500 mg:-1™ proteinti (Marangon et al., 2014).
Tyto proteiny jsou zodpovédné za mnoho zivotné dulezitych funkci jako je ochrana

a obrana buniky nebo pienos signal v bunkach (Giribaldi a Giuffrida, 2010).
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Proteiny, které se podileji na téchto procesech, jsou napiiklad ATPasa, enolasa
¢i alkoholdehydrogenasa. Dalsimi ddalezitymi a hojné zastoupenymi proteiny jsou
takzvané PR-proteiny (pathogenesis-related) bohaté na prolin, proteiny bohaté
na kyseliny glutamovou ¢i proteiny, které se syntetizuji jako odpovéd na stres
(metallothionein, cytochrom P450), invertasa nebo proteiny pienasejici lipidy (LTP)
(Ferreira et al., 2001).

2.2.1 PR-proteiny

Stresové PR-proteiny jsou bilkoviny syntetizované jako odpovéd’ na piitomnost
patogennich mikroorganismu ¢i na utok jinych $kidcd. Vinné PR-proteiny jsou vysoce
stabilni v kyselém prostiedi a také odolné¢ vaéi proteolytickému Stépeni
(Waters et al., 1996). Celkem je klasifikovano 17 rodin PR-proteini (tab. 1)
(Van Loon a Pieterse, 2006). V bobulich révy vinné se nejhojnéji vyskytuji chitinasy
a proteiny podobné thaumatinu (TLPs). Tyto stresové proteiny maji zna¢ny vliv na tvorbu

zakalu, a v dusledku toho i na kvalitu vina (Waters et al., 1996).



Tabulka 1: Pehled rodin rostlinnych PR-proteinti. U rodin PR-6, PR-7, PR-9, PR-10, PR-15,
PR-16 a PR-17 nebyla zaznamenana antimikrobialni aktivita in vitro. Pfevzato a upraveno
ze Sels et al., 2008.

. . Velikost . Navrzeny

Rodina Zastupce (kDa) Vlastnosti mikrobialni cil
PR-1 Tabakovy PR-1a 15 Antifungalni Neznamy
PR-2 Tabakovy PR-2 30 S-1,3-glukanasa S-1,3-glukan
PR-3 Tabékovy P, Q 25-30 Chltmasav(tr\l/dl‘)’ LI IV, Chitin
PR-4 Tabakovy "R" 15-20 Chitinasa (tfida I, II) Chitin
PR-5 Tabakovy S 25 Podobné thaumatinu Membrana
PR-6 Rajcatovy inhibitor 1 8 Inhibitor proteas -
PR-7 Rajcatovy Peo 75 Endoproteasa -
PR-8 Okurkova chitinasa 28 Chitinasa tridy III Chitin
PR-9 Ta]i),a k,(,) vé "lignin- 35 Peroxidasa -

tvorici" peroxidasa

PR-10 Petrzelovy "PR1" 17 Podobny ribonuklelase -

pr-11  labakovd chitinasa 40 Chitinasa tfidy I Chitin
titidy V

PR-12  Redkvitkovy Rs-AFP3 5 Defensin Membrana
PR-13 Huseni¢ek THI2.1 5 Thionin Membrana
PR-14 Je€menovy LTP4 9 Proteiny ptenasejici lipidy Membrana
pr-15 ~Jecmenovy OxOa 20 Oxaltoxidasa .

(zarodek)

PR-16 Je€menovy OxOLP 20 Podobny oxalatoxidase -

PR-17 Tabakovy PRp27 27 Neznamé -

2.2.1.1 Chitinasy

Chtinasy patii do rodiny PR-3 a jejich molekulova hmotnost je pfiblizné 31-34 kDa
(Derckel et al., 1996). Syntéza chitinas je zvySena béhem stresu (Dadakova et al., 2015),
avsak jejich koncentrace stoupa i béhem dozravani plodu. Diky své endochotinasové
aktivit¢ jsou chitinasy schopny rozstépit chitin obsazeny v bunétné sténé hub
(Sela-Buurlage et al., 1993). Konkrétné u hroznti PR-3 proteiny ptisobi na bunéénou sténu
houbovych plisni jako je Botrytis cinerea (Derckel et al., 1998). Na rozdil od TLPs jsou
tyto enzymy méné odolné vySSim teplotdm a snadno podléhaji tepelné denaturaci,
po které se jejich prostorova struktura tézko navraci do pivodniho stavu. Kvili tomuto
jsou chitinasy nachylnéjsi ke shlukovani a agregaci S dalSimi slozkami vina,

coz ve vysledku ptispiva ke tvorbé zakalu ve vinu (Falconer et al., 2010).
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Obrazek 1: Tlustrace strukturni stability dvou proteint ze skupiny chitinas t¥idy IV (F1, O)
a dvou proteint ze skupiny TLPs (F2, I). Méfeno diferenéni skenovaci kalorimetrii. Kiivky
znazornuji zmeény V chovani proteinil v pribéhu zvysovani teploty. Zelené kiivky znazornuji
chovani proteinti v modelovém viné ptipraveném v laboratofi a ¢ervené kiivky znazoriuji
chovani proteint v ultrafiltrovaném viné Sauvignon Blanc. Pievzato a upraveno z Marangon
etal., 2011.

2.2.1.2 Proteiny podobné thaumatinu

Proteiny podobné thaumatinu patii do rodiny PR-5 (Tattersall et al., 1997). Velikost
téchto proteinti Se pohybuje okolo 24 kDa. Jak uz napovida jejich nazev, jde o bilkoviny
podobné thaumatinu (sladidlo na proteinové bazi) (Edens et al, 1982). Jejich struktura je
tvofend tfemi doménami. Doménu I tvoti B-vldkna a je centralni ¢asti proteinu. Doména
I je tvofena a-helixy a doménu III tvofi B-vldkna spolecné se smyckami. Diky
disulfidovym mustktim, které stabilizuji kazdou doménu, vykazuji TLPS zvysSenou
stabilitu proti ucinku proteas, vykyvim teplot a zméndm pH, a na rozdil od chitinas
se struktury po zahtati a opétovném snizeni teploty mohou ¢éastecné slozit zpét do své
puvodni konformace (Ogata et al., 1982; Min et al., 2004). Porovnani tepelné stability
chitinas a TLPs je na obrazku 2. Mezi doménou I a Il je $térbina, do které se vazi ligandy
nebo receptory a mize mit kyselé, bazické ¢i neutralni vlastnosti (Marangon, 2014).
Jejich hlavni ochranny ucinek pro rostlinu spociva ziejmé ve zvySeni permeability
bunécnych membran parazitickych hub. Mechanismus tohoto uc¢inku TLPs vsak dosud

nebyl popsan (Tattersall et al., 1997).
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Celkem byla popsana struktura deviti rostlinnych TLPs, a to téchto: thaumatin,
zeamatin, tabdkovy PR-5d, osmotin, bandnovy TLP, raj¢atovy NP24-I, tiesnovy alergen
Pru Av2, jablecny alergen Mal d 2 a kiwi alergen act d 2. Védci vyizolovali z hrozna
Sauvignon blanc tii proteiny z této rodiny a vSechny jsou podobné bananovym TLPS.
Prostorové struktury téchto proteinti 1ze dohledat pod témito zkratkami: F2/4JRU, I/4L5H
a H2/AMBT (Marangon et al., 2014).

2.2.1.3 p-glukanasy

Kromé dvou vySe zminénych rodin dochazi u rostlin pfi jejich napadeni patogenem také
k syntéze proteini ze skupiny PR-2. Nicméné ve zdravém plodu vina se nevyskytuji
(Robinson et al., 1997). Hlavnim zastupcem tohoto typu proteinu je f-1,3-glukanasa
(EC 3.2.1.6). Ta svym ucéinkem hydrolyzuje p-O-glykosidové vazby p-1,3-glukant
obsazenych v bunééné sténé hub (Theis a Stahl, 2004).

2.2.2 Invertasy
Invertasa (f-D-fruktofuranosidasa, E.C. 3.2.1.26) je enzym vyskytujici se nejvice

ve slupkach plodi. Existuji 3 typy invertas podle jejich umisténi v buiice:
cytoplasmaticka, vakuolarni a vazana na bunécnou sténu. Hlavni ulohou enzymu je
Stépeni sacharosy na fruktosu a glukosu, ¢imz pfispiva ke hromadéni monosacharidi
Vv bobulich a tim K jejich sladsi chuti (Robinson a Davies, 2000; Kulshrestha et al., 2013).
2.2.3 Proteiny prenasejici lipidy

Proteiny ptenasejici lipidy (LTPS), jsou malé bazické proteiny o molekulové hmotnosti
9-12 kDa bohaté na cystein (Jaeckels et al., 2013). Jejich sekrece se zvysuje pfi somatické
embryogenezi nejen bunééné stény hroznti, ale naptiklad i mrkve. Podle pokust in vitro
se predpokladd, ze ulohou téchto proteind je transport fosfolipidi v buikéach
(Gomes et al., 2003). Bylo také zjisténo, ze hraji vyznamnou ulohu pii obrané rostliny
pted patogeny ve spojeni s jasmonatovou signalni drahou, kdy se po napadeni patogeny
za¢nou uvolnovat membranové lipidy, které jsou pieneseny LTPs do chloroplasti
a hydrolyzovany na mastné kyseliny. Kyselina jasmonova je syntetizovana predevsim
z kyseliny linolenové, ktera je nejprve oxidovana za pomoci enzymu lipoxygenasy,
kdy se vytvori hydroperoxyderivat. Dale dochazi k dehydrataci pfedchoziho produktu
za katalyzy allenoxidsynthasou, nasleduje cyklizace vzniklého allenoxidu za pfitomnosti
allenoxidcyklasy. Nakonec dochazi ke transportu meziproduktu do peroxisomu, kde je
redukovan a v procesu p-oxidace preménén za vzniku kyseliny jasmonové,

ze které vznikd  methyljasmonat za katalyzy S-adenosyl-L-methionin:jasmonat
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karboxylmethyltransferasou (Turner et al., 2002). Methyljasmonat je poté schopen
vyvolat syntézu nékterych inhibitorti proteas, které poSkozuji travici ustroji patogenti
(Farmer a Ryan, 1990).

2.2.4 Proteasy
Proteasy (peptidasy) je skupina hydrolytickych enzymu §tépici peptidovou vazbu mezi

aminokyselinami v peptidech ¢i proteinech. Podle mista §tépeni polypeptidového fetézce
se déli na endopeptidasy, které sté€pi peptidové vazby uvnitt fetézce, a na exopeptidasy
Stépici polypeptidovy fetézec od termindlnich konci (Otto a Schirmeister, 1997).
Proteasy mohou ve svém aktivnim misté obsahovat rizny typ katalytické¢ho residua
aminokyseliny a podle tohoto se déli na 7 skupin: aspartatové, cysteinové, serinové,
threoninové, glutamové, asparaginové proteasy a metalloproteasy (Oda, 2011).
Cysteinové proteasy (E.C. 3.4.22) jsou enzymy obsahujici v katalytickém aktivnim
misté aminokyselinu cystein. Cysteinové proteasy lze podle databaze MEROPS rozd¢lit
do 14 nadrodin, a ty lze dale rozlisit na rodiny podle podobnosti aminokyselinové
sekvence a maji ptifazené pismeno a Cislo podle svého Kkatalytického druhu
(Pei a Grishin, 2003). Aby byly tyto proteiny aktivni, potfebuji ve svém aktivnim misté
kromé cysteinu i histidin. Ten pomoci svého imidazolového kruhu deprotonuje thiolovou
skupinu na postrannim fetézci cysteinu za tvorby thiolat/imidazolinového paru.
Thiolatovy anion poté atakuje uhlik karbonylové skupiny v polypeptidovém fetézci
zavzniku tetraedrického tranzitniho stavu. V nasledné fazi dochazi k odstépeni
aminoskupiny i fetézce, ktery po ni nasleduje a nahrazeni tohoto fetézce molekulou vody
za vzniku sekundarniho tetraedrického tranzitniho stavu. Ve finalni fazi je po disociaci
thioesteru obnovena karboxylova skupina na substratu (obr. 3). (Grzonka et al., 2001).
Jedna 1z cysteinovych proteas (CYSP), ktera je aktivni v Kyselé oblasti pH,
byla vyizolovana z hroznarévy vinné. Strukturné je podobna dal$im cysteinovym
proteasam nalezenym Vv jinych rostlinach, jako je napfiklad RD21 (Arabidopsis thaliana),
dale je pak podobna napiiklad ryzovému oryzainu (Exposito et al., 1991;
Perutka a Sebela, 2019). Struktura papainu jakozto hlavniho zastupce thiolovych proteas
je popsana na obrazku 2. Tento protein obsahuje ve svém katalytickém misté kromé Cys
a His i Asn/Asp. Ten je dulezity pro tvorbu thiolat/imidazolinového paru, protoze

se podili na spravné orientaci postranniho fetézce His (Sanchez-Pulido a Ponting, 2016).
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Katalytické misto

PGS2

~ 4l ;
PGS1 R - onec

Obrazek 2: Struktura papainu. Katalytické misto pfedstavuje trojice aminokyselin Cys-His-Asn.
PGS1 a PGS2 predstavuji pozici predpokladanych glykosyla¢nich mist ve struktufe proteinu.
Jednotlivé strukturni prvky jsou oznaceny barvami: modrozelena piedstavuje a-helix, fialova
predstavuje B-skladany list, Cervend predstavuje disulfidické vazby, riZzova predstavuje loops

(otocky) a modra piedstavuje extendable loop (rozsifitelné otocky). Pievzato a upraveno
z Richau et al., 2012.
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Obrazek 3: Navrhovany mechanismus ucinku cysteinové proteasy. V prvnim kroku je
vyobrazen thiolat/imidazolinovy par, pti¢emz thiolatovy anion atakuje uhlik karbonylové
skupiny na peptidovém fetézci. V druhém kroku dochazi k odstépeni aminoskupiny
s peptidovym fetézcem, ktery nasleduje po ni. Ve tfetim kroku je navazana molekula vody
na karbonylovy uhlik, na ktery je i navazana cysteinova proteasa. V poslednim kroku je
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odpojena cysteinova proteasa a vznika karboxylova skupina na zbytku peptidového fetézce.
Pievzato a upraveno z Chibale, 2002

2.3 Proteiny vina

Vinné proteiny jsou polypeptidy o molekulové hmotnosti 9-120 kDa s isoelektrickym
bodem mezi hodnotami od 3 po 9. Vétsi ¢ast zastupuji proteiny o molekulové hmotnosti
20-30 kDa o nizkych isoelektrickych bodech (Ferreira et al., 2001). Proteiny ve viné maji
nizkou nutri¢ni hodnotu a snadno precipituji, coz miize vést ke tvorbé zakalu a vzniku
nestabilniho napoje (Monteiro et al., 2001).

Pomoci denaturacni elektroforézy bylo zjisténo, Ze se ve viné vyskytuje nékolik
desitek polypeptidi, které maji podobnou molekulovou hmotnost a isoelektricky bod.
Dalsi vyzkumy vedly k poznani, Ze tyto podobné polypeptidy jsou derivaty stejnych
nebo malo odlisnych prekurzori (Monteiro et al., 2001). V minulosti byly pomoci
imunologickych metod identifikovany nékteré proteiny, které jsou homologni hlavné
Kk chitinasam, TLPs a osmotinu, tedy k PR-proteinim (Waters et al., 1996). Jak jiz bylo
vyse zminéno, tyto proteiny jsou vysoce odolné prosttedi o nizkém pH a proteolyze, takze
dokazi prezit procesy provadéné za téchto podminek pfi  vyrobé vina
(Monteiro et al., 2001). Rozlozeni proteini ve viné pii separaci chromatografii
s hydrofobni interakci (HIC) je zobrazeno na obrazku 4, podle néhoz patii mezi
nejzastoupengj$i skupiny proteinti ve ving chitinasy a TLPs. Dnes se analyza proteomu
vina provadi za pouziti technik hmotnostni spektrometrie (Cilindre et al., 2008;
Kambiranda et al. 2013; Perutka et al., 2019).
2.3.1 Glykosylované proteiny
Glykosylace je nejcastéjSim piipadem posttranslacni modifikace (Hart, 1992). Je
to proces probihajici za pomoci integralnich membranovych proteinti, pii kterém
se sacharidova jednotka vaze na aminokyselinu v molekule proteinu nebo na lipidové
molekuly v endoplazmatickém retikulu a nasledné¢ v Golgiho aparatu (Stanley, 2011).
Podle toho, na jaky atom proteinu se sacharid vaze, se proces déli na N-glykosylaci
a O-glykosylaci. Vzniklé glykoproteiny se poté oznacuji jako N-glykoproteiny
a O-glykoproteiny (Lis a Sharon, 1993).

Vazba glykant na proteiny ovliviiuje nékteré vlastnosti, napiiklad stabilitu a aktivitu

(Ohtsubo a Marth, 2006). Pii N-glykosylaci se sacharidova jednotka vaze
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Obrazek 4: Chromatogram rozdéleni vinnych proteinti vysokotlakou kapalinovou
chromatografii na koloné s pryskyfici Phenyl Sepharose High Performance (rozdéleni
podle hydrofobnich interakci HIC) pfi priitoku 3 ml/min. Pievzato a upraveno
z Marangon et al., 20009.

na aminokyselinu asparagin amidovou vazbou, pfitom tato aminokyselina musi byt
soucasti sekvence Asn-X-Thr/Ser/Cys, kde X je jakakoliv aminokyselina kromé prolinu
(Kornfeld a Kornfeld, 1985). V ptipadé O-glykosylace dochazi k vazbé mezi sacharidem
a hydroxylovou skupinou serinu nebo threoninu za vzniku etherové vazby (Hart, 1992).

Bylo dokézdno, Ze pfitomnost sacharidové slozky ochrafiuje proteiny ve viné
pfed jejich agregaci a ndslednym sraZenim, ¢imZ se sniZzuje mnozstvi vzniklého zakalu
V porovnani s vinem s niz§im obsahem glykoproteint (Waters et al., 1993).

2.3.2 Metody odstranéni zakalu vina
Tvorba zakalu je jednim z nejvaznéjsich problémii ve vinafském pramyslu. Na zaklad¢
empirickych zkuSenosti vinait je tfeba vino oSetfit proti zdkalu dfive, nez se uzavie
do lahvi, protoze zakal se muze objevit az po dlouhé dobé naptiklad jako disledek
nevyhovujicich podminek pfi prepraveé zbozi.

Tt1 nejcastéjsi faktory, které ptispivaji tomuto fenoménu jsou mikrobialni nestabilita,
nestabilita vinanl a tepelna nestabilita proteinti (Van Sluyter et al., 2015). Mikrobialni
nestabilita je zplisobena mikroorganismy, které se do vina dostavaji pfimo z hrozni,
pfi vyrob€ nebo po vyrobé vina. Pro odstranéni tohoto problému se pfidava do vina oxid
sifi¢éity (Du Toit a Pretorius, 2000). Jako nestabilita vinani se oznacuje tvorba
krystalického vinanu draselného, popfipad¢ i vapenatého, které se tvoii jako produkt

reakce kyseliny vinné a drasliku/vapniku pfi urcité hodnoté pH a teploty. Jako prevence
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pted tvorbou téchto krystali se pouziva oSetieni chladem, elektrodialyza ¢i tprava
na iontoménicich (Lasanta a Gémez, 2012).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, takzvané PR-proteiny jsou hlavnimi proteiny zpiisobujici
nestabilitu vina diky tomu, Ze dokazi odolat procesu vinifikace, a tak mohou po zvySeni
teploty precipitovat ve vysledném produktu za vzniku zakalu. AvSak védci zjistili,
ze celkova koncentrace proteintt pravdépodobné nekoreluje s mirou vzniku zakalu
(Ferreira et al., 2001).

Pro odstranéni nejen téchto nezadoucich proteinti, ale i dalSich nepotiebnych
a Skodlivych latek, se ve vinafském prumyslu pouziva bentonit. Bentonit je typ rozpinavé
jilovité horniny obsahujici negativné nabitou ¢ast skladajici se z montmorillonitu, patiici
do skupiny smektitu. Jeho ucinek spociva ve vyméné kationti obsazenych ve struktuie
bentonitu za pozitivné nabité proteiny ¢i dalsi kationty ve viné (Catarino et al., 2008).
Tento proces je bohuzel nakladny a také ma vliv na kvalitu produktu a ztratu objemu
(Marangon et al., 2014).

Dalsim zptsobem, jak zabranit vzniku zdkalu ve viné by mohlo byt degradaci proteint
zpusobujici zakal pomoci enzymu, které redukuji disulfidovou vazbu a stépi
polypeptidovou vazbu. Jednim problémem je, ze enzymy redukujici disulfidovou vazbu
(proteindisulfidreduktasy) nejsou aktivni v kyselém prostiedi vina. DalS$im problémem je,
jak jiz bylo dfive zminéno, Ze TLPs a chitinasy jsou vysoce rezistentni vi¢i ptsobeni
téchto degradacnich enzymi. Proto se védci snazi najit proteasy, proti kterym by vinné
PR-proteiny odolné nebyly (Van Sluyter et al., 2015).

Jinym zptsobem, jak snizit zakal ve ving, je pfidanim mannoproteini (vysoce
glykosylované proteiny) z Kkvasinek, které funguji jako faktor potlacujici zakal

(Waters et al., 1993).

2.4 Metody izolace proteinii z rostlinného materialu

2.4.1 Dialyza

Dialyza je purifikacni metoda zaloZend na volné difuzi nizkomolekularnich latek
po sméru koncentra¢niho gradientu skrz semipermeabilni membranu, zatimco velikost
por v membrané neumoziiuje pruchod latkdm vysokomolekuldrnim. Po vyrovnéni
koncentraci na obou strandch membrany se proces zastavi. Velikosti pord v membrané
se tedy dé ovlivnit druh a typ prochazejicich molekul, hlavné proteind.

Jedna z prvnich dialyza¢nich membran byla Cuprophan vyrobena z nesubstituované

regenerované¢ celulosy (RC membrany). Pozdéji byly vytvofeny membrany,
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ve kterych byly hydroxylové skupiny v molekule celulosy nahrazeny acetdtovymi.
Tyto membrany  jsou  acetatcelulosové  (CA),  diacetatcelulosové  (CDA)
a triacetatcelulosové (CTA). Dnes se nejvice uzivaji takzvand dialyzacni celulosova
stfeva, ktera se po naplnéni roztokem uzaviou a vlozi se do pufru. Jelikoz dochazi k volné
obménovat pufr, protoze dochazi k vyrovnani koncentraci vné a uvniti dialyza¢niho
stieva nebo cely (Yamashita a Sakurai, 2015).

2.4.2 Ultrafiltrace

Ultrafiltrace je separa¢ni metoda, pfi které, stejn¢ jako v pfipadé dialyzy, prochazeji
nizkomolekularni latky a voda pfes polopropustnou membranu. Na rozdil od dialyzy
se zde neuplatiiuje volna difiize, ale priichod molekul je urychlen tlakem vys$§im, nez je
osmoticky, nebo tlakem niz$im. Nejcastéji se ultrafiltrace vyuziva pro zakoncentrovani
smési proteinti nebo vysokomolekularnich latek.

Stejné jako u dialyzacnich membran existuji ultrafiltratni membrany s riznymi
rozméry pord podle molekulovych hmotnosti propousténych latek. Nejuzivanéjsi
materialy pro vyrobu membran jsou polysulfony, polyethylensulfony, celulosa
a akrylonitril (Mehta a Zydney, 2005).

2.4.3 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je fyzikalné-chemickd metoda zalozend na separaci a distribuci latek
mezi staciondrni a mobilni fazi. Separované latky pfi tomto procesu putuji spolecné
s mobilni fazi kolem stacionarni faze a rozdé€luji se podle svych distribu¢nich konstant
(Poole a Poole, 1991).

Chromatografie se déli do kategorii podle mnoha kritérii, nejjednodussi je déleni podle
skupenstvi mobilni faze na kapalinovou a plynovou chromatografii. Plynova
chromatografie ma jako mobilni fazi nosny plyn, nejcastéji je to helium, vodik, dusik
a argon, a staciondrni fazi je pevna latka nebo kapalnéd latka adsorbovand na pevném
inertnim nosi¢i. Podle toho ji Ize dale rozliSit na plynovou adsorp¢ni chromatografii
(GSC) aplynovou rozdé€lovaci chromatografii (GLC) (Miller, 2009). V piipadé
kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi je pevna latka
nebo kapalna latka nanesena jako tenka vrstva adsorbovand na pevny inertni nosic.
Pro déleni proteint z roztokli se pouziva sloupcova kapalinovd chromatografie, ktera
se podle tlaku, ktery plisobi na protékajici smes, déli na nizkotlakou, stfednétlakou

a vysokotlakou chromatografii.
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Nejcastéji pouzivanou metodou pro separaci biomakromolekul je HPLC
(High-performance liquid chromatography, vysokouc¢inna kapalinova chromatografie)
v kombinaci s gelovou permeacni chromatografii (Boyer, 2012). Ta pouziva jako
stacionarni fazi rizné zesitované gely, napt. Sephadex (zesit'ovany dextran) ¢i Sepharose
(zesitovana agarosa) (Andrews, 1964). Po styku s tekutinou tyto gely bobtnaji a tvofi tzv.
molekulové sito, ve kterém jsou vytvotreny pory. Podle vhodné zvolené velikosti pori 1ze
dosahnout vyssiho stupné separace. V porech se totiz zachycuji pouze molekuly,
které jsou dostate¢né malé. VEtsi molekuly, které se nezadrzi, protecou kolonou mnohem
rychleji. Cim vétsi péry jsou, tim vice molekul se zadrzi a separace probiha pomaleji
a ucinnéji. Aparatura pro tuto metodu se sestava ze zasobniku rozpoustédla, vysokotlaké
pumpy, filtru pro rozpoustédlo, davkovace, kolony, detektoru a sbérace frakei
(Boyer, 2012).

Dalsi Casto pouzivanym typem chromatografie pro separaci proteinti je ionexova
neboli iontoméni¢ova chromatografie. Stacionarni fazi (iontoméni¢) jsou polymerni
latky. Tyto polymerni pryskyfice se mohou vyrabét z mnoha latek, naptiklad z agarosy,
dextrand, polystyrenu ¢i celulosy. Jejich soucasti jsou kladné ¢i zaporné€ nabité molekuly
umisténé na povrchu. Na nich se ve vhodném prostiedi zachytavaji ptislusné ionty
opacného naboje (Boyer, 2012; Yamamoto et al., 1988). Existuji dva typy iontoménici.
Katex, kationtoméni¢ ma zaporné nabité skupiny na povrchu a vazou se na né€ kationty.
Anex, aniontoméni¢ ma na povrchu molekul sorbentu kladné nabité molekuly a slouzi
k zachytavani aniont (Boyer, 2012).

2.4.4 Elektroforéza

Elektroforéza je elektromigraéni metoda zalozend na rozdilné mobilit¢é molekul
Vv elektrickém poli, coz vede k jejich separaci. Existuji tfi typy elektromigra¢nich
(elektroforetickych) metod, zonalni elektroforéza, isotachoforéza a isoelektricka
fokusace. Nejjednodussim typem elektroforézy je gelova zonova elektroforéza.

Gelova elektroforéza je metoda uzivana pro separaci makromolekularnich latek,
jako jsou proteiny ¢i nukleové kyseliny. Pro tuto techniku se pouzivaji nejcastéji dva typy
gelt, polyakrylamidovy a agarosovy (Boyer, 2012). Agarosovy gel se pouziva
pro analyzu a separaci nukleovych kyselin v horizontalnim uspotadani, kdy molekuly
DNA/RNA migruji ke kladné nabité anodé, jelikoz maji diky fosfatovym skupinam
zaporny naboj. Polyakrylamidovy gel se pouziva pro analyzu a separaci hlavné proteinii

a peptidi. Vznika polymeraci akrylamidu a N, N -methylenbisakrylamidu, kdy se jako
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amonny (APS). PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) se bézné provadi
Vv kapilarach nebo mezi dvéma skly ve vertikalni poloze.

Pro elektroforézu je nutné pouziti pufr a podle uzivanych pufri se elektroforéza déli
na kontinudlni a diskontinudlni. U kontinualni elektroforézy je gelovy a elektrodovy pufr
homogenniho slozeni a jednotného pH. Oproti tomu diskontinualni elektroforéza uziva
pufrti o odlisném slozeni tedy i pH. Navic je na diskontinualni elektroforézu potieba dvou
gelu, které se 1isi velikosti porta (Maurer, 1971). Ve vrchnim zaostiovacim gelu, ktery ma
vEtsi velikost port, probihd jev zvany isotachoforéza, kdy se slozky rozdé€luji podle svych
mobilit do samostatnych zon mezi vedouci (leading) chloridovy a koncovy (trailing)
glycinovy ion. Vedouci chloridovy ion je obsazen V zaostfovacim gelu, zatimco koncovy
glycinovy ion je obsazen v elektrodovém pufru. Pii prichodu konstantniho proudu
se vzniklé zony pohybuji konstantni rychlosti (Kfivankova et al., 1999). Ve spodnim
délicim gelu dochazi diky mensi velikosti pori a zvySeni mobility glycinového iontu
kvuli zvyseni pH prostiedi k separaci molekul (Hames, 1998).

Nejuzivangj§im typem gelové elektroforézy pouzivanym pro separaci proteinu je
diskontinualni SDS-PAGE, pfi které se odd€luji molekuly podle svych molekulovych
hmotnosti. Je toho dosazeno tak, Ze dochéazi k denaturaci proteinii piidavkem
dodecylsiranu sodného (SDS), ktery rozrusi kvartérni, terciarni i sekundarni strukturu
proteinll a vytvaii micely, které maji zdporny naboj, takze se vSechny molekuly pohybuji
stejnym smérem (Boyer, 2012). Po detekci proteinovych past se vysledné gely barvi
napiiklad barvivem Coomassie Brilliant Blue nebo stifibrem a pozadi se nasledné
odbarvuje odbarvovacim roztokem.

2.4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini

Spektrofotometrie je analyticka metoda zalozené na absorpci elektromagnetického zafeni
latkou, ktera je ve vétSing ptipadl rozpusténa ve Vhodném pufru. Méteni probiha piimo,
kdy jsou méfeny spektralni vlastnosti proteinli, a nepfimo, kdy se méfi zmény
ve spektralnich  vlastnostech pfi interakci s dalSimi Cinidly. Mira pohlceni
elektromagnetického zafeni o wurcité vlnové délce je experimentilné méfena
na spektrofotometru, ktery se sklada ze zdroje zafeni, monochromatoru, prostoru
pro vzorek s kyvetou, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Mnozstvi pohlceného
zafeni udava veli¢ina absorbance A, jejiz vztah sméfenym vzorkem udava

Lambert-Beeriv zakon (obr. 5) (Marczenko, 2000). Pomoci pfimo umérné zavislosti
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A=zlc

Obrazek 5: Lambert-Beertv zakon. A piedstavuje veli¢inu absorbanci, € pfedstavuje
molarni absorpcni koeficient individualni pro kazdy material, | je délka drahy paprsku
svétla prochazejici roztokem, ¢ predstavuje koncentraci méfené latky.

absorbance na latkové koncentraci lze spektrofotometricky zjistit koncentraci urcitych
latek pomoci metody kalibra¢ni kiivky (Boyer, 2012).

Metoda stanoveni koncentrace proteintt pomoci kyseliny bicinchoninové je metoda,
pti které se stanovuje koncentrace proteinli, za pfitomnosti kyseliny bicinchoninové
(BCA) a méd’natych iontd v zasaditém prostiedi. Po ptidani reakéniho ¢inidla k proteinu
dochazi ke tvorbé komplexu mezi proteinem a Cu?* a nasledné redukci Cu?* na Cu*
vV bazickém prostfedi. Vznikly médny ion tvofi barevny komplex s BCA,
jehoz maximalni absorbance je pii 562 nm (Smith et al., 1985).

Dalsi metodou ¢asto uzivanou pro urcovani koncentrace proteinti je metoda podle
Bradforda. Pti ni dochazi ke tvorbé komplexu mezi barvivem Coomassie Brilliant Blue
G-250 a proteiny, kdy dochazi k posunu absorpéniho maxima barviva ze 465 nm
na 565 nm (Bradford, 1976).

2.4.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda zaloZena na ionizaci nenabitych molekul
a jejich detekci. V prvni fazi je vzorek odpafen a ionizovan na nabité Castice pomoci
iontového zdroje. Podle typu ionizace se ioniza¢ni techniky déli na tvrdé a mekké.

Tvrdé ionizacni techniky se pouzivaji pro ionizaci malych molekul ndrazem elektrond.
Meékké ionizacni techniky jsou Setrnéjsi a nedochazi k tak rozsahle fragmentaci molekul,
jako u technik tvrdych, a pouZivaji se pro analyzu proteinii a nukleovych kyselin. Casto
je pouzivana ionizace elektrosprejem (ESI), kdy je vzorek v podobé roztoku nanesen
do analyzatoru pomoci kovové jehly ¢i kapilary, na které je napéti v fadech tisict volta.
To vede ke vzniku protont ¢i elektronti obsazenych v malych kapénkach a po vypateni
rozpoustédla jsou ionty dale analyzovany. Daéle se k analyze proteini vyuziva MALDI
(matrix-assisted laser desorption ionization) ionizace, kdy je vzorek s matrici umistén
na ter¢ik. Matrice nasledné absorbuje energii z laserového pulsu a dochazi k excitaci
a ionizaci molekul vzorkt (Boyer, 2012).

V dalsi ¢asti dochazi ve hmotnostnim analyzatoru ve vakuu k déleni ionti podle
poméru hmotnosti a naboje m/z. Casto pouZivanymi analyzatory jsou analyzator doby letu
(time-of-flight, TOF), iontova past (ion trap, IT) ¢&i kvadrupdlovy analyzator
(De Hoffmann, 2005).
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V posledni fazi probiha detekce iontt, kdy detektor zaznamenava proud nebo naboj,
ktery vznika pti dopadu iontu na néj. Poté je vytvotreno hmotnostni spektrum, kde jsou

signaly jednotlivych ionti zaznamenany jako funkce m/z (Boyer, 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

0,5% (w/v) bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Némecko), 1,4-dithiotreitol (DTT;
Sigma-Aldrich, Neémecko), 2-jodacetamid (IAA; Sigma-Aldrich, Némecko),
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS; Sigma-Aldrich,
Némecko), aceton (Sigma-Aldrich, Némecko), akrylamid/bisakrylamid (Bio-Rad, USA),
alcian blue 8 GX (Sigma-Aldrich, Némecko), Bicinchinonic Acid Protein Assay Kit
(Sigma-Aldrich, Némecko), BLUeye Prestained Protein Ladder (Sigma-Aldrich,
Némecko), butanol (Sigma-Aldrich, Némcko), Coomassie Brilliant Blue G-250
(Sigma-Aldrich, Némecko), disifi¢itan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko),
dodecylsiran sodny (SDS; Sigma-Aldrich, Némecko), Dual Color Standard (Bio-Rad,
USA), glycerol (Thermo Fisher Scientific, USA), glycin (Sigma-Aldrich, Némecko),
guanidin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Némecko), hovézi sérovy albumin (BSA;
Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko), cholat sodny
(Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina jodista (Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina
mravenéi (Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina octova (Lach-ner, CR), kyselina
trichloroctovd (TCA; Sigma Aldrich, Némecko), Laemmliho vzorkovy pufr,
2x koncentrovany (Thermo Fisher Scientific, USA), methanol (Sigma-Aldrich,
Némecko), mravencan amonny (Sigma Aldrich, Némecko),
N,N,N*,N¢-tetramethylethylendiamin (TEMED; PlusOne, USA), octan amonny
(Sigma-Aldrich, Némecko), peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich, Némecko),
Tris hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko), Triton X-100 (Merck, Némecko), uhli¢itan
amonny (Sigma-Aldrich, Némecko).

3.1.2 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Radwag, Polsko), centrifuga 5804R (Eppendorf, Némecko), centrifuga
CVP-2 (bioSan, Lotyssko), centrifuga Thermo X1R (Thermo Fisher Scientific, USA),
dialyzac¢ni celulosova membrana (Sigma-Aldrich, Némecko), digitalni pH metr (Multical
WTW, Némecko), elektromagnetickd michacka (IKA LAB, Némecko), kapalinovy
chromatograf, BioLogic DuoFlow (Bio-Rad, USA), kolona Superdex 200, rozmery
300x10 mm (Pharmacia Biotech, gvédsko), membranova vyveéva (KNF Laboport,
Némecko), skener Umax PowerLook 1100 (UMAX, Taiwan), spektrofotometr
Microtitration Reader Synergy MX (BioTech, USA), termostat (Major Science, USA),
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termostat Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko), ultrafiltracni cela Amicon
(Merck, Némecko), ultrafiltra¢ni mikrokolonky, vakuova odstfedivka Concentrator Plus
(Eppendorf, Némecko), zatizeni pro elektroforézu Mini Protean II (Bio-Rad, USA), zdroj
pro elektroforézu PowerPac HC (Bio-Rad, USA).

Bézné laboratorni vybaveni: kadinky, odmémé valce (sklenéné i plastové), automatické
pipety a Spicky (Eppendorf), Petriho misky, 1zicka, zkumavky, stojan na zkumavky,
mikrotitra¢ni desti¢ka, mikrozkumavky, Erlenmayerova barka, stiicka s destilovanou
vodou.

3.2 Zpracovani rostlinného materialu

Pro ziskani proteinii z hroznové S$tavy, byla z hrozna extrahovéna kapalna slozka,
kterad obsahovala dané proteiny v rozpuSténé form¢. Bobule byly nejprve otrhany
z vétviCek a zvazeny. Zhruba 550 g bilych hrozni bylo nasledné omyto vodou a poté byly
bobule postupné rozmackavany a lisovany pies nylonovou textilni sitku, abychom ziskali
pouze §t'avu bez slupek a jader, tedy bez pevnych latek. Prace byla provadéna v chladici
mistnosti, aby se piedeslo denaturaci proteint. lzolace byla provedena dvakrat, podruhé
bylo zpracovano 4,5 kg bilych hroznti.

300 ml hroznové §tavy bylo centrifugovano v litrovych nadobkach pfti teploté 8 °C,
po dobu 30 minut pii 6000 x g pro odstranéni zékalu. Z dlivodu velkého mnoZstvi peletu,
ktery byl nésledné rozmélnén a proteiny extrahovany do 100 ml dialyza¢niho pufru,
se dale pracovalo jak se supernatantem, tak i s precipitatem.

3.3 Dialyza a ultrafiltrace hroznové stavy

Supernatant i pelet zhroznového extraktu byly nality do dialyza¢nich stfev
(Sigma G-9402, 76 mm), ktera byla na jedné stran¢ uzaviena plastovou sponou. Po doliti
byly uzavieny i1 druhé strany a stfeva byla vlozena do plastovych kadinek s dialyzacnim
pufrem (25 mM octan amonny, pH 6). Ten byl pfipraven jako 20krat koncentrovany
roztok o koncentraci 500 mM. Z tohoto zasobniho pufru byly odebirany alikvoty, které
byly pfed pouzitim fedény vychlazenou destilovanou vodou (4 °C) pro ziskani
pozadované koncentrace. Vzorky byly dialyzovany 4 dny, pufr byl ménén po 1 dni.

Po dialyze byly vzorky ultrafiltrovany v cele Amicon (filtr s10 kDa cut-off)
pro zakoncentrovani proteini a odstranéni nizkomolekularnich latek. Ultrafiltracni
aparatura byla umisténa v ledové lazni a tlacnym plynem byl dusik. Vzorek obsahujici

supernatant  z centrifugace hroznové S$tavy byl zdavodu pfitomnosti zakalu
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pted ultrafiltraci dvakrat centrifugovan (30 minut, 6000 x g, 8 °C). Pted ultrafiltraci byly
odebrany ze vzorku alikvoty o objemu 4 ml.
3.3.1 Zpracovani buréaku
Prvnim meziproduktem pii vyrob€ vina je tzv. burcak, castecné zkvaSeny hroznovy
extrakt. Pro srovnani proteinového zastoupeni bylo zpracovano 350 ml bur¢aku stejnym
zpusobem, jako v kap. 3.3.
3.3.2 Zpracovani vinného octa
Pro porovnani proteinového zastoupeni bylo provedeno proteinové nabohaceni
U komeréniho vzorku vinného octa. Bylo pouzito 250 ml octa a vzorek byl zpracovan
analogicky, jak je uvedeno vyse, v kap. 3.3.
3.4 Méreni koncentrace celkovych proteint ve vzorcich
Koncentrace proteinii ziskanych po ultrafiltraci byla méfena spektrofotometricky
metodou vyuzivajici kyseliny bicinchoninové na mikrotitra¢ni desti¢ce. Jako kalibra¢ni
standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine, BSA) o koncentraci
1 mg/ml. Aby bylo dosaZeno koncentraci BSA 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40 a 50 pg-ml™* a aby
bylo stanoveni provedeno pii malych objemech, byl vzorek BSA pro koncentraci 1, 2, 5
a 10 pug'ml? natedén 5x pufrem, ktery byl pouzit pifi predchozich krocich (200 pl
1 mg-mlt BSA + 800 ul 25mM CH3COONH4). Do jamek mikrotitraéni desticky bylo
postupné napipetovano 1, 2, 5, a 10 pl zfedéného roztoku BSA a déle bylo z ptivodné
koncentrovaného BSA napipetovano 4, 6, 8 a 10 pl pro dosazeni zminénych koncentraci.
Do jamek byly posléze napipetovany vzorky z alikvotd, které byly ziskany po dialyze,
vzdy 10 a 20 pl ze vzorku obsahujiciho §t'avu z hroznii po dialyze, dialyzovaného octa
a dialyzovaného peletu. Dale byly napipetovany vzorky ziskané po ultrafiltraci.
Ultrafiltrat octa a hroznové stavy byl ziedén 10x v pufru, pfipraveném pro dialyzu.
Do jamek bylo odpipetovano 2, 5 a 10 pl 10x fedéného ultrafiltratu octa, 10x fedéného
ultrafiltratu hroznové st'avy a ultrafiltratu peletu. Pro srovnani byly métfeny 1 koncentrace
proteinli v bur¢aku, ktery byl podroben dialyze a ultrafiltraci, a peletu z burcaku,
ziskaného centrifugaci bur¢aku a naslednou dialyzou a ultrafiltraci peletu. Oba vzorky
burc¢aku byly 10x ziedény a do jamek bylo napipetovano 2, 5 a 10 pl z kazdého vzorku.
Redéni nékterych vzorkt probihalo proto, Ze i po centrifugaci byly stale zabarvené.
Nakonec bylo pouzito ¢inidlo Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit obsahujici ¢inidla

A a B. Cinidla byla smichdna v poméru 50:1. Do kazdé jamky se vzorky bylo
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napipetovano 200 pl ¢inidla, jako blank bylo pouzito samotné ¢inidlo BCA. Po ptl hodiné

byla métena absorbance pomoci pfistroje Microtitration Reader Synergy MX pii 562 nm.

3.5 SDS-PAGE elektroforéza
3.5.1 Priprava gelu

Nejdiive byla pfipravena aparatura pro provedeni elektroforézy. Ob¢ skla byla ocisténa
ubrouskem navlh¢enym isopropanolem, piiloZena k sobé, pfipevnéna drzakem na skla
a vlozena do stojanu pro skla.

Pro pripravu déliciho gelu bylo smichano akrylamid/biaskrylamid, Tris-HCI pufr
avoda do Erlenmayerovy baiky, ktera byla zakryta gumovou zatkou, umisténa
na elektromagnetickou michacku a pfipojena na membranovou vyvévu pro odvzduSnéni
roztoku na 20-30 minut. Poté byl do smési ptidan dodecylsiran sodny (SDS), TEMED
a nakonec APS (persiran amonny), které zptisobuje ztuhnuti gelu. 10% APS byl pfipraven
rozpu$ténim pevného APS v destilované vod¢. Po promichani byla smés okamzité
nanesena mezi skla (zhruba % prostoru mezi skly). Gel byl piekryt 50% butanolem
a zhruba 30 minut ponechan tuhnout.

Zaostifovaci gel byl pfipraven stejnym zptsobem, jako délici gel. Po odstranéni
butanolu ze skel byl zaostfovaci gel nalit az po horni okraj vnitiniho skla nad délici gel
amezi skla byl vlozen hiebinek. Gel byl nechan tuhnout 30 minut. Objemy c¢inidel
pouzitych pro pfipravu gelt jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Piiprava gelu pro elektroforézu

AA/BIS Tris-HCI SDS APS

[30%/0,8%]  [1,5M-pH 8,8] [10%]  [10%]

H-0 TEMED

Deélici gel 10% 3,4 ml 2,5ml 3,8ml 0,100 ml 0,050 ml 0,015 ml

AA/BIS Tris-HCI SDS APS

[30%/0,8%]  [0,5M-pH 6,8] [10%]  [10%]

H-0 TEMED

Zaostfovaci gel
4%

0,65 ml 1,25 ml 295ml 0,100 ml 0,030 ml 0,015 ml
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3.5.2 Priprava vzorku
Vzorky na gel byly pfipraveny nasledné. Do prvni mikrozkumavky (0,5 ml) bylo

napipetovano 10 pl ze vzorku obsahujiciho pelet po ultrafiltraci (PUF), do druhé bylo
napipetovano 7 ul ze vzorku obsahujiciho hroznovou $tavu (HUF) a do tfeti bylo
napipetovano 10 ul ze vzorku obsahujiciho ocet po ultrafiltraci (OUF). Vzorky byly
fedény 2x koncentrovanym Laemmliho pufrem v poméru 1:1. Mikrozkumavky byly poté
inkubovany na termobloku po dobu 5 minut pii teploté 100 °C.

Vzorky pro SDS-PAGE vzorkt bur¢aku byly pfipraveny tak, ze bylo 5 ul bur¢aku
po ultrafiltraci a 5 pl peletu bur¢aku po ultrafiltraci smichano s 10 ul 2x koncentrovaného
Laemmliho pufru. Zkumavky se vzorky byly inkubovany na termobloku pfi teploté
100 °C po dobu 5 minut.

3.5.3 Elektroforéza
Jako elektrodovy pufr byl pouzit Tris-glycinovy (100 mM, pH 8,3) elektrodovy pufr

1x koncentrovany. Nejdiive byl pfipraven 5x koncentrovany pufr rozpusténim 45 g
Tris-HCI, 216 g glycinu a 15 g SDS ve 3 litrech destilované vody. Pro elektroforézu byl
pufr 5x zfedén. Pripravena skla s gelem byla vyjmuta z drzaku a z vnéjsku oplachnuta
vodou. Poté byla skla s gelem vloZena do elektroforetické cely kratSim sklem smérem
do vnitiniho prostoru, a aparatura byla vlozena do elektroforetické nadoby. Pufr byl nalit
do elektroforetické cely a byl vyjmut hiebinek z geld. Jamky byly promyty pufrem
pomoci Pasteurovy pipety a vzorky byly napipetovany do jamek. Jako standard
molekulovych hmotnosti byl pouzit Dual Color Standard. Elektroforeticka nadobka i cela
byla doplnéna pufrem podle potieby a aparatura byla uzaviena. Po pfipojeni ke zdroji
elektrického napéti bylo nastaveno konstantni napéti 110 V. Elektroforeticka separace
trvala 90-100 minut. Zdroj proudu byl odpojen, kdyZ vzorky doputovaly zhruba 0,5 cm
od spodni hrany gelu. Zaostfovaci gel byl odstranén a dale se pracovalo pouze
se separacnim gelem. Gel byl vlozen do barvicitho roztoku obsahujicitho barvivo
Coomassie Brilliant Blue G-250 v kyselém prostiedi a barven pies noc. Nasledn¢ byl gel
odbarven standardnim odbarvovacim roztokem (40% methanol v 10% kyseliné octové)

a uchovan v destilované vode¢ pro oskenovani gelu skenerem.

3.6 Diikaz proteolytické aktivity octa
Na zéklad¢ informaci o proteinovém slozeni hroznové stavy a octa bylo provedeno

Stépeni proteinového substratu vzorkem octa po ultrafiltraci. K tomuto ucelu bylo
ptipraveno 2 mg redukovaného a alkylovaného BSA. Protein byl rozpustén ve 200 ul
10 mM roztoku dithiotreitolu (DTT) ve 100 mM (NH4)2CO3s. Smés byla inkubovana
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na termomixeru po dobu 45 minut pfi teploté 60 °C a 700 rpm. Poté bylo do zkumavek
ptidano 40 pl 240 mM roztoku 2-jodacetamidu (IAA) ve stejném pufru. Zkumavky byly
vloZeny na tiepacku, ptikryty polystyrenovym vikem z diivodu citlivosti ¢inidla na svétlo
a inkubovany pfi teploté 25 °C po dobu 30 minut a 850 rpm. Nakonec bylo ke vzorkiim
ptidano 40 pl 280 mM roztoku DTT ve 100 mM (NH.)2.COs. Vzorky byly naposledy
inkubovény na termomixeru po dobu 30 minut pfi teploté 25 °C a 850 rpm.

Pro stanoveni proteolytické aktivity v octu byla pfipravena fada koncentraci OUF
fedénim octanem amonnym (50 mM, pH 6) tak, aby byly vysledné poméry OUF:BSA
1:100, 1:500, 1:1000 a 1:5000. Pro koncentrace 1:500, 1:1000 a 1:5000 se pouzival
50x fedény OUF. Do péti mikrozkumavek bylo odpipetovano po 14 pl (100 pg)
pfipravené¢ho vzorku BSA a byl pfidan pufr mravenéan amonny (50 mM, pH 3).
Pro snizeni pH bylo do vzorka ptidano 0,5 pl 50% kyseliny mraven¢i. Nakonec byly
do kazdé zkumavky ptidany 2 pl nafedéného OUF (do kazdé zkumavky jiné fedéni).
Zkumavka bez piidaného OUF slouzila jako kontrola. Stépeni probihalo 18 hodin
pfti teploté 37 °C.

Po no¢ni inkubaci bylo zkazdé mikrozkumavky odpipetovano do novych
mikrozkumavek 25 pl (50 pg BSA) vzorku a ktomu bylo pfidino 25 pl
2x koncentrovaného Laemmliho pufru a smés byla inkubovana po dobu 5 minut
pti 100 °C na termobloku. Néasledn¢€ byla provedena elektroforéza vzorkl stejné, jak je
uvedeno v kap. 3.5.

3.7 Kapalinova chromatografie

Separace proteini metodou stiednétlaké kapalinové chromatografie probihala na pfistroji
BioLogic DuoFlow. Jako mobilni faze byl pouzit octan amonny (20 mM, pH 5,9)
s pridavkem 0,1 M NaCl. Jako stacionarni faze byl pouzit gel Sephadex 200, kterym byla
naplnéna sklenéna kolona (300x10 mm). Proteiny byly detekovany DAD (detektor
s diodovym polem) detektorem. Pted pouzitim byly vzorky centrifugovany pii 5000 x ¢
po dobu 30 minu pii 8 °C. Poté byly davkovany do davkovace chromatografu
po 200 az 250 pl pomoci mikrostiikaéky. Vzorky protékaly rychlosti 0,7 ml/min
a celkova doba pribéhu jedné separace byla 52 minut. Detekce probihala pii dvou
vinovych délkach, 214 nm (maximalni absorpce pro peptidovou vazbu) a 280 nm
(maximalni absorpce pro tryptofan). Po zjisténi, Ze vétsi ¢ast proteind zlstala v peletu

hroznové §t'avy se pracovalo pouze se vzorkem z peletu.
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3.8 Meéreni koncentrace proteint ve frakcich

Pro zjisténi procentudlniho rozlozeni proteinového obsahu byla zmétfena koncentrace
proteintl v jednotlivych péti frakcich, ziskanych separaci na kapalinovém chromatografu.
Kalibra¢ni fada byla pfipravena stejnym zptisobem, jako v kap. 3.4. Z kazdé frakce bylo
napipetovano do jamek mikrotitraéni desticky vzdy 5, 10 a 15 ul. Vzorek peletu
pro meéteni koncentrace byl 10x fedén vodou a do jamek desticky bylo napipetovano 2, 5
a 10 ul. Ke vzorkiim v jamkéch bylo napipetovano 200 pul BCA c¢inidla, které bylo
pfipraveno stejnym zptisobem, jako v kap. 3.3 a jako blank byla opét pouzita BCA. Po pil
hodin¢ byla métfena absorbance pomoci pfistroje Microtitration Reader Synergy MX
pii 562 nm.

3.9 SDS-PAGE frakci proteint

Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny nasledovné. Z ptedchoziho méfeni koncentrace
(kap. 3.6) byly ziskany koncentrace proteint v jednotlivych frakei. Do mikrozkumavek
byl napipetovan pro frakce 1-5 objem piedstavujici 5 pug proteinti ve vzorku. Zjisténé
koncentrace proteinti ve vzorcich jsou uvedeny v tabulce 3. Vzorky byly vlozeny
oteviené do vakuové odparky na 45 minut pii teploté 60 °C a byly odpafeny do sucha.
Poté k nim bylo pfidano 15 pl Laemmliho pufru. Spole¢né s elektroforézou frakci byla
provedena 1 analyza burcaku a peletu burc¢aku. Ke vzorkiim burcaku bylo pfidano pouze
10 ul Laemmliho pufru. Mikrozkumavky byly dale inkubovany na termobloku po dobu
5 minut pii 100 °C, a nakonec byly vzorky napipetovany na gel. Jako standard pro oba
gely byl pouzit Dual Color Standard. Gel pro elektroforézu byl pfipraven stejné jako
v bodé¢ 3.5.1 podle tabulky 2.

Tabulka 3: Koncentrace frakci potiebné pro pfipravu vzorki na elektroforézu. F1-F5 piedstavuji
jednotlivé odseparované frakce.

Vzorek ¢ [ug-ul?]

F1 0,0973
F2 0,1653
F3 0,3422
F4 0,9059
F5 0,1631
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3.9.1 Nativni elektroforéza frakci
Gel pro nativni elektroforézu byl pfipraven podle postupu v kap. 3.5.1 a misto SDS byla

pridana destilovana voda. Bylo pifipraveno 5 mikrozkumavek, do kterych byly samostatné
napipetovany frakce 2, 3, 4 a 5 tak, aby objem odpovidal 5 ug proteind. Do posledni
mikrozkumavky byl napipetovan vzorek peletu hroznii po ultrafiltraci tak, aby hmotnost
proteinti v objemu byla 25 ug. Vzorky snizkym obsahem proteinu byly zahustény
pomoci ¢asteCného odpareni za snizeného tlaku. Po odpateni vzorkl bylo do zkumavek
pfidano 15 pl vzorkového pufru. Vzorkovy pufr byl pfipraven smichdnim destilované
vody (3 ml), 0,5M Tris-HCI (3 ml, pH 6,8), glycerolu (1,6 ml) a 0,5% bromfenolové
modie (0,4 ml). 0,5M Tris-HCI pufr byl ptipraven rozpusténim 6,06 g Tris-HCI ve 100 ml
destilované vody.

Jako standard pro sledovani postupu elektroforetické separace byla pouzita
bromfenolova modi (0,5%) fedéna vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Nasledné probéhla
elektroforéza a barveni gelu podle kap. 3.5.3 a jako elektrodovy pufr byl pouzit
Tris-glycinovy pufr bez SDS (100 mM, pH 8,3).

3.10 Rozvolnéni oligomerni struktury proteinii chaotropnimi ¢inidly
Pro rozvolnéni oligomerni struktury izolované frakce obsahujici cysteinovou proteasu
0 vysoké molekulové hmotnosti byly vyzkouseny 2% roztok cholatu, 2% roztok
Triton X-100, 10% roztok CHAPS nebo 16M roztok guanidinu. Pro vytvofeni roztoku
byl pouzit 100 mM Tris-HCI pufr (pH 6,8). Roztok cholatu byl vytvofen rozpusténim
10 mg pevného cholatu ve 500 ul pufru, roztok Triton X-100 byl pfipraven smichanim
10 pl zasobniho roztoku Triton X-100 v 500 pl pufru, roztok CHAPS byl ptipraven
rozpusténim 50 mg pevného CHAPS v 500 pl pufru a roztok guanidinu byl pfipraven
rozpu$ténim 0,764 g pevného guanidinu v 500 ul pufru.

Byly ptfipraveny mikrozkumavky, do kterych byly v pomé&ru 1:1 napipetovany vzorky
a pfipravena c¢inidla (32 pl vzorku frakce 2 z peletu hroznli + 32 pl ¢inidla). Konecné
koncentrace ¢inidel ve vzorcich tak byly 1% roztok cholatu, 1% roztok Triton X-100,
5% roztok CHAPS a 8M roztok guanidinu. Vzorek frakce 2, ktery byl odseparovan
ze vzorku PUF pfi chromatografii, byl pouzit jako kontrola. Mikrozkumavky byly
inkubovany na termomixeru po dobu 1 hodiny pfi teploté 30 °C a 1200 rpm. Poté byly
obsahy mikrozkumavek ptrevedeny na ultrafiltracni mikrokolonky o objemu 2 ml
s 10 kDa filtrem pro odstranéni zbytk ¢inidel a kolonky byly centrifugovany pfi teploté
15 °C po dobu 5 minut pfi 10000 x g. Do kolonek poté bylo ptidano 150 ul Tris-HCI
pufru a kolonky byly dale centrifugovany 15 minut pfi teploté 15 °C pii 10000 x g.
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Pro detekci produkt pisobeni ¢inidel byla pouzita metoda SDS-PAGE s néaslednym
barvenim podle postupu v kap. 3.5.

3.11 SDS-PAGE v kombinaci s barvenim alcianovou modii

Barveni gelti alcidnovou modii je typ barveni, které je specifické na neutralni
glykoproteiny. Alcianova modi je médnaté ftalcyanové barvivo a pomoci
isothiouroniovych skupin se vaze na nékteré polyaniony. Pokus byl proveden podle
metody pouzité v diplomové praci Identifikace glykoproteinii v kultivarech hrachu setého
(Veverkova, 2018).

Jako vzorky byly pouzity vzorky s§t'avy z hroznti po ultrafiltraci z prvni izolace, peletu
burc¢aku po ultrafiltraci, octa po ultrafiltraci a peletu z hrozni po ultrafiltraci z druhé
izolace. Jedna sada vzorku byla ptipravena precipitaci druha bez ni. Precipitované vzorky
byly pfipraveny smichanim s vychlazenym acetonem (-20 °C) obsahujici 10% kyselinu
trichloroctovou (TCA) v poméru 4:1 (aceton:vzorek). Pro namichani smési bylo pouzito
46 ul z octa po ultrafiltraci, 40 ul z peletu burc¢aku, 65 pl z peletu hroznt po ultrafiltraci
a 26 pl zhroznové §tavy po ultrafiltraci. Z kazdé smési bylo odpipetovano takové
mnozstvi, aby odpovidalo 200 pg vzorku, obsah byl centrifugovan (5 minut, 6 °C,
20000 x g). Supernatant obsahujici aceton a TCA byl slit a do zkumavek byl pfidan novy
aceton pro promyti TCA. Po opétovné centrifugaci byly vzorky vlozeny na vakuovou
odparku po dobu 10 minut a pfi teploté 60 °C pro odstranéni zbytku acetonu. Odpaiené
vzorky byly rozpustény ve 45 pl 2x koncentrovaného Laemmliho pufru a po inkubaci
na termobloku (5 minut, 100 °C) byly napipetovany na gel (15 pl). Neprecipitované
vzorky byly pfipraveny tak, Ze do mikrozkumavek bylo napipetovano 18 ul z peletu
burc¢aku, 24 pul z octa po ultrafiltraci, 33 pl z peletu hrozni po ultrafiltraci a 13 pl ze stavy
hroznl po ultrafiltraci, a poté byly vloZzeny na vakuovou odparku po dobu 30 minut
pfi teploté 60 °C. Po pul hodiné byly vzorky rozpustény ve 33 ul Laemmliho pufru
a po inkubaci na termobloku (5 minut, 100 °C) byly napipetovany na gel (15 pl).

Gel byl pripraven stejnym zpisobem jako v kap. 3.5.1. Jako standard byl pouzit
BLUeye Prestained Protein Ladder. Po elektroforéze byl gel umistén do 10% TCA
po dobu 30 minut pro precipitaci proteind. Dale byl gel promyt destilovanou vodou 2krat
v intervalu deseti minut. Nasledovala inkubace gelu v 1% kyseling jodisté pro zoxidovani
vicinalnich diolt na sacharidech po dobu 50 minut. Poté byl gel opétné omyt destilovanou
vodou 2x Vv intervalu 10 minut. Gel byl nasledné vlozen do 0,5% roztoku disifi¢itanu

draselného pro neutralizaci po dobu 30 minut. Po opétovném promyti gelu destilovanou
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vodou (2x béhem 10 minut) doslo k barveni gelu v 0,5% roztoku alcianové modie
rozpusténé ve 3% kyselin€é octové pies noc. Poté byl gel odbarven opakované
v 7,5% kyselin€ octové a poté byl gel uchovan v destilované vod¢ a oskenovan na skeneru
(Gel Doc EZ Imager).

Pro srovnani byl pfipraven totozny gel barveny barvivem Coomassie Brilliant Blue

G-250 a odbarveny standardnim odbarvovacim roztokem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Proteinové zastoupeni v produktech z hrozna

Béhem piipravy vzorkl pro experimenty byly méfeny objemy a pH produkta hroznového
vina, které jsou uvedeny v tabulce 4.

Koncentrace celkovych proteinii byla métena spektrofotometricky pomoci metody
vyuzivajici kyseliny bicinchoninové. Ze zméfenych absorbanci standarda byla vytvofena
kalibra¢ni kiivka (obr. 6), pomoci niz byly vypocteny koncentrace celkovych proteint
ve vzorcich (hroznova §t’ava po dialyze, ocet po dialyze, pelet po dialyze, hroznova §t'ava
po ultrafiltraci, ocet po ultrafiltraci, pelet po ultrafiltraci, bur¢ak po ultrafiltraci a pelet
buréaku po ultrafiltraci).

Rovnice kalibra¢ni kiivky byla y = 0,0412x + 0,0955. Do ni byly dosazeny
zay zmé&fené absorbance zprvni ¢asti tabulky 5 a byly vypocéteny koncentrace,
jejichz pramér je uveden v druhé ¢asti tabulky 5.

Tabulka 4: Zména objemu vzorki po dialyze a ultrafiltraci a jejich poc¢ate¢ni pH

Hroznova §tava  Ocet Pele,t Z Burc¢ak
hroznové stavy
Piivodni objem 300 ml 250 ml 90 ml 350 ml
pH 3,87 2,87 / 3,89
Objem po dialyze 500 ml 294 ml 104 ml 487 ml
Objem po ultrafiltraci 6 ml 1,5ml 45 ml 20 ml
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Obrazek 6: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci BSA pro vypocet celkovych
proteind ve vzorcich.

Dosazeni do rovnice kalibra¢ni kiivky pro vzorek hroznové $tavy po dialyze

pro A=0,248:
_ y-0.0955 _ 024800955
© 00412 00412 =3,7015 g
_ x _37015pg _ -
=i Ta 0,7403 pg-ul

Nasledné byla provedena elektroforéza vzorki PUF, HUF a OUF (obr.7). Pomoci
spoctenych koncentraci bylo na gel napipetovano takové mnozstvi OUF a HUF,
aby vysledna hmotnost proteinti na gelu byla 50 ug. Ze vzorku PUF bylo na gel

napipetovano pouze 23 ug.

Tabulka 5: Zmétené absorbance jednotlivych proteinti vV objemech vzorkt napipetovanych na
mikrotitra¢ni destiCku. HPD je hroznova stava po dialyze, OPD je ocet po dialyze, PPD je pelet
po dialyze, OUF je ocet po ultrafiltraci, HUF je hroznova §t'ava po ultrafiltraci, PUF je pelet po
ultrafiltraci, BUF je burcak po ultrafiltraci a BPUF je pelet burcaku po ultrafiltraci. OUF a HUF

bylo 10x zfedéné. V druhé ¢asti jsou uvedeny priimeéry vypoctenych koncentraci jednotlivych

vzorki. Koncentrace OUF, HUF, BUF a BPUF jiz jsou uvedeny bez fedéni.
V [pl] Anprp Aopp Appp Aour Anur Apur Asur Aspur

2 / / / 0,170 0,216 0,300 0,166 0,166
5 0,248 0,195 0,162 0,321 0,408 0,555 0,325 0,308
10 0,373 0,298 0,231 0,497 0,719 0,959 0,584 0,328
20 0,721 0,519 0,377 / / / / /

cpgul?l 0,724 0,49 0,331 9,927 14973 2,268 10,518 9,789
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Obrazek 7: SDS-PAGE vzorka PUF (23 ug), HUF a OUF (50 ug z obou vzorkty). Jako standard
(ST) byly pouzity 3 ul proteinového standardu Dual Color Standard od firmy Bio-Rad.

Na obrazku 7 je vidét v linii gelu PUF a HUF nékolik past proteint. Ve vzorku OUF
jsou pasy hute pozorovatelné pravdépodobné z toho diivodu, protoZe uz je to pramysloveé
zpracovany ocet, ktery neobsahuje tolik proteind. Po identifikaci hlavnich proteinovych
slozek z linie PUF ve vyznacenych pasech HP1-HP10 pomoci hmotnostni spektrometrie
(analyza byla provedena vedoucim bakalaiské prace) byla vytvotrena tabulka 6,
ktera obsahuje hlavni proteinové zastupce z kazdého vyzna¢eného pasu.

Tabulka 6: Pehled proteini identifikovanych hmotnostni spektrometrii ve vzorku peletu
z hrozna po ultrafiltraci. Proteiny z vyznacenych pasu byly nastépeny v gelu pomoci rafinosou
modifikovaného trypsinu (Sebela et al., 2006). Postup zahrnoval odbarveni, alkylaci a redukci
proteinti v nafezanych ¢astech gelu (Shevchenko et al., 2006). Extrahované peptidy byly
po odpateni rozpustény v 5% kys. mravenci (FA) a odsoleny za pouziti ptfipravenych C18
mikrokolonek (Rappsilber et al., 2003). Analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru
typu Amazonspeed ETD (Bruker, Némecko) online spojenym s nanopriitokovym kapalinovym
chromatografem Dionex UltiMate 3000 (ThermoScientific, USA) vybavenym analytickou
kolonou a ptedkolonou s reverzni fazi (C18). Analyza peptidového zastoupeni byla provedena
za stalého pratoku 300 nl, v 50minutovém linedrnim gradientu acetonitrilu a FA MS/MS modu
analyzatoru. Data byla vyhodnocena pomoci programu PEAKS Studio X (Bioinformatics
Solutions Inc., Kanada) za pouziti proteinové databaze z NCBI (3/2019) pro Vitis vinifera
a databaze obsahujici bézné kontaminanty.
Pokryti

Proteinovy pds  NCBI gi Protein -10IgP sek(\ox/zz;ce Peptidy Iéfelgi?éf;
HP-1 gi|297740510 "CYSP" 201.14 40 31 31
HP-2 gi|225466093 B-fruktofuranosidasa  247.43 34 47 2
HP-2 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 167.22 40 11 8
HP-3 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 127.13 34 6 4
HP-3 gi|297740510 o Fetézec oryzainu 124.20 16 6
HP-3 0i|1839578 Vakuolarni invertasa ~ 118.60 7 7 7
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Tabulka 6: Piehled proteint identifikovanych hmotnostni spektrometrii ve vzorku peletu

Z hrozna po ultrafiltraci (pokracovani)

HP-4 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 145.02 35 7 4
HP-4 0i|225466093 B-fruktofuranosidasa  115.37 10 6
HP-5 gi|225441373 B-glukosidasa 190.73 53 25 22
HP-5 gi|1116693195 Endochitinasa tfidy IV~ 186.50 46 17 9
HP-5 gi|1552179293 RD21B 162.46 21 11 8
HP-5 gi|1839578 Vakuolarni invertasa ~ 155.36 18 13 13
HP-5 gi[296090463 RD21A 126.66 14 5 2
HP-5 0i|1552186050 Asp proteasa 102.11 12 7 7
HP-6 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 241.36 66 41 1
HP-6 0i|33329390 TLP 102.28 18 3 3
HP-7 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 234.68 65 41 1
HP-7 0i|33329392 Chitinasa tfidy IV 228.26 56 37 3
HP-8 0i|1104663235  B-fruktofuranosidasa  163.53 18 18 2
HP-8 gi|1552265342 TLP 150.92 47 14 14
HP-9 0i|1116693195 Chitinasa tfidy IV 154.14 32 8 4
HP-9 gi|1552222316  Ser carboxypeptidasa 95.42 3 3
HP-9 0i|1552144753 Expansin-B2 83.87 2 2
HP-10 gi|1552171564 Endochitinasa EP3 174.60 30 11 8
HP-10 gi|1552260595 Kalmodulin 136.83 14 7 4
HP-10 gi|147790682 "RD21B" 132.96 16 6 6
HP-10 gi[296083924 "Inhibitor CYSP" 124.84 53 7 7
HP-10 gi|1104663235  B-fruktofuranosidasa  108.54 10 5 1
HP-10 gi|3511147 PR-4 107.91 34 4 4

Podobnych vysledka jako na obrazku 7 bylo dosazeno v experimentu popsaném
ve ¢lanku Le Bourse et al. (2011), kdy byla provedena SDS-PAGE stavy z hroznt
Chardonnay a Pinot Meunier (obr. 8). Kdyz porovname obrazky 7 a 8, tak lze vidét
pfitomnost past proteini, které se vyskytuji ve stejnych oblastech molekulovych
hmotnosti, zejména v oblasti 75-50 kDa a 37-25 kDa. To znaéi pfitomnost stejnych
¢1 podobnych proteinti ve hroznech.

Dale byla provedena SDS-PAGE burc¢aku (B) a jeho peletu (BP) (obr. 9) po zpracovani
dialyzou a ultrafiltraci. Na prvni pohled jde vidét, ze chybi silné pasy v oblasti
molekulové hmotnosti 75-50 kDa a 37-25 kDa, tedy pievazné chitinasy a invertasy
(viz tabulka 6). To pravdépodobné svédéi o jejich snizeném mnozstvi v dusledku
vyrobniho procesu, kdy je §tédva z hroznli podrobena podobnym procedurdm jako
pti vyrobé vina (fermentace). Chitinasy jsou jako PR-proteiny stabilni v kyselém
prostiedi a jsou odolné proteolytickému S$tépeni, avSak snadno podléhaji tepelné

denaturaci (Waters et al., 1996; Falconer et al., 2010).
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Obrazek 8: SDS-PAGE proteint obsazenych ve §tave z hroznli Chardonnay (1) a Pinot Meunier
(2). Pfevzato a upraveno z Le Bourse et al., 2011.

kba ST BP B

Obrazek 9: SDS-PAGE peletu buréaku (BP) a bur¢aku (B) po ultrafiltraci. Jako standard byly
pouzity 3 ul proteinového standardu Dual Color Standard od firmy Bio-Rad. Do kazdé jamky
bylo napipetovano 50 pug vzorku.
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4.2 Dikaz proteolytické aktivity octa
Na obrazku 10 je gel obsahujici vzorky BSA $tépené koncentratem z octa. Pivodni

koncentrace pfi ptipravé St€penych vzorkt BSA byla 100 pg v 50 ul roztoku. Poté bylo
z kazdé zkumavky odebrano 25 pl a k tomu bylo pfiddno 25 pl Laemmliho pufru,
takze koncentrace byla snizena na 50 pg v 50 pl roztoku. Na gel bylo nakonec
napipetovano pouze 20 pl, coz znamend, Ze na gel bylo naneseno mnozstvi BSA
odpovidajici 20 ug ptiivodniho BSA.

Tento experiment slouzil jako dikaz proteolytické aktivity ve vinném octu.
Pti ptisobeni nejméné ziedénym OUF (1:100) na vzorek BSA doslo k nejvysSimu ucinku,
kdy je BSA kompletné postipano enzymem a vétSina fragmentt rozstépeného BSA je
pfitomna na dné gelu v oblasti molekulové hmotnosti 15-10 kDa, nebo mensich oblastech
mimo gel. Proteolytickd aktivita octa je nejspiSe zpusobena piFitomnosti CYSP,
protoze pii SDS-PAGE je vidét znacny pas ve vzorku OUF v oblasti molekulové
hmotnosti nad 250 kDa. Tento pas piedstavuje pravé CYSP (tab. 6). Aktivita tohoto
proteinu byla dokazana v experimentu Perutka a Sebela (2019), kde byly vybrané
peptidové substraty (angiotensin II, ACTH fragment, insulin, somatostatin) a smés 9
proteinti inkubovany s CYSP (izolovéna z bilého vina Irsai Oliver). Po SDS-PAGE
vzorkdl a analyze hmotnostni spektrometrii jednotlivych pasti bylo zjisténo, ze doslo
K roz§tépeni substrati na fragmenty peptidovych fetézci. Jako pfevazujici protein v octu
byla brana CYSP. Ostatni proteiny byly zanedbany a to proto, ze pii SDS-PAGE vzorku
OUF byl vidét pouze horni pas v oblasti nad 250 kDa (CYSP) (obr. 7). V tomto
experimentu byla méfena i aktivita CYSP, kter4 ¢inila 0,2 nkat-mg™. Tato aktivita je
pomérné vysoka na to, Ze byl protein izolovan z produktu, ktery jiz byl podroben
procestim vinifikace (Perutka a Sebela, 2019). Piisobeni CYSP V octu klesa s jeho
zvySujicim se naredénim. I pti 1000nasobném piebytku substratu je mozné pozorovat
aktivitu enzymu.

Ve ¢lanku Di Girolamo et al. (2011) byla provedena analyza proteomu vinného octa.
Duivodem, pro¢ se o to pokouseli, jsou 1écebné ucinky octa (popsano ve ¢lanku) a to, ze
se jeho proteinovym slozenim malo védci zabyvalo. V tomto experimentu byly
identifikovany 2 proteiny (NCBI @i110687163 a @il10685718), u kterych je

predpokladana podobnost cysteinovym proteasam (Di Girolamo et al., 2011).
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Obrazek 10: SDS-PAGE BSA stépeného koncentraty octa. Jako standard (ST) byly pouzity 3 pl
proteinového standardu Dual Color Standard od formy Bio-Rad. Do BSA K bylo napipetovano
rozpusténé a upravené BSA bez OUF. V bandech 1:100, 1:500, 1:1000 a 1:5000 jsou obsazeny
jednotlivé rozstépené BSA, poméry oznacuji mnozstvi proteinu v octu ku BSA. Do kazdé jamky
(krom¢ ST) bylo napipetovano 20 ug vzorku.

Aktivita CYSP ve vinném octu byla vypoctena denzitometrickou analyzou pomoci
programu Gel Analyzer verze 19.1 (stazeno z gelanalyzer.com) pfi $tépeni BSA vzorku
z bandu v oblasti okolo 70 kDa. Nejdtive byly odecteny plochy odpovidajici §tépenému
BSA. Z poméru postépenych a nepostépenych (BSA kontrola) past bylo vypocteno
mnozstvi enzymaticky hydrolyzovaného BSA v kazdém vzorku z ptivodniho mnozstvi
(100 pg), které bylo ve zkumavce. Mnozstvi v pg bylo prevedeno na latkové mnoZstvi
apro to byla pouzita molekulovd hmotnost BSA (70 kDa). Nasledn¢ bylo moZné
vypocitat aktivitu a specifickou aktivitu CYSP v nkat a nkat-mg™. V tabulce 7 jsou
uvedeny vypoctené hodnoty aktivit. Vypoctend prumérna specifickd aktivity CYSP
z vinného octa byla 0,242 nkat-mg™?. Tento vysledek je velmi podobny s hodnotou,
ktera byla vypoéitana pii vyse zminéném experimentu (Perutka a Sebela, 2019). Jelikoz
doslo k ziskani podobnych vysledkil za pouziti stejné metody je patrné, Ze je enzym
stabilni.

Tabulka 7: Vypoétené aktivity CYSP ve vinném octu p0 §té€peni substratu (S) BSA

oo Inenzita G cpeny' S Stépeny S 7a . Specifickd
Redéni ) Qlochy [ug] gas [nmol-h1] Aktivita [nkat] akt|V|ta_
postépeného S [nkat-mg™]
1:100 3435 89,80 0,0711 1,98-10° 0,100
1:500 1969 51,48 0,0408 1,13-10° 0,289
1:1000 762 19,88 0,0158 4,38-10° 0,224
1:5000 242 6,33 0,0050 1,40-10° 0,355
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4.3 Gelova chromatografie proteint z hrozna

Pomoci stfednétlakého kapalinového chromatografu bylo odseparovano celkem 5 frakei
(obr. 12) proteinti ze vzorku peletu z hroznti na kolon¢ Sephadex 200. Ze ziskanych
retenénich cast byly vypocteny molekulové hmotnosti jednotlivych frakci.
Chromatografii standardt (obr. 11) byly ziskany reten¢ni Casy, pomoci kterych byla
vytvofena kalibra¢ni kiivka metodou linearni regrese po zlogaritmovani dat (tab. 8).
Z rovnice kiivky byly vypoéteny dané molekulové hmotnosti frakci. Rovnice pro vypocet
molekulové hmotnosti byla y =-0,1539x + 8,3942. Retencni Casy a molekulové hmotnosti
jednotlivych frakci se nachazi v tabulce 9.

Tabulka 8: Data potiebna k vytvoteni kalibra¢ni kiivky

Protein M [Da] Retﬁlﬁﬁi ¢as

Thyroglobulin - 670000 16,15
y-globulin 158000 20,63
Ovalbumin 44000 25,07
Myoglobin 17000 28,15

Vitamin B12 1350 33,12
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Obrazek 11: Chromatogram standardti pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky. Pofadi standardt zleva:
thyroglobulin, y-globulin, ovalbumin, myoglobin a vitamin B12.
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Obrazek 12: Chromatogram separace proteinti ze vzorku peletu hroznt na frakce
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Tabulka 9: Vypoctené molekulové hmotnosti jednotlivych separovanych frakei
Retencni Cas

[min] M [Da]
Frakce 1 15,6 984827
Frakce 2 19,2 274992
Frakce 3 25,0 35213
Frakce 4 31,08 4083
Frakce 5 37,2 467

Dosazeni do rovnice ziskané linearni regresi po zlogaritmovani dat (tab. 8) pro frakci
1, kdy x predstavuje retencni ¢as a y molekulovou hmotnost:

y=-0,1539x + 8,3942 =-0,1539-15,6 + 8,3942 = 5,9934

M = 10¥ = 10>"** = 984827 Da

Nasledné byla zméfena koncentrace proteint (tab. 10) a vypocteno procentualni
zastoupeni proteinti v jednotlivych frakcich (tab. 11). Uéinnost chromatografické
separace byla ovétena pomoci SDS-PAGE (obr. 14).

Koncentrace proteini v jednotlivych frakcich byla stanovena spektrofotometricky
vV mikrotitracni desti¢ce pomoci BCA. Ze standardl byla vytvotfena kalibracni kiivka
a z ni byla ziskana rovnice y = 0,0314x + 0,088 pro vypocet koncentrace (obr. 13).

Dosazeni hodnot do rovnice pro vypocet koncentrace proteinti ve frakci 1 a v 5 pl,

y predstavuje absorbanci a x koncentraci vV pg:

_y-0,088 _ 0,105-0,088
0,0314 0,0314

=0,5414 ng

en= 37 = T =0,1083 pgr

0,35 T
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Obrazek 13: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet koncentrace proteind v odseparovanych frakcich 1-5
Z peletu hroznt
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Tabulka 10: Zmétené absorbance frakei F1-F5 a jejich vypoc¢tené koncentrace

V [ul] Ar Ar Ars Ars Ars
5 0,105 0,114 0,15 0,232 0,119
10 0,121 0,143 0,193 0,374 0,133
15 0,125 0,161 0,228 0,507 0,158

c[ug-pl’] 00973 01653 0,3422 09059  0,1631

Podle tabulky 11, ktera uvadi procentualni zastoupeni proteind v jednotlivych frakcich
jde vidét, ze pievazna vétSina proteind je obsazena ve frakci 4 (chitinasy), dale pak
ve frakci 3 (invertasy, chitinasy), 2 (CYSP a inhibitor CYSP), 5 (TLPs a chitinasy)
anejméné je ve frakci 1 (CYSP). Toto rozdéleni piiblizné odpovida intenzitam bandu
ve vzorku PUF. Viz tabulka 6.

Z gelu A (F1 aF2) a B (F2) byly vyfezany viditelné pasy a vedoucim bakalatské prace
byla provedena identifikace proteini hmotnostni spektrometrii. Z téchto dat byla
vytvorena tabulka 12 a 13 obsahujici informace 0 proteinovém zastoupeni
ve vyznamnych pésech. Ve frakci 1 je zfetelné vidét jeden pas F1A nachazejici
se v oblasti kolem 250 kDa piedstavujici cysteinovou proteasu (CYSP), dale poté pasy
nachazejici se v oblastech 75-50 kDa, 37-25 kDa a 25-20 kDa. Ptitomnost vice proteint
s velmi odlisnou molekulovou hmotnosti v této frakci mize poukazovat na piitomnost
agregatu ruznych slozek vina. Jedna se o0 invertasu (F1B), chitinasu (F1C) a thaumatin
(F1D). Ve frakci 2 1ze vidét pas nad oblasti molekulové hmotnosti 250 kDa (CY SP), ktery
je vidén i ve frakci 1, ovSem zde je intenzivnéjsi. Jednim z divodd mize byt propojeni
frakei, které jde vidét na chromatogramu (obr. 12). Dale je ve frakci 2 slabé viditelny pas
v oblasti 37-25 kDa a také 1ze pozorovat pas v oblasti 15-10 kDa (oddil A).

Tabulka 11: Procentualni zastoupeni proteinti v jednotlivych frakcich na mikrotitra¢ni desti¢ce
a objemy frakci po chromatografické separaci.
¢ [ug-ul] Celkové objemy Procentualni
frakci [ml] zastoupeni [%]

F1 0,0973 15 5,02
F2 0,1653 20 9,86
F3 0,3422 29 18,96
F4 0,9059 38 56,68
F5 0,1631 11 9,48
Celkem 1,6738 113 100
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Obrazek 14: Separace proteint ve frakcich 1-5 z peletu hrozni pomoci SDS-PAGE (A)

a nativni elektroforéza (B). Jako standard byly pouzity 3 pl proteinového standardu Dual Color
Standard (Bio-Rad) (Oddil A). Pro nativni elektroforézu byla jako standard pouzita
bromfenolova modf ve vzorkovém pufru v poméru 1:1. F1, F2, F3, F4 a F5 piedstavuji
jednotlivé frakce 1-5 z peletu hroznti. Do jamek (kromé ST) bylo napipetovano 5 pg vzorku.
F1A, F1B, F1C, F1D, F2A, F2B, F2C a F2D jsou proteinové pasy v danych frakcich.

Ten ptedstavuje inhibitor cysteinovych proteas, ktery je zde ziejmé piimo navazany
na CYSP, a proto se objevuje v této frakci. AvSak protoze je na CYSP navazan
nekovalentné, dochazi kjeho oddéleni od struktury v ptipadé SDS-PAGE,
kdy se G¢inkem SDS oslabuji nekovalentni vazebné interakce. Naopak v oddilu B je
podle tabulky 13 inhibitor ve stejném pasu jako CYSP. To znamena, Ze je mozné, zZe je
stale navazan na CYSP (nebyl nalezen v poslednim pase jako u SDS-PAGE, ale v pase
F2A), protoze pii nativni elektroforéze neni pouzivan SDS ani B-merkaptoethanol, které
naruSuji nekovalentni vazby. Ve frakci 3 je nejvyraznéjsi pas v oblasti molekulové
hmotnosti 75-50 kDa, ktery pfedstavuje invertasu a chitinasu (tabulka 6). Dale 1ze slabé
pozorovat i dalsi pasy Vv dusledku znecisténi zptisobenym propojenim peakt pfi separaci
(viz obr. 12) nebo se mize jednat o isoformy danych proteint. Ve frakci 4 oddilu A je
nejvyrazngjsi pas v oblasti 37-25 kDa predstavujici chitinasu (tabulka 6), dalsim pasem
je pas v oblasti 25-20 kDa predstavujici z vétsi ¢asti TLPs, chitinasy a dalsi PR-proteiny.
Stejné pasy se nachdzi ve frakci 5 oddilu A. V oddilu B jsou tyto dvé posledni frakce
Vv oblastech vyssich molekulovych hmotnosti. Pii SDS-PAGE dochazi k interakci SDS
s proteiny, kdy jsou naruSeny nekovalentni vazby, proto jsou tyto proteiny vizualizovany
Vv nizsich oblastech molekulovych hmotnosti. Naopak pti nativni elektroforéze zlstavaji
nekovalentni vazby beze zmény a molekuly zistavaji ve své oligomerni podob¢. Dale je
mozné, ze tyto proteiny jsou glykosylované. V piipadé SDS-PAGE proteiny doputovaly

dale, protoze migruji na zakladé molekulové hmotnosti. Zatimco v ptipadé nativni
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elektroforézy proteiny migruji na i na zaklad¢ naboje, takze muze dochazet k jejich
zbrzd’ovani.

Tabulka 12: Proteiny identifikované hmotnostni spektrometrii z gelu po SDS-PAGE z frakci 1
a 2. Popis provedeni metody je uveden v popisku tabulky 6.
Pokryti

Pmtei,novy NCBI gi Protein -10lgP  sekvence  Peptidy Unikfimi
pas (%) peptidy
F1A 0i[297740510 "CYSP" 229.97 42 35 35
F1B gi|147787076 Chitinasa 190.62 29 19
F1B 0i|225441373 B-glukosidasa 80.64 10 4 4
FiC gi[7406716 TLP 166.18 57 16 16
F1C 0i|1552171564 Endochitinasa EP3  119.41 29 3
FiC 0i|225441373 B-glukosidasa 101.10 20 6
F1D 0i[225436454  Akvaporin TIP1-1  124.15 16 5 1
F1D gi|1552260595 Kalmodulin 108.72 8 3
F2A 0i|359483753 "CYSP" 269.15 42 74 2
F2A 0i|1552168278  a-fetézec oryzainu  268.86 44 73 1
F2B 0i|1552171564 Endochitinasa EP3  141.20 30 4
F2B 0i|297740510  o-fetézec oryzainu  114.18 20 7 7
F2C 0i[296083924  "Inhibitor CYSP"  186.38 84 24 24
F2C gi|1552172856 Kalmodulin 157.00 64 12 5
F2C 0i|526117629 LTP prekurzor 125.67 53 10
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Tabulka 13: Proteiny identifikované hmotnostni spektrometrii z gelu po nativni elektroforéze
z frakce 2. Popis provedeni metody je uveden v popisku tabulky 6.

Pmteinovy NCBI gi Protein -10IgP sIe)Ig\ljg}r;ge Peptidy Unik.é'mi
pas (%) peptidy
F2A 0i|297740510 "CYSP" 267.36 56 68 2
F2A 0i|296083924 "Inhibitor CYSP" 17151 57 16 16
F2A 0i|28194086 LTP 121.26 44 8 2
F2A  gi[225459538 Prﬁ’;‘;ﬁ%ﬁﬁf&“ 114.40 18 6 6
F2B 0i|1116693195  Endochitinasa tfidy IV~ 140.40 26 6 6
F2C gi|1552171564 Endochitinasa EP3 137.42 27 8 4
F2C i|1839578 Vakuolarni invertasa 93.64 7 5 5
F2D gi|1552260595 Kalmodulin 119.81 13 5 3

Obdobnych vysledkti pti HPLC proteint bilych hroznli na molekulovém situ bylo
dosazeno v experimentu popsaném ve ¢lanku Tian et al. (2015), kdy védci odseparovali
proteiny do péti frakci (obrazek 15). Tento experiment byl zaméfen na PR-proteiny a byla
provedena SDS-PAGE frakei 3 a 4, které tyto proteiny z velké ¢asti obsahuji. Konkrétné
se jedna o chitinasy a TLPs. K poslednimu peaku (F5) byly pfifazeny chitinasy
(Tian et al., 2015).
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Obrazek 15: HPLC proteini bilych hroznti Sauvignon Blanc na C8 koloné (reversed phase
kolona, pritokova rychlost 1 ml/min). Pfevzato a upraveno z Tian et al., 2015.
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4.4 Stanoveni molekulové hmotnosti monomeru cysteinové proteasy
CYSP je protein nachazejici se v hroznovém viné (Vitis vinifera) a jeho nékterych
produktech. Doposud je malo prozkoumany, avSak jak uz bylo zminéno, je podobny
nékterym dal$im cysteinovym proteasam. Je odolny procestim vinifikace a také je aktivni
v kyselé oblasti pH (Perutka a Sebela, 2019). V disledku vysoké molekulové hmotnosti
CYSP se ptredpoklada, ze se jedna o oligomer. Pro rozvolnéni oligomerniho stavu
a charakterizaci monomernich jednotek CYSP byly kromé SDS-PAGE pouzity dalsi
detergentni ¢inidla, coz jsou latky, které se bézné uzivaji v laboratofi naptiklad k lyzi
bun¢k. Diky svym amfifilnim vlastnostem dokazi kromé¢ denaturace proteind i narusit
slabé vazebné interakce mezi proteiny, lipidy a mezi proteiny a lipidy.

Pokus byl proveden za ptidavku detergentnich a chaotropnich ¢inidel ke frakci 2
z peletu hroznt. Konkrétné byl pouzit cholat, Triton X-100, CHAPS a guanidin. Cholat
patii do skupiny soli Zlu¢ovych kyselin, jejichz ikolem v organismu zivocicha je Sté€peni
lipidti. Je soucasti skupiny ionogennich (aniontovych) detergentli a jeho vyhodou je,
Ze nezpusobuje denaturaci proteinti a da se ze vzorku odstranit. Triton X-100 je soucasti
skupiny neionogennich detergentdi, které nezplisobuji denaturaci vzorkii a obsahuji
nenabité hydrofilni hlavni casti. CHAPS
(3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) je detergent, patiici
do skupiny zwitteriontl, které obsahuji jak kladng, tak i zaporné nabité Castice. Typicky

jsou agresivnéj$i nez neionogenni detergenty.
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Obrazek 16: Proteinové zastoupeni ve frakci 2 po piisobeni detergentnich Cinidel
a provedeni SDS-PAGE. Jako standard byly pouzity 3 ul proteinového standardu Dual
Color Standard od formy Bio-Rad. K je znaceni pro frakci 2, ktera slouzila jako kontrola.
CHOL je znaceni pro cholat, TRI je znaceni pro Triton X-100 a G je znaceni pro guanidin.
Do kazdé jamky bylo napipetovano 5 ug vzorku.

Guanidin patii do skupiny chaotropnich ¢inidel, které snizuji stabilitu proteinii tim,
ze narusuji vodikové vazby ve strukturdch. Podle védct dochdzi k ovlivnéni stability
protein piimo vazbou cinidla do jejich struktury, nebo dochdzi ke zméné vlastnosti
rozpoustédla (Salvi, 2005; Johnson, 2013).

Utinky pouzitych &inidel na CYSP byly pozorovany pomoci SDS-PAGE. Na obrazku
16 je zobrazen gel po SDS-PAGE. Pii porovnani s kontrolnim vzorkem z frakce 2 lze
vidét, ze otestovana detergentni i chaotropni ¢inidla v kombinaci s SDS nemaji u¢inek
na CYSP. To nejspiSe znaci o tom, Ze predpokladané monomery ve struktufe multimeru
CYSP nejsou k sobé vazany slabymi vazebnymi interakcemi, ale kovalentné. Dale je
patrné, Ze inhibitor jiz neni navadzany piimo na CYSP, ale je v oblasti molekulové
hmotnosti 15-10 kDa, jako pti SDS-PAGE bez pouziti vyse zminénych ¢inidel.
4.5 Barveni proteina alcianovou modii
Bylo provedeno barveni dvou gelt, kdy kazdy byl barven jinym typem barviva
pro porovnani jinych typi proteinti (neglykosylovanych). Barveni alcianovou modii je

specifické pro glykoproteiny, jak je popsano v kap. 3.9.
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Obrazek 17: SDS-PAGE gelu obarveného alcianovou modii (A) a Coomassie Brilliant Blue (B).
Odstin byl upraven na pocitaci (Gel Doc EZ Systém). 1 ptedstavuje vzorek z peletu hrozn
po ultrafiltraci (34 ug), 2 predstavuje vzorek z hroznové $tavy po ultrafiltraci (88 ug), BP
predstavuje pelet z buréaku (80 ug), OUF piedstavuje ocet po ultrafiltraci (108 pg), 3
predstavuje precipitovany vzorek peletu, 4 predstavuje precipitovany vzorek hroznové §tavy, 5
predstavuje precipitovany pelet bur¢aku, 6 piedstavuje precipitovany vzorek octu. Jako standard
byly pouzity 3 ul proteinového standardu BLUeye Prestained Protein Ladder od firmy Sigma.
Do kazdé¢ jamky (kromé ST) bylo napipetovano 15 pl vzorku. Do jamky 3-6 bylo napipetovano
zhruba 66 g vzorku (precipitované).

Pfi porovnani geltl A a B na obrazku 17 lze vidét velky rozdil v oblastech proteinti
0 molekulové hmotnosti 63 a 35-20 kDa. Na gelu obarveném alcianovou modfi jsou tyto
proteiny vidét jako bilé misto. To miZe znadit ptitomnost glykoproteind obsahujici kyselé
cukry, coz je typické naptiklad pro invertasu (Avigad a Dey, 1997). Na gelu B jsou tato

svétla mista tmaveé zabarvena, coz odpovida jejich hojnému vyskytu odpovidajicich
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proteini Ve zralych plodech vinné révy. Dale jde vidét, ze pas nad oblasti 245 kDa
(CYSP) je pii barveni alcianovou modii silnéji zabarven, coz naznacuje, ze se izolovana

CYSP vyskytuje v glykosylované formé. Neglykosylované proteiny zustaly neobarvené.
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5 ZAVER

Teoretickd Cast bakalarské prace se zaméiovala na proteinové slozeni jak révy vinné
a hroznového vina, tak i vina jako napoje. Byly popsany charakteristické vlastnosti
jednotlivych skupin proteint a jejich role v rostling, zejména v jejich plodech. Dale byly
shrnuty metody izolace a charakterizace proteint pouzité v praktické ¢asti bakalaiské
prace.

Hlavnim objektem zajmu bakalaiské prace je cysteinova proteasa (CYSP) révy vinné
(Vitis vinifera). Dalsi véc, ktera nas zajimala bylo, jak se li§i obsah proteini ve $taveé
hrozna a burcdku v porovnani s vinem. Aby toto bylo mozné, musely byt vzorky
hroznové Stavy a bur¢dku oSetfeny dialyzou a zahuStény ultrafiltraci. Byl vytvofen
proteinovy profil hrozna metodou SDS-PAGE s naslednou identifikaci metodou
hmotnostni spektrometrie. Pfi porovnani chromatogramu vinnych proteind, proteind
peletu z hrozna identifikovanych hmotnostni spektrometrii a proteini z burcaku
separovanych SDS-PAGE jde vidét, Ze mezi proteiny, které se nachazeji jak v peletu
hroznové §t'avy, tak i ve viné a bur¢aku, patii PR-proteiny, konkrétné chitinasy a TLPs.

Byla provedena separace proteini ze vzorku PUF na molekulovém situ pro ziskani
obohacené frakce CYSP. Byla také vypoctena ptiblizna molekulova hmotnost frakce 2,
kde se CYSP nachazela. Tato hodnota odpovida molekulové hmotnosti na SDS-PAGE.
V disledku vysoké molekulové hmotnosti CYSP se piedpoklada, Ze se jedna o oligomer,
proto byl proveden experiment pro rozvolnéni této struktury pomoci detergentnich
a chaotropnich ¢inidel. Ta nakonec neméla na CYSP Zadny ulinek, takZe nedoslo
K rozvolnéni pfedpokladané oligomerni struktury, coz sv&d¢i o jeji stabilité.

Protoze byla CYSP piitomna i ve vinném octu, byl proveden experiment pro dikaz
aktivity tohoto enzymu. Ta byla stanovena piimo pro koncentrat octu stépenim hovéziho
sérového albuminu. Vysledna hodnota specifické aktivity byla 0,242 nkat-mg™. Jedna
z moznych funkci CYSP ve vinném octu je Stépeni proteini v jidle (naptiklad pfi aplikaci
octu na tla¢enku), coZ mize pomahat pfi traveni.

Pro dal$i zkoumani CYSP by mohlo byt zajimavé méteni jeji aktivity pifimo

Z hroznové §tavy a porovnani vysledkt s aktivitou ve vinném octu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA/BIS
APS

B

BCA
BP
BPUF
BSA
BUF
CA
CDA
CTA
CYSP
DAD
DTT
ESI
F1-F5
FA
GLC
GSC
HIC
HP1-HP10
HPD
HPLC
HUF
CHAPS

pomér akrylamidu k bisakrylamidu
persiran amonny

burcak

bicinchoninova kyselina

pelet burc¢aku

pelet burc¢aku po ultrafiltraci

hovézi sérovy albumin

burcak po ultrafiltraci
acetatcelulosové membrany
diacetatcelulosové membrany
triacetatcelulosové membrany
cysteinova proteasa

detektor s diodovym polem
dithiotreitol

ionizace elektrosprejem

Cislo proteinové frakce

kyselina mravenci

plynova rozdélovaci chromatografie
plynovéa adsorp¢ni chromatografie
chromatografie s hydrofobni interakci
Cislo pasu na gelu

hroznova $tava po dialyze
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hroznova $t'ava po ultrafiltraci
3-((3-cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-propanesulfonate
2-jodacetamid

iontova past

proteiny prenasejici lipidy

pomér hmotnosti a naboje
matrix-assisted laser desorption ionization
tandemova hmotnostni spektrometrie

ocet po dialyze
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OUF ocet po ultrafiltraci

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza

PPD pelet po dialyze

PR-proteiny pathogenesis-related proteiny

PUF pelet po ultrafiltraci

rpm otacky za minutu

S substrat

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE polyakrylamidova gelova elktroforéza v ptitomnosti dodeclysiranu
sodného

ST standard

TCA kyselina trichloroctova

TEMED N,N,N’,N-tetramethylethylendiamin
TLPs proteiny podobné thaumatinu
TOF time-of-flight
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