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Abstrakt                                       

Hmotnostní spektrometrie ve spojení s nanoprůtokovou 

kapalinovou chromatografií (nLC-MS) je zavedená technika pro 

analýzu peptidů z komplexních směsí proteinových digestů. V této 

práci byla využita technika nLC MS ve spojení s ionizací a desorpcí 

laserem s pomocí matrice (MALDI) a komplementární analýza 

pomocí elektrospreje, a to pro identifikaci proteinů rozdělených 

gelovou elektroforézou z rozličných vzorků. Tato práce nejprve 

demonstruje aplikaci proteasy pseudotrypsinu, málo známé 

proteoformy hovězího trypsinu, nejběžněji používaného enzymu 

pro proteomické experimenty. Pseudotrypsin byl izolován z 

autolyzátu trypsinu pomocí chromatografie na kationtoměniči 

a následně použit pro štěpení proteinových extraktů z jader ječmene. 

Odlišná specifičnost pseudotrypsinu umožňující štěpení za 

aromatickými aminokyselinami a leucinem navíc k jeho tryptické 

aktivitě, vede ke vzniku unikátních peptidů a následně identifikaci 

odlišných proteinů při proteomických experimentech. S využitím 

standardu hovězího sérového albuminu a izotopově značených 

peptidových standardů byla srovnána účinnost štěpení připraveného 

pseudotrypsinu s komerčními trypsiny. 



V návaznosti na práci s jádry ječmene byla provedena proteomická 

analýza mitotických chromozomů izolovaných technikou průtokové 

cytometrie. Získaná data byla následně vyhodnocena pomocí 

bionformatických nástrojů a stanovena možná původní buněčná 

lokalizace nalezených proteinů a provedena jejich relativní 

kvantifikace.  

V dalším experimentu byly pomocí nLC-MS hledány proteiny 

a enzymy trávící tekutiny masožravé rostliny Drosery capensis. Po 

štěpení trypsinem nebo chymotrypsinem byly nalezeny proteiny 

podobné těm používaným rostlinami pro jejich obranu. Jako hlavní 

skupiny proteinů sekretomu rosnatky kapské byly identifikovány 

proteolytické enzymy a chitinasy. 

V nejrozsáhlejší studii zahrnuté do této práce bylo využito technik 

nLC-MS pro charakterizaci variability proteinového zastoupení jako 

možné příčiny neodstranitelného zákalu experimentálního vína 

připraveného z hrozna částečně napadeného Botrytis cinerea. Pro 

porovnání proteinových profilů SDS-PAGE a nLC-MS analýzou 

byly pomocí dialýzy a ultrafiltrace izolovány proteiny z komerčních 

bílých vín a hroznové šťávy. Proteinové zastoupení 

v analyzovaných vzorcích bylo následně zhodnoceno s ohledem na 

původ a charakteristiky vína jako pH, barva a teplotní stabilita 

případně viditelný zákal. Byl pozorován fenomén vysokého obsahu 

prolinu v proteinech nalezených v testovaných vínech. 

Vybrané proteiny V. vinifera s touto charakteristikou byly izolovány 

a otestovány, zda mohou významně přispívat k teplotní nestabilitě 

a vzniku zákalu vína. Tato hypotéza se nepotvrdila. Ve vzorcích vín 

byla nalezena opakovaně se vyskytující thiolová proteasa, která byla 

následně částečně charakterizována. 
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1) Příprava literární rešerše k řešeným tématům. 

2) Příprava a izolace pseudotrypsinu a jeho aplikace pro identifikaci proteinů z jader 

ječmene. 

3) Proteomická analýza proteinů z mitotických chromozomů ječmene a stanovení 

jejich lokalizace pomocí bioinformatických nástrojů a databazí. 

4) Proteomická analýza trávící tekutiny rosnatky kapské (Drosera capensis) 

technikami nLC MS. 
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1. ÚVOD 

Proteomika hraje ústřední roli při identifikaci proteinů, charakterizaci 

posttranslačních modifikací, nebo při objevování biomarkerů a interakcí. Tyto studie 

obvykle využívají techniku kapalinové chromatografie (LC) spojenou s detekcí 

hmotnostní spektrometrií (MS). Proteomické experimenty používají jednoduchou LC pro 

čištění vzorku, tak pro zvýšení dynamického rozsahu analýzy pomocí chromatofokusace 

a separace analytů. Kombinace techniky MALDI-MS s LC je výkonným nástrojem pro 

analýzu malých peptidů i velkých molekul proteinových komplexů. Široká škála 

použitelných matric a samotná měkká ionizace MALDI (ionizace a desorpce laserem za 

účasti matrice) poskytuje kvalitní a jednoduchá hmotnostní spektra. Díky depozici 

vzorku, LC eluentu, na destičku může být také analýza MALDI-MS prováděna nezávisle 

na pořadí eluce nebo retenčním čase (Chen et al., 2005). Proteomika založená na MS je 

zaměřena na peptidy a spoléhá na proteasy specificky hydrolyzující proteinovou směs. 

Znalost vlastností použité proteasy je proto klíčová, jak pro samotné štěpení, tak pro 

identifikaci hmotnostních spekter získaných peptidů (Vandermarliere et al., 2013). 

Proteiny mají klíčovou roli v procesech udržování a přenosu genetické informace buňky. 

Dosud byly u rostlin popsány proteiny z izolovaných jader a jejich suborganel (Petrovská 

et al., 2015). Bližší charakterizace proteinů interagujících a izolovaných přímo ze struktur 

chromozomů a chromatinu byly omezeny na živočišné buňky (Ohta et al., 2010). 

Proteomické studie zaměřené na víno pomáhají nejen porozumět fyziologickým 

mechanismům a reakcím rostliny na stres, ale také k identifikaci proteinových markerů 

plísňové infekce. Pomocí proteomiky tak lze na úrovni proteinů sledovat reakce ovoce na 

chemické nebo fyzikální změny probíhající během zrání a dalšího zpracování 

(Kambiranda et al., 2014). Fyziologie, netradiční způsob získávání potravy a metabolické 

produkty s antimikrobiálními účinky staví do popředí zájmu poznání masožravé rostliny. 

Účelová sekrece proteinů a dalších látek těmito rostlinami vybízí k možnému využití 

těchto mechanismů pro tvorbu rekombinantních proteinů a jejich podrobnějšímu studiu 

(Athauda et al., 2004). 

2. PROTEOMIKA 

Proteomika je vědní obor zabývající se studiem proteinů se zaměřením na jejich 

samotnou identifikaci, kvantifikaci, strukturu a funkci v daném místě a čase (Chmelík, 

2005). Jako první proteomické studie mohou být klasifikovány experimenty využívající 
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technik dvoudimensionální elektroforetické separace využívané od 80. let, kdy bylo 

možno pomocí optimalizovaných postupů rozlišit až řádově stovky proteinů na jednom 

gelu (Rabilloud et al., 2010). Zásadní komplikací té doby představovaly omezené 

možnosti identifikace. Dostupným řešením se stalo štěpení izolovaného proteinu na 

charakteristicky končící a překrývající se kratší peptidy a následné přečtení 

aminokyselinové sekvence těchto částí pomocí sekvenátoru (Aebersold et al., 1987). 

Významného posunu bylo dosaženo zavedením technik hmotnostní spektrometrie pro 

studium proteinů (Aebersold a Mann, 2003). Pro všechny informace o proteinech 

získaných pro konkrétní organismus byl zaveden termín proteom, toho času označující 

výlučně soubor proteinů odpovídající genomu (Willkins et al., 1996). Od prvního užití 

pojmu proteom se jeho význam vyhranil a dnes je pod tímto označením možno očekávat 

dočasný specifický proteinový komplement odpovídající genomu pouze v místě tkáně a 

zahrnující všechny proteiny včetně jejich modifikací vzniklých během translace nebo i 

později (Graham et al., 2005). Studium proteinů tak dnes v mnoha ohledech kopíruje 

studium genů. Výchozím bodem pro proteomiku se však stává identifikovaný protein a 

cílem podmět a gen odpovědný za jeho produkci.  Proteomika v současné době využívá 

metody tzv. „bottom-up“ analýzy hmotnostní spektrometrie (Chait et al., 2006, Hughes 

et al., 2010). „Bottom-up“ analýza MS zahrnuje štěpení proteinů na kratší 5–20 AK 

obsahující úseky (obvykle proteasou trypsinem), ionizaci výsledných peptidů, separaci 

iontů podle jejich poměru hmotnost/náboj (m/z) a poté detekci iontů (Resing a Ahn, 

2005). Přístup analyzující peptidové směsi pocházející z komplexního proteinového 

extraktu pomocí spojení vysoce účinné kapalinové chromatografie a hmotnostní 

spektrometrie se označuje jako „shotgun“ analýza. Pro identifikaci proteinů hmotnostní 

spektrometrií jsou tradičně používány techniky ionizace elektrosprejem (ESI) nebo 

MALDI a přístroje umožňující fragmentaci a přečtení aminokyselinové sekvence 

analyzovaných peptidů (Chait et al., 2006). Alternativně lze zjednodušit složení 

peptidové směsi před její ionizací v hmotnostním spektrometru použitím kompatibilní 

separační techniky, často kapalinové chromatografie (Valaskovic et al., 1996, Chait et 

al., 2006). Získané sekvence a molekulové hmotnosti peptidů jsou následně prohledány 

proti proteinové databázi za pomoci nástrojů umožňující zahrnout do srovnávání s in-

silico databázemi i modifikace očekávatelné pro analyzované peptidy (Resing a Ahn, 

2005). Takto identifikované peptidy jsou nakonec spojeny s odpovídajícím proteinem 

nebo proteinovou rodinou, pokud není možné na základě shody sekvence 
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identifikovaných peptidů s více proteiny mezi těmito proteiny rozlišit (Resing a Ahn, 

2005).   

Další způsob využití MS v proteomice představují „top-down“ metody (TD). 

Pomocí TD MS mohou být na základě velmi přesného určení molekulové hmotnosti 

identifikovány přímo jak celé proteiny, tak i jejich fragmenty (Chait et al., 2006). Pomocí 

hmotnostního spektrometru je tak na počátku analyzována celá molekula proteinu, která 

je až následně fragmentována. Tento přístup umožňuje získat celistvou informaci  

o proteinové sekvenci a charakterizovat přítomné proteoformy (Smith a Kelleher, 2013). 

Značné omezení je dáno maximální velikost proteinů, které je technikami pro TD MS 

možno fragmentovat (Siuti a Kelleher, 2007).    

 Kombinací přístupů „bottom-up“ a TD proteomiky využívající MS vzniká prostor 

pro střední cestu tzv. „middle-down“ přístup. Tato metodologie zahrnuje studium středně 

dlouhých peptidů, ideálně 20–100 AK (Laskay et al., 2013, Cristobal et al., 2017). 

K produkci takovýchto štěpů je využíváno časově limitované aplikaci proteasy, 

kombinace méně aktivních přísně specifických enzymů nebo chemické činidlo (Laskay 

et al., 2013; Cristobal et al., 2017,). V porovnání s „bottom-up“ proteomikou je takto 

získáno méně unikátních peptidů, které však mohou být lépe popsány, a to včetně 

postranslačních modifikací (Laskay et al., 2013).    

 Proteomický výzkum poskytuje skrze možnosti MS a další techniky ucelený 

pohled na dění v buňce na úrovni proteinů (Beynon, 2005). Podle zaměření a aplikace 

můžeme studium proteomiky rozdělit do několika oblastí. Proteomika je tak nejčastěji 

zaměřena k důkazu přítomnosti a kvantifikaci proteinů a jejich stavů jako proteomika 

expresní. Pro porovnávání více vzorků na proteinové úrovni slouží diferenční proteomika. 

Hlubší studium jednotlivých bílkovin lze zařadit do proteomiky strukturní a funkční. Dále 

lze pomocí proteomických metod sledovat interakce mezi jednotlivými proteiny, jejich 

komplexy a dalšími biomolekulami.  

2.1 Hmotnostní spektrometrie v proteomice 

Techniky hmotnostní spektrometrie jsou založeny na principu stanovení poměru 

náboje k hmotnosti detegované částice. Tento princip poprvé dokumentoval Thomson 

v roce 1911, když objevil elektron a později stanovil jeho hmotnost (Griffiths, 2008). 

Neméně důležitý je i příspěvek Dempstera (1925) popisující ionizaci plynu pomocí 

protonu po aplikaci vysokého napětí. K rozdělení nabitých částic bylo následně 

využíváno kombinace elektrického a magnetického pole (Thomson, 1911). Techniku MS 
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použili Bieman et al., 1959 k identifikaci derivátů aminokyselin. Analýza makromolekul 

bez jejich destrukce během procesu ionizace byla umožněna technikou FAB (Fast Atom 

Bombardment) ionty Ar+ popsaná v práci Barber et al., 1981 a využita pro sekvenční 

analýzu peptidů (Morris et al., 1981). Následně byly na obdobném principu stvořeny tzv. 

měkké ionizační techniky pro biomolekuly a to MALDI a ESI (Karas a Hillekampf, 1988, 

Fenn et al., 1989). Základní součásti hmotnostního spektrometru jsou iontový zdroj se 

vstupem pro vzorek, hmotnostní analyzátor, detektor a systém pro záznam  

a zpracování dat. Nepostradatelnou součástí je systém pro udržování vysokého vakua 

(Perutka a Šebela, 2018). Ionty vznikají po převedení vzorku do plynné fáze v iontovém 

zdroji. K rozdělení, analýze, dochází na základě rozdílných vlastností iontů 

v analyzátoru. Po průchodu analyzátorem jsou přítomné ionty zaznamenány pomocí 

detektoru, jako vzniklý elektrický signál. Signál z detektoru je následně zpracován  

a vizualizován, běžně jako závislost intenzity signálu jednotlivých iontů ku poměru jejich 

velikosti a nábojového čísla (příloha č. 1, Perutka a Šebela, 2018). 

2.1.1. Ionizace elektrosprejem 

Ionizace elektrosprejem je nejběžnější technikou pro analýzu kapalných vzorků 

pomocí hmotnostní spektrometrie. Předností ESI je možnost přímého spojení se 

separačními technikami jako je kapalinová chromatografie nebo kapilární elektroforéza. 

Při ESI v iontovém zdroji dochází ke vzniku iontů na výstupu z vodivé kapiláry, na kterou 

je přivedeno vysoké napětí. Vzniklé kapky chromatografického rozpouštědla obsahující 

molekuly analytu jsou sušeny proudem inertního plyn, často dusíku. Tím dochází 

k odpařování rozpouštědla a zmenšování objemu kapiček čímž se na jejich povrchu 

koncentruje náboj. Jakmile překonají odpudivé síly mezi molekulami povrchové napětí 

kapky, praskne a nabité molekuly jsou uvolněny pro vstup do analyzátoru (Bruins, 1998). 

Charakteristickými vlastnosti ESI je vznik vícenásobně nabitých iontů. To je výhodné pro 

analýzu velkých molekuly v analyzátorech s omezeným hmotnostním rozsahem (např. 

kvadrupóly) nebo pro analýzu intaktních proteinů (Fenn et al., 1989). 

2.1.2. MALDI ionizace 

Předpokladem pro ionizaci pomocí MALDI je přítomnost UV-absorbující složky, 

matrice, ve vzorku ozařované pulsy paprsků laseru odpovídající vlnové délky. 

Začleněním analytu do struktury matrice absorbující energii laseru umožňuje přenos 

energie z matrice na analyt, sublimaci zahřáté matrice s analytem z pevné fáze do plynné 

a ionizaci molekul analytu (Gimon et al., 1992, Yates, 1998, Zenobi a Knochenmuss 
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1998). Alternativní teorie principu MALDI o tzv. „Lucky survivors“ předpokládá 

přítomnost nabitých molekul analytu už v matrici spolu s opačně nabitými ionty. Tyto 

klastry jsou rozděleny po desorbci způsobené ozáření laserem zpět na ionty. Přítomné 

ionty jejichž náboj není neutralizován absorbcí fotelektronů nebo elektronů z kovového 

terčíku jsou následně detegovatelné jako „Lucky survivors“ (Jaskolla a Karas, 2011). 

Vznik převážně 1× nabitých iontů a jejich jasné oddělení v MALDI MS spektru je 

devízou této ionizační techniky (Yates, 1998). 

2.1.2.1. Matrice pro MALDI 

Vlastnosti matrice a schopnost kokrystalovat a ionizovat vzorek jsou zásadní pro 

kvalitu MS analýzy (Zenobi a Knochenmuss, 1998). První technika MALDI využívala 

jako matrici ultrajemný kovový prášek v glycerolu (a poskytovala asi 10 x vyšší citlivost, 

při aplikaci vzorku v množství 10 µg, pro detekci intaktních proteinů než SDS-PAGE 

nebo gelová permeační chromatografie (Tanaka et al., 1987). Karas a Hillemkapf, 1988 

po aplikaci kyseliny nikotinové jako matrice dosáhli citlivosti okolo 0,5–1 µg×µl-1 

a jejich přístup je základem dnešních MALDI aplikací. Nejběžnější matrice pro MALDI 

analýzu proteinů a peptidů jsou aromatické organické kyseliny a jejich deriváty a ostatní 

aromatické sloučeniny, jako α-kyano-4-hydroxyskořicová kyselina (HCCA nebo 

CHCA), sinapová kyselina (SA), a 2,5-dihydroxybenzoová kyselina (DHB), 2,4,6-

trihydroxyacetofenon (THAP) nebo 1,5-diaminonaftalen (DAN). Výběr vhodné matrice 

pro MALDI analýzu záleží také na její schopnosti přijímat energii laseru a následně 

sublimovat a desorbovat analyt z povrchu terčíku. Matrice tak lze rozlišit na tzv. studené 

(např. DHB) a horké, přičemž u horkých matric, jako je CHCA, je potřeba počítat 

s možnou nežádoucí fragmentací analytu po aplikaci vysoké energie laseru (Zenobi a 

Knochenmuss, 1998). Lepší ionizace, protonizace analytu může být dosaženo použitím 

halogenderivátů běžných matric, např. kyseliny 2,4-difluoro-α-kyanoskořicové 

(DiFCCA) charakteristických svou nižší afinitou k vazbě protonu (Dreisewerd, 2014). 

2.1.2.2. MALDI v analýze proteinů a peptidů 

Aplikace MALDI MS v proteomice představuje snadno použitelnou a dostatečně 

citlivou techniku tolerantní i k nižší kvalitě vzorku (Aebersold a Goodlett, 2001). Pro 

analýzu proteinů pomocí MALDI se tradičně používala technika tzv. peptidového 

mapování (PMF, „peptide mass fingerprinting“), srovnávající signály z hmotnostního 

spektra specificky hydrolyzovaného proteinu s databází proteinových štěpů vzniklých 

teoreticky při znalosti specifičnosti štěpení (Pappin et al., 1993; Webster a Oxley, 2012). 
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Informaci o sekvenci proteinu je možné získat pomocí technik fragmentace v iontovém 

zdroji („in-source decay“, ISD) nebo za ním („post-source decay“, PSD). 

Aminokyselinová sekvence získaná PSD nebo ISD fragmentací je většinou nekompletní, 

na druhou stranu pro tyto experimenty není třeba dalšího zpracování vzorku (Suckau a 

Cornett, 1998). Běžně jsou již pro proteomické analýzy a sekvenční analýzu peptidů 

využívány přístroje s MALDI ionizací a fragmentační celou pro kolizí indikovanou 

disociaci prekurzorových iontů proudem inertního plynu (CID) nebo je k fragmentaci 

využita vysoká energie laseru (LID). Tyto techniky umožnují MALDI MS/MS 

experimenty využitelné pro sekvenční analýzu biomolekul (Yergey et al., 2002; Suckau 

et al., 2003). Omezení daná limitujícím množstvím vzorku aplikovatelným na MALDI 

terčík a jeho následné spotřebovávání ablací laserem je řešeno spojením MALDI MS/MS 

s kapalinovou chromatografií (LC-MALDI) (Suckau et al., 2003; Hattan et al., 2005). 

Technicky je LC-MALDI řešeno mísením vzorku, eluátu z kapalinového chromatografu 

s vhodně zvoleným množstvím matrice těsně před depozicí této směsi na MALDI terčík 

pomocí automatizovaného robota (Suckau et al., 2003; Hattan et al., 2005). LC-MALDI 

poskytuje alternativní řešení v oblasti „shotgun“ proteomiky k LC-ESI, přičemž 

kombinací obou technik lze docílit značné reprodukovatelnosti a překryvu 

identifikovaných peptidů převyšující 60 %, tak i získat unikátní peptidy charakteristické 

pro každý typ ionizace (Bodnar et al., 2003; Staples a Barofsky, 2004). Imobilizace 

vzorku na MALDI terčík umožňuje navíc omezeně opakování celého měření nebo 

cílenou MS/MS analýzu vybraných prekurzorů (Chen et al., 2005).  

2.1.2.3. MALDI imaging 

Technologie MALDI MS může být použita také ke dvourozměrnému zobrazení 

zastoupení molekul v tenkém vzorku (Caprioli et al., 1997). Zobrazování pomocí 

MALDI, tzv. MALDI „imaging“ (MALDI MSI) je založen na analýze vzorku metodou 

rastrování, postupné analýzy sousedních ploch s rozlišením jednotek µm (Kompauer et 

al., 2017). Následným skládáním takto získaných iontových snímků např. tenkých řezů 

větší živočišné buňky nebo části tkáně může být vytvořen obraz zastoupení biomolekul 

v prostoru (Dueñas et al., 2017). Vzorek pro MALDI MSI je připraven jako tenký řez, 

pomocí mikrotonu, který je umístěn na vodivou podložku, typicky pokovené sklíčko, 

a pokryt matricí. Klíčovými kroky MALDI MSI analýzy jsou volba matrice a technika 

jejího nanesení na vzorek (Baker et al., 2017). Specifické matrice pro MALDI MSI 

představují kvercetin – použitelný pro analýzu lipidů v pozitivním módu (Wang et al., 
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2013) DAN nebo deriváty kys. anthranilové – pro analýzu lipidů v negativním 

i pozitivním módu (Thomas et al., 2012; Huang et al., 2020) nebo kurkumin – vhodný 

pro analýzu malých molekul léků, lipidů, peptidů i malých proteinů (Francese et al., 

2013). Aplikace MALDI a MALDI MSI pro analýzu malých molekul je limitována ionty 

vznikající z matrice, které mohou být isobarické s cílovými analyty. Toto lze překonat 

dostatečnou rozlišovací schopností analyzátoru a oddělit matricové ionty a ionty analytu. 

Kromě toho mohou ionty matrice sloužit jako interní referenční standardy pro přesná 

měření hmotnosti (Cornett et al., 2008). Signály iontů matrice lze také potlačit přidáním 

aditiv jako je cetrimoniumbromid nebo LiCl (Guo et al., 2003; McCombie 

a Knochenmuss, 2004). Matrice je pro MALDI MSI nanášena na vzorek typicky pomocí 

sprejování nebo napařováním za sníženého tlaku a následně je rekrystalována promytím 

vhodným rozpouštědlem (Hankin et al., 2007; Yang a Caprioli, 2011; Mounfield 

a Garrett, 2012). Aplikace MALDI MSI zahrnuje hledání a vizualizaci biomarkerů 

chorob, sledování metabolismu léčiv nebo studium chování patogenů (Holzlechner et al., 

2016; Vaysse et al., 2017). 

2.1.2.4. Kvantifikace pomocí MALDI 

MALDI MS může poskytnout také kvantitativní informaci o analyzovaném 

vzorku. Klíčové faktory pro úspěšnou MALDI kvantifikaci zahrnují jednak technické 

možnosti přístroje, ale zejména srovnatelnou kvalitu vzorků a použité matrice 

(Albrethsen, 2007, Wang et al., 2016). MALDI kvantifikace vyžadují také precizní 

kalibraci (Rzagalinski a Volmer, 2016). Benefitem tohoto přístupu je možnost přímé 

kvantifikace molekul z rozmanitých vzorků, nebo např. tkání v případě MALDI MSI, bez 

nutnosti jejich dalšího zpracování (Rzagalinski a Volmer, 2016). Kvůli omezené 

možnosti opakovat měření ze stejného místa MALDI terčíku je vhodné při MALDI 

kvantifikaci využít data z co největšího počtu měření stejného analytu při co nejvíce 

různých koncentracích. Jako vhodné se jeví také pro jednotlivá měření využít průměr 

spekter získaný z více výstřelů na větší ploše vzorku (Wang et al., 2016). Optimální 

volbou v případě MALDI kvantifikace je využití interního izotopově značeného 

standardu (Mirgorodskaya et al., 2000). 

2.1.2.5. MALDI „biotyping“ 

MALDI TOF technologie je už více než 10 let široce využívána pro identifikaci 

mikroorganismů na základě srovnávání jejich unikátních proteinových profilů s databází 

pomocí MALDI „biotypingu“ (Claydon et al., 1996; Fenselau a Demirev, 2001). Tímto 
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přístupem jsou mikroorganismy identifikovány pomocí proteinů uvolnitelných z jejich 

povrchu nebo buněčných extraktů, obdobně jako jsou identifikovány proteiny PMF 

metodou, avšak na úrovni proteinů. Velikost sledovaných signálů biomarkerů při MALDI 

„biotypingu“ nepřesahuje 20 kDa (Fenselau a Demirev, 2001). Srovnávaná MALDI-TOF 

MS spektra těchto vysoce hojných často neustále produkovaných proteinů, jsou dobře 

reprodukovatelná a většinou nezávislá na podmínkách kultivace mikroorganismu 

(Valentine et al., 2005; Wunschel et al., 2005). Přesnost identifikace jednotlivých druhů 

mikroorganismů může být zvýšena aplikací extenzivnějších procesů extrakce nebo např. 

specifickou hydrolýzou daného extraktu což vede k získání většího množství 

rozlišitelných signálů (Gekenidis et al., 2014). Při srovnání klasické technologie 

klasifikace na základě metod molekulární biologie je technologie MALDI „biotypingu“ 

citlivá, ekonomická a hlavně rychlá (Claydon et al., 1996, Pranada et al., 2016). MALDI-

TOF MS je tak využívána pro řadu účelů, nejen pro mikrobiální identifikace a typizace 

kmenů, ale i epidemiologické studie, detekce biologických bojových látek, detekce 

patogenů ve vodě a potravinách, stanovení míry rezistence patogenů vůči antibiotikům 

nebo klinická vyšetření (Singhal et al., 2015, Pranada et al., 2016).  

2.1.2.6. MALDI v analýze nukleových kyselin 

MALDI TOF MS je vhodnou technikou pro analýzu krátkých úseků DNA i RNA 

(Gao et al., 2012). Pro MALDI MS analýzu NK lze využít jednoduché MALDI TOF 

analyzátory, tak i pokročilé přístroje umožňující cílenou fragmentaci nebo vysoké 

rozlišení (Kellersberger et al., 2004; Honisch et al., 2017). Jako matrice je pro analýzu 

NK často využívána HPA (Gao et al., 2012). Rozlišení SNP („single nucleotide 

polymorphism“) na základě hmotnostní změny umožňuje rychlou identifikaci těchto 

odlišnostní i laboratorní diagnostiku pro řetezce NK o délce až 50 bází (Honisch et al., 

2017). Vzorky pro NK pro analýzu SNP jsou připravovány pomocí PCR, kdy je v první 

fázi amplifikován sledovaný úsek DNA, následně jsou odstraněny zbývající volné báze  

a pomocí specifických primerů je amplifikován úsek končící právě sledovaným místem 

SNP. Výsledkem je stanovení rozdílu m/z mezi amplifikovanými produkty odpovídající 

záměně jedno nukleotidu (Gao et al., 2012). Další aplikace MALDI pro analýzu NK 

nabízí detekce, identifikace, kvantifikace a sledování přenosu virů (Honisch et al., 2017), 

prenatální diagnostika (Zhong a Holzgreve, 2009), sledování změn a struktrury RNA 

nebo charakterizace endonukleas (Thomas a Akoulitchev, 2006; Douthwaite a Kirpekar, 

2007; Joyner et al., 2012). 
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3. PSEUDOTRYPSIN – izolace, vlastnosti, aplikace 

Štěpení proteinů pomocí charakteristicky specifické proteasy je klíčovým krokem 

v typickém proteomickém experimentu využívajícím hmotnostní spektrometrii. 

Nejrozšířenější použití doznává díky vysoké specifičnosti trypsin vytvářející ideálně 

dlouhé peptidy o 9–15 AK s molekulovou hmotnostní do 3000 Da vhodné pro LC-MS 

experimenty (Vandermarliere et al., 2013, Tsiatsiani a Heck, 2015). Specifičnost 

tryptického štěpení poskytující bazické AK (R nebo K) na C-konci peptidů navíc zlepšuje 

ionizaci v pozitivním módu MS analýzy (Tsiatsiani a Heck, 2015). V případě hovězího 

trypsinu mohou autolytickým štěpením vznikat další proteoformy s odlišnou specifičností 

štěpení, což vede ke vzniku odlišných peptidů (Keil-Dlouhá et al., 1971a; Lacerda et al., 

2014, Dyčka et al., 2015). Negativním výsledkem vysoké aktivity trypsinu je tvorba 

malých peptidů, obtížně zachytitelných a detekovatelných LC-MS, což může vést  

k identifikaci méně peptidů (Swaney et al., 2010, Hildonen et al., 2014). Za účelem 

částečného nebo úplného vynechání použití trypsinu byly charakterizovány další velmi 

specificky štěpící proteolytické enzymy např. AspN, GluC (Tsiatsiani a Heck, 2015, 

Giansanti et al., 2016). Pro dosažení lepšího pokrytí proteinových sekvencí a získaní více 

peptidů jsou také popsány metody vhodně kombinující proteasy a způsoby digesce 

vedoucí k ideálním množství vzniklých a využitelných peptidů pro MS analýzu 

(Tsiatsiani a Heck, 2015; Dau et al., 2020). 

3.1. Struktura a vlastnosti trypsinu a pseudotrypsinu 

Trypsin patří mezi serinové endoproteasy a vzniká z neaktivní proformy 

trypsinogenu autolyticky nebo činností enterokinasy ve dvanáctníku (Kunitz, 1939, Kay 

a Kassell, 1971). V bazickém pH aktivní β-trypsin je vytvořen po odštěpení 15 AK 

signálního a 6 AK dlouhého aktivačního peptidu z N-konce trypsinogenu (Keil, 1971; 

Vandermarliere et al., 2013). U lidské formy trypsinogenu je mutace na počátku 

aktivačního peptidu spojena s projevy chronické pankreatidy (Witt et al., 1999). 

Autolytickým štěpením mezi Lys 131-Ser 132 vzniká α-trypsin (Keil, 1971). Dalším 

štěpením α-trypsinu, držícím dohromady 3 disulfidovými vazbami spojujícími oba AK 

řetězce, mezi Lys 176-Asp 177 vzniká 3 řetězcová struktura stále proteolyticky aktivního 

ψ-trypsinu (Smith a Shaw, 1969). Molekulová hmotnost β-trypsinu byla pomocí ESI-MS 

stanovena na 23 294 Da (Ashton et al., 1994). V případě ψ-trypsinu hodnota 23 330 Da 

přesně odpovídá predikci a 2 hydrolýzám za Lys 131 a 176 (Dyčka et al., 2015). Struktura 

trypsinu je tvořena 2 β-barely stabilizovanými 6 disulfidovými můstky. Aktivní místo 
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enzymu tvořené Asp 102, Asp 57 a Ser 195 je umístěny mezi β-barely (Sandler et al., 

1998). Pro vlastní aktivitu je pro trypsin nezbytná vazby vápenatého iontu (Bode a 

Schwager, 1975). Prostorová struktura ψ-trypsinu nebyla dosud vyřešena.

 Rozvolněnější struktura uděluje ψ-trypsinu oproti β a α formě odlišné vlastnosti, 

projevující se zejména změnou afinity a širší specifičnosti štěpení. Odlišné chování ψ-

trypsinu pozorovali po jeho purifikaci Smith a Shaw, 1969, když po inkubaci s běžným 

chromogenním substrátem trypsinu Nα-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilidem 

nedetegovali produkt reakce. Aktivita však byla prokázána reakcí s radioaktivně 

značeným diisopropylfluorofosfátem a jeho vazbou do aktivního místa enzymu (Smith a 

Shaw, 1969). Následně byla enzymová kinetika ψ-trypsinu studována dalšími autory. 

Afinita ψ-trypsinu k umělým substrátům Nα-benzoyl-L-arginin-ethylesteru, Nα-p-tosyl-L-

arginin-methylesteru je oproti α-trypsinu i více než 1000× nižší (Smith a Shaw, 1969; 

Foucault et al., 1971). Podobně velké rozdíly byly zjištěny i při srovnání aktivity ψ-

trypsinu a nefrakcionovaného trypsinu, směsi α a β formy (Smith a Shaw, 1969; Inagami 

a Sturtevant, 1960). Schopnost ψ-trypsinu štěpit Nα-acetyl-L-tyrosin-ethylester ukazuje 

specifičnost podobnou chymotrypsinu (Smith a Shaw, 1969). Zásadním rozdílem 

v reaktivitě je netečnost ψ-trypsinu vůči ireverzibilnímu inhibitoru trypsinu Nα-p-tosyl-

L-lysin-chloromethylketonu (TLCK, Smith a Shaw, 1969). Keil-Dlouhá 1971b prokázala 

schopnost ψ-trypsinu štěpit i za aromatickými AK a jeho specifičnost podobnou 

chymotrypsinu. Jako modelové substráty byly zvoleny heptapeptid GFFYTPK z β-

řetězce insulinu a glukagon. Analýza produktů ψ-tryptického digestu glukagonu dokázala 

specifičnost odpovídající α i β formě, ale také přítomnost peptidů vzniklých po štěpení za 

Phe a Trp. Heptapeptid z inzulinu nebyl při kontrolních experimentech štěpen žádnou 

formou trypsinu ani chymotrypsinem (Keil-Dlouhá et al., 1971a; Keil-Dlouhá et al., 

1971b). Schopnost ψ-trypsinu štěpit za rezidui aromatických AK byla potvrzena pomocí 

MALDI-MS analýzy peptidů vzniklých z čistých standardních proteinů i komplexní 

proteinové směsi (Dyčka et al., 2015). 

3.2 Vznik a příprava pseudotrypsinu 

Popsané metody přípravy hovězího ψ-trypsinu jsou založeny na použití řízené 

autolýzy čistého trypsinu za podmínek inkubace v pufru pH 8, přítomnosti vápenatých 

iontů a teplotě 25 °C po dobu 6,5h. Hlavní produkty směsi obsahující zejména α a β formu 

plus ψ-trypsin jsou následně inhibovány přidaným TLCK. Autolýzou vzniklé peptidy  

a polypeptidy byly před separací trypsinů odstraněny gelovou filtrací (Smith a Shaw, 
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1969). Jednotlivé trypsiny jsou poté rozděleny na iontoměniči Sulfoethyl (SE)-Sephadex 

C-50 nebo HemaBio 1000SB koloně isokratickou elucí 100 mM Tris-HCl pufrem, pH 

7.1 s 20 mM CaCl2 (Smith a Shaw, 1969; Dyčka et al., 2015). Pro odstranění možné 

kontaminace výchozí směsi chymotrypsinem, může být alternativně přidán jeho inhibitor 

N-p-tosyl-L-fenylalanin-chloromethylketon (TPCK) směs krátce inkubována v ideálních 

podmínkách aktivity trypsinu. Nadbytek TPCK je odstraněn dialýzou (Dyčka et al., 

2015). Trypsiny byly z kolony eluovány vždy v pořadí ψ a poté TLCK inhibovaná α a β 

proteoforma. (Smith a Shaw 1969; Dyčka et al., 2015). Komerční preparát ψ-trypsinu 

není dostupný. 

3.3. Jádro a jaderné proteiny 

Jádro je vlastní membránou uzavřená organela a jeho přítomnost je 

charakteristickým znakem eukaryotických organismů (Hertzer et al., 2005). Jádro je 

zodpovědné za procesy organizace, replikace a dělení chromozomů, spouštění a vypínání 

genů a další činnosti nezbytné pro fungování buňky (Shaw a Braun., 2004). Umístění 

celého jádra v rámci buňky je aktivně řízeno a upravováno dle potřeby (Gundersen  

a Worman, 2013). Součástí mnoha buněčných procesů je migrace celého jádra 

(Gundersen a Worman, 2013). Struktura jádra je velmi dobře organizovaná a jeho 

nejdůležitější součástí je genom. Na periferiích jádra, vázána na jadernou laminu  

a proteiny vnitřní jaderné membrány, je lokalizována neaktivní kondenzovaná genetická 

informace ve formě heterochromatinu (Solovei et al., 2013). Méně kondenzovaný 

euchromatin s aktivními geny se obvykle nalézá blíže pomyslného středu jádra (Zulo et 

al., 2012). Největší strukturou uvnitř jádra je jadérko, místo vzniku ribozomů (Shaw a 

Braun., 2004). Další jaderné struktury představují Cajalovo tělísko a jaderné „speckles“ 

(Shaw a Braun., 2004). U rostlin lze nalézt také specifické jaderné kompartmenty jako 

„dicing“ tělíska procesující mikroRNA nebo útvary reagující na světlo (Petrovská et al., 

2015). Specifickým znakem rostlinných jader je variabilita jejich tvaru a velikosti 

související s typem pletiva a buňky v níž se nacházejí (Meier et al., 2016). Studium 

jaderných tělísek a specifických útvarů často zahrnuje analýzu jejich proteomu pomocí 

MS. Nejrozsáhlejší studie popisující rostlinný jaderný proteom náleží k A. thaliana, když 

bylo identifikováno přes 1500 proteinů a ječmeni s více než 2400 jadernými proteiny 

(Blavet et al. 2017, Goto et al., 2019).  
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3.2.1. Jaderné útvary a významné proteiny 

3.2.1.1. Jadérko 

Jadérko je místem kde dochází k transkripci a zpracování ribozomálních RNA 

(rRNA) a jejich sestavení do ribozomálních podjednotek před exportem do cytoplazmy 

(Pendle et al., 2005). V jadérku lze nalézt ribozomální proteiny, faktory biogeneze 

ribozomů a proteiny potřebné pro export ribozomálních podjednotek přes komplex 

jaderných pórů do cytoplazmy (Fatica a Tollervey, 2002). Podle práce Pendle et al., 2005 

je značný rozdíl mezi známými lidskými a rostlinnými proteiny z jadérka, když nalezli 

homology jen pro 18 % identifikací z celkových 217 proteinů původem z A. thaliana 

(Pendle et al., 2005). Ke struktuře jadérka se také váže chromatin a slouží jako centrum 

replikace (Pontvianne et al., 2016). Charakteristickým markerem jadérka je protein 

nukleolin (Pontvianne et al., 2016).  

3.2.1.2. Cajalovo tělísko 

V rostlinných buňkách jsou s jadérkem většinou těsně spojena 1-2 Cajalova 

tělíska (CT), bezmembránové útvary a místa tvorby a metabolismu ribonukleoproteinů 

(Love et al., 2017). Základní strukturní složkou CT je protein koilin umožňující interakci 

mezi ostatními proteiny CT a molekulami RNA (Collier et al., 2006; Matera et al., 2006). 

Důležitá se zdá být u rostlin role coilinu a CT při virové patogenezi a odpovědi na 

abiotický stres (Shaw et al., 2014; Love et al., 2017). 

3.2.1.3. Jaderné speckle 

Jaderné „speckles“ (skvrny) slouží jako místo koncentrace faktorů pro sestřih, 

„splicing“, pre-mRNA a nachází v prostoru interchromatinu (Reddy et al., 2011). Mezi 

„splicing“ faktory patří proteiny bohaté na serin a arginin (SR proteiny), jejichž lokalizace 

ve „specklích“ je regulována pomocí fosforylace (Ali et al., 2003). V případě A. thaliana 

byla pozorována nezávislá lokalizace jednotlivých typů SR proteinů  

v rámci jaderných skvrn, což může ukazovat na specifičnost těchto proteinů k pre-mRNA 

(Lorkovic et al., 2008). V jaderných skvrnách rostlin se vyskytují také proteiny tzv. 

„polycomb“ represivních komplexů zprostředkovávající epigentickou genovou regulaci 

prostřednictvím histonmethyltransferasy nebo vazbou přímo na histony (Hohenstatt et al., 

2018). V místech poškození DNA vznikají v jádře tělíska tvořená opravnými faktory jako 

„chromatin remodeling“ faktor RD54 (Rothkamm et al., 2015; Hirakawa a Matsunaga, 

2019). Specifický typ „speckles“ vzniká v jádře reakcí na světlo a asociací fytochromů 
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(Ronald a Davis, 2019). Přímou souvislost mezi kryptochromy z těchto tělísek  

a působením modrého světla vedoucí k modulaci cirkadiálního rytmu rostlin popsali 

Wang et al., 2021. Ke zpracování a biogenezi miRNA dochází v jádře rostlinných buněk 

v „D-bodies“, obsahujících proteiny jako HYL vázající dvouvláknovou RNA  

a „zincfinger serrate protein“ (Liu et al., 2011, Wang et al., 2019).  

3.2.1.4. Obal jádra 

Obal jádra v eukaryotických buňkách sestává z vnější jaderné membrány, která je 

úzce spojena s endoplazmatickým retikulem obklopujícím jádro a vnitřní jaderné 

membrány propojené k vnější prostřednictvím jaderných pórů. Jaderný obal má kromě 

ohraničení a ochrany vnitřního obsahu jádra řadu funkcí. Tyto zahrnují regulaci 

transportu z jádra a opačným směrem, zajištění fyzického umístění jádra v buňce, 

signalizaci a buněčné dělení (Graumann et al., 2010).    

 Na organizaci vnitřní struktury jádra a jeho spojení s cytoskeletem rostlinné buňky 

se mohou podílet proteiny jako KAKU4 nebo tzv. proteiny tvořící jadernou matrici (Ciska 

a Moreno Díaz de la Espina, 2014, Goto et al., 2014). Homology laminu tvořící kostru 

jádra živočišných buněk nebyly dosud v žádném rostlinném genomu nalezeny (Ciska a 

Moreno Díaz de la Espina, 2014). Fyzické spojení mezi jádrem a cytoskeletem zajišťuje 

v živočišných buňkách LINC komplex složený z oligomerních proteinů se SUN 

doménami lokalizovaných ve vnitřní jaderné membráně a proteinů tvořících KASH 

domény nalézající se ve vnější jaderné membráně a intereagující se SUN 

v mezimembránové jaderné lumen (Rothballer a Kutay, 2013). Spojení mezi rostlinnými 

SUN1 a SUN2 proteiny s cytoplazmatickou strukturou aktinu a myosinu je 

zprostředkováno WIP a WIT nebo SINE proteiny, plnící funkci živočišných KASH 

oligomerů (Graumann et al., 2010; Zhou et al., 2014). Umístění jádra v rámci rostlinné 

buňky umožňují pohybem po mikrotubulech motorové proteiny kinesinu a unikátní 

kinesiny mající calponinovou doménu zastávající funkci dyneinu (Yamada a Goshima, 

2018). 

3.2.1.4. Jaderné póry 

Jaderné póry (JP) představují hlavní spojení pro transport makromolekul mezi 

jádrem a okolím. Struktura jaderných pórů je obdobná mezi všemi eukaryotickými 

organismy a je tvořena prstencem 8 proteinových komplexů nukleoporinů (NUP) 

(Tamura a Haranishimura, 2014). Proteiny JP mohou být podle umístění a funkce 

rozděleny do skupin. Na vnější straně jádra se nachází NUP cytoplazmatické oblasti  
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a další asociované proteiny. Analog živočišného Nup214 proteinu, u A. thaliana produkt 

LNO1, je nezbytný pro embryogenezi a vývoj semen (Braud et al., 2012). Na okraji jádra 

se nachází dále Gle1 interagující s LOS4 proteinem, ovlivňujícím citlivost buněk na 

chlad. LOS4 se může vázat i k Nup214. Na okraji jaderného obalu jsou umístěny NUP 

tzv. komplexu Y. Funkce Nup160 z této oblasti je spojena s působením auxinu  

a resistencí buněk (Robles et al., 2012). Vnitřní část JP je tvořena NUP s opakujícími se 

úseky Phe a Gly ovlivňující selektivitu JP a dále NUP komplexy Nic96. Ze skupiny Phe-

Gly NUP je popsán Nup62 protein nalézající se také v cytoplazmatické oblasti JP  

a interagující s Ran import faktorem NTF2 (Boeglin et al., 2016). MOS7 analog 

živočišného Nup88 patřící do Nic96 komplexu ovliňuje buněčnou imunitu a hromadění 

imunoreceptoru snc1 v jádře (Cheng et al., 2009). Spojení mezi jadernou membránou  

a ostatními NUP zajišťují transmembránové NUP. Gu popsal působení 

transmembránového CPR5 komplexu ovlivňující jaderný transport změnou selektivity 

interagujících Phe-Gly NUP (Gu et al., 2016). Uvnitř jádra se na JP nalézají proteiny 

tvořící jaderný koš. Jednou z jeho částí je Nup136, spojovaný s vnitřní organizací jádra  

a možný analog živočišného Nup153, který je vázán na strukturu jaderné laminy (Tamura 

a Hara-Nishimura, 2011). 

3.2.1.5. Jaderný transport 

Transport malých látek skrze jaderný pór může probíhat pasivní difuzí. Molekuly 

větší než 40 kDa však musí využít proteinový komplex jaderného póru a dalších 

specifických transportních proteinů (Grossman et al., 2012). Zásadní pro transport mezi 

jádrem a cytoplazmou, ale také opačným směrem je rozpoznání přenášeného nákladu 

pomocí proteinů karyopherinů, zahrnující importiny a exportiny. Jaderné Importiny α 

zprostředkovávají spojení mezi molekulami mířícími do jádra, mající specifickou signální 

AK sekvenci pro lokalizaci právě v jádru. Importiny β interagují s komplexem NUP 

tvořící JP (Marfori et al., 2011). Specifické adaptorový protein Snurpotin1 pro jaderný 

import využívají proteiny tvořící spliceosom (Marfori et al., 2011). Studie na živočišných 

buňkách také prokazují, že velké molekuly jako ribozomální podjednotky nebo 

Cdk/cyclin komplex nevyžadují pro vstup do jádra adaptorový protein a váží se přímo 

k importinu β (Marfori et al., 2011). Rostlinný importin SAD2 je zapojen do přenosu 

transkripčních faktorů regulující odezvu buňky na k. abscisovou (ABA) a k. jasmonovou 

(JA) (Tamura a Nishimura, 2014). Pro přenos fytochromů do jádra je nezbytná jejich 

vazba k interakčním faktorům nebo zprostředkovatelům např. k PIF3 nebo FHY1 



15 

 

(Pfeiffer et al., 2012). Transport molekul importiny je řízen pomocí „Ras-related nuclear 

protein“ GTPasy, tj. Ran GTPase, zprostředkovávající v nukleoplazmě oddělení jednotky 

importinu α a uvolnění přenášeného nákladu od importinu β jeho vazbou k Ran GTPase 

(Stewart, 2007). 

3.2.1.6. Genetická informace v jádře  

U rostlin a ostatních eukaryotických organismů je většina DNA umístěna v jádře 

a organizována pomocí histonů do struktury chromatinu. Chromatin a interagující 

proteiny se následně účastní procesů využívajících DNA jako jsou replikace, transkripce 

a genová regulace. Tyto děje jsou ovlivňovány signálními dráhami přinášejícími 

informace z prostředí vedoucí k přeprogramování transkripce (Eberharter a Becker, 

2002). K tomu na úrovni chromatinu dochází díky jeho struktuře umožňující interakci 

přítomných proteinů nebo specifických úseků DNA. Interakce následně může vést  

k rozvolnění nebo naopak bránit dalším proteinům v přístupu k DNA. Za tímto účelem 

působí na chromatin komplexy proteinů nazvané remodelátory chromatinu (Bannister a 

Kouzarides, 2011, Hohenstatt et al., 2018). Protein DDM1 A. thaliana náležící mezi 

SWI/SNF typ modulátorů umožňuje methyltransferasam a dalším enzymům přístup  

k DNA na nukleosomech a její methylaci (Zemach et al., 2013). Při chladovém stresu je 

organizace chromatinu znepřístupněna zvýšením činnosti histondeacetylasy 6 (Luo et al., 

2012). Dalším příkladem je DEK3 protein interagující s DNA topoisomerasou ovlivňující 

růst A. thaliana v prostředí se zvýšeným obsahem solí (Waidman et al., 2014).

 Necílené studie nukleoproteomu a metody izolace rostlinných jaderných proteinů 

přehledně shrnuli Narula et al., 2013 a Petrovská et al., 2015. Soudobé směry studia 

nukleoproteomu představuje sledování postranslačních modifikací a výskyt zájmových 

proteinů v závislosti působení vnějších faktorů (Yin a Komatsu, 2015; Li et al., 2015; 

Mazur et al., 2017). Dalším směrem je zacílení výzkumu přímo na s DNA interagující 

proteiny chromatinu nebo zmíněných jaderných kompartmentů (Goto et al., 2019; Tang 

et al., 2020, Veléz-Bermúndez a Schmidt, 2021; Perutka et al., 2021).   

3.3.1. Proteiny rostlinných chromozomů 

 Růst rostlin je výsledkem koordinované interakce mitotického buněčného dělení 

a expanze buněk. Stejně jako u ostatních eukaryotických organismů se buněčný cyklus 

rostlin skládá ze čtyř fází: G1 (postmitotická interfáze), S (fáze syntézy DNA), G2 

(předmitotická interfáze) a M (mitóza/cytokineze). Průběh a přechod mezi jednolivými 

fázemi buněčného cyklu je řízen cyklin-dependentními kinázami (CDK) a cykliny (Qi a 
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Zhang, 2020). Pro úspěšný průběh buněčného dělení jsou kromě správného načasování  

a lokalizace zásadní také proteiny nukleoplazmy a cytoplazmy interagující s jaderným 

obalem. U vyšších rostlin se při dělení buněk jaderný obal rozpadá, aby se mitotické 

vřeténko mohlo spojit s chromozomy. V tomto okamžiku se genetický materiál buňky 

nachází v cytoplazmě a k dokončení buněčného dělení je nezbytné přetvoření jaderného 

obalu (Graumann et al., 2010, Pradillo et al., 2019). Pro regulaci aktivity genomu 

eukaryot je klíčové sbalení DNA do formy chromatinu a kompaktních jednotek 

nukleozomů. Modifikací nebo výměnou histonů tvořící nukleozomy, modifikací bazí 

DNA nebo malé RNA lze ovlivňovat stav chromatinu ve výsledku umožňující přepis 

jiných částí DNA vedoucí k odlišným produktům transkripce (Berger, 2007). Pro 

rostlinné genomy  jsou charakteristické značné rozdíly v jejich velikosti  

a úroveň ploidie, počtu homologních sad chromozomů. Chromozomy eukaryot se mohou 

lišit také tvary, složením DNA, proteinů a RNA (Schubert, 2007). Tvar monocentrických 

chromozomů je určen polohou centromery, která rozděluje chromozom na ramena. 

Velikost chromozomu v metafázi může být menší než 1 μm, ale i větší než 10 μm 

(Schubert, 2007). Počet chromozomů rostlin se obvykle pohybuje v rozmezí 5–20. 

Například každý ze 7 chromozomů diploidního genomu ječmene H. vulgare obsahuje  

v průměru přibližně 14% část z úplného 5,1 gigapárů bazí velkého genomu (Doležel et 

al., 2014). Pro srovnání genomy A. thaliana, kukuřice Z. mays a člověka mají velikost 

5,1 megaparů bazí rozprostřených na 5 haploidních chromozomech (Initiative, 2000), 2,4 

gigapárů bází na 10 haploidních chromozomech v případě kukuřice (Hake a Walbot, 

1980) a 3,1 gigapárů bází na 23 haploidních chromozomech u člověka (International 

Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Pro zajištění replikace a stability během 

buněčného dělení obsahují chromozomy 3 základní struktury: centromery, telomery a 

počátky replikace DNA (Gill et al., 2008). Proteiny nezbytnými pro udržení sesterských 

chromatid pohromadě během mitozy a meiózy jsou komplexy strukturní údržby 

chromozomů („structural maintenance of chromosome“, SMC). Jednou ze složek těchto 

komplexů představuje kohesin, duležitý také pro aktivitu SWI/SNF komplexů po 

poškození DNA (Meisenberg et al., 2019; Bolaños-Villegas, 2021). Typickým 

chromozomálním proteinem je centromerově specifický histon H3, vázající se je na 

opakující se sekvence DNA právě v centromerách a interagující s tubuliny kinetochor při 

segregaci chromozomů (Simon et al., 2015). Interakce s histonem H2A je popsána pro 

fibrilarin fungující jako DNA methyltransferasa (Loza-Muller et al., 2015). 
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3.4.  Chromozomální proteiny H. vulgare 

 Na základě spolupráce s Ústavem experimentální biologie AV ČR Olomouc byla 

provedena proteomická analýza extraktů z mitotických chromozomů ječmene 

izolovaných technikou průtokové cytometrie (Doležel et al., 2012). Cílem experimentu 

bylo identifikovat proteiny nalezající se ve struktuře izolovaných chromozomů nebo 

nacházejících se s nimi v kontaktu. Pomocí nLC ESI MSMS analýzy byla provedena 

„label-free“ kvantifikace přítomných proteinů a jejich množství porovnáno na základě 

NSAF („normalized spectral abundance factor“). Pomocí kombinace výsledků 

z bioinformatických nástrojů predikující buněčnou lokalizaci a proteinové domény byl 

zjištěn předpokládaný původ identifikovaných proteinů. Pro ověření nabohacení  

o specifické proteiny ve vzorcích chromozomů byly jako kontroly analyzovány vzorky 

buněčného lyzátu nerozdělené průtokovou cytometrií a také nechromozomální frakce 

„debris“ zůstavající po izolaci chromozomů.  

 Výchozím materiálem pro experimenty bylo vždy 10 milionů chromozomů nebo 

odpovídající množství „debris“ a buněčného lyzátu obsahující 4 µg proteinů. Pro extrakci 

proteinů z dodaných vzorků byl použit protokol vycházející z práce Jany Beinhauer, Ph.D 

a Ivo Chamráda Ph.D, zahrnující odstranění formaldehydu použitého k fixaci buněk 

kořenových špiček ječmene, denaturaci proteinů a rozvolnění DNA aplikací benzonasy a 

následné štěpení v roztoku trypsinem. Ke zvýšení počtu identifikací bylo použito 

rozdělení peptidové směsi pomocí mikroseparace v gradientu acetonitrilu v bazickém pH. 

Data získaná MSMS analýzou byla prohledána softwarem PEAKS Studio 10 

(Bioinformatics Solutions) s limitem FDR<1 % na úrovni, spekter, peptidů  

i proteinů. Informace o lokalizaci proteinů ječmene z databáze UniProt KB byly doplněny 

o informace odpovídající podobným proteinům A. thaliana vyhledaným pomocí NCBI 

protein-protein Blast (Altschul et al., 2005). Další informace o možné lokalizaci a funkci 

nalezených proteinů ječmene byly získany analýzou jejich AK sekvencí nástroji 

Localizer, NucPred, CELLO2GO a WegoLoc (Brameier et al., 2007, Chi a Nam, 2012, 

Yu et al., 2014, Sperschneider et al., 2017). Tyto nástroje poskytují informaci o možné 

jaderné lokalizace proteinů, která byla předpokládána. K analýze funkčních proteinových 

domén byl využit nástroj CD-Search (Marchler-Bauer a Bryant, 2004). Data získaná ze 

zmíněných nástrojů byla následně připojena k identifikovaným proteinům pomocí 

Perseus v.1.6.10.45 (Tyanova et al., 2016). Proteiny identifikované ze vzorků 

chromozomů, pro které byla v UniprotKB zadána jaderná lokalizace a stejnou informaci 
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nebo přímo chromozomální lokalizaci předpovídaly i nástroje analyzující AK sekvence 

byly označeny jako jaderné/chromozomální. Obdobně byla vytvořena i skupina 

nejaderných proteinů z dat ze vzorků „debris“. Těmto skupinám proteinů odpovídaly 

i proteinové domény jejichž distribuce byla zaznamenána a pro každou doménu bylo 

vypočteno pravděpodobnostní skóre výskytu mezi jadernými nebo cytosolárními 

proteiny (Ohta et al., 2010). Kombinace informací o lokalizaci z UniprotKB, 

jaderná/chromozomální lokalizace předpovídaná predikčními nástroji a informace  

o doménovém zastoupení byly využity jako tzv. klasifikátory určující pravděpodobnost 

přiřazení proteinu do skupin dle zvolených parametrů (Ohta et al., 2010). Postup 

stanovení jaderné/chromozomální lokalizace pomocí klasifikátorů byl aplikován i na 

dříve získaná data z analýz provedených Janou Beinhauer, Ph.D, kdy bylo pro 

předseparaci peptidů využito vícekrokové eluce ze silného kationtoměniče (SCX) 

v uspořádání „stage-tip“ a data z analýzy chromozomálních proteinů separovaných 

pomocí SDS-PAGE s navazující identifikací pomocí MS.  

 Výsledkem provedených analýz a vyhodnodnocení byla identifikace 4139 

proteinových rodin z nichž pro 837 je předpokládána jaderná/chromozomální lokalizace. 

Pro přiřazení lokalizace proteinů podle charakteristických domén z nástroje CD-Search 

bylo na základě lokalizace v UniprotKB shodující se se softwarovými prediktory 

vytvořena databáze čítající 869 domén a jejich pravděpodobnost výskytu v cytosolu nebo 

jádru. Obohacení proteinů zařazených mezi jaderné bylo vyšší u vzorků 

předseparovaných na SCX dosahující v průměru 44 % (8 vzorků) oproti 36 % (3 vzorky) 

zastoupení u vzorků z mikrogradientové separace. Kvalitativní proteinové zastoupení 

však bylo opačné, v průměru 257 oproti 231 zástupcům ve prospěch mikrogradientu. 

Možným vysvětlením je obohacení vzorků z SCX o peptidy z abundantních bazických 

proteinů jako jsou histony. Ve vzorcích izolovaných chromozomů bylo na základě NSAF 

vypočteno obohacení pro skupiny jaderných/chromozomálních proteinů nalezených 

nejméně ve 2 biologických replikátech o více než 140 % oproti kontrole představující 

původní buněčný lyzát kořenových špiček ječmene. Využitím průtokové cytometrie je 

tak možné i z fixovaných preparátu buněčného lyzátu ječmene efektivně izolovat 

obohacenou chromozomální frakci včetně proteinů. Identifikované proteiny označené 

jako jaderné byly porovnány s databází UncleProt (Blavet et al., 2017). Za tímto účelem 

byla zdrojová data UncleProt prohledána stejným způsobem a se shodnými parametry a 

databází jako experimentální data z analýz chromozomů. Výsledkem byla shoda ve 311 
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proteinových rodinách z 837 srovnávaných. GO analýzou („gene ontology") nástrojem 

DavidGO (Huang et al., 2009) byly pro více než 60 % proteinů z chromozomů 

označených jako jaderné/chromozomální přiřazeny GO kategorie „jádro“, „chromozom“, 

„telomera“ nebo „centromera“ dokládající funkčnost použité klasifikační strategie. 

Pomocí nástroje Panther GO, umožňující převést vložený dataset mezi organismy, byly 

proteiny označené jako jaderné seskupeny do tříd dle funkce. V tomto případě byl pro 

anotaci více zástupců převeden omezeně popsaný set proteinů z ječmene na dataset 

Arabidopsis s lepší anotací. Po rozřazení rozpoznaných proteinů do tříd bylo v případě 

SCX experimentů označeno 60 % z nich, jako interagující s nukleovými kyselinami (z 

toho 59 % s DNA, a zbytek s RNA, při použití mikrogradientu bylo takto zařazeno 

dohromady 56 % popsaných zástupců).  

Mezi identifikovanými proteiny s popsanou jadernou nebo přímo chromozomální 

lokalizací převládaly histony. Z 837 jaderných proteinů bylo nalezeno 114 resp. 137 

zástupců popsaných přímo v databázi Uniprot pro ječmen a A. thaliana. Hlavní podíl 

mezi nalezenými proteiny tvořily histony i dle NSAF. Kromě bežných histonů H2 a H3 

euchromatinu byl nalezeny i formy z heterochromatinu H3.1 nebo H1.2 zastoupené 

v obou případech 14×. Identifikován byl také histon centromery CENH3 označený jako 

A0A287TWS5 pro H. vulgare. Po analýze dat pomocí nástroje Panther GO, byla 

vyčleněna skupina 10 proteinů souvisejících s chromatinem zahrnující podjednotky 

komplexů SWI/SNF (A0A287QVR1 a A0A287TEF2) remodelujících chromatin  

a ovlivňujících přepis DNA (Zemach et al., 2013). Pro dynamiku a údržbu chromatinu 

má zásadní význam protein NAP1 („Nucleosome assembly protein 1“) přenášející do 

jádra histony a podílející se na sestavování nukleosomů, který je homologní k nalezeným 

proteinům F2DVK7 a A0A287GF83 (Park a Luger, 2006). Dále do této skupiny byly 

zařazeny podjednotky SPT16 komplexu FACT („FAcilitates Chromatin Transcription“, 

A0A287H1F1, A0A287H1F8, M0Z854) u rostlin interagující s RNA polymerasou 2 

(Grasser, 2020). Nalezené proteiny A0A287JVQ6 a A0A287EES7 podobné Sin3 

proteinu hrají důležitou roli jako nástupní proteiny pro další komponenty 

korepresorového komplexu umlčující transkripci mezi proliferací a diferenciací buněk 

(Spronk et al., 2000). Posledním proteinem z vyčleněné skupiny je možný analog RSA1 

(A0A287P3E5) u A. thaliana zastávající funkci jaderného receptoru vázající Ca2+  

a reagující na vnější stress způsobený zasolením (Guan et al., 2013). Dále bylo nalezeno 

15 zástupců skupiny MCM proteinů („Mini-chromosome maintenance“). MCM proteiny 
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tvoří heterohexamerní komplex složený z MCM2-MCM7 a všechny tyto komponenty 

byly v tomto experimentu identifikovány (Tuteja et al., 2011). Tvorba MCM komplexu 

a jeho aktivace CDK je nezbytným krokem k zahájení replikace DNA (Tuteja et al., 

2011). SMC proteiny zajišťující strukturu chromozomů byly nalezeny pro komplex 

kohesinu obsahující SMC3 a SMC1 a komplex kondensinu zahrnující SMC2 a SMC4. 

Proteiny SMC5 a SMC6 tvořící vlastní komplex SMC5/6 nebyly identifikovány 

(Schubert, 2009). Skupinu zahrnující 127 zástupců tvoří mezi proteiny označenými jako 

jaderné/chromozomální zástupci skupin vázající RNA nebo označení jako ribozomální 

proteiny. Mezi těmito zástupci převládají 40S a 60S ribozomální podjednotky. Mezi 

proteiny vázající RNA náleží idenfitikovaná β podjednotka DNA řízené RNA 

polymerasy 2. Fibrilarin 1 (FIB1) zastávající funkci rRNA 2'-O-methyltransferasy 

procesuje pre-ribozomální RNA. Proteomická data zařazující FIB1 jako 

jaderný/chromozomální protein byla potvrzena experimentem dokládající jeho 

přítomnost, po původní lokalizaci v jadérku také na povrchu chromozomů v průběhu 

mitózy buněk. Za tímto účelem byla kolegy z ÚEB a Oddělení molekulární biologie CRH 

PřF UP, připravena transgenní linie ječmene produkující fuzní protein EYFP-FIB1. Jeho 

přítomnost byla ověřena mikroskopickým pozorováním na struktuře izolovaných 

chromozomů. Zároveň byla také dokázána asociace tohoto proteinu k chromozomům 

prostřednictvím přítomné RNA, po jejímž odstranění RNAasou byl ztracen i signál 

EYFP-FIB1. Kompletní data a detailní popis použitých metod lze nalézt v publikaci 

Perutka et al., 2021 uvedené jako příloha č. 3 této práce. 
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3.5. Výsledky – pseudotrypsin 

3.5.1. Izolace pseudotrypsinu 

Autolýzou trypsinu a následnou separací na kationtoměniči byla získána frakce 

obsahující proteoformu ψ-trypsin. Podle záznamu chromatografické separace na 

HemaBio 1000 SB koloně byla předpokládána přítommnost ψ-trypsinu v jedné z frakcí 

s elučními časy 19,5, 24,5 a 25,5 min. Po dialýze těchto frakcí z původních objemů (8,5, 

7,5 a 6,0 ml) na objem 1 ml bylo pomocí MALDI-TOF MS zjištěna přítomnost ψ-trypsinu 

ve frakci eluované v 19,5 min (Obr. 1). Nejlepší separace na koloně Hema Bio 1000 SB 

bylo dosaženo při snížení obsahu CaCl2 z koncentrace 20 mM na 10 mM v mobilní fázi 

50 mM Tris-HCl pufru o pH 7,1. Obsah proteinů v této frakci byl stanoven na 0,5 mg·ml-

1. Při použití UNO S12 kolony byl ψ-trypsin identifikován ve frakci eluované v čase 30 

min od začátku separace při použití stejného pufru a lineárně vzrůstající koncentraci 1M 

NaCl do celkového obsahu 30 % v mobilní fázi (Obr. 1, dole). Podmínky pro 

opakovatelnou chromatografickou separaci jednotlivých proteoforem trypsinu při použití 

kombinace MonoS5 a UnoS1 kolony v sériovém spojení se nepodařilo optimalizovat. 

 

Obr. 1 Chromatogramy separace autolyzátu trypsinu na koloně Hema Bio 1000SB 

(nahoře) a UnoS12 Frakce obsahující ψ-trypsin jsou vyznačeny oranžově. 
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Přítomnost ψ-trypsinu ve vyznačených frakcích byla potvrzena analýzou MALDI-TOF 

MS. V hmotnostním spektru lze vidět kontaminaci běžnými formami α- a β-trypsinu. 

Signály těchto kontaminantů odpovídají součtu jejich MW a vazbě v nadbytku přidaného 

ireverzibilního inhibitoru TLCK, který není vázán pouze ψ-trypsinem. Dále lze pozorovat 

adukty inhibovaných enzymů s použitou matricí SA (Obr. 2). Obsah ψ-trypsinu 

v preparátu byl stanoven na 20 % vzhledem k zjištěné kontaminaci inhibovanými 

formami. 

Obr. 2 MALDI TOF Hmotnostní spektra frakcí po separaci autolyzátu trypsinu na 

Hema Bio 1000SB koloně. Použita matrice SA. Barvy spektra, červená – eluce v 19,5 

min, modrá – eluce v 24,5 min, zelená – eluce v 25,5 min. 

3.5.2. Srovnání štěpení pseudotrypsinu a trypsinu pomocí MALDI-TOF MS 

Po vyhodnocení MALDI-TOF MS spekter směsných vzorků digestů BSA 

s RafBT (rafinosou modifikovaný hovězí trypsin) připravených ve vodě H2
18O s produkty 

štěpení ostatních trypsinů bylo nalezeno 5 peptidů poskytující při všech kombinacích 

dostatečně izotopově rozlišená spektra pro vzájemná porovnání (Tab. 1). 
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Tabulka 1. Peptidy vznikající enzymovým štěpením standardu BSA všemi 

porovnávanými trypsiny a ψ-trypsinem. Koeficienty izotopového zastoupení korelující 

velikosti plochy píků (m/z +2 Da a m/z +4 Da) „f3“ a „f5“ jednotlivých peptidů 

(Mirgorodskaya et al., 2000; Obr. 3). 

 

Peptid BSA 
 

koeficienty izotopového zastoupení 

sekvence m/z f3 f5 

LVNELTEFAK 1163.6 0.2470 0.0150 

FKDLGEEHFK 1249.7 0.2901 0.0197 

HLVDEPQNLIK 1305.7 0.2990 0.0211 

SLHTLFGDELCK (Cys_CAM) 1419.7 0.3877 0.0427 

RPCFSALTPDETYVPK (Cys_CAM) 1880.9 0.6145 0.1002 

 

Na základě výpočtu bylo zhodnoceno relativní množství jednotlivých peptidů ve 

vzorcích.  

 

 

Obr. 3 MALDI TOF MS spektrum peptidu značeného 18O a neznačeného peptidu. 

Spektrum peptidu RPCFSALTPDETYVPK (Cys_CAM) s m/z 1880,9 původem z 500 

fmol BSA naštěpeného ψ-trypsinem (modrá) a směsi ½ množství stejného digestu 

s odpovídajícím množství RafBT digestu BSA v 18O pufru (červená). 

 

Poměr mezi obsahem peptidů BSA po naštěpení RafBT v pufru s 18O vodou a běžným 

digestem BSA stejným enzymem byl pro srovnání s dalšími trypsiny normalizován a brán 
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jako shodný. Největší obsah sledovaných peptidů poskytoval oproti značenému standardu 

vždy vzorek digestu BSA a trypsinu izolovaného z prasečího pankreatu a modifikovaného 

pomocí reduktivní metylace od fy. Serva. Relativně nižší množství peptidů bylo 

pozorováno u vzorků s ψ-trypsinem a i u vzorku štěpeném hovězím trypsinem od fy. 

Roche (Obr. 4). Míra účinnosti štěpení Serva trypsinu oproti standardu RafBT byla až o 

více než 10 % vyšší. V případě ψ-trypsinu bylo naopak štěpení méně efektivní, a to 

v průměru o 10 %.  

 

Obr. 4 Srovnání účinnosti štěpení trypsinů. Srovnání relativní účinnosti štěpení trypsinů 

včetně izolovaného ψ-trypsinu na základě porovnání množství vybraných peptidů, 

kvantifikovaných dle ploch jejich píku v MALDI-TOF MS spektrech vzhledem k 

izotopově značenému standardu. 

3.5.2. Aplikace pseudotrypsinu pro štěpení jaderných proteinů 

Analýzou pomocí nLC MALDI MSMS bylo ve vzorcích proteinů extrahovaných 

z jader ječmene (Obr. 5), rozdělených pomocí gelové elektroforézy a následně po frakcích 

štěpených pomocí ψ-trypsinu bylo identifikováno více než 15 % peptidů vzniklých 

nespecifickým štěpení za W, Y, F, L/I (Obr. 6). Na úrovni proteinů bylo pomocí nLC 

MALDI MSMS identifikováno od 90 do 140 proteinů (příloha č. 1), z nichž vždy nejméně 

10 % bylo nových, neidentifikovaných pomocí štěpení pouze RafBT ani při použití nLC 

ESI analýzy (Tab. 2).  

 

 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

R
e
la

ti
v
n
í 

ú
č
in

n
o
s
t 

š
tě

p
e
n
í

Srovnání účinnost štěpení trypsinů

ψ trypsin RafBT trypsin Roche trypsin Serva



25 

 

Obr. 5 SDS-PAGE separace proteinů z 10 milionů jader ječmene z fáze S, G1, a G2 

buněčného cyklu. Vyznačené linie označují rozdělení gelu na frakce 1–13, které byly 

zpracovány vždy jako 2 shodné části (pravá/levá) pro paralelní štěpení RafBT a ψ-

trypsinem (výsledky uvedeny v příloze č. 4). Gel byl barven Coomassie Bio-Safe (Bio-

Rad). Vlevo vyznačeny standardy MW Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). 

 

Tab. 2 Počty proteinových rodin identifikovaných po štepení ψ-trypsinem. 

Počty proteinů jsou redukovány na počty proteinových rodin po analýze dat softwarem 

Peaks Studio 8, při FDR <1 %, a přítomnosti min. 1 unikátního peptidu. 

 

Analýzou vzorků pomocí nLC ESI bylo identifikováno vždy nejméně 20 % peptidů 

vzniklých aktivitou ψ-trypsinu. Kompletní seznam nově identifikovaných proteinů 

pomocí nLC MALDI a nLC ESI MSMS technik je uveden jako příloha č. 3. 

Po odečtení proteinů identifikovaných duplicitně mezi vzorky z jednotlivých fází 

buněčného cyklu ječmene bylo nalezeno celkem 133 a 42 nových proteinových rodin po 

analýzách nLC-ESI-MSMS a nLC-MALDI-MSMS (viz. příloha č.3). Na základě 

identifikovaných peptidů byla stanovena specifičnost štěpení ψ-trypsinu. Nejčastěji byly 

vzorek nLC MALDI MSMS   nLC ESI MSMS  
proteiny celkem nové %   celkem nové % 

G1 102 18 19 
 

460 47 10 

G2 141 17 12 
 

558 59 10 

S 91 13 16 
 

346 44 13 
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identifikovány tryptické peptidy s C-koncovým R nebo K tvořící okolo 80 % celkového 

počtu. Štěpné produkty odpovídající specifičnosti ψ-trypsinu dále tvoří 10–15 % 

zastoupení peptidů (Obr. 7). 

 

Obr. 6 Sloupcové grafy zobrazující poměry peptidů vzniklých aktivitou ψ-trypsinu a 

detegovaných sekvenční analýzou pomocí nLC-MALDI-MSMS a nLC-ESI-MSMS. 

 

 

Obr. 7 Specifičnost štěpení. Grafické znázornění procentuálního zastoupení peptidů 

vzniklých po štěpení ψ-trypsinu za C-koncovou (P1 pozice) aminokyselinou. 

 

3.6. Diskuse 

Pseudotrypsin získaný autolýzou hovězího trypsinu vykazoval při stanovení jeho 

specifičnosti štěpení velmi podobné preference jako publikovali Dyčka et al., 2015. Při 

aplikaci pseudotrypsinu pro 12 hodinové štěpení připraveného standardu BSA v roztoku, 

je jeho relativní účinnost srovnatelná s komerčními trypsiny. Překvapivě nižší výtěžky 
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sledovaných peptidů z BSA u trypsinu fy. Roche byly zřejmě způsobeny špatnou 

přípravou, rozpuštěním tohoto enzymu v nevhodném skladovacím pufru, kdy mohlo dojít 

k jeho autolýze. Otestované metody separace autolyzátu trypsinu, nebo standardu 

trypsinu obsahující α a β proteoformu, jsou použitelné i pro izolaci ψ-trypsinu. Výtěžek 

izolace ψ-trypsinu z autolyzátu je však velmi nízký dosahující jen 1-5 % hmotnosti 

vzhledem v původnímu materiálu. Nízký obsah ψ-trypsinu vzniklého autolýzou se 

neshoduje s výsledky Smith a Shaw, 1969, kteří získali i přes 40 % žádaného produktu. 

Klíčovým faktorem ovlivňující množství vzniklého pseudotrypsinu a výtěžek jeho 

přípravy, tak zřejmě bude čistota vstupního materiálu bez přítomnosti zbytků 

chymotrypsinu. Dostatečná účinnost a specifičnost pseudotrypsinu umožnila jeho použití 

pro štěpení komplexních proteinových směsí jaderných proteinů a identifikaci nových 

proteinů dosud neidentifikovaných v experimentech využívajících běžný trypsin (Blavet 

et al., 2016). Mezi nově identifikovanými proteiny z jader ječmene byla nalezena 

například tRNAasa Z (M0XD10_HORVD), endonukleasa upravující 3´-konec 

prekurzorových tRNA molekul (Vogel et al., 2005). Dle prohledání NCBI Blast je tento 

protein téměř shodný se stejným enzymem ječmene a obdobnými rostlinnými enzymy 

lokalizovanými v mitochondriích. Jaderná lokalizace a vazba k DNA je uváděna pro 

„SAP domain-containing protein“ (M0WPB1_HORVD). Proteiny s touto doménou jsou 

zapojeny do organizace chromozomů a oprav DNA (Aravind et al., 2000). Methylace 

cytosinu DNA je hlavním způsobem metylace DNA mající zásadní roli v regulaci genové 

exprese. V rostlinné říši je tento proces spojen s růstem listů, vývojem semen nebo zráním 

plodů (Li et al., 2018). Mezi enzymy zprostředkovávající tuto modifikaci patří 

identifikované DNA-cytosin-5-metyltransferasy (M0UHH0_HORVD, 

M0UHG9_HORVD, M0YKC8_HORVD a M0YKD6_HORVD) s předpokládanou 

jadernou lokalizací. Protein M0WJV7_HORVD bohatý na glycin se dle analogie může 

nespecificky vázat na molekuly RNA i DNA. U rostlin byla tato schopnost popsána  

u semen A. thaliana. Iniciátorem interakce může byl enviromentální stres a následkem 

opožděné klíčení (Kwak et al., 2005).  Podařilo se identifikovat i součást jaderného póru 

NUP133 protein (M0YGC4_HORVD). Transkripční faktor WRKY6 je u A. thaliana 

spojován s obrannými procesy, senescencí. Funkce nalezeného „WRKY6-like“ proteinu 

(M0YE09_HORVD) z kořene ječmene by na základě analogie mohla souviset s obsahem 

dostupného fosfátu a jeho transportérem PHO1 (Chen et al., 2009). V jadérku je 

lokalizován identifikovaný „SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing“ protein 

(M0WTL8_HORVD), methyltransferasa zapojená do biogeneze ribozomů. Dále se 
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podařilo zachytit β-1 podjednotku importinu (M0UKH1_HORVD) pro přenos proteinů 

do jádra (Marfori et al., 2011). Nalezený protein (M0XWY3_HORVD) obsahující 

HIRAN doménu by mohl být SWI2/SNF2 nebo Rad5 remodelátor chromatinu (Zemach 

et al., 2013). 
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4. IDENTIFIKACE PROTEINŮ TRÁVÍCÍ ŠŤÁVY D. capensis 

Masožravé rostliny (MR) jsou schopny lákat, lapat a následně trávit svou kořist 

s cílem získat a aktivně využít živiny, které jejich oběti představují (Givnish et al., 2018). 

Specifickou adaptací těchto rostlin pro zachycení kořisti se staly jejich listy, které se 

morfologicky přeměnily na pasti (Givnish et al., 2015). Tato dovednost umožnila MR 

osídlit a obývat velmi slunná, suchá nebo příliš vlhká a temná, na živiny chudá stanoviště 

(Givnish et al., 2018). V současnosti lze nalézt okolo 800 druhů MR rozdělených do 5 

řádů a 20 rodů krytosemenných rostlin (Givnish, 2015; Ellison a Adamec, 2017). Kořist 

MR představuje většinou drobný hmyz. Masožravost se u rostlin vyvinula navzájem 

nezávisle a vznikla tak řada specializovaných pastí (Givnish, 2015).   

 Podle způsobu použití a možností pohybu lze pasti MR rozdělit na aktivní  

a pasivní. Aktivní pasti lze rozdělit na sklapovací, podtlakové nebo měchýřkové a aktivní 

lepivé pasti (Givnish, 2015). Pasivní pasti, tedy nástrahy, kterými MR oběť zachytí 

pasivně bez investice další energie pro aktivní pohyb mohou fungovat na principu 

přilepení, adheze nebo jako spádová past, láčka, do které oběť sama spadne a lepivá 

tekutina na dně v kombinaci s kluzkými stěnami ji neumožní uniknout (Givnish, 2015). 

Netradiční typy pastí představují tzv. jednosměrné pasti u MR rodu Genlisea a rostliny 

Sarracenia psittacina, kdy je drobný hmyz nalákán a zachycen ve stále se zužující chodbě 

vystlané orientovanými chloupky umožňující pouze jednosměrný pohyb (Givnish, 2015). 

Pasti připomínající láčky využívají MR z rodů Brocchinia nebo Catopsis, ve kterých je 

kořist trávena v prostoru uprostřed listové růžice, kam je z listů sekretována trávící 

tekutina (Givnish, 2015). Trávení kořisti MR probíhá po zachycení kořisti do pasti 

zejména pomocí hydrolas. Spouštěcími mechanismy pro zvýšenou sekreci těchto enzymů 

a zahájení trávení jsou buďto specifické látky uvolněné z těla obětí nebo mechanický 

stimul (Mithöfer et al., 2014; Böhm et al., 2016). Uvolněné živiny z kořisti jsou následně 

rostlinou aktivně vstřebávány (Hedrich a Neher, 2018). Vysoká specializace a zřejmá 

podobnost těchto pochodů a mechanismů s již známými metabolickými procesy běžných 

rostlin (Pavlovič a Mithöfer et al., 2019) vystavuje MR intenzivnímu zájmu studia na 

úrovni genů i proteinů. 

4.1. Karnivorní syndrom  

Rostliny klasifikované jako masožravé musí splňovat několik podmínek souhrnně 

označovaných jako tzv. „syndrom masožravosti“. Hlavní podmínkou je odchyt kořisti 

pomocí k tomu uzpůsobené pasti, dále musí být MR schopna uvolněné látky z kořisti 
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absorbovat a konečně je musí také využít pro vlastní růst a vývoj (Givnish et al., 1984, 

Adamec et al., 1997, Ellison a Adamec, 2017). Všechny typy pastí masožravých rostlin 

se vyvinuly přeměnami listů. Příjem látek povrchem listů MR vedl k omezení 

fotosyntetického aparátu v těchto částech, což je důvodem jejich pomalejšího růstu oproti 

běžným autotrofním rostlinám (Adamec, 2010). Dodatečný zisk živin z kořisti 

kompenzuje MR omezený přísun kořeny, které jsou vzhledem k velikosti celé rostliny 

redukovány a mohou tvořit i jen 3 % těla rostliny (Adamec et al., 1997, Adamec et al., 

2002). Tato adaptace je běžná pro téměř všechny MR typicky obývající kyselé, bažinaté 

nebo podmáčené půdy s výjimkou rusnolistu lusitánského (Drosophyllum lusitanicum) 

adaptovaného pro růst v prostředí pískovcových skal jižní Evropy a Maroka (Adlassnig 

et al., 2006). Kořist je pro MR významným zdrojem základních makroprvků N a P běžně 

získávaných rostlinami kořeny. Charakteristickou vlastností je pro masožravé rostliny 

schopnost reutilizace, znovu využití látek z vlastních starých odumírajících částí 

(Adamec et al., 1997). Takto mohou některé rostliny znovu zužitkovat až 99 % materiálu 

(Adamec, 2002). 

4.2. Proteiny a trávení masožravých rostlin 

Kořist zachycená v pasti MR většinou stimuluje sekreci trávících šťáv rostliny. 

Signál k těmto dějům je zprostředkován pomocí rostlinných hormonů nebo látek jim 

podobných. V případě prostudovaného mechanismu mucholapky podivné (Dionaea 

muscipula) je zavření pasti a následná sekrece trávící šťávy spuštěna až opakovaným 

podrážděním senzorových chloupků uvnitř pasti. Podráždění následně vede ke vzniku a 

šíření signálu pomocí Ca2+ iontů (Nakamura et al., 2013). K produkci trávících šťávy u 

mucholapky dochází po zachycení signálu z kořisti. Externími signálními molekulami 

mohou v tomto případě být jasmonáty, nebo konjugát k. jasmonové s Leu a strukturní 

analog této látky koronatin, které po indukci rostlina sama produkuje a hromadí se 

v pletivu pasti. Zdrojem coronatinu může být rostlinný patogen Pseudomonas syrringae, 

který je hmyzem přenášen (Nakamura et al., 2013). Jasmonáty, zejména kyselina 

oxylipin-12-oxofytodienová (OPDA) jsou přitom akumulovány i v ostatních pastech, 

které se stávají citlivější na aktivaci kořistí (Escalante-Pérez et al., 2011). Stejné působení 

bylo pozorováno i u Drosera capensis (Obr. 8). Akumulace jasmonátů v listu na kterém 



31 

 

došlo k zachycení kořisti a vedlo k jeho pozvolnému ohybu, který je nutný aby se kořist 

dostala do kontaktu s trávící šťávou (Mithöfer et al., 2014).  

Obr. 8 Makrofotografie listu rosnatky kapské v čase 12 h po zachycení kořisti hmyzu. 

(převzato z Nakamura et al., 2013) 

Dalším typem indukce a stimulace MR k lovu může být mechanismus založený na obraně 

proti patogenním houbám, který je znám z říše rostlin i živočichů. Elicitorem je chitin 

z buněčné stěny houby. Protein vázající se k oligosacharidovým fragmentům chitinu byl 

charakterizován jako 41 kDa glykopeptid obsahující 2 LysM motivy (Kaku et al., 2006). 

Srovnáním proteinových profilů trávící šťávy N. khasiana ze zavřených láček po indukci 

čistým chitinem byly pozorovány 4 nové pásy po SDS-PAGE a zesílení signálu u 2 

odpovídajícím profilu bez indukce chitinem. Proteiny tvořící tyto signály nebyly 

identifikovány (Eilenberg et al., 2006). K výraznému zvýšení sekrece hydrolas do trávící 

šťávy došlo po přidání NH4Cl do láčky S. purpurea (Gallie a Chang, 1997). Přidání NaCl 

způsobilo minimální změnu aktivity sledovaných enzymů. Po indukci sekrece 

hydrolytických enzymů bylo pozorováno postupné okyselování trávící šťávy (Gallie a 

Chang, 1997).  

4.2.1. Trávení kořisti 

Trávení kořisti v pasti MR obstarávají k tomu produkované enzymy. Hlavní roli 

v procesu rozkladu kořisti zaujímají proteolytické enzymy, chitinasy, fosfatasy, 

glukanasy, nukleasy, lipasy a zřejmě také oxidasy a další typy hydrolas (Scala et al., 1969; 

Heslop-Harrison a Knox, 1971; Robins a Juniper, 1980; Athauda et al., 2004; Eilenberg 

et al., 2006; Hatano a Hamada, 2008; Mithöfer 2011; Schulze et al., 2012; Nishimura et 

al., 2013; Lee et al., 2016; Rottloff et al., 2016; Fukushima et al., 2017; Krausko et al., 

2017; Kocáb et al., 2020). Sekrece trávících enzymů je konstitutivní nebo indukovaná 
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(Pavlovič a Mithöfer et al., 2019). Spouštěčem pro expresi trávících enzymů může být 

mechanický nebo chemický stimul (Pavlovič et al., 2014, Saganová et al., 2018).  

4.2.2. Enzymy v trávících šťávách MR 

Trávící šťávy masožravých rostlin obsahují směs hydrolytických enzymů 

umožňující rozklad biologických polymerů jako je celulosa nebo u hmyzu chitin. 

K rozložení proteinů, obsahující pro rostlinu důležitý dusík jsou v trávících šťávách 

přítomny kyselé proteasy. Některé druhy masožravých rostlin vlastní trávící enzymy 

neprodukují a jsou závislé na činnosti mikroorganismů žijících v jejich pastech nebo 

zavlečených tam kořistí.   

4.2.2.1. Chitinasy 

Chitinasy jsou hydrolasy štěpící beta-1,4 vazbu mezi N-acetyl-glukosaminovými 

monomery tvořící chitin (Grover, 2012). Pro rostliny jsou chitinasy důležitým obranným 

prostředkem proti napadení houbami. Rozkladem chitinové buněčné stěny hub, potlačují 

rostliny jejich růst. Chitinasy mohou štěpit na koncích nebo uvnitř řetězce chitinu, lze tak 

rozlišit endo- a exochitinasy. Exochitinasy se dále odlišují podle toho, zda odštěpují 1 

nebo 2 monomery N-acetylglukosaminu (Grover, 2012). Chitinasy jsou rozděleny do 5 

tříd mezi 2 rodiny glykosidas. Chitinasy s lysozomální aktivitou, kam náleží i enzymy 

masožravých rostlin patřící do III třídy chitinas zahrnutých mezi glykosidasy rodiny č. 18 

(Cohen-Kupiec a Chet, 1998). Pro mucholapku je hlavním nástrojem pro hydrolýzu 

vnější kostry hmyzu chitinasa 1 patřící mezi extracelulární chitinasy třídy Ib schopná 

štěpit chitin v rozpustné i krystalické formě (Paszota et al., 2014). Transkripce genu pro 

tento 33,2 kDa velký enzym byla zaznamenána vždy, jak po mechanickém, tak po 

chemické stimulaci a výhradně jen v buňkách sekretujících trávící štávu. Optimální 

podmínky pro aktivitu chitinasy-1 mucholapky jsou 50 °C a pH 5. Odolnost vůči vlastním 

proteasám je zvýšena přítomností nejméně 4 disufidových vazeb a vysokým obsahem 

prolinu (7,8 %) v kompaktní struktuře tohoto enzymu (Paszota et al., 2014). K zvýšení 

její transkripce dochází do 48 hodiny po stimulaci a zavření pasti mucholapky. Mezi 48-

68 hodinami po stimulaci převládá tento enzym v trávící šťávě mucholapky (Schulze et 

al., 2012). U láčkovek (Nepenthes) jsou dlouhé polymery chitinu štěpeny chitinasami III 

třídy a fragmenty následně dále hydrolyzovány chitinasami z třídy IV (Hatano a Hamada, 

2012). Srovnáním sekvencí cDNA byly u této čeledi nalezeny geny pro chitinasy třídy I. 

obsahující C-koncovou signální sekvenci pro transport do vakuoly, ale i geny pro 

chitinasy třídy I. sekretované extracelulárně, do láčky, nemající signální sekvenci 
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(Eilenberg et al., 2006). Chitinasa třídy III, také sekretovaná do apoplastu Nepentehs má 

N-koncový signální peptid (Rottloff et al., 2011). Extracelulárně sekretované chitinasy 

oproti vakuolárním obsahují ve struktuře více Pro, zejména v oblasti „Hinge“ domény 

(Renner a Specht, 2012). Exprese extracelulárních chitinas roste při stimulaci receptorů 

pasti MR. Chitinasy s vakuolární signální sekvencí jsou tvořeny konstitutivně u všech 

druhů rostlin. Teplotní optimum pro aktivitu enzymů produkovaných do láčky u 

Nepenthes je 40–50 °C, při hodnotách pH 3–5. Pro chitinasu IV Nepenthes alata bylo 

zjištěno optimální pH 5,5 a největší aktivita zaznamenány při teplotách okolo 60 °C 

(Ishisaki et al., 2012). Naopak v trávící šťávě S. purpurea nebyla chitinasova aktivita 

zaznamenána (Gallie a Chang, 1997). In vitro byla studována struktura genu pro chitinasu 

u rosnatky okrouhlolisté (Drosera rotundifolia) obsahující 2 exony (Durechová et al., 

2019). 

4.2.2.2. Glukanasy 

Beta-1,3-glukanasy obsažené v trávících šťávách MR hydrolyzují beta-1,3-

glukany, hlavní složku buněčné stěny patogenních hub. Stejnou funkci mohou plnit  

i proteiny podobné thaumatinu (Grenier et al., 1999). Glukanasy umožňují karnivorním 

rostlinám získat živiny kromě hmyzu i z jiných objektů zachycených v pastech rostlin. 

Těmito zdroji jsou např. pylová zrna a spory hub bohaté na β-glukany. Tyto struktury 

jsou glukanasami rozloženy na menší jednotky, které jsou absorbovány povrchem listů, 

pastí rostliny a podílí se tedy přímo na trávení „ulovené“ kořisti (Michalko et al., 2013). 

4.2.2.3. Oxidoreduktasy 

V trávících štávách mucholapky (Dionea) a láčkovky (Nepenthes) byly 

identifikovány proteiny patřící mezi oxidoreduktasy. U obou zmíněných rostlin byly 

nalezeny peroxidasy (Hatano a Hamada, 2012; Schulze et al., 2012). Kořist MR je těmito 

enzymy pravděpodobně oxidována a posléze rozkládána hydrolasami (Schulze et al., 

2012). Stejně jako chitinasy jsou oxidoreduktasy řazeny mezi PR („pathogenesis related“) 

proteiny, chránící rostlinu proti enviromentálnímu stresu.  

4.2.2.4. Proteasy 

Nepenthesiny jsou nejdéle známé proteasy MR identifikované v trávících šťávách 

láčkovek (Nepenthes). V této čeledi rostlin mají aspartátové proteasy hlavní roli 

v degradaci proteinů kořisti (Stephenson a Hogan, 2006; Buch et al., 2015). Z trávící 

šťávy Nepenthes distillatoria byla částečně purifikována a charakterizována kyselá 
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peptidasa nazvaná nepenthesin podílející se na trávení kořisti. Ideální podmínky pro 

působení tohoto enzymu jsou při pH 4,5 a teplotě 55 °C. Molekulová hmotnost byla 

pomocí SDS-PAGE stanovena na 50 kDa. Možná specifičnost působení byla popsána po 

hydrolýze oxidovaného beta řetězce insulinu trávícími šťávami různých druhů Nepenthes 

(An et al., 2002). Syntetický substrát PFU-093 (FITC(Ahx)-Val-Val-LysDbc) byl štěpen 

nepenthesiny v trávící šťávě z N. mirabilis a N. alata za valinem (Buch et al., 2015). Byly 

také charakterizovány purifikované nepenthesiny I a II, izolované z trávící šťávy 

Nepenthes distillatoria. Oba tyto enzymy obsahují ve struktuře 12 Cys, což umožňuje 

formaci 6 disulfidových můstků. Nepethesin I. obsahuje navíc 6 možných N-

glykosylačních míst oproti pouze 1 u nepenthesinu II. Nepethesin II z N. 

gracilis neobsahuje žádná glykosylační místa.  Enzymy jsou velmi stabilní i při 50 °C a 

aktivní v širokém rozmezí pH od 3 do 10 (Athauda et al., 2004). Aspartatové proteasy 

podobné nepenthesinům byly identifikovány i v trávící šťávě mucholapky (Dionea). 

Nalezeny zde byly 4 isoformy, z nichž 2 jsou aktivní a podílí se na trávení kořisti. 

Analogické názvy aktivních enzymů jsou dionaesin 1 a 2 (Schulze et al., 2012). Dionainy 

byly identifikovány jako hlavní složka trávící šťávy mucholapky (D. muscipula). 

Dionainy patří mezi Cys-proteasy podrodiny C1A. Hlavním zástupcem této skupiny je 

papain, kterému dionainy strukturně odpovídají. U dionainů se předpokládá autoaktivace 

v kyselém prostředí odštěpením peptidu z N-konce. Největší aktivita byla zaznamenána 

v mírně kyselém prostředí v oblasti pH 5–7 (Takahashi et al., 2011). Podle podobnosti s 

papainem by dionainy měly hydrolyzovat peptidové vazby bazických AK, dále Gly, Leu 

a velkých hydrofobních AK (Polgar, 1989). Dionain 1, hlavní proteasa mucholapky 

trávící proteiny kořisti, byla charakterizována Takashi et al., 2011 a později studována 

jako rekombinantní produkt (Risør et al. 2016). Enzym o velikosti 45 kDa byl uměle 

vytvořen včetně signálního propeptidu v P. pastoris. Velikost proformy obsahující 

obsazené N-glykosylační místo v autokatalyticky odštěpitelné prodoméně dosahovala cca 

50–66 kDa. Specifičnost tohoto enzymu je podobná papainu, přičemž autoaktivace je 

možná pouze v kyselém prostředí o pH 3,5-3,8 (Risør et al., 2016). Aktivita cysteinových 

proteas při hydrolýze proteinů kořisti je v trávící šťávě pasti mucholapky detegovatelná 

už první den po sekreci a tyto enzymy zde lze nalézt v různých formách (Schulze et al., 

2012; Libiakova et al., 2014, Gergely et al., 2018). Dionain1 není inhibován pepstatinem 

jako Asp-proteasy (Takahashi et al., 2012). V trávící štávě rosnatky indické (Drosera 

Indica) jsou zřejmě přítomny nejméně 2 isoenzymy endopeptidasy dionainu 

pojmenované analogicky jako droserainy (Takahashi, 2012). Aktivita odpovídající 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002192582036066X#!
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cysteinovým proteasám byla zjištěna i u láčkovky Nepenthes ventricosa (Stephenson a 

Hogan, 2006). Další skupinu hydrolytických enzymů MR tvoří serinové proteasy 

nalezené v trávící šťávě mucholapky (Dionea). Byla identifikována Ser-

karboxypeptidasa patřící do rodiny S10 aktivní v kyselém prostředí (Schulze et al., 2012). 

Dosud neznámý katalytický mechanismus využívá na prolin specifická proteasa neprosin 

z Nepenthes ventrata (Lee et al., 2016). 

4.2.2.5. Další proteiny účastnící se trávení kořisti 

Významným zdrojem fosforu jsou pro masožravé rostliny nukleové kyseliny 

kořisti, což potvrzuje přítomnost ribonukleas v jejich trávících šťávách. Tyto enzymy, „S-

like“ ribonukleasy (RNasy) slouží běžným rostlinám k reutilizaci fosforu ze starých 

orgánů v období senescence nebo při poranění. U masožravých rostlin jsou využity 

k získávání fosforu z RNA kořisti a obraně před zavlečenými viry (Okabe et al., 2005). 

Exprese „S-like“ RNas může být také aktivována jasmonáty (LeBrasseur et al., 2002).  

U karnivorních rostlin dochází ke konstitutivní nebo indukované expresy genů pro RNasy 

homologní k „S-like“ RNasám. V případě D. muscipula k indukci dochází po zachycení 

kořisti. Regulaci exprese genů pomocí methylace promotoru pro tyto enzymy popsal 

Nishimura a kolektiv  u druhů  D. muscipula, D. Adelae  a C. follicularis (Okabe et al., 

2005; Nishimura et al., 2013). U D. Adalae RNase DA1 o velikosti 22 kDa tvoří 1,2 % 

proteinové složky trávící šťávy. Neaktivní enzym obsahující signální 18 AK sekvenci pro 

sekreci má MW 24,9 kDa (Okabe et al., 2005). Struktura RNas z trávící šťávy MR 

obsahuje 5 disulfidových vazeb, což je charakteristické i pro „S-like“ RNAsy běžných 

rostlin (Nishimura et al., 2013). Vedle sekrece ribonukleas dochází zřejmě u některých 

druhů MR i tvorbě DNA hydrolas sekretovaných do trávící šťávy (Gallie a Chang, 1997).

 Fosfatasy jsou enzymy schopné hydrolyzovat monoesterové vazby  

a uvolnit anorganický fosfát ze substrátu. Fosfor je jedním z nejdůležitějších makroprvků 

pro všechny druhy organismů (Dick et al., 2011). Fosfatasová aktivita byla zjištěna 

v trávící šťávě mucholapky D. muscipula, kde byla její přítomnost dokázána pomocí 

proteomické analýzy obsahu této šťávy hmotnostní spektrometrií. Rostlina tak za 

působení dalších hydrolas může získávat fosfát z nukleových kyselin kořisti a 

fosfoproteinů, jak naznačují Schulze et al. (2012). Fosfát může Dionaea získávat i z 

fosfolipidů působením fosfolipasy v trávící šťávě (Schulze et al., 2012). Přítomnost 

fosfatas byla pomocí fluorescenčně značeného substrátu prokázána u 46 druhů 

masožravých rostlin včetně druhů označováných jako protokarnivorní, u kterých se 
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vlastní hydrolytická aktivita nepředpokládala (Płachno et al., 2006). K aktivaci 

proteolytických enzymů MR může přispívat H+ ATPasa plasmatické membrány snižující 

pH v láčce u Nepenthes alata. Tento mechanismus by také mohl umožňovat absorpci 

živin do buněk pomocí H+ gradientu  (An et al., 2001). Mikroorganismy žijící v láčce N. 

hybrida produkují lipasy schopné fungovat v kyselém prostředí trávící šťávy a umožňují 

rostlině trávit tučnou kořist (Morohoshi et al., 2011). Přítomnost enzymů, esteras, 

zkracujících alifatické uhlíkové řetězce na C8 a C4 sloučeniny byla popsána u stejného 

druhu rostlin i ve šťávě z neotevřených láček, což naznačuje, že rostlina tyto enzymy 

sama sekretuje (Higashi et al., 1993). 

4.2.3. Příjem živin 

Masožravé rostliny chytáním a trávením kořisti, hlavně hmyzu, doplňují přísun 

živin, který probíhá hlavně kořeny. Studie provedená na rosnatce okrouhlolisté (Drosera 

rotundifolia) ukázala, že při dostatku dusíku v půdě roste jeho příjem rostlinou skrze 

kořeny. Autoři také potvrdili dřívější poznatky, že příjem fosforu oproti dusíku naopak 

závisí na dostatku kořisti, z níž je získáván (Millett et al., 2015). Příjem draslíku je listy 

(pastmi) limitován a musí být přijímán kořeny (Adamec, 1997). Dusík a fosfor nemohou 

být přijímány z tekutiny uvnitř pasti masožravých rostlin, pokud zde není jejich nadbytek 

z trávené kořisti. Rostliny naopak tyto prvky do trávící šťávy mohou doplňovat, aby 

podpořili růst mikroorganimů podílejících se na trávení, což bylo pozorováno u vodního 

druhu Utricularia (Adamec, 2013). Transport látek z pastí do floemu se děje hlavně 

apoplasticky. Pokud tato cesta není možná, transport musí probíhat symplasticky pomocí 

kanálů a transportérů mechanismem podobným příjmu živin kořeny. Geny pro transportní 

enzymy a přenašeče pro peptidy, amonné ionty a aminokyseliny byly identifikovány u N. 

alata (Schulze et al., 1999). Pokusy na D. capensis., která byla krmena mravenci, ukázaly 

na změny v koncentraci jednotlivých AK a vybraných sekundárních metabolitů, zejména 

fenolů v listech rostliny a trávených tělech hmyzu. Po 3 a 21 dnech trávení rostlinou byl 

zaznamenán vysoký obsah volných AK ve zbytcích těl trávených mravenců. Obsah 

rozpustných dusíkatých látek naopak poklesl. Oproti tomu přítomnost kořisti neměla vliv 

na koncentraci fenolů a flavonoidů v listech D. capensis (Kováčik et al., 2012). 

 Příjem látek obsahující dusík probíhá u masožravých rostlin skrze bifunkční 

sekreční žlázy (Parsons a Sunley, 2001). U Nepenthes je obsah amonných iontů v trávící 

štávě láčky asi 250 µmol·l-1. Zdroji NH4
+ jsou natrávená kořist a bakterie fixující dusík 

žijící v láčce (Prankevicius a Cameron, 1991). U D. muscipula je dusík uvolňován ve 
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formě NH4
+ z glutaminu v reakci zprostředkované glutamindeaminasou (Scherzer et al., 

2013). Amonné ionty jsou rostlinou vstřebávány prostřednictvím kanálků (Dionaea 

muscipula amonium transportérový kanál, DmATM1) umožňující vstup NH4
+ do 

žlázových buněk. Afinita těchto kanálků roste při působení OPDA a jejich derivátu, 

coronatinu a také při vyšší koncentraci NH4
+. Zajimavé je, že citlivost těchto kanálků 

k amonným iontům roste až během procesu trávení, po stimulaci a sekreci trávících šťáv.

 Změny koncentrace jiných kationů, zejména protonů v silně kyselé trávící šťávě 

mucholapky aktivitu těchto transportérů neovlivňují (Scherzer et al., 2013). Absorpce 

draselných iontů z potravy u D. muscipula je zprostředkována pomocí kotransportéru 

DmHAK5 K+/H+ a DmKT1 kanálem. Oba transportní proteiny jsou regulovány 

fosforylací komplexem Ca2+-dependentní kinasy CBL/CIPK. Kooperace obou 

transportérů umožňuje příjem K+ z pasti za podmínek jeho snížené koncentrace po trávení 

kořisti prostřednictvím symportu DmHAK5 po gradientu H+. Snížení pH trávící šťávy 

v pasti na začátku trávícího procesu vede ke změně membránového potenciálu žlázových 

buněk obsahující DmKT1, který se za těchto podmínek otevírá a umožňuje jednosměrný 

tok K+ do těchto buněk rostliny (Scherzer et al., 2015).  

4.3. Ostatní látky obsažené v šťávách MR – sekundární metabolity 

Sekundární metabolity jsou látky produkované organismy, sloužící jim jako 

konkurenční výhoda k zajištění vlastního přežití v daných podmínkách. Mnoho z těchto 

látek nebo jejich derivátů je dnes využíváno terapeuticky nebo preventivně (Bourgaud et 

al., 2001; Cragg a Newman, 2013). Molekuly s velmi rozmanitými účinky byly izolovány 

z běžně člověkem konzumovaných rostlin. Velký potenciál nabízejí také rostliny nejedlé 

využívané v tradiční medicíně. K této skupině mohou být zařazeny i MR, zejména 

Nepenthes a Drosera (Kováčik et al., 2012). K hojení ran jsou používány listy tučnic 

(Pinguicula). Odvar z mucholapky (Dionea) slouží k léčbě dýchacích obtíží. Čerstvá 

šťáva z listů rosnatky (Drosera) je používána na bradavice (Gaascht et al., 2013). 

V severní Americe byly indiány tradičně používány extrakty ze špirlice nachové 

(Sarracenia purpurea, Arndt et al., 2012). Čerstvá šťáva z láčkovky (Nepenthes 

khasiana) je indickými domorodci používána k léčbě žaludečních potíží (Gaascht et al., 

2013). Obsáhlou skupinu sekundárních metabolitů tvoří fenolové sloučeniny, plnící  

u rostlin např. ochrannou funkci před UV zářením nebo hmyzem. Fenoly slouží také jako 

molekuly chránící rostliny před oxidativním stresem a slouží jako signální molekuly. 

Biosyntéza těchto látek je regulována prostřednictvím fenylalaninamoniaklyasy (PAL). 
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U masožravých rostlin se předpokládá, že aktivita tohoto enzymu je závislá na obsahu 

využitelného dusíku. Při nedostatku může být dusík rostlinou uvolňován právě z Phe 

prostřednictvím zvýšené aktivity PAL a zbylá uhlíková kostra je využita pro syntézu 

fenolových sloučenin (Kováčik et al., 2012). V trávících šťávách mucholapky byla 

objevena dosud jinde nenalezená sloučenina patřící mezi naftochinony nazvaná 

diomuscipulon (Gaascht et al., 2013). Ve velkém množství je mucholapkou produkovaný 

plumbagin a jeho obsah v listech pasti dosahuje až 0,5 % hmotnosti. Hlavní funkcí je 

ochrana rostliny před predátory a patogeny. Těkavost spolu s vysokým redoxním 

potenciálem stimulují bakteriální dýchací řetězec. Toto působení vede k tvorbě 

superoxidu a je hlavním mechanismem působení této sloučeniny (Tokunaga et al., 2004). 

Plumbagin byl identifikován i u N. khasiana. Byl nalezen v extraktu z horní částí láčky, 

obsahující krystaly vosku a nektar lákající kořist. Plumbagin byl nalezen i v ostatních 

částech rostliny, nebyl však prokázán v trávící šťávě. Nárůst koncentrace plumbaginu byl 

zaznamenán ve všech částech láčkovky po indukci roztokem koloidního chitinu (Raj et 

al., 2011). Další naftochinony prvně identifikované u rosnatky, droseron a 5-

metyldroseron, byly naopak nalezeny pouze v trávící šťávě N. khasiana (Raj et al., 2011). 

Odlišná lokalizace těchto derivátů plumbaginu může být způsobena dostupností jeho 

prekurzorů (Raj et al., 2011). V láčkách Heliamphora heterodoxa a H. tatei byly 

identifikovány terpeny sarracenin a cineron. Nalezen byl také erucamid, v průmyslu 

používaný, jako antiadhezivní přípravek a estery palmitové  

a linolové kyseliny (Jaffé et al., 1995). Dále byla popsána přítomnost alkaloidů koniinu a 

reserpinu (Ghate et al., 2015). Koniin objevený v pasti špirlice žluté (S. flava) paralyzuje 

nervový systém kořisti (Mody et al., 1976). 

4.4.  Dionea muscipula – modelová masožravá rostlina 

Čeleď rosnatkovitých patří mezi nejlépe prostudovanou skupinu MR. Do této 

čeledi náleží všechny druhy rosnatek Drosera sp., mucholapka podivná (Dionea 

muscipula) a vodní druh aldrovandka měchýřkatá (Aldrovanda vesiculosa). 

Proteomickou analýzu trávící šťávy mucholapky provedli Schulze a kolektiv na základě 

dříve získaných cDNA dat (Schulze et al., 2012). Během tohoto experimentu bylo 

prokázáno, že hlavní třídu proteolytických enzymů D. muscipula tvoří cysteinové 

proteasy (Schulze et al., 2012). Dále byla identifikována aspartátová i serinová proteasa 

a proteiny ze skupiny PR-proteinů jako chitinasy, peroxidasy, LTP proteiny a osmotin 

(Schulze et al., 2012). Charakteristickým znakem této rostliny jsou sklapovací pasti, 
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jejichž zavření a iniciaci trávení je možno simulovat aplikací jasmonátů 

(methyljasmonátu (MeJA), popř. koronatinu) imitujících prvotní elektrochemický impuls 

vznikající ohnutím vlásků spouštěcího mechanismu uvnitř pasti (Escalante-Pérez et al., 

2011). Fyziologicky je reakce spuštěna až po druhém, opakovaném kontaktu kořisti se 

citlivými vlásky pasti v krátkém časovém intervalu, indukce sekrece trávící šťávy je 

spuštěna až po 3 stimulu (Escalante-Pérez et al., 2011; Libiaková et al., 2011; Böhm et 

al., 2016). Zajímavostí je, že ačkoli dochází na listech mucholapky k sekreci trávící 

šťávy, po indukci nenastává rychlé zavření pasti jako pří mechanické stimulaci, ale pouze 

k pozvolnému pohybu. Popsán byl i vliv přítomnosti uměle zvýšené koncentrace auxinů 

u mucholapky, které způsobují menší citlivost pasti na mechanické podráždění 

(Escalante-Pérez et al., 2011). Největší obsah enzymů pro rozklad kořisti v pasti 

mucholapky je zaznamenáván 3-4 den trávení (Scala et al., 1969). Jako atraktant pro 

kořist slouží barevné vyvedení vnitřní části pasti i chemické stimulanty produkované 

rostlinou (Kreuzwieser et al., 2014). Následný přenos hydrolyzované potravy je 

zprostředkován řadou specifických mechanismů (Scherzer et al., 2013; Scherzer et al., 

2015). Podle energetické potřeby jsou hlavní složky potravy N a C využity k růstu, 

respektive je C spotřebován během respirace (Pavlovič et al., 2010, Kruse et al., 2014, 

Fasbender et al., 2017).  
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4.3. Výsledky: Proteiny trávící šťávy rosnatky kapské 

Po rozdělení extraktu proteinů z trávící šťávy rosnatky pomocí SDS-PAGE  

a vizualizaci byly pozorovány proteinové pásy v oblasti pod 70 kDa (Obr. 9). Celkem 

bylo identifikováno 43 proteinů, z toho 19 pomocí nLC MALDI MSMS a 39 nLC ESI 

MSMS technikou. Největší zastoupení proteinů je v oblasti od 40 do přibližně 10 kDa, 

představující spodní okraj gelu. Nejmenším identifikovaným proteinem dle databázové 

hmotnosti 13,2 kDa je lipid transfer protein (gi|1130872420) původně z příbuzného druhu 

D. adelae. Největším zaznamenaným enzymem je analog k nukleotidfosfatase 

(gi|1002635122) N. mirabilis s předpokládanou velikostí okolo 70 kDa (Tab. 2). Pro 

proteiny s identifikátory gi|1226791974, gi|902236137, gi|1219112697, gi|870863687 se 

nepodařilo najít podobné zástupce s popsanou funkcí. Všechny tyto neznámé proteiny 

byly identifikovány pouze na základě jednoho popsaného peptidu.  

Obr. 9 Proteiny trávící tekutiny D. capensis. SDS-PAGE separace proteinů z 100 µl 

extraktu z trávící šťávy rosnatky kapské. Gel byl obarven Coomassie Brilliant Blue 

R250. Vyznačené oblasti na gelu byly zpracovány pro MS analýzu. 

Sekvence identifikované Asp-proteasy NEP_DCAP (dle Butts et al., 2016a), byla 

srovnána s ověřenou sekvencí nepenthesinu 1 z N. gracilis dle UniProtKB Q766C3 

(NEP1_NEPGR, Obr. 10). Identifikované Cys-proteasy byly vzájemně rozlišeny pomocí 

vyhledávacího programu PEAKS Studio X a rozřazeny do proteinových rodin. Sekvence 

prvních zástupců z těchto rodin byly srovnány do fylogramu (Obr. 11). Z výsledku 

srovnání je patrná odlišnost těchto enzymů oproti modelovému příkladu papainu 

(zástupci C1A skupiny Cys-proteas). 
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Obr. 10 Srovnání proteinových sekvencí Asp-proteasy (NEP_DCAP) rosnatky kapské a 

nepenthesinu1. Uvedeny jsou sekvence Asp proteasy rosnatky kapské NEP_DCAP 

(Butts et a., 2016a)  a nepenthesinu 1 (Q766C3, UniProtKB). Aminokyseliny aktivního 

místa jsou vyznačeny žlutě, zeleně jsou označeny Lys, Arg. Modře vyznačena jsou 

místa možné N-glykosylace pro nepenthesin 1 dle UniProtKB, pro NEP_DCAP dle 

predikce na Asn pokud je v rámci sekvence Asn-Xaa-Ser/Thr. Cysteiny z disulfidových 

vazeb (C130-C133, C136-C210, C157-165, C162-170, C247-444, C363-404) jsou 

vyznačeny růžově. 
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Obr. 11 Fylogenetický strom srovnání identifikovaných cysteinových proteas trávící 

šťávy D. capensis. Pro srovnání je vložena sekvence papainu (UniProtKB P00784). 

Fylogram byl vytvořen pomocí nástroje http://www.phylogeny.fr, délka ramen spojení 

mezi jednotlivými uzly a sekvencemi značí jejich vzájemnou míru podobnosti (Deeper 

et al., 2008). 

Tab. 3 Proteiny trávící šťávy rosnatky kapské. 

Seznam proteinů identifikovaných pomocí nLC MALDI MSMS a nLC ESI MSMS. 

Proteiny trávící šťávy D. capensis byly separovány pomocí SDS-PAGE a štěpeny 

trypsinem modifikovaným rafinosou (T) nebo chymotrypsinem (Ch). Pozitivní 

identifikace proteinu v experimentu je vyznačena hvězdičkou. Prohledání dat bylo 

provedeno pomocí Peaks Studio 8 při použití vlastní databáze složené z obsažených 

proteinových sekvencí NCBInr Carryophyllales a dat extrahovaných z publikací Butts et 

al., 2016a; Butts et al., 2016b; Unhelkar et al., 2016; Duong et al., 2018. Databáze celkem 

zahrnovala 285743 záznamů včetně běžných kontaminantů. Parametry prohledání dat 

byly FDR na úrovni přiřazených spekter peptidů <1 %, tolerance pro vyhledávání pro 

prekurzory - 50 ppm, tolerance pro fragmenty - 0,05 Da pro ESI a 0,5 Da pro MALDI 

analýzy. Data byla vyhledávacím softwarem automaticky rekalibrována. Oxidace Met a 

acetylace N-konce proteinů byly nastaveny jako variabilní modifikace. 

Karbamidomethylace cysteinu byla nastaveno jako trvalá modifikace. Pro prohledání po 

štěpení chymotrypsinem bylo povoleno 5 možných vynechaných štěpných míst, 

v případě trypsinu 3 a povoleno vyhledávání peptidů vzniklých nespecifickou aktivitou 

zadaných proteas.  
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nLC 

ESI 

nLC 

MALDI 
Gel 

protein 

band 

Protein -10lgP 

Pokrytí 

sekvence 

(%) 

Počet 

peptidů 

Unikátní 

peptidy 
MW Funkce proteinu 

Ch T Ch T 

 *   3 gi|1226791974 35.26 2 1 1 71592 
probable leucine-rich repeat receptor-like 

protein kinase At1g35710 [Spinacia oleracea] 
X 

*  *  4 gi|1002635122 64.35 3 2 2 70712 

putative nucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase 

[Nepenthes mirabilis] 

fosfatasa 

 *   4 gi|902236137 20.48 5 1 1 31120 
hypothetical protein SOVF_017840 [Spinacia 

oleracea] 
X 

 *   5 gi|1002635113 25.84 2 1 1 47270 
putative alpha-galactosidase 2 [Nepenthes 

mirabilis] 
α-galaktosidasa 

*  *  6 NEP_DCAP 201.74 49 33 33 46349 NEP_DCAP_full_m1 Asp-proteasa 

 * * * 6 gi|1002635124 66.18 9 3 3 35878 putative peroxidase 27 [Nepenthes mirabilis] peroxidasa 

   * 6 gi|902138077 29.04 4 1 1 35626 
hypothetical protein SOVF_199100 [Spinacia 

oleracea] 
peroxidasa 

* *   7 DCAP_4952 174.35 44 13 1 30247 DCAP_4952_full_m1 Cys-proteasa 

* *  * 7 Droserain1_full_m1 172.54 29 14 2 36070 Droserain1_full_m1 Cys-proteasa 

* *  * 7 gi|1552058024 110.43 14 5 2 34216 endochitinase [Drosera capensis] chitinasa, F19 

*  * * 7 DCAP_5513 108.04 17 5 1 30994 Chtitinase_mmc26 chitinasa class I, F19 

*    7 gi|1114672837 83.97 14 4 1 37755 dionain 2 [Dionaea muscipula] Cys-proteasa 

*    7 Droserain2__full_m1 74 4 3 1 38415 Droserain2__full_m1 Cys-proteasa 

 *   7 gi|1219112697 25.02 1 1 1 83311 
cysteine-rich receptor-like protein kinase 25 

isoform X2 [Chenopodium quinoa] 
X 

* * *  8 DCAP_4240 109.84 25 11 4 37554 DCAP_4240_full_m1 Cys-proteasa 

 *  * 8 DCAP_0533 100.26 13 4 4 49825 Chtitinase_mmc24 chitinasa class IV, F19 

 *  * 8 DCAP_0551 99.16 16 8 1 36096 DCAP_0551_full_m1 Cys-proteasa 

 *   9 DCAP_7714 55.22 8 3 1 37084 DCAP_7714_full_m1 Cys-proteasa 

* *   9 gi|787035404 52.36 9 3 3 38380 glucanase [Drosera adelae] Glukanasa 

  *  9 gi|1130872412 44.89 6 2 2 36720 beta-1 3-glucanase [Drosera adelae] β-1,3-glukanasa 

* *  * 10 DCAP_4793 174.53 39 16 2 36608 DCAP_4793_full_m1 Cys-proteasa 

*    10 DCAP_0107 170.23 32 15 1 36714 DCAP_0107_full_m1 Cys-proteasa 

* *   10 DCAP_7131 152.53 20 9 1 36737 DCAP_7131_full_m1 Cys-proteasa 

*    10 DCAP_3193 148.96 20 8 1 36858 DCAP_3193_full_m1 Cys-proteasa 

*    10 gi|1130872414 60.3 11 3 3 36611 beta-1 3-glucanase [Drosera adelae] beta-1,3-glukanasa 

 *   10 DCAP_8215 41.74 8 2 2 34841 DCAP_8215_full_m1 Cys-proteasa 

*    10 gi|1130872436 21.45 3 1 1 42569 C-terminal peptidase [Nepenthes alata] proteasa (Neprosin) 

* *  * 11 DCAP_7132 193.89 42 15 5 37230 DCAP_7132_full_m1 Cys-proteasa 

*    11 DCAP_3192 171.88 40 12 3 37294 DCAP_3192_full_m1 Cys-proteasa 

* * * * 11 DCAP_7614 124.67 38 13 13 38111 DCAP_7614_full_m1 Cys-proteasa 

*    11 DCAP_2209 65.56 23 5 5 27516 Chtitinase_mmc12 chitinasa, F18 

   * 11 gi|902043096 37.72 19 1 1 8544 
hypothetical protein SOVF_215330  partial 

[Spinacia oleracea] 
tubulin 

* * * * 12 DCAP_2190 171.87 47 26 24 38356 DCAP_2190_full_m1 Cys-proteasa 

* *   12 DCAP_8396 112.12 30 13 12 37857 DCAP_8396_full_m1 Cys-proteasa 

* *   13 gi|71611076 48.05 10 2 1 24880 ribonuclease [Drosera adelae] ribonukleasa 

 *  * 14 gi|1842103754 44.55 11 2 2 23406 thaumatin-like protein [Drosera adelae] thaumatin-like protein 

   * 14 gi|870863687 27.29 3 1 1 43741 
hypothetical protein BVRB_3g065650 [Beta 

vulgaris subsp. vulgaris] 
X 

*    14 gi|778204087 27.07 2 1 1 54084 
cyclo-DOPA 5-O-glucosyltransferase 

[Amaranthus tricolor] 
glukosyltransferasa 

 *   14 gi|1130872440 21.91 5 1 1 23871 thaumatin-like protein [Nepenthes alata] thaumatin-like protein 

*    15 gi|1130872418 71.33 21 4 3 23717 thaumatin-like protein [Drosera adelae] thaumatin-like protein 

*   * 15 gi|165292438 65.26 7 1 1 23859 thaumatin like protein [Nepenthes alata] thaumatin-like protein 

*    15 gi|1130872420 58.91 15 3 3 13271 lipid-transfer protein [Drosera adelae] lipid transfer protein 

*    15 gi|870860818 28.45 6 1 1 24091 
hypothetical protein BVRB_5g100770 [Beta 

vulgaris subsp. vulgaris] 
thaumatin-like protein 
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4.4. Diskuse: Proteiny trávící šťávy rosnatky kapské 

Pomocí imitace kořisti na pastech rosnatky aplikací JA byla úspěšně vyvolána 

sekrece trávící šťávy, která byla odebrána a podrobena proteomické analýze. K úspěšné 

identifikaci rozmanité sady produkovaných proteinů výrazně napomohla jejich separace 

pomocí SDS-PAGE, když došlo i k oddělení různých forem jednotlivých enzymů  

a dalších proteinů. Dle počtů a typů identifikovaných proteinů lze vyvodit, že trávící 

mechanismus D. capensis není založen na digesci pomocí Asp-proteas, ale stejně jako u 

D. muscipula mají hlavní zastoupení proteasy cysteinové. Přítomna je zřejmě také na 

endopeptidasa specifická pro prolin a podobná neprosinu z Nepenthes ventrata (Lee et 

al., 2016). Hydrolýzu tělesných schránek hmyzu zajišťují nejméně 3 chitinasy. Ostatní 

polysacharidy mohou být štěpeny alfa-1,3-glukosidasou nebo 1,3-glukanasami 

hydrolyzující ochranné glukany původně bránící působení chitinas na bakteriální 

buněčnou stěnu. U běžných rostlin mohou houby z mykorhizy pomocí oligochitinových 

fragmentů indukovat zvýšení Ca2+ koncentrace v epidermálních buňkách kořene (Hu et 

al., 2009). Rostlina následně podle délky oligochitinových řetězců pozná, zde jde o 

parazita nebo symbiotický organismus (Sanchez-Vallet et al. 2015). Rostlinné patogeny 

se naučily tento signalizační mechanismus omezovat a sekretují proteiny vázající se na 

chitin a bránici působení rostlinných chitinas (Kaku et al., 2006). Indukce obranné reakce 

oligosacharidy chitinu může vést u rostlin ke tvorbě ROS (Kaku et al., 2006). Změna a 

zvýšeni koncentrace Ca2+ je potřebná pro tvorbu jasmonátů a dalších sekundárních 

metabolitů. Při exogenní aplikaci JA byl tento iniciační krok vedoucí i k sekreci trávící 

šťávy rosnatky přeskočen (Krausko et al., 2017). Po reanalýze dat proti velmi dobře in-

vitro přeloženým sekvencím proteas a chitinas z genomu rosnatky, lze rozlišit různé 

formy těchto hydrolas (Butts et al., 2016a; Butts et al., 2016b; Unhelkar et al., 2016; 

Duong et al., 2018). Nevšedním enzymem trávicí šťávy rosnatky je chitinasa třídy IV 

(DCAP_0533) obsahující ve své struktuře 2 vazebná místa pro chitin. Tento enzym byl 

dosud predikován jen dle DNA a podobný protein v rostlinné říši není znám (Unhelkar et 

al., 2016). Nalezená Asp-proteasa (NEP_DCAP) podobná nepenthesinům byla dle 

původního vyhodnocení identifikovaná pouze podle jednoho unikátního peptidu z okolí 

aktivního místa (překryv s protilátkou použitou pro detekci enzymu westernblotem; 

Krausko et al., 2017). Při použití aktualizované databáze data prokázala, že enzym byl 

přítomen zřejmě v hojném zastoupení a MSMS technikami po jeho naštěpení 

chymotrypsinem byla potvrzena shoda na téměř 60 % aktivní sekvence. Sekvence 

enzymu je pro proteomickou analýzu s využitím trypsinu dokonale nepřístupná díky 
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přítomnosti pouze jedné bazické AK (R341). Tato extrémní adaptace může také 

významně prodloužit životnost droserasinu (NEP_DCAP) v trávící šťávě rosnatky po 

jeho aktivaci a působení spolu s převládajícími thiolovými proteasami. Oproti 

nepenthesinu 1 z láčkovky (NEP1_NEPGR), zřejmě ve struktuře enzymu rosnatky chybí 

jedna disulfidová vazba mezi C247 a C444. Toto spojení může mít zásadní vliv na 

vlastnosti tohoto enzymu, jelikož u nepenthesinu 1 drží C-konec proteinu kompaktně 

přiložený ke zbytku struktury. N-glykosylace droserasinu na aktivní části proteinu je 

předpokládána jen na 2 místech oproti 6 u nepenthesinu 1. Zastoupení Cys-proteas 

v trávící šťávě rosnatky je velmi rozmanité a enzymy se vyskytují v několika velmi 

blízkých formách podobných prvnímu popsanému zástupci droserainu (Takahashi et al., 

2012). Z identifikovaných Cys-proteas není také žádná podobná enzymům běžných 

rostlin z více než 65 % AK sekvence. Přítomnost různých forem Cys-proteas může být 

teoreticky výsledkem různého zpracování původní genetické informace (Stephenson a 

Hogan, 2006). Hydrolýzu biopolymerů z kořisti mohou oxidací usnadňovat přítomné 

peroxidasy (Hatano a Hamada, 2012). Identifikace fosfatasy a ribonukleasy dokládá, že 

rosnatka kapská je vybavena i pro aktivní rozklad nukleových kyselin mechanismy 

původně sloužící k obraně před viry (Okabe et al., 2005, Nishimura et al., 2013). Na 

základě geonomických dat byly publikovány modelové struktury lipas a esteras rosnatky 

kapské (Duong et al., 2018). Ze získaných proteomických dat nebyl žádný z těchto 

enzymů v trávící štávě zaznamenán. K trávení kořisti může přispívat i schopnost 

některých „thaumatin-like“ proteinů rozkládat β-1,3-glukany a zvyšovat prostupnost 

membrán, která byla pozorována při jejich interakci s patogenními hubami (Grenier et 

al., 1999). Výskyt „thaumatin-like“ proteinů a lipid transfer proteinu v trávící šťávě 

nemusí souviset z masožravostí a může dokládat jen původ celého mechanismu trávení v 

obranné strategii rostlin, které jsou tyto proteiny součástí (Pavlovič a Mithöfer et al., 

2019). 
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5. PROTEINY BOHATÉ NA PROLIN JAKO MOŽNÍ PŮVODCI ZÁKALU 

VÍNA 

Výroba vína tradiční cestou z hrozna s sebou nese rizika vzniku senzorických vad. 

Ve většině případů jsou příčinou fyzikálně a chemicky nestabilní sloučeniny, případně 

toxické látky snižující kvalitu samotného vína a způsobující tak ekonomické ztráty jeho 

prodejci nebo výrobci. Původ většiny vad vína je v současnosti znám a rutinně jsou 

aplikovány postupy a prostředky předcházející vzniku nebo projevu těchto nedokonalostí. 

Nástroje pro boj s defekty vína představují chemické přípravky, využívání inertních 

materiálů v technologii, šlechtěné živé kultury kvasinek  

a jiných mikroorganismů nebo proteinové přípravky, často enzymy (Palmisano et al., 

2010, Gaspar et al., 2019, Sui et al., 2020). Prostředky investované jen proti potlačení 

zákalu vína celosvětově představují více než 1 miliardu dolarů ročně, odpovídající asi 0,5 

% hodnoty celkového trhu s vínem (Robinson et al., 2012). Překážkou při výrobě vína 

mnohokrát není způsob, jak danou vadu odstranit, ale jak ji odstranit beze změny dalších 

charakteristik (Lambri et al., 2010). Při výrobě vína se uplatňují preventivní opatření 

mající za cíl zabránit vzniku a projevu možných vad před konečným stáčením do lahví  

a následně uchovat kvalitu nápoje při možné nepřízni vnějších podmínek změn teplot  

a vystavení světlu (Marangon et al., 2011). Vady a nedostatky vína mohou být dle vlivu 

na kvalitu rozděleny na senzorické vizuální, chuťové nebo pachy a vady představující 

nebezpečí pro konzumaci.  

5.1.  Senzorické defekty vína 

Běžným defektem vína je přítomnost krystalků vinanů objevujících se při 

překročení meze jejich rozpustnosti (Lasanta a Gómez, 2012). V případě červených vín 

může docházet k nežádoucí změně barevnosti nebo srážení pigmentů odvozených od 

anthokyaninů (Alcalde-Eon et al., 2014). Zvětralá příchuť vína je projevem vysoké 

hladiny acetaldehydu (60, resp. 300 mg·l-1 pro bílá a červená vína) vznikajícího 

enzymovou oxidací ethanolu nebo oxidací vzdušným kyslíkem např. při delším 

skladování vína (Sheridan a Elias, 2015). Nepříjemná kyselost vína je důsledkem 

vysokého obsahu (nad 700 mg·l-1) kyseliny octové tvořené aerobními bakteriemi během 

fermentace prováděné za nevhodných podmínek (Vilela-Moura et al., 2011). Vysoký 

obsah ethylacetátu, běžně poskytující příjemné ovocné aroma, se negativně projevuje na 

hořkosti vína (Lilly et al., 2006). Diacetyl (2,3-butandion) vznikající během jablečno-

mléčného kvašení je původcem máslového nebo mléčného zápachu vína (Guth, 1997).
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 Řada senzorický projevů je pro víno zcela nepůvodní. Kvasinky rodu 

Brettanomyces nebo Dekerra jsou schopné tvořit charakteristicky vonící vinylfenoly 

z běžných fenolových kyselin (Milheiro et al., 2017). Stejné druhy mikroorganismů jsou 

zodpovědné i za tzv. „zápach myšiny“ vína způsobený deriváty pyrrolinu a pyridinu 

(Snowdon et al., 2006). Chuť korku ve víně je projevem 2,4,6-trichloroanisolu tvořeným 

běžnými houbovými plísněmi Penicillium a Aspergillus z biocidních přípravků 

obsahující chlorofenoly prostupujících do materiálu korkových zátek (Simpson a Sefton, 

2007).  Nepříjemné pachy thiolů a H2S jsou produkty hladovějících kvasinek v pozdějších 

stádiích fermentace vína (Ugliano et al., 2009). 

5.2.  Proteinogenní defekty vína 

Proteom vína je tvořen majoritně rostlinnými PR-proteiny, odolávající 

snižujícímu se pH i celému průběhu fermentace. Vedle těchto proteinů lze v hotovém 

vínu nalézt proteiny původem z kvasinek, případně dalších mikroorganismů, které se 

dostaly s vínem do kontaktu během jeho výroby. Běžnými vizuálními vadami 

souvisejícími s proteiny obsaženými ve víně jsou změny barevnosti a průzračnosti 

objevující se po stáčení. Původcem těchto změn bývají sraženiny vzniklé agregací 

nestabilních složek vína nebo oxidační produkty (Esteruelas et al., 2011, Lambri et al., 

2013, van Sluyter et al., 2015, Cosme et al., 2020).  

5.2.1. Nestabilita vinných proteinů 

Projevem přítomnosti nestabilních proteinů ve víně je vznik pozorovatelného 

zákalu v celém objemu tekutiny nebo sedliny na dnu láhve (Esteruelas, 2009, Cosme et 

al., 2020). Proteiny podílející se na vzniku agregátů tvořící zákal jsou běžně výhradně 

rostlinné PR-proteiny a invertasa (E.C. 3.2.1.26) původem ze S. cerevisiae (Falconer et 

al., 2010). Další složkou proteinogenního zákalu tvoří hydroxysloučeniny, snadno 

adsorbující na struktury bohaté na prolin (Siebert, 1996, McRae et al., 2015, Obr. 12). 

Stabilitu proteinů ve víně ovlivňuje faktor teploty a iontové síly, kdy jejich změnou 

dochází ke strukturním změnám. Obsah alkoholu ve víně stabilitu vinných proteinů 

neovlivňuje (Sarmento et al., 2000). Strukturní změny vinných proteinů jsou za běžných 

podmínek reverzibilní (Marangon et al., 2011). Van-Sluyter et al., 2015 popsal vznik 

zákalu jako třífázový proces takto, v prvním kroku musí dojít k rozvolnění struktury 

proteinů, což následně umožní jejich vzájemnou agregaci, nakonec může dojít ke spojení 

mezi těmito proteinovými agregáty a dalšími komponenty vína. Zásadní roli v tomto 

procesu zřejmě hraje obsah siřičitanů, dříve označovaných jako komponenta zákalu „X“ 
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(Pocock et al., 2007, Marangon 2011, Chagas et al., 2016). Podle modelu autorů Chagas 

et al., 2016 právě ionty HSO3
- a zvýšená teplota umožňují rozrušení intramolekulárních 

disulfidových vazeb i u nejodolnějších „thaumatin-like“ proteinů (TLP) a tím jejich 

vzájemnou interakci. Následná interakce s dalšími složkami vína vede až ke vzniku 

pozorovatelných agregátů projevujících se jako zákal (Chagas et al., 2016). Proteiny 

z hrozna podílející se na tvorbě zákalu figurují také jako možné alergeny vína. Hlavní 

alergeny v hotovém vínu představují chitinasa 4A a lipid transfer proteiny (LTP), pro 

které je možné najít analogy u broskve a třešně (Pastorello et al., 2003, Schäd et al., 

2004).  

Obr. 12 Předpokládaný model interakce taninu s polypeptidy bohatými na Pro. 

V prostředí s nižším obsahem ethanolu dochází kromě možných vazeb prostřednictvím 

vodíkových můstků (přerušovaná modrozelená ještě k interakci mezi Pro a taninem 

zprostředkovaným hydrofobními interakcemi (přerušovaná oranžová). Převzato a 

upraveno z McRae et al., 2015. 

5.2.2.  Enzymová oxidace vína 

Předčasná oxidace vína projevující se zhnědnutím způsobuje znehodnocení 

mladých bílých vín. V případě červených vín je mírná oxidace naopak žádoucí (Chinnici 

et al., 2013). Enzymová oxidace fenolových sloučenin je nastartována během lisování 

vína a uvolnění polyfenoloxidas ze slupky hrozna (Fronk et al., 2015). Činností zejména 

tyrosinasy (E.C. 1.14.18.1) jsou následně přeměňovány monofenolové a difenolové 

sloučeniny na reaktivní chinony, které oxidují další sloučeniny (Fronk et al., 2015). 

Oxidované chinony se projevují hnědým zabarvením, kdežto katechiny tvoří po oxidaci 

žluté struktury (Guyot et al., 1996). Analogií tohoto projevu je hnědnutí vína v důsledku 

aktivity lakasy (EC 1.10.3.2) sekretované dovnitř hrozna patogenem B. cinerea. Substráty 

lakasy jsou kyseliny gallová, ferulová, kávová nebo resveratrol (Fronk et al., 2015; Claus 

Tanin 
10% ethanol  15% ethanol 
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et al., 2014). Využívání molekulového kyslíku oběma zmíněnými enzymy umožňuje 

jejich činnost potlačit použitím tzv. síření pomocí SO2 (Cheynier et al., 1989). 

5.3. Proteiny ve víně 

Obsah proteinů v hotovém víně se může značně lišit dle použité odrůdy a stavu 

hrozna, běžně je udáváno rozmezí 10-500 mg·l-1 (Ferreira et al., 2001, Pocock et al., 

2007). Popsané extrahovatelné množství proteinů v hroznech nepřesahuje 800 mg·l-1, 

přičemž až 2/3 tvoří proteiny semen (Ferreira et al., 2000, Kambiranda et al., 2014). 

Pocock et al., 1998 prokázali, že počáteční množství proteinů v hroznech před 

zpracováním může ovlivnit míra jejich poškození během sběru a doba prodlevy, než dojde 

k jejich zpracování. Dvojnásobný obsah proteinů byl zaznamenán v extraktu z hroznů 

sklizených nešetrně mechanicky oproti extraktu z ovoce sklízeného manuálně nebo 

mechanicky s minimálním poškození bobulí (Pocock et al., 1998). Obsah vinných 

proteinů klesá o 60-90 % během fermentace vlivem proteolýzy a denaturace (Ndlovu et 

al., 2019). Odolnost vinných proteinů lze demonstrovat jejich přítomností v kvasném octu 

(Di Girolamo et al., 2011). Největší podíl mezi proteiny hrozna i vína zaujímají chitinasy 

a TLP (Giribaldi et al., 2007). 

5.3.1. Proteiny podobné thaumatinu 

„Thaumatin-like“ proteiny vína jsou řazeny mezi PR-5 proteiny. Velikost TLP je 

okolo 24 kDa. Ve víně lze najít 2 hlavní isoformy označené VvTLP1 a VvTLP2 lišící 

svým obsahem v závislosti na stavu hrozna. Zatímco VvTLP1 je produkován 

konstitutivně, forma VvTLP2 je ve zdravých hroznech výrazně méně zastoupena 

(Tattersall et al., 1997, Pocock et al., 2000). Thaumatiny a osmotiny z hrozna 

identifikovali Monteiro et al., 2003 jako příčinu rezistence vína vůči působení a růstu 

patogenů Botrytis cinerea, Uncinula necator (padlí revové) a Phomopsis viticola (černá 

skvrnitost révy). Yan et al., 2017 identifikovali z 33 VvTLP genů 6, které byly ve zvýšené 

míře přepisovány po inokulaci rostlin hrozna B. cinerea a Erysiphe necator (padlí). 

Struktura TLP je známa pro původní thaumatin z Thaumatococcus daniellii (Ogata et al., 

1992), a analogy z banánu, rajčete, jablka a dalších (Leone et al., 2006; Ghosh et al., 

2008). Strukturu rostlinných TLP tvoří tři domény stabilizované disulfidovými vazbami 

(Min et al., 2004). Prostorovou strukturu tří vinných TLP proteinů vyřešili Marangon et 

al., 2014 po jejich izolaci z hroznové šťávy V. vitifera odrůdy Sauvignon Blanc. Pouze 

F2/4JRU z těchto TLP, lišící se zejména v oblasti centrální a zároveň největší domény I, 
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byl schopný se podílet na zákalu vína po provedení teplotního testu stability vína 

(Marangon et al. 2014).  

5.3.2. Chitinasy 

Chitinasy (EC 3.2.1.14) jsou hydrolytické enzymy rozkladající chitin - polymer 

N-acetylglukosaminu propojený β-1,4 glykosidovými vazbami. Chitinasy patří mezi 

glykosidhydrolasy rodin 18 a 19, přičemž rodina 19 se vyskytuje hlavně u rostlin (Grover, 

2012). Pro V. vinifera bylo nalezeno 42 genů pro chitinasy. Po infekci patogenem B. 

cinerea byly významně zvýšena exprese 4 genů, z nichž 3 jsou v listech a 1 v hroznu 

(Zheng et al., 2020). Na úrovni proteinů byla popsána inhibice růstu B. cinerea vinnými 

chitinasami ze třídy I, II a IV (Saito et al., 2011). Obsah chitinasy IV byl stanoven 

v rozmezí 10–45 mg·l-1 v hroznech Sauvignon blanc, Semillon a Manzoni Bianco (van 

Sluyter et al., 2009; Vincenzi et al., 2014). Optimální teplota pro aktivitu tohoto enzymu 

je 30–40 °C při pH 4,5–6 (Saito et al., 2011, Vincenzi et al., 2014). Při vyšších teplotách 

dochází k prudkému poklesu aktivity souvisejícímu s omezenou stabilitou tohoto enzymu 

(Falconer et al., 2010). Za podmínek fermentace (pH 3,2 a 25 °C) je aktivita tohoto 

enzymu jen okolo 12 % oproti ideálním podmínkám (Vincenzi et al., 2014), což je 

výhodné pro růst kvasinek, který tak není negativně potlačován. 

5.3.3.  β-D-glykosidasy 

Aroma a chuť vína jsou ovlivněny činností další skupiny hydrolytických enzymů, 

β-D-glykosidas (EC 3.2.1.21). Senzoricky výrazné látky mohou být v hroznu přítomny 

ve formě glykosidů a aby se vlastnosti aglykonů projevily, musí být uvolněny aktivitou 

β-D-glykosidas nebo kyselou hydrolýzou (Zhu et al., 2014). Malá aktivita glykosidas a 

inhibice volnou glukosou je příčinou pomalého rozkladu glykosidů v prostředí vína, což 

konečně způsobuje méně intenzivnější aroma mladých vín, která stále obsahují velký 

podíl těchto látek v původní formě (Cabaroglu et al., 2003). Umělá aplikace různě 

specifických β-D-glykosidas je tak možnou cestou k výrobě aromatičtějších vín (van 

Rensburg a Pretorius, 2000).  

5.3.4. Lipid transfer proteiny  

Nespecifické přenašeče lipidů jsou malé proteiny mající zásadní roli v obranné 

reakci rostlin, procesu tvorby lipidové dvojvrstvy kutikuly nebo suberinu a mnoha dalších 

procesech (Salminen et al., 2016; Edqvist et al., 2018). Charakteristickými vlastnostmi 

LTP je vysoký obsah Cys a bazických AK a velikost do 12 kDa (Gomés et al., 2003). Pro 
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LTP byla ověřena odolnost procesům vinifikace, tolerance k nízkému pH, obsahu 

alkoholu do 13,5 % a lze je proto najít i v hotovém víně (Okuda et al., 2006; Jaeckels et 

al., 2013). Množství LTP ve víně je zřejmě spojeno s jeho barvou, kdy více LTP bylo 

detekováno v červených vínech (Jaeckels et al., 2013, Wigand et al., 2009). Možné 

vysvětlení nabízí známá lokalizace LTP majoritně ve slupce a semenech hrozna  

a předpokládaná snadná adsorpce na bentonit při procesu čiření bílých vín (Wigand et al., 

2009; Edqvist et al., 2018).  

5.3.5. Proteasy vína 

V hroznu je předpokládána přítomnost proteolytických enzymů podobných 

subtilisinu zastávajících obrannou funkci proti houbovým patogenům (Cao et al., 2014; 

Figueiredo et al., 2016). Byl prokázán klíčový vliv serinových a cysteinových proteas 

v listech hrozna proti infekci patogenu Plasmopara viticola Gindro et al., 2012. Serinová 

proteasa byla na modelu buněčné kultury V. vinifera indukovaná aplikací methylovaných 

cyklodextrinů (Martinez-Esteso et al., 2009). Přítomnost a pětinásobně zvýšený obsah 

serinové proteasy (gi 297744927) zaznamenala Dadáková et al., 2015 po infekci buněčné 

kultury V. vinifera šedou plísní B. cinerea. Serinové proteasy mohou mít význam pro 

tvorbu fyzické bariéry zabraňující invazi patogenů (Martinez-Esteso et al., 2009). 

Enzymová aktivita Cys-proteasy byla detekována na listech révy vinné po indukci MeJA 

(Řepka et al., 2013). Hydrolasa s chováním odpovídající thiolové protease byla izolována 

z hroznové štávy (Expósito et al., 1991). Přítomnost a funkce aspartátových proteas může 

být u V. vinifera dedukována pouze na základě expresních profilů a genomických dat 

(Guo et al., 2013). 

5.3.6. Exogenní proteiny vína 

Proteom hrozna potažmo moštu a vína odráží vnější prostředí, kvalitu hrozna 

případně použitá čiřící činidla (Giribaldi et al., 2007; D´Amato et al., 2010). Specifické 

exogenní proteiny vína jsou produkovány vinnými patogeny B. cinerea, Plasmopara 

viticola, Penicillium expansum nebo Erysiphe necator. Plíseň šedá (B. cinerea) napadá 

bobule vína během zrání a způsobuje primárně jejich sesychání. Přítomnost padlí (E. 

necator) odhaluje bílo-šedý povlak na povrchu hrozna a lístů. Peronospora (P. viticola) 

napadá všechny orgány révy. Infekce peronospory se projevuje přítomností olejovitých 

skvrn na povrchu listů nebo bobulí vína a může vést až k zasychání listů, hrozna, případně 

celé rostliny. Fyziologické změny bobulí způsobené patogeny vína jsou menší velikost, 

blednutí barvy slupky, urychlené změkčení tkáně a zejména kratší trvanlivost v případě 
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stolního hrozna a menší výnosy pro výrobu vína (Cantoral et al., 2011). Houbová infekce 

hrozna je popisována jako proces se čtyřmi fázemi představujícími prvotní záchyt 

patogena na rostlině, následné rozmnožení umožňující infekci vedoucí ke kolonizaci a 

dalšími šíření patogena (Li et al., 2019). Proteiny sekretované patogeny cílí na vnější 

ochranou bariéru buňky, jedná se tedy o polygalakturonasy/pektinasy, pektinlyasy a 

kutinasy hydrolyzující rostlinné pletivo a umožňující šíření a virulenci infekce na rostlině 

(Kars et al., 2005; Zhang a van Kan, 2013). Pro B. cinerea jde zejména o 

polygalakturonasy Bcpg1 a Bcpg2 produkované konstitutivně během infekce (ten Have 

et al., 2001; Haile et al., 2020). Dalšími produkty plísně ovlivňující kvalitu vína jsou pro 

B. cinerea proteolytické enzymy. Proteolytická aktivita B. cinerea negativně ovlivňuje 

obsah jak rostlinných proteinů, tak i množství proteinů z kvasinek (Girbau et al., 2004, 

Marchal et al., 2006, Cilindre et al., 2007, Cilindre et al., 2008, Marchal et al., 2020). Po 

napadení hrozna padlím byl naopak zaznamenán nárůst obsahu vinných PR-proteinů ve 

šťávě i víně (Girbau et al., 2004). Produkce a aktivita aspartátových proteas byla u B. 

cinerea prokázána jen při pH 3.0–4.0 vnějšího prostředí (Manteau, 2003). Schopnost 

těchto hydrolas štěpit i odolné vinné PR-proteiny je využívána v případě BcAP8 proteasy, 

která je dnes uměle přidávána jako čiřící činidlo pří výrobě vína (van Sluyter et al., 2013). 

Jako biomarker botrytického původu dezertních vín může sloužit důkaz přítomnosti 

sekretovaných oxidas a to lakasy 2 (BcLCC2) a lakasy 3 (BcLCC7, Ployon et al., 2020). 

 Nejběžnějšími mikroogranismy používanými k fermentaci hroznové šťávy na 

víno jsou pekařské neboli vinné kvasinky S. cerevisiae. V průmyslové výrobě vína 

převládá použití vyšlechtěných kmenů odolávajících uměle sníženým teplotám během 

fermentace a vykazujících dostatečnou toleranci k očekávanému obsahu cukru a množství 

tvořeného ethanolu. Tyto vlastnosti umožňují S. cerevisiae během fermentace přerůst 

ostatní mikroorganismy přítomné již na povrchu hrozna a výroba vína tak probíhá 

řízeným opakovatelným způsobem (Bauer a Pretorius, 2000). Kvasinky k adaptaci na 

ztěžující se růstové podmínky během fermentace sekretují řadu proteinů, které lze 

následně identifikovat ve víně (Ferreira et al., 2002). Nezanedbatelný obsah 

glykoproteinů z kvasinek uvolňujících se do vína během kvašení zaznamenal 

Dambrouck, 2003. Vincenzi et al., 2011 detegoval přítomnost mannoproteinů původem 

z kvasinek v moštu již po měsíci fermentace. Uvolňování mannoproteinů z usazených 

kvasinek také přispívá k jejich obohacení a díky své stabilitě a schopnosti vázat taniny 

vylepšují kvalitu vína (Rowe et al., 2010). Mezi první identifikované zástupce patří N-

glykosylované proteiny HPF1 a HPF2 („haze protective factor“) a cukerná invertasa. HPF 
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proteiny byly testovány jako účinné protektory vzniku zákalu vína po vystavení změnám 

teplot (Moine-Ledoux a Debourdieu, 1999, Dupin et al., 2000, Brown et al., 2007. Ostatní 

proteiny sekretované kvasinkami nebo z nich uvolněné jsou spojeny s růstovými stresy. 

Na úrovni genů je dobře charakterizována rodina 24 Pau proteinů kvasinek, z nichž Pau5 

je silně indukován nedostatkem kyslíku a nízkou teplotou (Luo et al., 2009). Přítomnost 

O-glykosylovaného Pau5 proteinu byla korelována s tendencí samovolného vypěnění 

šumivých vín (Kupfer et al., 2017). Během fermentace dochází u kvasinek k významným 

úpravám metabolismu dusíku a tvorbě permeas a přenašečů AK k jejich transportu 

(Beltran et al., 2005). K detoxifikaci iontů mědi z na hrozno aplikovaných postřiků 

vytvářejí kvasinky metalothioneiny (Warringer et al., 2011). 

5.4. Metody číření vína 

Stabilizace vína pomocí čířících činidel je běžným postupem k dosažení vysoké 

kvality zejména bílých vín zahrnující příjemnou barvu a vyvážený organoleptické profil 

(Cosme et al., 2012). Pomocí čiřících činidel jsou z vína záměrně odstraňovány částice 

odpovědné za zákal, zejména fenolické látky tvořící koloidní shluky a proteiny 

způsobující tepelnou nestabilitu (Falconer et al., 2010, van Sluyter et al., 2015, Cosme et 

al., 2020) Částečně také čiřidla redukují a změkčují chuť tříslovin a usnadňují 

filtrovatelnost vína (Castillo-Sánchez et al., 2008, Chagas, 2012). 

5.4.1. Bentonit 

Nejběžnější technikou čiření vín představuje přidávání suspenze bentonitu. 

Bentonitový prášek (obsah 60-80 % minerálu montmorillonitu) funguje jako silný 

kationtoměnič a při nízkém pH vína na sebe váže kladně nabité proteiny zejména z hrozna 

(Lambri et al., 2010; Jaeckels et al., 2017). Největší efektivita adsorpce na bentonit byla 

prokázána pro menší proteiny do 30 kDa bez výrazného vlivu rozdílů pH vína. Obecně 

však s klesajícím pH účinnost čiření bentonitem klesá. Bentonity s vysokým obsahem 

Ca2+ jsou nejméně účinné pro odstranění proteinů původem z hrozna (Dordoni et al., 

2015). Jako nejsnáze adsorbující protein na bentonit byla identifikována endo-1,3-β-

glukosidasa z hrozna mající oproti ostatním proteinům vína vyšší hodnotu pI než okolní 

prostředí vína (Jaeckels, 2015). Velmi efektivně jsou bentonitem odstraňovány i rostlinné 

chitinasy (Jaeckels, 2017). Nespecifické působení bentonitu nejen na proteiny může 

negativně ovlivnit obsah dalších molekul, hlavně polyfenolů a anthokyanidinů 

ovlivňujících aroma a barvu vína (Pretorius, 2000; Granato et al., 2010; Lambri et al., 

2010, He et al., 2020). Běžně používané koncentrace bentonitu aplikovaného do vína 



54 

 

nepřesahují 1 g·l-1, což vede až k 85% snížení proteinového obsahu a ukazuje tak bentonit 

jako nejúčinnější běžně užívané deproteinační činidlo aplikované ve vinařství (Sauvage 

et al., 2010; Chagas et al., 2012; van Sluyter et al., 2015). Negativem po použití bentonitu 

je ztráta běžně asi 10% části čiřeného vína tvořící sedlinu a tzv. bentonitový kal (Waters 

et al., 2005). 

5.4.2. Čiření vína pomocí proteinů a enzymů 

Další skupinu čiřících činidel představují živočišné proteiny a proteinové 

extrakty. Nejběžněji jsou využívány vaječný albumin, hovězí kasein nebo vyzina 

(„isinglass“) (Wigand et al., 2009; D´Amato et al., 2010, Chagas et al., 2012, van Sluyter 

et al., 2015). Podle nařízení evropské komise (2007/68/EC) však musí tyto přidané látky 

být na hotovém výrobku deklarovány, zvláště pokud jde o známé alergeny. Po aplikaci 

zmíněných proteinových čiřidel běžně následovalo další ošetření vína bentonitem k jejich 

odstranění. Technický pokrok umožnil tyto alergeny snadno detegovat a lze tak 

předpokládat minimalizaci a odklon od jejich nadměrné aplikace (D´Amato et al., 2010, 

Rizzi et al., 2016). K efektivnímu potlačení vzniku zákalu přispívají silně glykosylované 

mannoproteiny (viz. kapitola 5.3.6.), polysacharidy a hydrolytické enzymy tvořené 

kvasinkami.  K praktické aplikaci tak lze použít extrakty ze S. cerevisiae nebo inokulovat 

kvasinky (Saccharomycces japonicus), které mannoproteiny tvoří ve zvýšeném množství 

(Dupin et al., 2000; Pozo-Bayón et al., 2009; Gaspar et al., 2019; Millarini et al., 2020). 

Snadnější uvolnění mannoproteinů z buněčné stěny autolyzujících kvasinek je možné 

podnítit aplikací slabých elektrických impulzů (Martinéz et al., 2016). Aplikace tohoto 

přístupu přímo po fermentaci vína však nebyla testována.    

 Přímou cestou k odstranění teplotně nestabilních proteinů tvořících zákal je již při 

výrobě vína aplikace proteolytických enzymů. V kombinaci se zvýšenou teplotou je 

účinné použití aspergillopepsinů I a II (EC 3.4.23.18 a EC 3.4.23.19) vedoucí až k 80% 

snížení obsahu proteinů ve vínu fermentovaném z hroznové šťávy ošetřené rychlou 

pasterizací (75 °C, 1 min) a následným přidání proteasy v množství 15 mg·l-1 (Marangon 

et al., 2012). Proteolytickou aktivitou při fermentaci vykazuje  

i vakuolární proteinasa A (saccharomycin, EC 3.4.23.25) uvolňující se do vína po 

autolýze samotných kvasinek (Younes et al., 2011; Song et al., 2017).  Vinné PR-proteiny 

jsou účinně hydrolyzovány zmíněnou rekombinantní proteasou BcAp8 původem z B. 

cinerea (van Sluyter et al., 2013). V laboratorním měřítku bylo testováno snížení obsahu 
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proteinů a zvýšení stability vína za použití imobilizovaného bromelainu nebo papainu 

v míchaném a průtokovém mikroreaktoru (Benucci et al., 2014, 2016, 2020). 

5.4.3. Ostatní čiřící prostředky 

Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) umožnuje nejefektivnější snížení obsahu 

polyfenolů ve víně což může přispět k vyšší teplotní stabilitě takto ošetřených vín 

(Pocock et al., 2007; Esteruelas et al., 2011; Chagas et al., 2012). Menší ztráty objemu 

byly popsány po aplikaci přírodních zeolitů namísto bentonitu (Mierczynska-Vasilev et 

al., 2019). Alternativně je k čiření vína možné použít také chitosan nebo chitin (Vincenzi 

et al., 2005; Chagas et al., 2012). Účinně lze proteiny z vína odstranit pomocí přírodního 

kappa-karagenanu (Ratnayake et al., 2019). Pro čiření vína se dále studují možnosti 

aplikace extraktů získaných přímo z pecek hrozna, aplikace magnetických nanočástic 

nebo například systém afinitní filtrace s cílem stabilizovat víno a zároveň zachovat nebo 

potlačit ostatní senzorické vlastnosti méně než použitím tradičních technik (Gazzola et 

al., 2017; Dumitriu et al., 2017; Mierczynska-Vasilev et al., 2019).  

5.5. Izolace a stanovení proteinů ve víně 

Ve vinařské praxi je stanovení obsahu proteinů prováděno nepřímo 

a interpretováno jako pozorovatelný nebo měřitelný zákal. Principem těchto metod je 

sledování zákalu a sraženiny vzniklé po vystavení vína změně teploty nebo přidání 

s proteiny interagujících nebo srážecích činidel. Nenáročnou metodu predikce míry 

stability vína je pozorování trvanlivosti pěny a míry pěnivosti po jeho intenzivním 

promíchání (Hodeček, 2016).      

 Kvantitativnímu stanovení proteinů z vína pomocí běžných biochemických metod 

předchází jejich izolace a nabohacení pomocí technik dialýzy, ultrafiltrace, srážení, nebo 

fázové extrakce (Tab. 4). Pro první proteomickou studii proteinů hrozna využívající MS 

aplikovali Sarry et al., 2004 precipitaci homogenátu acetonem s 12,5 % TCA a přídavkem 

β-merkaptoethanolu. Analýzou proteinů zejména z mezokarpu hrozna, získaných šetrnou 

manuální homogenizací, bylo u všech vzorků po separaci 2D-elektroforézou rozlišeno 

více než 200 signálů (Sarry et al., 2004). U zralých bobulí bylo také pozorováno 

kvalitativně největší zastoupení PR-proteinů (Sarry et al., 2004). První identifikaci 

proteinů z vína Sauvignon Blanc pomocí nLC MSMS a SDS-PAGE separace publikoval 

Kwon, 2004. Po zakoncentrování proteinů vína ultrafiltrací s následným vysolením se 

autorovi podařilo identifikovat 20 proteinů převážně původem z kvasinek (Kwon, 2004). 

Pro zpracování hrozna pro proteomickou analýzu byl popsán postup využívající 
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homogenizaci v suchém ledu a v tekutém dusíku (Vincent et al., 2006, Giribaldi, 2010, 

Martines Esteso, 2010). 

Tab. 4 Přehled publikovaných analýz vína popisující inovativní metody extrakce  

a izolace proteinů. (TCA – trichloroctová kyselina; UF X kDa – ultrafiltrace, X značí 

velikost póru v kDa; EtOH – ethanol; SCX-LC kapalinová chromatografie na 

kationtoměniči; PVPP – polyvinylpolypyrrolidon; LSB – Laemmliho pufr pro 

elektroforézu; DTT – dithiothreitol, 2-ME - merkaptoethanol) 

publikovaná práce odrůda vína materiál zpracování vzorku kvantifikace proteinů metoda separace proteinů MS analýza proteiny 

[n] 

Sarry et al., 2004 komerční vína hrozno homogenizace, filtrace, precipitace 12,5 

% TCA aceton s merkaptoetanolem 

Bradford 2D ELFO MALDI 

MS 

67 

Kwon, 2004 Sauvignon 

Blanc 
víno UF 5 kDa, vysolení 80 % síran amonný Bradford SDS-PAGE nLC 

MSMS 
20 

Vincent et al., 2006 Cabernet 

Sauvignon 
hrozno drcení se suchým ledem následně 

tekutým dusíkem 
EZQ kit - fuorescence 2D ELFO nLC 

MSMS 
11 - 44 

Okuda et al., 2006 Chardonnay víno odpaření 40 °C 10× konc., precipitace 

do 80 % síran amonný, dialýza, 

lyofilizace  

vážení lyofilizované frakce 2D ELFO N-term 

sekv. 

8 

Vanrell et al., 2006 komerční vína víno dialýza 12 kDa, lyofilizace A280 FPLC, ASX, SEC, ConA X X 

Negri et al., 2008 Barbera hrozno drcení v tekutém dusíku, homogenizace 

s acetonem, filtrace, vysušení, extrakce, 

precipitace MeOH/aceton 

2D Quant kit 2D ELFO nLC 

MSMS 
69 

Cillindre et al., 2008 Chardonnay víno dialýza, UF 10 kDa, precipitace EtOH + 

15% TCA 
vážení lyofilizované frakce 2D ELFO Western 

Blot 
37 

Weber et al., 2009 komerční vína víno + kasein lyofilizace, 150× konc., UF 35,5 kDa, 

dialýza, lyofilizace 

X SDS-PAGE X X 

Batista et al., 2009 Arinto víno UF 3 kDa, odsolení Sephadex G-25M, 

lyofilizace, SCX LC, lyofilizace 

Lowry X X X 

Grimplet et al., 2009 Cabernet 

Sauvignon 
hrozno drcení v tekutém dusíku, fenolová 

extrakce, precipitace MeOH 
EZQ kit - fuorescence 2D ELFO MALDI 

MSMS 
1047 

Esteruelas et al., 2009 Sauvignon exp. víno dialýza 3,5 kDa, lyofilizace Bradford SEC SCX FPLC, 

SDS/NATIVE-PAGE, 

IEF 

nLC 

MSMS 

X 

Marangon et al., 2009 Semillon hrozno, víno vysolení ze vzorku o pH 5 (KOH) do 80 

% síran amonný 
RP-HPLC (TLP, Chitinasy) SDS-PAGE, LPLC, 

RP/HIC/SEC HPLC 
nLC 

MSMS 
24 

van Sluyter et al., 2009 Semillon, 

Sauvignon 

blanc 

víno PVPP čištění pH 3 (HCl), filtrace 0.2 

μm, SCX LC  

RP-HPLC CE HIC + RP HPLC nLC 

MSMS 

11 

Wigand et al., 2009 komerční vína víno dialýza 3,5 kDa, lyofilizace, PVPP 

čištění 
vážení lyofilizované frakce SDS-PAGE nLC 

MSMS 
25 

Suavage et al., 2010 Chardonnay víno bentonit, eluce LSB; fractogel + UF 

150 + 5 kDa 
Denzitomentricky 1D SDS 

PAGE (BSA), Bradford 
2D ELFO nLC 

MSMS 
14 

Giribaldi et al., 2010 Cabernet 

Sauvignon 

hrozno drcení v tekutém dusíku, extrakce tris 

thiomočovina DTT, precipitace TCA a 

acetonem 

2D Quant kit 2D ELFO nLC 

MSMS 

379/679 

Martínez-Esteso et al., 2011 Muscat 

Hamburg 
hrozno drcení v tekutém dusíku, extrakce do 

etylacetátu s EtOH, extrakcni pufr, 

extrakce Tris/fenol, precipitace 

fenolové frakce MeOH 

Bradford SCX LC nLC 

MSMS 
830 

Vincenzi et al., 2011 Manzoni 

Bianco 
exp. víno + 

meziprodukty 
dialýza + C18 nabohacení, vymrazení, 

stanovení proteinů precipitace SDS + 

KCl, rozpuštění peletů 

BCA SDS-PAGE MSMS X 

Kambiranda et al., 2013 Noble hrozno extrakce do 10 TCA s 0.07% 2-ME v 

acetonu; extrakce do fenolu sat. Tris-

HCl, precipitace 

Bradford X nLC 

MSMS 

522/352 

Mainente et al., 2014 Cabernet 

Sauvignon 

víno  PVPP čištění, SDS-KCl extrakce, TCA, 

precipitace aceton 

BCA 2D ELFO nLC 

MSMS 

23 

Vogt et al., 2016 komerční vína víno dialýza lyofilizace, extrakce, reextrakce 

do fenolu, precipitace do octanu 

amonného v MeOH 

X SDS-PAGE X X 

 

  

Pro extrakci proteinů z precipitátu z hrozna byly srovnány protokoly bez a včetně fázové 

extrakce organických látek vína do fenolu (Vincent et al., 2006). K extrakci proteinů 

z vína nebo hroznové šťávy lze použít také vysolení pomocí síranu amonného do 80 % 

nasycení (Kwon, 2004; Marangon et al., 2009). Inovativní postup zakoncentrování 

proteinů z vína pomocí adsorpce proteinů na bentonit (150 g×hl-1) s následnou elucí 

Laemliho pufrem pro SDS-PAGE popsal Sauvage et al., 2009. Tato technika umožňuje 
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po provedení elektroforetické separace a vizualizace přímé srovnání proteinových profilů 

vín při využití mililitrových objemů vzorku. Nevýhodou je její omezená účinnost pro vína 

již dříve vyčiřená bentonitem (Sauvage et al., 2009). Opačný přístup mající za cíl 

odstranit z vína malé fenolové látky díky jejich adsorpci na PVPP použili v laboratorním 

měřítku van Sluyter et al., 2009 a Mainente et al., 2014. Pro zakoncentrování proteinů 

z hrozna je dále využívána ultrafiltrace nebo přímo lyofilizace dialyzovaných vzorků 

(Tab. 4). Pro izolaci proteinů i z červených vín lze využít postupy Mainente et al., 2014 

a Vogt et al., 2016. Vybrané skupiny vinných proteinů lze efektivně izolovat také pomocí 

preparativní kapalinové chromatografie na kationtoměniči nebo koloně s reverzní fází 

(Batista et al., 2009; Marangon et al., 2009; van Sluyter, 2009).  
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5.6. Výsledky – proteiny vína 

Výsledky experimentů zabývajících se analýzou experimentálního vína 

Sauvignon blanc (vzorky A a B, Obr. 13) a ostatních vín, včetně vlivu vybraných proteinů 

na zákal vína byly publikovány Perutka et al., 2019, přílohy č. 5 a 6 této práce. Zde 

uvedené výsledky jsou shrnutím a doplněním k zmíněné publikaci, kde jsou uvedeny jako 

příloha nebo nejsou prezentovány. Na zmíněnou publikaci navázala práce charakterizující 

cysteinovou proteasu opakovaně nalezenou ve všech vzorcích vín (Perutka a Šebela, 

2020, příloha č. 7). Na základě pozvání od prof. Djuro Josice byla publikována kapitola 

zabývající se falšováním a biochemickou analýzou vína v sekci Food Safety and 

Foodomics v referenčním sborníku článků Comprehensive Foodomics (Perutka et al., 

2021, příloha č. 8). 

5.6.1. Charakteristiky porovnávaných vín 

Pro všechna studovaná vína bylo stanoveno pH a míra zákalu (Tab. 5). Po dialýze 

a ultrafiltraci byl stanoven také obsah proteinů. Změření zákalu pro vzorek čerstvé 

hroznové šťávy nebylo možné z důvodu rychlé oxidace tohoto vzorku projevující se jeho 

hnědnutím. 

 

 

Obr. 13 Porovnání původního zabarvení a průhlednosti vín B a D. 

 

 

 

 

 

 

Víno D 
Víno B 
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Tab. 5 Charakteristiky analyzovaných vzorků vín.  

Stanovené hodnoty obsahu proteinů ve víně stanovené z ultrafiltrátu pomocí měření 

s BCA a BSA jako standardem. Míra zákalu je měřena jako absorbance při 540 nm  

a výsledek teplotního testu stability vína uvedený jako změna A při 540 nm před a po 

provedení testu. 

Vzorek vína, 

odrůda hrozna 
Oblast původu 

hrozna 
 Charakteristika pH obsah 

proteinů  

[g·l-1] 

A 

540 
Heat 

test Δ 

A 540 
A - 

Experimentální 

víno, Sauvignon 

blanc 2015 

Mělčany, Jižní 

Morava, ČR 
viditelný zákal, 20 % použitého  

hrozna napadeno B. cinerea, 

zápach, nelze aplikovat bentonit, 

známá historie výroby vína a 

produkce hrozna 

2.2 0.28  
± 0.03 

0.391 0.028 

B - 

Experimentální 

víno, Sauvignon 

blanc 2015 

Mělčany, Jižní 

Morava, ČR 
experimentální víno A stařené 1 

rok, zákal, zápach 
3.3 0.27  

± 0.02 
0.362 0.031 

C - Komerční 

víno, Sauvignon 

blanc 2016 

Francie suché, bez viditelného zákalu, 

světlejší barva, bez vůně 
3.4 0.22  

± 0.01 
0.014 0.002 

D - Komerční 

víno, Ryzlink 

vlasšký,    

botrytický sběr 

2015 

Horní Věstonice, 

Jižní Morava, 

ČR  

sladké, bez viditelného zákalu 3 0.24  
± 0.01 

0.019 0.006 

E - Komerční 

víno, Ryzlink 

vlasšký,     

pozdní sběr 2015 

Perná, Jižní 

Morava, ČR 
suché, bez viditelného zákalu, 

intenzivní žlutooranžová barva, 

výrazná vůně 

3.3 0.27  
± 0.01 

0.023 0.003 

F - Komerční 

víno,     Ryzlink 

vlasšký,                    

pozdní sběr 2014 

Svatobořice-

Mistřín, Jižní 

Morava, ČR 

suché, bez viditelného zákalu, 

nevýrazná barva 
3.4 0.29  

± 0.02 
0.014 0.002 

G - Mladé víno,             

Irsay Oliver 

2018 

Rajhradice, Jižní 

Morava, ČR 
bez viditelného zákalu, sladké, 

neošetřeno bentonitem 
3.3 0.13  

± 0.01 
0.092 0.011 

H - Hroznová 

šťáva 2018 
Jižní Morava, 

ČR 
připraveno lisováním ze stolního 

hrozna 
3.2 0.11  

± 0.01 
X X 

Komerční víno, 

Ryzlink vlašský 

2016 

Velké Pavlovice, 

Jižní Morava, 

ČR 

suché, bez viditelného zákalu 3.3 0.58  
± 0.03 

0.015 0.001 

 

Pozn.: Historie vzorku vína A. Hrozno bylo sklizeno na konci suchého období během 

jehož konce se vyskytl silný dešť. Pro výrobu vína bylo použito 20 % hrozna viditelně 

napadeného B. cinerea. Před lisováním byl rmut ponechán 15 h stát. Poté byl přidán 

disiřičitan draselný do koncentrace 50 mg·l-1. Následně byl odstraněn sediment a byly 

naočkovány kvasinky. Jako výživa pro kvasinky byl přidán sulfát amonný. Fermentace 

probíhala 8 týdnů.  
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Proteinové profily byly získány pro všechna vína po rozdělení jejich ultrafiltrátů SDS-

PAGE. Následně byly proteiny identifikovány tandemovou hmotnostní spektrometrií. 

Pro všechny vzorky vín i hroznové šťávy bylo identifikováno mezi 9–28 proteiny viz 

příloha č. 6. Proteinový profil vín vz. C, E a F zobrazen na obr. 14. 

 

Obr. 14 Proteinový profil koncentrátů vína. SDS-PAGE vzorků vín C, E, F po dialýze a 

zakoncentrování ultrafiltrací. Na gel naneseno 20 μg vzorků. Vyobrazeno rozdělení na 

proteinové pásy 1–12 dále použité pro analýzu hmotnostní spektrometrií. 

 

Ze vzorku vína G byly pomocí gelové filtrace izolovány frakce proteinů V. vinifera dle 

jejich AK sekvencí bohatých na prolin: invertasa (gi|225466093, 6,5 % Pro), frakce 

„thaumatin-like“ proteinů (gi|7406716 a gi|147785114, 7.1 % a 5,0 % Pro), cysteinová 

proteasa (gi|297740510, 9,8 %) viz příloha č. 6. Tyto frakce byly následně přidány k jinak 

stabilnímu vínu ryzlink vlašský 2016 přídavkem 50 µg·ml-1  

a znovu byl proveden test teplotní stability. Změna absorbance při 540 nm následně 

odpovídala nárustu o cca 6 % po přidání proteasy, 4 % v případě invertasy a 16 % po 

přidání frakce „thaumatin-like“ proteinů. Absolutní změna A540 po provedení testu 

teplotní stability nikdy nepřekročila 0,02 vůči samotnému původnímu vínu. 

5.7. Cysteinová proteasa vína 

 Studie prováděné na proteinech původem z hrozna přetrvávajících i ve víně se 

věnují omezené skupině dle MW relativně malých zastupců chitinas, TLP, případně LTP 

souvisejících se zákalem (Ferreira et al., 2001; Marangon et al., 2009). Výsledky 

proteomických analýz vzorků bílých vín ukazují, že cysteinová proteasa (CYSP, 
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gi|297740510 a odpovídající delší sekvence XP_002266308 obsahující navíc 

propetidovou a inhibiční doménu na N-konci proteinu) původem z hrozna 

s předpokládanou MW 41 kDa byla detegovatelná ve všech vzorcích bez ohledu na 

odrůdu a stáří. Teoretická MW CYSP neodpovídá hodnotám stanovených SDS-PAGE 

pro extrakty z vín zobrazující odpovídající proteinový pás v oblasti okolo 200 kDa. Stejná 

hodnota MW pro CYSP byla zjištěna i při izolaci proteinových frakcí z vína za účelem 

testování jejich vlivu na stabilitu a zákal. Pro další charakterizaci proto byla CYSP 

izolována z mladého vína odrůdy Irsay Oliver. Purifikace CYSP zahrnovala dialýzu a 

ultrafiltraci vína a následnou separaci proteinového koncentrátu pomocí gelové 

permeační chromatografie při nízkém tlaku na koloně naplněné Sephacrylem S‐300 HR 

(50×2,5 cm, GE Healthcare, Upsalla, Švédsko). Při této chromtografické separaci byla 

CYSP koeluována s asparaginasou původem z kvasinek (vypočtená MW 35 kDa bez 

signálního peptidu, gi|767254761) v čase odpovídající molekulám vetším 200 kDa. Toto 

zjištění potvrzovalo předešlý experiment využívající menší kolonu a vyšší tlak (Perutka 

et al., 2019). Asparaginasa a CYSP byly následně vzájemně odděleny metodou 

chromatofokusace na koloně Mono P HR 5/20 (GE Healthcare). Stanovená hodnota pI 

3,6 pro CYSP se shodovala s teoretickými údaji pro aktivní sekvenci proteasy bez 

propeptidu a inhibiční domény. Po naštěpení trypsinem a chymotrypsinem byla sekvence 

CYSP potvrzena pomocí nLC ESI MSMS (Obr. 15).  
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Obr. 15 Proteinová sekvence CYSP z vína 

(XP_002266308, NCBInr). Modře je vyznačeno místo možné N-glykosylace na 

Asn232. Signální sekvence propeptidu je označena kurzívou šedě. Zeleně je vyznačena 

sekvence inhibiční domény. Podtržená část sekvence odpovídá regionu funkční domény 

C1 proteas podobných papainu (pfam00112). Červeně je vyznačena část sekvence 

přečtené pomocí nLC MSMS po naštěpení CYSP v roztoku trypsinem a 

chymotrypsinem. Tyrkysovou je označen úsek granulinové domény (smart00277), 

kterému předchází oblast bohatá na Pro. 

Izolace a důkaz proteolytické aktivity neznámé Cys-proteasy s MW 128 kDa původem 

z hrozna již byla popsána Expósito et al., 1991. Pro CYSP byla stanovena specifická 

aktivita k redukovanému a alkylovanému BSA po 18 hodinovém štěpení v mravenčanu 

amonném o pH 3,0 při 37 °C. Množství nehydrolyzovaného BSA zbylého ve směsi bylo 

stanoveno denzitometricky po provedení SDS-PAGE a obarvení gelu. Specifická aktivita 

CYSP izolované z vína k BSA byla vypočtena na 0,2 nkat·mg−1. Podobné hodnoty bylo 

dosaženo při použití stejného postupu také pro CYSP izolovanou z kvasného vinného 

octa (Rakotonaina, 2020). Přítomnost peptidů odpovídajících CYSP byla již dříve 

zaznamenána ve víně i v octu (Di Girolamo et al., 2011, Jaeckels et al., 2017). 

Specifičnost CYSP byla zjištěna po nLC MALDI MSMS analýze produktů štepení směsi 

proteinových standardů a proteinů extrahovaných z jader ječmene. Štěpení CYSP je 

nespecifické a nejvíce preferovanými AK na P1 pozici jsou Arg (21–25 %), Lys (17-26%) 

a Leu (15-20%). Nespecifičnost a vznik produktů štepení již po 10 min inkubaci byly 

zaznamenány sledováním vzniku štěpných peptidů pomocí MALDI MS ze vzorků CYSP 

aplikované k polypeptidovým standardům. Dle výsledků sekvenční analýzy CYSP 

pomocí trypsinu a chymotrypsinu nelze potvrdit přítomnost N-koncové inhibiční ani 

granulinové domény před C-koncem AK sekvence. Přítomnost granulinové domény 

umožňující agregaci a vznik oligomeru CYSP by se dala předpokládat na základě 

podobnosti k charakterizované RD-21 protease z A. thaliana a mohla by vysvětlovat 

zaznamenanou MW (Yamada et al., 2001). Pro CYSP lze předpokládat obsazené 

glykosylační místo N232, protože nebyly zaznamenány žádné peptidy obsahující tento 

úsek sekvence. Absenci inhibiční domény prokázala Rakotonaina, 2020, když detegovala 

CYSP jako gi|297740510 a peptidy odpovídající inhibitoru Cys-proteas gi|296083924 

neshodující se s inhibiční sekvencí CYSP. Pravděpodobná přítomnost CYSP spolu  

s proteinem gi|296083924 byla potvrzena provedením nativní PAGE. Vazba CYSP a 

inhibitoru byla uvolněna v redukčním prostředí a při SDS-PAGE bylo možné pozorovat 
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a identifikovat oba proteiny odděleně v oblastech 200 kDa pro CYSP a 11 kDa 

odpovídající MW inhibitoru (Rakotonaina, 2020). 

5.8. Diskuse – proteiny vína 

Na základě srovnání proteinových profilů vzorků experimentálního vína se 

zákalem (vz. A a B) a botrytického vína D bylo nalezena shoda na výrazně redukovaném 

množství malých PR-proteinů. Malý počet PR-proteinů a minimální signál na SDS-

PAGE gelu byl pozorován i pro vzorek vína F vyznačující se nevýraznou barvou. Ve 

všech těchto případech byla jako marker přítomnosti B. cinerea identifikovaná lakasa 2 

(gi|15022489). Obsah proteinů ve všech srovnávaných vínech dosahoval 200-300 mg·l-1, 

což odpovídá bežným hodnotám (Pocock et al., 2007). Nižší obsah proteinů v extraktu 

z hrozna G a mladém víně H pravděpodobně souvisí s ručním zpracováním hrozna, když 

většina proteinů nacházejících se ve slupce nebyla do vína extrahována (Wigand et al., 

2009). Výrazně vyšší kyselost byla zaznamenána pro experimentální zakalené víno A,  

u kterého byl již při filtraci pozorován vznik krystalků organických kyselin na filtru. 

Popsaná nízká účinnost aplikovaného bentonitu souvisí s množstvím aplikovaného SO2. 

Pro zabránění rozšíření infekce B. cinerea je dosažené množství SO2 odpovídající 50 

mg·l-1 nedostatečné a růst patogena a aktivitu jeho produktů zcela neinhibuje (Marchal et 

al., 2006). Polysacharidy produkované B. cinerea následně znesnadňují filtraci a čiření 

vína (Francioli et al., 1999). Jako projev plísně lze označit také nizký obsah malých PR-

proteinů v oblasti 20-30 kDa na SDS-PAGE gelech. Tyto proteiny bežně poskytují 

nejintenzivnější signály a jsou ve víně z odrůdy Sauvignon blanc čiřených bentonitem 

nejazastoupenější (Esteruelas et al., 2009). K redukci množství PR-proteinů vína 

nepochyně přispěly i hydrolasy produkované B. cinerea. Předpokládán je příspěvek 

proteas (gi|154310457, gi|154320662, gi|347833309). Výrazného snížení obsahu PR-

proteinů ve víně lze dosáhnout aplikací vysokých dávek bentonitu. Odstranění TLP je 

však dle studie Sauvage et al., 2010 možné maximálně z 80 % jejich celkového obsahu. 

Proteiny původem z plisně byly po elektroforetické separaci identifikovány v oblastech 

vyšších MW pro vzorek A (glykosidasa gi|347835718 a Ser-proteasa gi|347833309)  

a lze předpokládat jejich glykosylaci. Pro rozrušení rostlinné buněčné stěny může sloužit 

identifikovaná celulasa (gi|48093959). Projevem nežádoucí infekce patogenu na hroznu 

by mohl být rostlinný protein podobný stellacyaninu (gi|225445553 nebo gi|147780459) 

objevující se pouze u vzorků vína s nežádoucí botrytidou. Ve vzorku dezertního 

botrytického vína D nebyl tento protein zaznamenán. Kontrolovaný růst a aktivita B. 
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cinerea jako ušlechtilé plísně, tak sice také značně redukuje množství rostlinných PR-

proteinů (vzorek D, příloha č. 6), ale mechanismus vzájemné intereakce mezi rostlinou  

a plísní může být odlišný. Zvýšená exprese genu pro „stellacyanin-like“ protein byla 

zaznamenána na listech pepře při růstu patogena Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria 

(Jung a Hwang, 2000). Stellacyanin jako dvouelektronový přenašeč by mohl být zapojen 

do oxidačních procesů úpravy buněčné stěny rostliny v reakci na přítomnost patogenu 

(Meng et al., 2016). V systému obsahujícím lakasu se nabízí inhibiční působení 

stellacyaninu omezující radikálovou polymerizaci produktů lakasy a jejich interakci 

s dalšími rostlinnými strukturami (Yang et al., 2020). Nekontrolovaný růst B. cinerea a 

kompetice o živiny s kvasinkami by mohl být vysvětlením neobvykle dlouhé doby 

fermentace experimentálního vína. Dokladem zpomaleného metabolismus kvasinek 

v důsledku nedostatku živin je přítomnost asparaginasy (gi|323346853). Přechod od 

aerobního k anaerobnímu růstu lze dokládat identifikovanými proteiny spojenými právě 

s těmito procesy, jako je mannoprotein Tir4 (gi|323352383, Abramova et al., 2001), nebo 

glykoprotein buněčné stěny Wsc4 (gi|768812869, Verna et al., 1997). Změna 

v senzorickém profilu vína může být způsobena aktivitou nalezené fosfolipasy B 

z kvasinek (gi|323336225) nebo aktivitou peroxidasy gi|359478431 původem z V. 

vinifera. Producentem vína zaznamenaná nízká účinnost až nefunkčnost bentonitu 

k potlačení zákalu vína A může souviset také s velmi nízkým pH tohoto vzorku (Dordoni 

et al., 2015). K rozšíření plísně nepochybně výrazně napomohlo počasí během posledních 

dní před sběrem hrozna, kdy byl zaznamenán silný déšť po předchozím velmi suchém 

období. Po přidání izolovaných frakcí obsahující invertasu, TLP nebo thiolovou proteasu 

do jinak teplotně stabilního bílého vína nebyl pozorován vznik nestability. Vybrané 

proteiny vína, všechny bohaté na prolin, proto nelze označit jako primární zdroj zákalu 

analyzovaného experimentálního vína.  
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6. PŘEHLED POUŽITÝCH METOD 

6.1.  Využití pseudotrypsinu pro identifikace jaderných proteinů 

6.1.1. Příprava pseudotrypsinu 

Výchozím materiálem pro přípravu ψ-trypsinu byl hovězí trypsin (MP 

Biomedicals, SantaAna, USA). Lyofilizovaný protein 425 mg byl rozpuštěn v 85 ml 

20mM hydrogenuhličitanu amonného (Ambic). Po rozpuštění bylo ihned přidáno 2,2 ml 

10mM TPCK v ethanolu inhibujícího kontaminující chymotrypsin. Suspenze byla 

promíchána a po dobu 30 min při 37 °C probíhala inkubace. Následně byl obsah kádinky 

dialyzován proti 3 l 0,1 % kys. mravenčí (FA). Dialýza probíhala 48 h při 4 °C. Dialyzační 

roztok FA byl měněn za čerstvý poprvé po 3 h a následně 2× po 15 h. Objem dialyzátu 

byl zredukován na 40 ml pomocí ultrafiltrace v míchané cele Amicon 8200 (200 ml) za 

použití 10 kDa „cut-off“ membrány (Merck Millipore, Bedford, USA). Pro autolýzu 

samotného trypsinu byl vzorek pomocí dialýzy proti 20 mM Ambic převeden do 

bazického prostředí. Dialýza při 4 °C trvala 16 h ve 3 l pufru, přičemž výměna pufru 

proběhla po prvních 3 h. K dialyzované roztoku byl přidán 0,5M CaCl2 do výsledné 

50mM koncentrace a pH vzorku upraveno pomocí 2M NaOH přesně na hodnotu 8,0 a 

vzorek byl promíchán. Inkubace vedoucí k autolýze trypsinu byla prováděna při 25 °C 

přes noc (16 h). Po autolýze bylo sníženo pH roztoku na 7,0 přidáním 1M Tris-HCl (pH 

7,0) do výsledné 50mM koncentrace a přidán TLCK do obsahu 7,5 mg na 100 mg 

výchozího trypsinu. Roztok byl promíchán a ponechán stát 105 min. Následovala 48h 

dialýza proti 0,1% FA jak je uvedeno výše. Dialyzovaný vzorek byl následně ředěn 1:1 

100 mM Tris-HCl o pH 7,1 obsahující 20mM CaCl2 a ultrafiltrací zahuštěn z 90 ml na 40 

ml, následně byl tento krok opakován při použití 50mM Tris-HCl pufru (pH 7,1) a objem 

autolyzátu byl zmenšen na výsledných 18,5 ml při pH 7,1. Alikvoty po 2 ml (0,5-1,7 

mg·ml-1) byly zamrazeny. 

6.1.2. Izolace ψ-trypsinu  

Separace produktů autolýzy trypsinu byla prováděna na koloně HemaBio 1000SB 

(7,5×250 mm, Tessek, Praha, ČR) a chromatografickém systému Biologic DuoFlow (Bio-

Rad, Hercules, USA), podle upraveného postupu Dyčka et al., 2015. Na kolonu 

ekvilibrovanou 50 mM Tris-HCl s 10 mM CaCl2 (pH 7,1) byly dávkovány 2 ml alikvoty 

pomocí nanášecí smyčky a 150 min trvající separace probíhala isokraticky za využití 

stejného pufru a průtoku 1 ml·min-1. Po spuštění separace byl vzorek mezi 2–4 min 
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nanášen na kolonu, od 4. minuty probíhala separace. Promývací krok mezi jednotlivými 

chromatografickými běhy nebyl potřeba. Průběh separace byl monitorován pomocí UV-

VIS detektoru při sledováním absorbance při 214 a 280 nm  

a vodivostní cely. 

Pro izolaci ψ-trypsinu byla využita i kolona UNO-S12 (15×68 mm, Bio-Rad, USA). 

Celková doba chromatografického runu byla 75 minut při průtoku 2 ml·min-1. Doba 

samotné separace při lineárním gradientu 1M NaCl v 50mM Tris-HCl s 10 mM CaCl2 

pufru (pH 7,1) od 0 do 30 % byla 45 minut. Následovalo skokové navýšení obsahu NaCl 

na 100% mobilní fáze na 5 min pro vymytí kolony. Mezi jednotlivými 

chromatografickými běhy nebyl použit další promývací krok. Alternativně byla testována 

separace stejně připraveného autolyzátu trypsinu pomocí menších 1 ml kolon MonoS5 

(Pharmacia, Stockholm, Švédsko) a UnoS1 (Bio-Rad) spojených za sebou. Všechny 

chromatografické separace probíhaly za stálé teploty při chlazení mobilních fází a kolony 

na 4 °C. 

Frakce odpovídající jednotlivým eluovaným píkům byly manuálně sbírány, dialyzovány 

48 h proti 0,1 % FA a pro další použití koncentrovány pomocí ultrafiltrace na 10 kDa 

„cut-off“ membráně (viz. Příprava pseudotrypsinu). Poté byl v jednotlivých frakcích 

stanoven obsah proteinů metodou využívající kyselinu bicinchoninovou (BCA) za využití 

BSA a hovězího trypsinu jako standardů (Smith et al., 1985). Pro stanovení ve vzorcích 

o malém objemu a předpokládaném nízkém obsahu proteinů bylo použito kapkového 

spektrofotometru („nanodrop“). Takto byla stanovena absorbance při 280 nm a následně 

vypočten obsah proteinů pomocí molárního extinkčního koeficientu pro trypsin 37560 

dm³·mol⁻¹·cm⁻¹ a MW 23 300 Da.  

Obsah získaných frakcí byl po zakoncentrování analyzován pomocí MALDI TOF 

MS. Metodou dvojité vrstvy bylo na MALDI terčík „steel target“ 96 (Bruker Daltonics, 

Brémy, Německo) naneseno nejprve 0,5 µl saturovaného roztoku SA v ethanolu  

a ponecháno zaschnout. Na připravenou vrstvu bylo dále aplikováno 0,5 μl popř. 1,0 μl 

vzorku a 0,5 µl SA rozpuštěné v TA30 (roztok 0,1% kys. trifluoroctové (TFA), smíchané 

s čistým acetonitrilem (ACN) v poměru 70:30). Pro kalibraci přístroje byl použit 

proteinový standard 1 (Bruker Daltonics) nanesený na terčík stejným způsobem jako 

vzorky. Po zaschnutí byly vzorky analyzovány v lineárním módu na spektrometru 

Microflex LRF (Bruker Daltonics). Pro měření spekter intaktních proteinů bylo toto 

nastavení; akcelerační napětí: 20.0 kV, napětí pro extrakci: 18,3 kV; napětí na čočkách 

7,6 kV; napětí na detektoru 1680 V; zpoždění iontové extrakce: 1000 ns. Spektra byla 
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získana akumulací signálu po 500 výstřelech laseru s frekvencí 60 Hz. Přístroj byl 

ovládán pomocí softwaru flexControl a data zpracována v nástroji flexAnalysis 3.3 (vše 

Bruker Daltonics). Nastavení pro MALDI TOF analýzu na přístroji ultraflextreme 

(Bruker) bylo následující: rozsah měření 5 – 50 000 Da, Digitizer: 4,00 GS/s; Detector 

Gain: 50x lineární mód, 3696 V, napětí na iontovém zdroji IS1 – 20 kV, IS2 – 18,7 kV, 

napětí na čočkách – 5,98 kV. Jako externí kalibrační standard byl použit protein 

calibration Mix1 5,700-17,000 Da (LaserBio Labs, Valbonne, Francie). 

 6.1.3. Srovnání štěpění pseudotrypsinu a trypsinu pomocí MALDI TOF MS 

Srovnání relativní účinnosti štěpení připraveného ψ-trypsinu, rafinosou 

modifikovaného hovězího trypsinu (RafBT, Šebela et al., 2006) a komerčních preparátů 

byly provedeno srovnáním ploch izotopových píků spektra vybraných peptidů BSA. 

K tomuto účelu byly připraveny 20 pmol vysušené alikvoty dialyzovaného BSA po 

redukci DTT a alkylaci IAA. Jako interní standard byl připraven digest 20 pmol BSA s 50 

ng RafBT štěpený v 20 mM AMBIC rozpuštěném ve vodě obsahující pouze 18O. Štěpení 

probíhalo 16 h při 37 °C a bylo ukončeno přídavkem 10% FA. Stejným způsobem byly 

připraveny digesty BSA se všemi trypsiny v běžném pufru. Celkový objem digestu po 

okyselení činil 20 μl. Před měřením byl ve shodném molárním poměru, vztaženo 

k výchozímu obsahu BSA, smísen digest interního standardu s digestem v běžném pufru. 

Poté bylo na na MALDI terčík nakápnuto 0,5 μl směsi. Takto bylo připraveno vždy 5 

směsných vzorků vybraného trypsinu a značeného standardu. Každý vzorek byl nanesen 

3× na MALDI terčík MSP AnchorChip 96 (Bruker Daltonics) a každý spot byl 3×změřen 

při akvizici 400 spekter s rozsahem m/z 500-4000. Jako matrice byla použita CHCA 5 

mg·ml-1 v TA70. Získaná spektra byla zpracována softwarem flexAnalysis 3.4, kdy byla 

automaticky integrovány plochy jednotlivých píku a zaznamenány hodnoty m/z a 

intenzity. Množství jednotlivých peptidů (mpep) vzhledem k standardu značeného 

peptidu (mISTD), bylo vypočteno jako poměr plochy neznačeného peptidu (Spep a 

součtu dekonvulovaných ploch píků obsahující 18O značené formy stejného peptidu.  

Množství vybraného peptidu (mpep) bylo vypočteno z množství 18O-značeného 

standardu (mistd) a poměru plochy monoizotopového píku neznačeného peptidu (Spep) 

a součtu ploch monoizotopových píků obsahující 1 případně 2 18O atomy (Havliš et al., 

2003). Výpočet byl proveden dle vzorce na obr. 15, kde Spep, Ssingle, Sdouble značí 

plochy izotopových píků m/z peptidu, m/z +2 Da Ssingle a pro Sdouble m/z + 4 Da. 

Koeficienty izotopového zastoupení f3 a f5 se vztahují právě k píkům Ssingle a Sdouble, 
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tedy 3. a 5. monoisotopovému píku daného peptidu a byly vypočteny pomocí nástroje 

MS-Isotope ze sady Protein Prospector software dostupného na http:// 

prospector.ucsf.edu. 

𝒎𝑝𝑒𝑝 =  
𝑺𝑝𝑒𝑝

𝑺𝑑𝑜𝑢𝑏𝑙𝑒 + 𝑺𝑠𝑖𝑛𝑔𝑙𝑒 × (1 − 𝑓3) + 𝑺𝑝𝑒𝑝 × (𝑓32 − 𝑓5 − 𝑓3)
 × 𝒎𝑖𝑠𝑡𝑑 

Obr. 15 Rovnice výpočtu množství peptidu mpep na základě znalosti izotopového rozdělení  

a množství použitého 18O-značeného interního standardu mistd.  

6.1.4. Příprava extraktů proteinů z jader ječmene 

Pro stanovení specifičnosti štěpení ψ-trypsinu byly využity komplexní vzorky 

proteinů extrahovaných z 5 milionů jader ječmene izolovaných průtokovou cytometrií 

a poskytnutých kolegy z Ústavu experimentální biologie AV Olomouc (Petrovská et al., 

2014). Nejprve byla jádra převedena z 15 ml zkumavek oplachem 100 µl vodou 

s následnou centrifugací do 1,5 ml mikrozkumavek. Dále byl sediment jader promyt 

2×100 µl vody. Přidáno bylo 50 µl pufru pro štěpení DNasou1 (20 mM Tris-HCl pH 8,3, 

2 mM MgCl2). Opakovaným pipetováním a krátkou sonikací byl sediment rozmělněn. 

Následně byl vzorek inkubován 5 h při 70 °C a třepání na 900 rpm k rozvolnění příčných 

vazeb vytvořených formaldehydem před izolací jader. Po inkubaci byl vzorek ponechán 

ochladit a bylo přidáno 10 µl DNasy1 a vzorek byl promíchán pomalým pipetováním. 

Vzorek byl ponechán 1 h inkubovat při 37 °C bez míchání. Po 1 h bylo přidáno dalších 

10 µl DNasy1 a vzorek promíchám opakovaným nasáváním do pipetovací 200 µl špičky. 

Následovala inkubace přes noc při 37 °C bez třepání. Poté byly vzorky promíchány 

vortexováním, ochlazeny na ledové lázni a přes noc precipitovány přídavkem 400 µl 

vychlazeného acetonu v mrazáku (-20 °C, 16 h). Precipitované vzorky byl centrifugovány 

při 20 000 g 10 min při 4 °C. Získané sedimentybyly rozpuštěny ve 20 µl 2× konc. 

Laemmliho vzorkového pufru (2XLSB), proběhla sonikace 15 min a promíchání na 

vortexu. Pro SDS-PAGE byly vzorky povařeny 5 min při 100 °C, ochlazeny na ledové 

lázni, centrifugovány a supernatant nanesen na gel. 

6.1.5. SDS-PAGE 

Extrahované proteiny rozpuštěné v 2XLSB byly rozděleny pomocí SDS-PAGE 

při použití nádobky Mini-Protean (Bio-Rad). Separace probíhala na připraveném 

vlastním gelu o rozměrech cca 80×65×1 mm a celkovém obsahu 10 % akrylamidu v dělící 

části a 4 % v části zaostřovací. Elektroforéza probíhala při konstantním napětí 130 V  

a byla ukončena při doputování barevného pásu bromfenolové modři z Laemmliho pufru 
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k dolní hraně skla. Gely byl barveny roztokem Coomassie Briliant Blue R-250 (3 g×litr 

10% MeOH a 10% kys. octová (HAc) přes noc. Odbarvení pozadí gelů bylo prováděno 

přes noc roztokem 5 MeOH a 7% HAc). Následně byly gely promyty destilovanou vodu 

a skenován obraz (ImageScanner, Amersham Biosciences, Uppsala, Švédsko). 

6.1.6. Štěpení proteinů v gelu a odsolení peptidů 

Separační dráhy proteinů z jednotlivých vzorků na gelu byly rozděleny na 

navazující úseky, typicky 10–15 frakcí/vzorek, které byly vyřezány skalpelem  

a zpracovány. Vyřezané proteinové pásy byly rozkrájeny na přibližně 1 mm3 kostičky  

a přeneseny do 0,5 ml mikrozkumavky. Dále bylo přidáno 150 µl vody (čistota pro MS), 

gelové kousky byly 5 min rehydratovány a centrifugovány na dno a roztok vyměněn za 

odbarvovací směs ACN a 200 µl 100 mM AMBIC (1:1,v/v). Mikrozkumavky se vzorky 

byly třepány 15 min při 600 rpm při 25 °C. Roztok byl následně odpipetován. V případě 

přetrvávajícího zabarvení gelových kousků byl tento krok opakován. Po odbarvení bylo 

přidáno 200 µl čistého ACN a vzorky třepány při 800 rpm po dobu 20 min. Všechen 

roztok byl po centrifugaci odstraněn a gelové kousky ponechány doschnout v otevřených 

mikrozkumavkách. Následně bylo přidán 80 µl 10 mM DTT a vzorky umístěny do 

míchaného termostatu na 30 min, 56 °C, 600 rpm. Po inkubaci byly vzorky ochlazeny na 

ledu, centrifugovány a odpipetován zbývající roztok. Následně byly gelové kousky 

dehydratovány čistým ACN viz. výše. K vysušeným gelovým kouskům bylo přidáno 80 

µl 55 mM IAA. Míchání s IAA trvalo 20 minut při 25 °C ve tmě. Následně byl zbylý 

roztok z mikrozkumavek odpipetován a přidáno 200 µl 100 mM AMBIC pro vymytí 

zbytku použitých činidel. Po 15 minutách třepání při 600 rpm a 25 °C byl všechen roztok 

odstraněn a gelové kousky dehydratovány pomocí přidání ACN a vysušeny. Poté byl do 

každé mikrozkumavky, umístěných na ledu, přidán 2 µM roztok RafBT v 50 mM 

AMIBIC v objemu mírně překrývajícím gelové kousky na dně mikrozkumavek, vzorky 

promíchány a jemně centrifugovány. Po 20 minutách inkubace byl zkontrolován obsah 

zkumavek, případně byl doplněn roztok RafBT tak, aby tímto roztokem nasáklé gelové 

kousky byly ponořeny. Po dalších 20 min bylo přidáno 30 µl 50 mM AMBIC, vzorky 

promíchány, centrifugovány a umístěny do termostatu vyhřátého na 37 °C. Inkubace 

probíhala přes noc (18 h) za stálého míchání 500 rpm. Všechny kroky, kromě centrifugace 

a inkubace zavřených mikrozkumavek byly prováděny v laminárním boxu se zapnutou 

vnitřní cirkulací vzduchu. Štěpení bylo ukončeno přídavkem směsi 5% FA s ACN 

v objemovém poměru 1 k 2, běžně v objemu 50 µl a vzorky byly intenzivně míchány 20 
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min při 25 °C. Poté byl obsah mikrozkumavek centrifugován na dno, všechen roztok 

přenesen do čistých mikrozkumavek a odpařen při 45 °C ve vakuové centrifuze. 

6.1.7. Odsolení vzorků před nLC MSMS analýzou 

Peptidové odparky byly rozpuštěny v 0,1% TFA a odsoleny pomocí C18 ZipTip 

špiček s 0,6 µl sorbentu (Merck Millipore) podle návodu výrobce. Peptidy eluované ze 

ZipTip špiček byly odpařeny a poté rozpuštěny v 15 µl 0,1% TFA a použity pro nLC 

MSMS analýzu. K lepšímu rozpuštění odpařených vzorků byla využita ultrazvuková 

lázeň, kam byly vzorky na 3 min ponořeny a poté opakovaným nasáváním do 10µl špičky 

promíchány pipetou. 

6.1.8. nLC MALDI TOF-TOF MSMS analýza peptidů 

Separace odsolené peptidové směsi byla prováděna automaticky na Dionex 

UltiMate3000 RSLC systému vybaveném C18 předkolonou (100 μm×20 mm, C18 

Acclaim PepMap100 5 μm, Thermo Fisher Scientific) a C18 analytickou kolonou (75 

μm×150 mm, C18 Acclaim PepMap100 2 μm, Thermo Fisher Scientific) spojeném 

s automatickým sběračem frakcí Proteineer fc (Bruker Daltonics). Alikvot vzorku  

o objemu 5 µl byl nanesen na předkolonu v době 5 min. Pro nanesení vzorku byla použita 

metoda „microliter-pickup“, kdy bylo před a po nasátí vzorku do nástřikové smyčky (20 

µl) nasáto injektorem LC systému 5 µl 0,1 % TFA. Složení mobilních fází: nanášení 

vzorku na předkolonu – 0,05 % TFA s 2 % ACN; separace, mobilní fáze A (MF A) – 

0,05 TFA %, B – 0,05 % TFA v 80 % ACN (MF B). Separace přes analytickou kolonu 

při průtoku 300 nl·min-1 probíhala podle následující gradientu: 0–7 min 4% MF B, 7– 5 

min do 60% MF B, 45–48 min do 90 % MF B, 48–59 min při 90% MF B, 59–70 min 

pokles do 4 % MF B. Mezi jednotlivými analýzami byl za každou separací zařazen 20 

min ekvilibrační krok při průtoku 4 % MF A. Sběr peptidových frakcí a jejich automatické 

nanášení na MALDI terčík AnchorChip 384 (Bruker Daltonics) probíhalo od 20. min 

separace po 17 s intervalech. Celkem bylo posbíráno vždy 120 navazujících frakcí. Eluát 

byl před nanesením na terčík automaticky smísen s matricí (cca 40 nl vzorku + 380 nl 

matrice). Složení použitého roztok matrice pro vzorky: 36 μl nasyceného roztoku CHCA 

v 0,1% TFA s 90 % ACN, 8 μl 10% TFA, 8 μl 100mM NH4H2PO4, 748 μl 0,1 % TFA 

s 95 % ACN. Pro externí kalibraci byla připravena obdobná směs obsahující 748 μl 0,1 

% TFA s 85 % ACN namísto 0,1% TFA s 95 % ACN. Z této matrice byl odebrán alikvot 

150 µl a smísen s 1 μl peptidového kalibračního standardu 1 připraveného podle pokynů 

dodavatele (Bruker Daltonics). Po krátkém promíchání bylo 0,5 μl kalibrační směsi 
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manuálně nakapáno na kalibrační pozice na destičce. Chromatografická separace peptidů, 

záznam absorbace při 214 nm a dávkování na MALDI terčík bylo řízeno přes software 

HyStar 3.2 (Bruker Daltonics). Nasledná analýza připravených terčíků se vzorky a 

standardy pomocí MALDI-TOF/TOF MSMS přístrojem ultraflextreme, Bruker 

Daltonics) byla prováděna v automatickém módu s následujícími parametry: měření 

prekurzorů v rozsahu m/z 800 – 4000, akumulovány spektra s 2500 výstřely laseru, 

minimální intenzita signálů pro fragmentaci větší než 800 při poměru signál/šum větší 7. 

Frekvence pulsu laseru v MS módu 2000 Hz, v MSMS módu 1000 Hz, při LIFT 

fragmentaci analyzovány pouze fragmenty vybraných prekurzorů při 4000 laserových 

pulsech, neměřeny znovu MS spektra. Přístroj byl ovládán pomocí softwaru flexControl 

3.4 a WarpLC 1.3 (Bruker Daltonics). Data byla prohledána nástrojem ProteinScape 3.1 

(Bruker Daltonics) s algoritmem Mascot proti vybrané databázi a volitelných 

parametrech měření a vyhodnocení. MALDI MSMS spektra byla alternativně 

prostřednictvím tohoto nástroje exportována do souboru s formátem mgf („mascot 

generic format“) souboru a prohledána softwarem PEAKS Studio 8 (Bioinformatics 

Solutions, Waterloo, Kanada). 

6.1.9. nLC ESI qTOF MSMS analýza peptidů 

Analýza odsolených peptidových směsí pomocí nLC ESI q-TOF systému byla 

provedena za podmínek a nastavení detailně popsaném v Petrovská et al., 2014, kdy však 

také byla použita metoda nanášení vzorku na kolonu pomocí techniky „microlitre-

pickup“ a pro měření bylo využito vždy 5 µl vzorku. Analýzy provedl Mgr. René 

Lenobel, Ph.D. Poskytnutá data ve formátu mgf byla zpracována pomocí zmíněných 

nástrojů.  

6.2.  Extrakce proteinů z trávící šťávy D. capensis 

Trávící tekutina rosnatky kapské byla sbírána kolegy po indukci její sekrece 

aplikací 20 μl 2 mM JA na povrch pastí. Po 24 h byly vždy odstřihnuty 3 pasti každé 

rostliny, z celkem 5 rostlin, a postupně ponořeny do 4 ml 50 mM acetátu sodného na 3 

min. Získaný vzorek byl tedy směsí exudátu z 15 pastí (Krausko et al., 2017). Pro extrakci 

proteinů byly použity alikvoty 100 µl odebraného vzorku, které byly koncentrovány 

odpařením téměř dosucha ve vakuové centrifuze při 45 °C. Vzniklý lepkavý pelet byl 

rozsuspendován v 2XLSB. 
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6.3. Zpracování vína a extrakce proteinů 

 Elektroforéza SDS-PAGE, zpracování gelů a nLC MALDI-TOF/TOF MSMS 

analýza probíhaly podle postupů popsaných v kapitole o pseudotrypsinu. 

6.3.1. Koncentrování proteinů vína zahuštěním na RVO 

Alikvot 200 ml vychlazeného (4 °C) vína A se zákalem byl zfiltrován přes 

celulosový filtr Whatman Grade 4. Filtrát byl poté zkoncentrován na objem 10 ml pomocí 

vakuové rotační odparky při 45 °C. Získaný koncentrát byl zfiltrován a precipitován 

vychlazeným acetonem (-20 °C). Po 60 h inkubace byl vzorek centifugován při 12 500 g, 

4 °C, po dobu 20 min. Získaný pelet byl rozbit a rozmíchán v čerstvém acetonu a znovu 

precipitován. Sediment byl ponechán vyschnout a poté byl zmrazen při -20 °C.  

K odváženému alikvotu sedimentu (0,1 mg) bylo přidáno 200 µl 2XLSB obsahujícího 

2-merkaptoethanol a vzorek byl intenzivně promíchán na vortexu dokud nedošlo 

k rozpuštění úplnému rozpuštění. Poté byl vzorek 5 min zahřát při 100 °C v termobloku. 

Po ochlazení a jemné centrifugaci byly připraveny 20 µl alikvoty pro SDS PAGE.  

6.3.2. Koncentrování proteinů vína ultrafiltrací 

Filtrát 100 ml vzorku vín byl dialyzován proti 3 l pufru (100 mM octan amonný, 

pH 5,0) po dobu 48 h při 4 °C. Dialyzační pufr byl vyměněn každých 16 h. Ultrafiltrací 

přes 10 kDa „cut-off“ filtr byl dialyzát následně zahuštěn na 2 ml, rozdělen na 0,5 ml 

alikvoty a zmrazen (-20 °C). Před extrakcí proteinů do 20 µl 2XLB byl alikvot 0,5 ml 

odpařen při 60 °C ve vakuové centrifuze. Suchý odparek byl rozpuštěn ve 20 µl 2XLB, 

zahříván 5 min při 100 °C a poté použit pro SDS-PAGE. 

6.3.3. Stanovení pH vína 

Kyselost vína byla stanovena pomocí pH metru přímo z alikvotu vzorku vína po 

kalibraci přístroje pomocí standardních pufrů o pH 4 a 7. 

6.3.4. Stanovení stability vína a měření zákalu 

Míra zákalu vína byla změřena jako absorbance při 540 nm podle Marangon et 

al., 2011. Náchylnost vína k tvorbě zákalu byla stanovena pomocí teplotního testu 

stability. V tomto testu je víno nejprve zahříváno na 50 °C po dobu 3 h a následně je 

ochlazeno na 4 °C a ponecháno v chladu 2 h. Po ukončení inkubace v chladu a dosažení 

okolní teploty 25 °C je změřena míra zákalu vína. Pokud je rozdíl hodnot míry zákalu 

naměřený před a po testu menší 0,02 je víno teplotně stabilní (Marangon et al. 2011).  
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6.3.5. Izolace proteinů vína pomocí gelové permeační chromatografie 

Koncentrovaný vzorek vína G byl použit jako zdroj proteinových frakcí, které 

byly získány jeho rozdělením gelovou permeační chromatografií na koloně ENrich SEC 

70 (10×300 mm, Bio-Rad) na chromatografu BioLogic Duo-Flow (Bio-Rad). Pro 

separaci byly využity alikvoty 500 µl ultrafiltrátu vína G. Mobilní fází byl 50 mM acetát 

amonný. Separace probíhala při průtoku 1 ml·min-1 s celkovou dobou běhu 35 min. Pro 

kalibraci byl použit standard směsi proteinů Gel Filtration Standard #1511901 (Bio-Rad). 

Získané frakce proteinů odpovídající píkům separace byly manuálně sbírány a zahuštěny 

ultrafiltrací, viz výše. 

6.3.6. Štěpení proteinů z vína v roztoku 

Pro ověření proteinového zastoupení ve frakcích z gelové chromatografie bylo 

provedeno štěpení v roztoku a identifikace přítomných proteinů. Alikvoty izolovaných 

frakcí z vína G obsahující 50 µg proteinů byly odpařeny ve vakuové centrifuze a následně 

rozpuštěny 50 µl 25 mM AMBIC. Pro denaturaci bylo přidáno 15 µl 8M močoviny 

ve stejném pufru a vzorky intenzivně promíchány na vortexu a následně 1 h míchány na 

třepačce, 800 rpm, při 25 °C. Pro redukci byly přidány 4 µl 55 mM DTT a vzorky 

inkubovány 30 min při 56 °C na třepačce. Následovala alkylace přidáním 4 µl 330 mM 

IAA a inkubace 30 min při 25 °C ve tmě na třepačce. Nakonec bylo přidáno 8 µl 55mM 

DTT a proběhlo doplnění vzorků na objem 200 µl přidáním 25mM AMBIC. Pro štěpení 

proteinů přes noc při hmotnostním poměru trypsin:proteiny 1:20  byl využit RafBT.   

6.3.7. Zpracování dat z MS analýz vína 

Získaná data z proteomických analýz vína nahraná do ProteinScape byla 

prohledána na Mascot serveru 2.4 (Matrix Science) proti vlastní databázi proteinů z V. 

vinifera, B. cinerea a S. cerevisiae obsahující celkem 309 859 proteinových sekvencí 

z NCBInr databáze a set běžných kontaminantů proteomických experimentů cRAP 

(ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP). Tolerance pro prohledávání spekter byla následující, 

v případě nLC MALDI MSMS dat byl limit přesnosti měření hmoty prekurzoru 25 ppm, 

v případě měření iontovou pastí byla tato hodnota 100 ppm. Pro fragmenty bylo povolena 

tolerance 0,5 Da. Jako štěpící enzym byl zvolen semitrypsin (částečně specifický trypsin) 

a povoleny 2 vynechaná místa štěpení. Karbamidomethylace Cys byla nastavena jako 

fixní modifikace a oxidace Met jako variabilní modifikace. 

Aminokyselinové sekvence proteinů identifikovaných ve vínech byly analyzovány 

nástroji SignalP 4.1, NCBI Blast, případně EBI InterProScan. SignalP umožnil určit, zda 
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protein obsahuje signální sekvenci pro sekreci mimo buňku (Petersen et al., 2011). NCBI 

Blast a EBI InterProScan umožňují na základě podobnosti dohledat možnou funkci u 

neznámých proteinů (Johnson et al., 2008; Jones et al., 2014). 

6.3.8. nLC ESI-ion trap MSMS analýza peptidů 

Alternativou k analýze peptidů pomocí nLC MALDI systému bylo využití iontové 

pasti Amazon Speed ETD (Bruker Daltonics) s iontovým zdrojem CaptiveSpray (Bruker 

Daltonics) v online spojení s nLC systémem Dionex UltiMate3000 RSLC. Chromatograf 

byl vybaven stejným typem kolon jako systém pro přípravu vzorků k MALDI měření. 

Složení mobilních fází: nanášení vzorku 2% FA; separace MF A – 0,4% FA, MF B – 

90% ACN v 0,4% FA. Průběh gradientu kopíroval nastavení systému pro nLC MALDI. 

Data byla sbírána od 7 minuty analýzy. Rychlost skenování byla 8,100 u·Sec-1 

v „enhanced resolution“ módu. K fragmentaci prekurzorů bylo použito He. Systém byl 

ovládán přes Hystar 3.2 a trapControl 7.2 (Bruker Daltonics). Získaná data byla 

zpracována a exportována do mgf formátu v DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics). 
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7. ZÁVĚR 

Pseudotrypsin z důvodu větší nespecifičnosti a nižší afinity k bazickým AK 

produkuje tryptické a často i chymotryptickou aktivitu připomínající peptidy. Po 12 

hodinovém štěpení je ve srovnání s hovězím trypsinem účinnost štěpení ψ-trypsinu 

srovnatelná. Štěpení ψ-trypsinem poskytuje také dostatek tryptických a významný podíl 

unikátních peptidů pro nLC-MSMS analýzy. Přítomnost unikátních peptidů 

vzniklých díky menší závislosti štěpení pseudotrypsinu na dostupnosti Arg a Lys 

původních proteinů umožňuje lepší pokrytí proteinových sekvencí a identifikaci 

odlišných proteinů. Nízký výtěžek zvolené metody pro izolaci ψ-trypsinu je hlavní 

překážkou pro jeho další aplikaci. Znalost chování této proteoformy trypsinu k jejímuž 

vzniku dochází autolýzou hovězího trypsinu při delším štěpení proteinů také částečně 

vysvětluje přítomnost unikátních nespecifických peptidů v proteomických 

experimentech.  

Proteomická analýza extraktů izolovaných mitotických chromozomů ječmene  

a následné vyhodnocení pomocí kombinace bioinformatických nástrojů a dostupných 

informací z databazí umožnila nalézt přes 800 proteinů souvisejících právě s rostlinnými 

chromozomy. V této vyčleněné skupině proteinů byly identifikováni zástupci bežných 

chromozomálních proteinů jako jsou histony, ale i proteiny související s procesy úprav, 

oprav, replikace nebo transkripce DNA. Studie publikovaná na základě získaných 

výsledků je první prací popisující proteom rostlinných chromozomů.  

Analýza proteomu trávící tekutiny rosnatky kapské prokázala přítomnost 

hydrolytických a dalších enzymů použitelných pro rozklad ulovené kořisti. Inicializace 

trávení vyvolané u rostliny uměle pomocí kys. jasmonové umožnila identifikaci více než 

40 proteinů. Identifikované proteiny kopírují svým zastoupením komponenty používané 

běžnými rostlinami pro jejich obranu, zejména PR-proteiny. K identifikaci přítomných 

proteinů pouze na základě jejich podobnosti se známými zástupci z rostlinné říše 

prokazatelně přispělo využití alternativního štěpení pomocí chymotrypsinu poskytující 

rozmanitější peptidové zastoupení. Identifikované hydrolasy s netradičními strukturami 

odolávající nízkému pH, které byly predikovány skupinou Butts et al., 2016a a potvrzené 

experimenty v této práci zahrnutými do publikace Krausko et al., 2017, se pro jejich 

evoluční původ a možnou praktickou aplikaci jeví jako atraktivní cíle dalšího výzkumu. 
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Srovnání hlavních komponent proteomu komerčních bílých vín 

a experimentálního vína se zákalem odhalilo společný znak většiny přítomných proteinů, 

a to vyšší obsah prolinu v jejich strukturách. Pro takovéto proteiny se dala předpokládat 

snazší interakce s polyfenoly vína a možná iniciace vzniku zákalu. Vybrané proteiny 

bohaté na Pro a původem z hrozna jejichž přítomnost byla prokázana ve všech vzorcích 

vín byly následně izolovány a otestován jejich vliv na stabilitu vína. Test teplotní stability 

u invertasy, frakce TLP ani cysteinové proteasy neprokázal jejich zásadní příspěvek 

k nestabilitě vína vedoucí ke vzniku viditelného zákalu. Proteiny a enzymy nalezené 

v zakaleném experimentálním vínu připraveném z hroznů z části napadených šedou 

plísní (B. cinerea) ukazují jako hlavního viníka zákalu právě tuto patogenní houbu a její 

nekontrolovaný růst. Na stejného původce zákalu ukazují i charakteristiky tohoto vína, 

historie jeho původu a výsledky srovnání proteinového zastoupení s ostatními víny. 

Použitá metodika izolace proteinů z dialyzovaného vína pouze pomocí ultrafiltrace 

umožnila pomocí SDS-PAGE zachytit a následně hmotnostní spektrometrií identifikovat 

v jiných studiích přehlížené nebo ztracené velké proteiny a glykoproteiny. Mezi těmito 

proteiny byla nalezena rostlinná cysteinová proteasa identifikována ve stejné oblasti gelu 

ve všech analyzovaných vzorcích vín i hroznové šťávy. Tento enzym proto lze zařadit 

mezi hlavní proteinové složky vína k invertase, chitinasam a TLP. V navazujících pracech 

byla tato odolná hydrolasa izolována přímo z vína a kvasného octa a charakterizována 

(Perutka a Šebela, 2020; Rakotonaina, 2020). V obou případech byl získaný enzym stále 

hydrolyticky aktivní a funkční v kyselém prostředí o pH 3,0 odpovídající pH vína. 
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SEZNAM ZKRATEK 

MALDI technika ionizace/desorbce laserem prostřednictvím matrice 

MS hmotnostní spektrometrie („mass spectrometry“) 

ESI technika ionizace elektrosprejem 

LC kapalinová chromatografie („liquid chromatography“) 

TD metody „top-down“ metody 

FAB ionizace pomocí rychlého bombardování atomy („fast atom 

bombardment“) 

HCCA (CHCA) kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová 

SA kyselina sinapová 

DHB 2,5-dihydroxybenzoová kyselina 

HPA kyselina 3-hydroxypikolinová 

THAP 2,4,6-trihydroxyacetofenon 

DAN 1,5-diaminonaftalen 

DiFCCA kyselina 2,4-difluoro-α-kyanoskořicová 

PMF metoda identifikace proteinů pomocí peptidového mapování 

(„peptide mass fingerprinting) 

ISD in source decay 

PSD post source decay 

MALDI MSI zobrazování hmotnostní spektrometrií pomocí MALDI („mass 

spectrometry imaging“)  

TOF analyzátor doby letu („time of flight“) 

SNP „single nucleotide polymorphisms“ 

TLCK N-p-tosyl-L-lysin-chlorometyl keton 

TPCK N-p-tosyl-L-fenylalanin chlorometyl keton 

rRNA ribozomální RNA 

CT Cajalovo tělíško 

SR proteiny proteiny jádra bohaté na serin a arginin 
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JP jaderné póry 

NUP nukleoporiny 

ABA kyselina abscisová 

JA kyselina jasmonová 

AMBIC hydrogenuhličitan amonný 

FA kyselina mravenčí 

BCA kyselina bicinchoninová 

BSA hovězí serový albumin 

RafBT rafinosou modifikovaný hovězí trypsin 

DTT dithiotreitol 

IAA 2-jodacetamid 

2XLSB Laemmliho pufr pro vzorky pro elektroforézu, 2× 

koncentrovaný 

HAc kyselina octová 

MF mobilní fáze 

MeOH  metanol 

TFA  kyselina trifluoroctová 

mgf  datový formát mascot („mascot generic format“) 

ESI-q-TOF MS  hmotnostní spektrometr vybavený ionizací elektrosprejem, 

kvadrupólovým analyzátorem a analyzátorem doby letu 

(„Electrospray ionization quadrupole time-of-flight mass 

spectrometer“) 

MR  masožravé rostliny 

PR proteiny  „pathogenesis related“ proteiny  

OPDA  kyselina oxylipin-12-oxofytodienová 

PAL  fenylalaninamoniaklyasa 

LTP  proteiny přenášející lipidy („lipid transfer proteins“) 

TLP  proteiny podobné thaumatinu („thaumatin like proteins“) 
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Příloha 3:  

Seznam nově identifikovaných proteinů z jader ječmene na základě peptidů získaných 

po štěpení proteinových extraktů pseudotrypsinem.
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1/4 Nově identifikované proteiny z jader H. Vulgare identifikované nLC ESI MSMS  
Vzorek Protein -10lgP Pokrytí 

sekvence 

(%) 

Počet 

peptidů 
Unikátní 

peptidy 
Avg. Mass Název proteinu 

G1 M0Y7N0_HORVD 171.27 10 21 6 250692 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0W639_HORVD 164.32 10 16 1 202294 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0Z2T0_HORVD 154.07 22 13 5 85727 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1 M0XB66_HORVD 25.12 1 1 1 92465 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0Z1H9_HORVD 54.67 5 2 2 89508 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1 M0V1D0_HORVD 23.06 2 1 1 37166 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0VR00_HORVD 61.15 19 3 2 26989 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0VFN6_HORVD 65.47 7 3 3 57783 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0XD10_HORVD 47.8 3 3 1 105216 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1 M0WPB1_HORVD 43.12 0 1 1 304559 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0YUL8_HORVD 55.34 1 2 2 195852 

DNA-directed RNA polymerase OS=Hordeum 

vulgare var. distichum PE=3 SV=1 

G1 F2DC74_HORVD 39.63 3 1 1 47121 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 M0ZCQ3_HORVD 32.12 2 2 1 78693 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0UKX4_HORVD 55.4 2 2 1 127015 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0W1W4_HORVD 36.47 6 2 2 47533 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 

M0Y5P5_HORVD, 

M0Y5P7_HORVD 30.79 5 1 1 31216 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 

M0WPU0_HORVD, 

M0WPU2_HORVD 30.73 1 1 1 74341 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 F2DS69_HORVD 29.67 1 1 1 79956 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 

M0XH08_HORVD, 

M0XH09_HORVD 57.66 7 2 2 49920 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0UMB9_HORVD 31.49 2 1 1 60966 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0VLL0_HORVD 20.08 1 1 1 93792 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0XCP1_HORVD 55.48 2 1 1 59401 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 F2DIB0_HORVD 20.2 1 1 1 124660 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 M0UEQ2_HORVD 31.16 1 1 1 132398 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0YXZ7_HORVD 31.05 4 1 1 15536 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0XTU7_HORVD 33.4 2 1 1 55959 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 F2CSK4_HORVD 22.96 4 1 1 37516 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 
M0WXP2_HORVD, 

M0WXP3_HORVD 20.46 2 1 1 62503 

ATP-dependent 6-phosphofructokinase 

OS=Hordeum vulgare var. distichum GN=PFK 

PE=3 SV=1 

G1 M0UKI9_HORVD 20.87 3 1 1 18414 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 F2DBD4_HORVD 20.12 3 1 1 34550 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 M0X951_HORVD 20.55 4 1 1 40055 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 F2DIC7_HORVD 28.48 6 1 1 30509 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G1 M0UL37_HORVD 24.16 12 1 1 18099 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2 M0WZE8_HORVD 143.33 15 7 5 62236 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1, G2 M0UHH0_HORVD 75.52 3 5 1 170937 
Cytosine-specific methyltransferase OS=Hordeum 

vulgare var. distichum PE=3 SV=1 

G1, G2 M0WZP4_HORVD 96.21 21 7 7 47154 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2 M0XHS5_HORVD 48.48 12 2 1 30883 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2 
M0WVM3_HORVD, 

M0WVM7_HORVD 48.7 1 1 1 99173 
Lipoxygenase OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=3 SV=1 

G1, G2 M0YG02_HORVD 56.44 1 1 1 104441 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1, G2, S M0VKL0_HORVD 258.13 73 32 4 7563 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2, S M0ZCL5_HORVD 240.57 63 27 1 9365 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2, S M0YSA8_HORVD 176.64 60 13 3 9854 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2, S M0VKB3_HORVD 265.41 71 26 1 7683 
Histone H2A OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=3 SV=1 

G1, G2, S 
M0UU37_HORVD, 

M0UU36_HORVD 184.89 30 17 2 61464 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1, G2,S M0WBQ7_HORVD 134.74 28 6 6 7150 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 
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2/4 Nově identifikované proteiny z jader H. Vulgare identifikované nLC ESI MSMS 
Vzorek Protein -10lgP Pokrytí 

sekvence (%) 
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peptidů 
Unikátní 

peptidy 
Avg. Mass Název proteinu 

G1, S M0YI84_HORVD 63.94 13 4 3 25147 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, S M0WJV7_HORVD 68.41 15 1 1 16570 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 
M0VFA6_HORVD, 

M0VFA7_HORVD 216.15 55 23 5 10410 
Histone H2A OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=3 SV=1 

G2 M0V7V4_HORVD 222.65 64 19 1 6427 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 F2CT05_HORVD 211.27 54 23 4 42828 

S-adenosylmethionine synthase OS=Hordeum 

vulgare var. distichum PE=2 SV=1 

G2 M0Z2T5_HORVD 181.14 22 17 3 88313 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 M0YEP9_HORVD 137.99 23 5 5 27616 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 

M0YKC8_HORVD, 

M0YKD6_HORVD 108.89 19 4 4 29507 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UHG9_HORVD 75.87 2 3 1 157070 

Cytosine-specific methyltransferase OS=Hordeum 

vulgare var. distichum PE=3 SV=1 

G2 M0WA39_HORVD 126.64 14 9 1 85692 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WEF4_HORVD 37.95 6 2 1 32774 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0XHY6_HORVD 44.06 3 2 2 84688 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0XWU4_HORVD 42.47 15 1 1 11149 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 F2E2W4_HORVD 26.19 2 1 1 54999 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G2 F2D2J5_HORVD 89.66 12 2 2 29880 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G2 M0X0I0_HORVD 40.24 1 2 1 119551 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0YGC4_HORVD 65.36 4 2 2 104035 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0Y5T2_HORVD 64.16 5 2 2 66656 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UWB7_HORVD 77.8 14 2 1 18453 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 M0Y8N7_HORVD 61.46 3 1 1 45605 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WED0_HORVD 54.15 2 2 1 85160 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0XBC0_HORVD 41.35 1 1 1 140609 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0V7F0_HORVD 36.53 0 1 1 187573 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0XJS0_HORVD 71.95 2 2 1 121125 

Kinesin-like protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 
M0ZD81_HORVD, 

M0ZD82_HORVD 43.41 3 2 2 91960 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0ZD82_HORVD 43.41 3 2 2 88612 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0YE09_HORVD 27.93 2 1 1 59653 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0VHZ5_HORVD 25.68 8 1 1 23472 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WTN5_HORVD 35.67 2 1 1 66031 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WMR6_HORVD 24.2 3 1 1 46196 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 F2DE05_HORVD 34.63 3 1 1 90583 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G2 

F2CYV6_HORVD, 

M0WZ48_HORVD 21.68 2 1 1 68245 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G2 M0VTB3_HORVD 38.29 1 1 1 141258 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0Z996_HORVD 21.45 3 1 1 36999 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0W888_HORVD 44.17 8 1 1 28336 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UH40_HORVD 30.77 4 1 1 55443 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 M0XNJ8_HORVD 43.65 2 1 1 82006 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 

M0ZCY2_HORVD, 

M0ZCY3_HORVD 22.89 2 1 1 64149 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UF35_HORVD 29.81 2 1 1 97444 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0V4T2_HORVD 21.81 2 1 1 35991 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 

M0UK71_HORVD, 

M0UK72_HORVD, 

M0UK73_HORVD 24.45 0 1 1 214095 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 F2D3N3_HORVD 21.99 2 1 1 29178 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 

G2 M0WE28_HORVD 20.85 3 1 1 39514 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WPD2_HORVD 29.27 3 1 1 59312 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 M0YT67_HORVD 29.78 1 1 1 64288 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 F2DGP4_HORVD 26.69 2 1 1 56595 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=2 SV=1 
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G2 

F2D507_HORVD, 

M0YB22_HORVD, 

M0YB23_HORVD 20.91 5 1 1 30372 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

G2 

M0WXF4_HORVD, 

M0WXF6_HORVD, 

M0WXF7_HORVD, 

M0WXF8_HORVD, 

M0WXG0_HORVD, 

M0WXG3_HORVD 44.52 7 1 1 25254 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2 

M0ZDJ6_HORVD, 

M0ZDJ8_HORVD, 

M0ZDJ9_HORVD, 

M0ZDK1_HORVD, 

M0ZDK4_HORVD, 

M0ZDK5_HORVD, 

M0ZDK8_HORVD 20.34 3 1 1 30166 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2, S 

M0W801_HORVD, 

M0W802_HORVD, 

M0W803_HORVD, 

M0W804_HORVD 22.69 5 1 1 32753 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2, S M0W802_HORVD 22.69 5 1 1 34909 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G2, S M0VXN6_HORVD 45.99 2 1 1 77802 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0YSA8_HORVD 200.1 82 18 5 9854 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0YHR5_HORVD 134 22 10 10 54268 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S M0ZCU7_HORVD 119.21 25 7 7 21315 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0X0M4_HORVD 117.1 8 4 4 48160 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0WUU5_HORVD 116.24 19 5 5 34190 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0XB67_HORVD 47.76 1 1 1 99944 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0Z2T4_HORVD 118.47 8 5 5 76382 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0WRH9_HORVD 104.81 6 5 5 123992 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0VYE2_HORVD 41.68 1 1 1 56291 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 

M0YUD6_HORVD, 

M0YUD7_HORVD 56.86 2 2 2 96832 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S 

M0XV63_HORVD, 

M0XV64_HORVD, 

M0XV65_HORVD 54.9 1 1 1 142730 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0YJ44_HORVD 47.13 1 1 1 107561 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 

M0WZF6_HORVD, 

M0WZF8_HORVD 51.56 1 1 1 167152 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0WZF8_HORVD 51.56 1 1 1 168051 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0Z980_HORVD 47.6 1 1 1 92987 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S F2DC11_HORVD 48.54 2 1 1 38143 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

S M0YC69_HORVD 54.94 4 2 2 71658 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S F2D621_HORVD 48.07 10 3 1 23583 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

S M0WVF9_HORVD 39.55 2 2 1 81254 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S F2E609_HORVD 41.53 2 1 1 75893 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

S F2DA43_HORVD 50.99 2 1 1 85874 
Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

S M0WWR4_HORVD 36.52 2 1 1 53738 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 
M0Y092_HORVD, 

M0Y093_HORVD 37.37 3 1 1 24869 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S M0WBQ3_HORVD 36.23 32 2 2 16847 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0Y5F6_HORVD 42.6 3 1 1 35734 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S M0XB03_HORVD 45.21 2 2 1 69283 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S F2EDJ3_HORVD 29.72 2 1 1 61933 

Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. distichum 

PE=2 SV=1 

S M0UFH7_HORVD 33.21 2 1 1 68434 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0UFF0_HORVD 35.55 2 2 1 146931 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 

M0VLL9_HORVD, 

M0VLM0_HORVD 30.21 11 1 1 13383 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 

M0ZD30_HORVD, 

M0ZD31_HORVD, 

M0ZD32_HORVD 25.13 2 1 1 53139 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

S M0XC48_HORVD 33.13 2 1 1 45237 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S 

M0X804_HORVD, 

M0X808_HORVD 22.54 3 1 1 33111 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0VDW1_HORVD 35.06 14 1 1 9507 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

 



lii 

 

4/4 Nově identifikované proteiny z jader H. Vulgare identifikované nLC ESI MSMS 
Vzorek Protein -10lgP Pokrytí 

sekvence (%) 

Počet 

peptidů 

Unikátní 

peptidy 

Avg. Mass Název proteinu 

S M0W7S2_HORVD 25.54 3 1 1 36240 
Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

S M0XLC8_HORVD 30.41 8 1 1 21284 

Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 
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G1 M0WLK7_HORVD, 

M0WLK8_HORVD, 

M0WLK9_HORVD 

39.29 2 1 1 51156 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0Y3F1_HORVD, 

M0Y3F2_HORVD, 

M0Y3F3_HORVD 

45.24 2 1 1 92521 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G1 M0WA46_HORVD 22.88 1 1 1 89373 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0WTL8_HORVD 40.65 2 1 1 83457 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0XWU4_HORVD 22.92 15 1 1 11149 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0UFL5_HORVD 38.95 2 1 1 117061 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0W571_HORVD 27.72 7 1 1 26752 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0UEY9_HORVD 25.52 2 1 1 45969 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0XDV5_HORVD 22.75 2 1 1 43936 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1 M0WR96_HORVD 24.47 6 1 1 20124 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 
G1 M0WJV7_HORVD 36.41 9 1 1 16570 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 
G1 M0UKH1_HORVD 26.37 1 1 1 95583 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 
G1 M0VPS2_HORVD 22.96 2 1 1 55288 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 
G1, G2 M0V6J2_HORVD, 

M0V6J3_HORVD, 

M0V6J4_HORVD, 

M0V6J5_HORVD, 

M0V6J6_HORVD 

26.7 1 1 1 223234 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, G2, S M0ZCL5_HORVD 220.73 53 17 1 9365 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, S M0VKL0_HORVD 241.91 74 22 3 7563 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, S M0UWJ1_HORVD, 

M0UWJ2_HORVD, 

M0UWJ6_HORVD 

22.95 3 1 1 31792 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=4 SV=1 

G1, S M0Y4H3_HORVD, 

M0Y4H4_HORVD 
37.07 2 1 1 86581 Chloride channel protein OS=Hordeum vulgare var. 

distichum PE=3 SV=1 

G2 M0YSA8_HORVD 150.82 27 4 1 9854 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0VXK9_HORVD 27.75 2 1 1 103871 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UH65_HORVD, 
M0UH67_HORVD 

24.28 1 1 1 74846 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0XVH0_HORVD 27.32 3 1 1 66396 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0UFC8_HORVD, 
M0UFC9_HORVD, 
M0UFD0_HORVD 
M0UFD6_HORVD, 
M0UFD7_HORVD 

24.18 9 1 1 16071 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0YKD2_HORVD 31.99 5 1 1 32630 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0V8V4_HORVD, 
M0V8V6_HORVD 

22.43 4 1 1 52734 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=3 SV=1 

G2 M0V8V6_HORVD 22.43 4 1 1 49143 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 
OS=Hordeum vulgare var. distichum PE=3 SV=1 

G2 M0YDW1_HORVD 23.74 1 1 1 92871 Serine/threonine-protein kinase OS=Hordeum 
vulgare var. distichum PE=3 SV=1 

G2 M0VXN6_HORVD 36.24 2 1 1 77802 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 M0WEA7_HORVD 26.02 15 1 1 11891 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2 F2EH42_HORVD 24.84 11 1 1 19055 Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=2 SV=1 

G2 M0WZE4_HORVD, 
M0WZE9_HORVD 

25.57 2 1 1 60325 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=3 SV=1 

G2 F2EED1_HORVD 23.98 4 1 1 47702 Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=2 SV=1 

G2 M0XWY2_HORVD 23.99 1 1 1 87351 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

G2, S F2EGH3_HORVD 22.81 2 1 1 76770 Predicted protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=2 SV=1 

S M0WLK9_HORVD 33.54 4 1 1 26080 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0VUL9_HORVD 21.62 1 1 1 158540 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0WHB6_HORVD, 
M0WHB7_HORVD, 
M0WHB8_HORVD 

28.99 1 1 1 108151 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0YL40_HORVD 20.94 2 1 1 65122 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=3 SV=1 

S M0WBQ7_HORVD 46.75 15 1 1 7150 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0XBT0_HORVD 33.21 4 1 1 40837 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0XWY3_HORVD 22.46 1 1 1 93588 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 

S M0XVU7_HORVD 20.82 21 1 1 10339 Uncharacterized protein OS=Hordeum vulgare var. 
distichum PE=4 SV=1 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in hazy Sauvignon Blanc wine, sample A, part 1/2 

Protein 

number 
Ionization 

technique 

Gel 

slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  
Protein name Protein function 

Signal 

peptide 

prediction 

(D-score 

values 

provided by 

the Signal P 

4.1 server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 

MALDI 1 

Vitis 

vinifera 

gi|731438691 

PREDICTED: 

probable non-

specific lipid-

transfer protein 

AKCS9 [Vitis 

vinifera] 
lipid transfer 

0.757 14.07 4.02 

95.1 1 9.07 9.07 

8.5 

2.5 

ESI 2 97.5 2 9.07 9.07 78.6 

ESI 2P gi|147834849 

hypothetical 

protein 

VITISV_043508 

[Vitis vinifera] 

0.773 14.08 4.02 172.7 3 17.02 17.02 8.8 48.8 

2 

MALDI 
2 Vitis 

vinifera 
gi|297740510 

unnamed protein 

product, partial 

[Vitis vinifera] 

cysteine protease 0.106 41.10 4.02 

1539.9 22 25.07 25.07 

9.8 

3.9 

ESI 1236 20 25.07 25.07 56.5 

ESI 2P 957.6 15 20.04 20.04 50.2 

3 

MALDI 
2 

Vitis 

vinifera 
gi|225445553 

PREDICTED: 

blue copper 

protein [Vitis 

vinifera] 

stellacyanin, 

electron transfer 
0.836 30.07 5.01 

408.6 6 12.08 12.08 

6.6 

3 

ESI 407.7 6 17.01 17.01 48.5 

ESI 3P 407.6 6 17.01 17.01 56.6 

4 

MALDI 
7 

Vitis 

vinifera 

gi|225466093 

PREDICTED: 

beta-

fructofuranosidase, 

soluble isoenzyme 

I-like [Vitis 

vinifera] 
invertase 

0.122 72.00 

4.06 

993.6 15 15.06 15.06 6.5 5.5 

MALDI 

gi|1839578 

vacuolar invertase 

1, GIN1 [Vitis 

vinifera=grape 

berries, Sultana, 

berries, Peptide, 

642 aa] 

0.124 71.50 

972.9 16 17.01 17.01 

6.2 

46.1 

ESI 5P 893.9 13 19.03 19.03 43.1 

5 

MALDI 

8 
Vitis 

vinifera 
gi|359478431 

PREDICTED: 

peroxidase A2 

[Vitis vinifera] 

secreted 

peroxidase 
0.764 36.50 4.04 

162.4 3 7.09 7.09 

3.8 

2.6 

ESI 179.4 3 10.08 10.08 63.5 

6 ESI 8P 
Vitis 

vinifera 
gi|2306813 

class IV 

endochitinase 

[Vitis vinifera] 

chitinase 0.928 27.05 5.04 362.5 6 15.09 15.09 2.1 66.5 

7 ESI 9P 
Vitis 

vinifera 
gi|520729528 

Chain A, Structure 

Of Haze Forming 

Proteins In White 

Wines: Vitis 

Vinifera 

Thaumatin-like 

Proteins 

thaumatin-like 

protein 
0.167 21.03 4.08 206.6 4 18.07 18.07 7.6 65 

8 ESI 9P 
Vitis 

vinifera 
gi|147785114 

hypothetical 

protein 

VITISV_021587 

[Vitis vinifera] 

thaumatin-like 

protein 
0.784 23.09 4.06 632.7 11 41.30 41.30 4.5 53.2 

9 

MALDI 

12 
Vitis 

vinifera 
gi|296084197 

unnamed protein 

product, partial 

[Vitis vinifera] 

invertase 

(fragment) 
0.127 60.50 4.04 

822.3 12 12.05 12.05 

5.7 

2.5 

ESI 710.8 11 12.09 12.09 58.8 

                                

10 

MALDI 

2 
Botrytis 

cinerea 
gi|347835718 

glycoside 

hydrolase family 

31 protein 

[Botrytis cinerea 

T4] 

glycoside 

hydrolase 
0.733 109.30 4.05 

467.8 9 9.07 9.07 

5.7 

4.1 

ESI 347.5 7 9.02 9.02 53.8 

11 

MALDI 

3 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) (secreted 

protein) [Botrytis 

cinerea T4] 

serine 

carboxypeptidase 
0.779 60.80 4.07 

395.5 5 12.03 12.03 

7.7 

4.7 

ESI 214.3 5 11.09 11.09 56.5 

12 ESI 3P 
Botrytis 

cinerea 
gi|154291355 

predicted protein 

[Botrytis cinerea 

B05.10] 

extracellular 

membrane 

protein 

0.879 20.02 4.03 137.9 2 12.06 12.06 8.1 33.1 

13 

MALDI 

5 
Botrytis 

cinerea 
gi|154300984 

hypothetical 

protein 

BC1G_10630 

[Botrytis cinerea 

B05.10] 

cell wall 

organisation 

protein 

0.770 41.10 4.03 

190.8 4 12.07 12.07 

2.9 

6.3 

ESI 421.5 7 12.04 12.04 60 

14 

MALDI 
5 Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 

laccase 2 [Botrytis 

cinerea] 
laccase 0.703 63.40 4.05 

860.2 15 22.02 22.02 

5.2 

4.8 

ESI 1257.5 20 25.03 25.03 59.7 

ESI 4P 125.2 2 3.08 3.08 46.5 

15 

MALDI 8 

Botrytis 

cinerea 
gi|154304407 

hypothetical 

protein 

BC1G_09079 

[Botrytis cinerea 

B05.10] 

beta-1,3-

glucanase 
0.667 44.10 4.03 

72.2 2 6.06 6.06 

3.2 

1.6 

ESI 8 122.8 2 5.07 5.07 67 

16 

MALDI 10 

Botrytis 

cinerea 
gi|48093959 

endo-beta-1,4-

glucanase 

precursor [Botrytis 

cinerea] 

cellulase 0.764 44.20 4.02 

156.3 2 9.00 9.00 

3.2 

10.7 

ESI 9 133.7 3 5.07 5.07 79.9 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in hazy Sauvignon Blanc wine, sample A, part 2/2 

Protein 

number 

Ionization 

technique 

Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  
Protein name Protein function 

Signal 

peptide 

prediction 

(D-score 

values 

provided 

by the 

Signal P 

4.1 server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

17 

MALDI 
1 Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|323346853 Ygp1p 

[Saccharomyces 

cerevisiae] 

asparaginase 0.818 37.30 5.03 

1354 15 28.00 28.00 5.1 3.5 

ESI 
gi|323335922 

1194.4 16 25.04 25.04 
5.1 

74.5 

ESI 1P 956.3 13 24.06 24.06 60.3 

18 

MALDI 

1 

Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|323331721 

Tir4p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI796] 
stress induced 

protein 

0.712 16.04 3.09 

325.1 4 18.05 18.05 

4.4 

6.2 

ESI 231.5 4 19.07 19.07 74.7 

ESI 1P gi|323352383 

Tir4p 

[Saccharomyces 

cerevisiae VL3] 

0.713 41.90 7.02 226.1 5 7.04 7.04 13.1 48.1 

19 ESI 1P 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323307336 

Hpf1p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

FostersO] 

yeast mannoprotein 0.652 69.00 6.02 270 4 3.08 3.08 2.7 43.6 

20 

MALDI 1 

Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|207342449 

YMR006Cp-

like protein 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI1631] 

phospholipase B 0.462 

59.80 4.04 1361.9 19 29.08 29.08 4.5 3.4 

ESI 2 gi|323336225 

Plb2p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

Vin13] 

75.40 4.05 566.3 10 16.06 16.06 4.1 64.6 

ESI 2P gi|207342449 

YMR006Cp-

like protein 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI1631] 

59.80 4.04 226.5 5 10.04 10.04 4.5 74.3 

21 

MALDI 

2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|768812869 

Wsc4p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

YJM1250] 

cell wall integrity 

stress response 

protein 

0.803 63.70 6.00 

104.2 1 2.08 2.08 

5.7 

1 

ESI 95.1 1 2.08 2.08 80.6 

22 

MALDI 2 

Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190406234 

hypothetical 

protein 

SCRG_05191 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

RM11-1a] 

stress induced cell 

wall mannoprotein 
0.803 24.03 4.03 

431 4 11.04 11.04 

1.8 

7.4 

ESI 3 420.3 5 11.04 11.04 57.3 

ESI 4P 247.4 3 11.04 11.04 60.3 

23 

MALDI 

3 Saccaromyces 

cerevisiae 

gi|207344997 

YGR189Cp-

like protein 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI1631] transglycosidase 0.699 

51.30 4.04 535.8 10 17.07 17.07 2.8 5.2 

ESI 
gi|323354858 

Crh1p 

[Saccharomyces 

cerevisiae VL3] 

45.60 4.05 
410.5 6 13.04 13.04 

3.2 
63 

ESI 3P 671.6 13 21.00 21.00 51 

24 

MALDI 
3 

Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|190408747 

acid 

phosphatase 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

RM11-1a] histidine phosphatase 

0.456 52.80 4.04 555.2 8 20.03 20.03 3.1 5.5 

ESI 

gi|762051192 

Pho3p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

YJM1418] 

0.575 52.70 4.05 

513.6 8 20.03 20.03 

3.1 

55.7 

ESI 3P 128.2 2 7.01 7.01 58 

25 

MALDI 

3 
Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|323356058 

Pho5p 

[Saccharomyces 

cerevisiae VL3] 

histidine phosphatase 0.495 

52.80 4.07 494.4 9 15.06 15.06 2.9 2.5 

ESI gi|323310064 

Pho5p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

FostersO] 

47.30 4.06 515.9 12 23.03 23.03 3.2 71.9 

26 ESI 4P 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|207342034 

YMR307Wp-

like protein 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI1631] 

beta-1,3-

glucanosyltransferase 
0.146 48.30 4.04 128 2 5.05 5.05 2.4 14.2 

27 ESI 6P 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|767173549 

Cwp1p 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

YJM1385] 

cell wall protein 0.773 24.02 4.05 121.5 3 18.00 18.00 1.8 19.2 

28 

MALDI 

9 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|207344015 

YJL078Cp-like 

protein 

[Saccharomyces 

cerevisiae 

AWRI1631] 

cell wall-associated 

protein  
0.712 34.20 4.02 

131.2 1 5.03 5.03 

3.8 

2.8 

ESI 129.8 2 5.03 5.03 53 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in hazy Sauvignon Blanc wine, sample B 

Protein 

number 
Ionization 

technique 
Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name Protein function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by the 

Signal P 4.1 

server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 
M 

1 Vitis vinifera gi|297740510 
unnamed protein 

product, partial 
cysteine protease 0.106 41.1 4.2 

1053.9 13 21.5 
9.8 

8.12 

E 1787.2 27 26.5 22.58 

2 

M 

2 Vitis vinifera 

gi|225445553 

PREDICTED: 

blue copper 

protein 

stellacyanin 

0.836 30.7 5.1 224.2 3 12.4 6.6 6.45 

E gi|147780459 

hypothetical 

protein 

VITISV_018636, 

partial 

0.836 31.8 5.9 446.1 6 16.7 7.4 26.17 

3 

M 

9 Vitis vinifera 

gi|225466093 

PREDICTED: 

beta-

fructofuranosidase, 

soluble isoenzyme 

I isoform X1 
invertase 

0.122 72.0 4.6 474.6 7 13.3 6.5 6.87 

E gi|296084197 
unnamed protein 

product, partial 
0.127 60.5 4.4 1076.5 15 23.4 5.7 30.04 

4 
M 

9 Vitis vinifera gi|7406714 

putative 

thaumatin-like 

protein, partial 

thaumatin 0.151 20.1 4.5 
84.9 1 6.3 

6.8 
9.05 

E 149.9 4 38.9 9.24 

5 

M 11 

Vitis vinifera gi|359495539 

PREDICTED: 

cysteine proteinase 

inhibitor 1 

cysteine 

proteinase 

inhibitor 

0.920 13.0 6.6 

157.5 1 15.3 

3.2 

0.87 

E 12 256.7 3 27.1 24.2 

                              

6 
M 

2 
Botrytis 

cinerea 
gi|347835718 

glycoside 

hydrolase family 

31 protein 

glycoside 

hydrolase 
0.733 109.3 4.5 

153.5 3 3.6 
5.8 

13.64 

E 389.3 7 9 31.99 

7 

M 

2 
Botrytis 

cinerea 
gi|154310457 

hypothetical 

protein 

BC1G_07149 

serine 

carboxypeptidase 
0.357 61.8 4.6 

158.1 2 3.9 

7.1 

6.88 

E 115.4 2 3.9 66.94 

8 
M 

2 
Botrytis 

cinerea 
gi|154320662 

hypothetical 

protein 

BC1G_01803 

serine protease 0.714 70.0 4.7 
920.7 8 6.5 

7.1 
6.09 

E 520.3 9 11.9 11.95 

9 

M 3 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) 

serine protease 0.779 60.8 4.7 

575.8 8 13 

7.7 

4.63 

E 2 523.4 10 25 14.92 

10 
M 

5 
Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 laccase 2 laccase 0.703 63.4 4.5 

903.8 11 21 
5.2 

5.41 

E 1428.5 23 28.1 28.64 

11 
M 8 Botrytis 

cinerea 
gi|154320159 predicted protein x unknown 0.869 17.2 3.9 

176.5 2 17.3 
4.9 

3.11 

E 9 189.2 2 17.3 31.28 

                              

12 
M 

1 
Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|767254761 
Ygp1p asparaginase 

0.818 37.2 5.3 459.1 4 5.1 5.1 7.13 

E gi|767229366 0.816 37.3 5.3 649.7 11 24.6 5.1 19.61 

13 

M 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190406234 

hypothetical 

protein 

SCRG_05191 

stress induced 

cell-wall 

mannoprotein 

0.803 24.3 4.3 

240 2 11.4 

1.8 

1.56 

E 2 398.5 5 11.4 34.54 

14 
M 1 Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|207342449 
YMR006Cp-like 

protein phospholipase 
0.462 59.8 4.4 193.4 2 6.9 4.5 3.43 

E 2 gi|256273487 Plb2p 0.462 75.5 4.5 566.3 9 13.5 4.0 23.62 

15 
M 

2 
Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|762051192 
Pho3p phosphatase 

0.575 52.7 4.4 162.8 2 5.4 3.1 6.34 

E gi|323338655 0.658 52.8 4.4 320.7 6 16.5 3.1 32.98 

16 
M 

2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323310064 Pho5p, partial acid phosphatase 0.495 47.3 4.6 

97.4 2 4.8 
3.2 

9.66 

E 198.6 4 6.7 36.36 

17 

M 

3 
Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|323332206 

Gas1p 
glucanosyl-

transferase 

0.730 52.3 4.4 277.5 4 6.9 3.1 2.37 

E gi|767204492 0.730 59.5 4.5 541.1 9 16.8 2.6 21.1 

18 

M 

4 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323338696 Tos1p 

putative 

glycoside 

hydrolase 

0.690 42.7 4.7 

158.1 2 7.7 

3.2 

4.95 

E 410.2 6 20.8 38.4 

19 

M 

3 
Saccharomyces 

cerevisiae 

gi|323346603 

Gas5p 
glucanosyl-

transferase 

0.670 51.8 4.5 86.1 2 4.1 3.5 10.12 

E gi|259149455 0.622 51.2 4.5 211.5 4 5.5 3.5 41.61 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in standard clear white wine, sample C 

Protein 

number 
Ionization 

technique 
Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name 
Protein 

function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by the 

Signal P 4.1 

server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 MALDI 1 Vitis vinifera gi|297740510 
unnamed protein 

product, partial 

cysteine 

protease 
0.106 41.1 4.2 802.1 11 17.8 9.8 4.92 

2 MALDI 2 Vitis vinifera gi|225445553 
PREDICTED: blue 

copper protein 
stellacyanin 0.836 30.7 5.1 360.7 5 12.8 6.6 5.13 

3 MALDI 5 Vitis vinifera gi|225466093 

PREDICTED: 

beta-

fructofuranosidase, 

soluble isoenzyme 

I-like 

invertase 0.122 72 4.6 1189.5 15 25.7 6.5 6.51 

4 MALDI 8 Vitis vinifera gi|147789487 

hypothetical 

protein 

VITISV_001194 

thaumatin 0.885 24.2 8.5 174.2 2 7.1 7.0 13.79 

5 MALDI 9 Vitis vinifera gi|605603680 

Chain A, Structure 

Of Haze Forming 

Proteins In White 

Wines: Vitis 

Vinifera 

Thaumatin-like 

Proteins 

thaumatin 0.192 21.2 4.5 423.1 5 28.9 5.0 11.67 

6 MALDI 9 Vitis vinifera gi|520729528 

Chain A, Structure 

Of Haze Forming 

Proteins In White 

Wines: Vitis 

Vinifera 

Thaumatin-like 

Proteins 

thaumatin 0.167 21.3 4.8 98.5 1 6.1 7.6 19.84 

                              

7 MALDI 3 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) 

serine protease 0.779 60.8 4.7 131 2 6.3 7.7 6.97 

8 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 laccase 2 laccase 0.703 63.4 4.5 595.5 8 14.3 5.2 3.88 

9 MALDI 9 
Botrytis 

cinerea 
gi|374094008 

acid protease 1, 

partial 
acid protease 0.596 22.7 4.7 169.6 2 13.1 2.9 14.91 

                              

10 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|767254761 Ygp1p asparaginase 0.818 37.2 5.3 551.6 6 11 5.1 7.97 

11 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190406234 

hypothetical 

protein 

SCRG_05191 

stress induced 

cell-wall 

mannoprotein 

0.803 24.3 4.3 212.9 2 11.4 1.8 2.02 

12 MALDI 2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323348454 Crh1p transglycosidase 0.699 51.5 4.5 243.3 3 6.9 3.0 9.87 

13 MALDI 5 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|4814 YJU1, partial cell-wall protein 0.099 21.9 4.4 199.6 2 14.4 1.9 5.53 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in non-hazy botrytized Welschriesling wine, sample D 

Protein 

number 
Ionization 

technique 
Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name 
Protein 

function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by 

the Signal P 

4.1 server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 
MALDI 

1 
Vitis 

vinifera 
gi|297740510 

unnamed protein 

product, partial 

cysteine 

protease 
0.106 41.1 4.2 

1305.7 15 25.5 
9.8 

9.28 

ESI 2467 39 32.9 22.53 

2 

MALDI 

9 
Vitis 

vinifera 

gi|7406714 

putative 

thaumatin-like 

protein, partial 

thaumatin 

partial 
0.151 20.1 4.5 355.7 4 30.5 6.8 15.66 

ESI gi|147785114 

hypothetical 

protein 

VITISV_021587 

thaumatin 0.784 23.9 4.6 642.8 9 42.2 4.5 28.08 

ESI gi|147789487 

hypothetical 

protein 

VITISV_001194 

thaumatin 0.885 24.2 8.5 133 2 7.1 7.0 32.11 

                              

3 

MALDI 

1 
Botrytis 

cinerea 

gi|347835718 

glycoside 

hydrolase family 

31 protein glycoside 

hydrolase 

0.733 109.3 4.5 438.3 6 7.2 5.7 11.69 

ESI gi|154295712 

hypothetical 

protein 

BC1G_12859 

0.736 109.3 4.5 919.6 15 17.7 5.8 21.39 

4 

MALDI 

1 
Botrytis 

cinerea 
gi|472238473 

putative alpha 

mannosidase 

family protein 

glycoside 

hydrolase 
0.703 91.6 4.8 

88.2 3 3.8 

5.5 

4.9 

ESI 274.6 4 4.6 37.91 

5 

MALDI 

1 
Botrytis 

cinerea 
gi|154320662 

hypothetical 

protein 

BC1G_01803 

serine 

protease 
0.714 70 4.7 

1221.9 9 8 

7.1 

9.25 

ESI 1148.9 17 17.6 19.99 

6 

MALDI 3 
Botrytis 

cinerea 
gi|154309609 

hypothetical 

protein 

BC1G_07275 

possible 

peptidase 
0.841 82.3 4.6 

202.1 3 4.4 

5.3 

9.44 

ESI 2 402.8 5 7.4 34.1 

7 

MALDI 

4 
Botrytis 

cinerea 
gi|154321738 

hypothetical 

protein 

BC1G_01016 

possible 

heatshock 

protein 

0.737 21.8 4 

140.1 2 12.4 

5.5 

3.26 

ESI 325.6 5 17.3 59.32 

8 

MALDI 

3 
Botrytis 

cinerea 

gi|154316249 

hypothetical 

protein 

BC1G_03710 serine 

protease 

0.644 63 4.4 831.5 9 15.7 4.9 8.87 

ESI gi|347836387 

similar to 

carboxypeptidase, 

partial sequence 

0.646 64.9 4.6 1080.5 17 21.7 4.9 15.64 

9 
MALDI 

5 
Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 laccase 2 laccase 0.703 63.4 4.5 

1547.8 18 28.4 
5.2 

6.42 

ESI 3175.2 45 48.5 22.43 

10 

MALDI 

3 
Botrytis 

cinerea 
gi|154310457 

hypothetical 

protein 

BC1G_07149 

serine 

protease 
0.357 61.8 4.6 

130 2 3.9 

7.1 

4.76 

ESI 160.5 2 5.2 38.57 

11 

MALDI 

3 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) 

serine 

protease 
0.779 60.8 4.7 

1129.6 12 14.5 

7.7 

8.54 

ESI 1294 22 33.1 27.35 

12 

MALDI 

4 
Botrytis 

cinerea 
gi|154300984 

hypothetical 

protein 

BC1G_10630 

GPI-anchored 

cell wall 

organization 

protein 

0.77 41.1 4.3 

198.2 2 7.2 

2.9 

2.74 

ESI 303.5 5 12.2 40.59 

13 

MALDI 

4 
Botrytis 

cinerea 
gi|18307424 

pectin 

methylesterase 

[Botrytis cinerea] 

pectin 

methylesterase 
0.878 38 4.4 

213.3 3 11.5 

3.3 

13.95 

ESI 504.6 8 19.3 33.35 

14 

MALDI 

6 
Botrytis 

cinerea 
gi|154317922 

hypothetical 

protein 

BC1G_02944 

serine 

protease 
0.782 61.7 4.8 

159.9 2 4.9 

5.1 

8.18 

ESI 1030.8 16 26.4 27.13 

15 

MALDI 

6 
Botrytis 

cinerea 
gi|347827471 

similar to GPI 

anchored cell wall 

protein 

Ubiquitin 3 

binding 

protein 

0.623 36.8 4.4 

99.3 1 3.4 

6.7 

2.09 

ESI 273.7 5 14.6 41.78 

16 

MALDI 

8 
Botrytis 

cinerea 
gi|114149215 

aspartic proteinase 

precursor, partial 

pepsin-like 

proteinase 

secreted from 

pathogen to 

degrade host 

proteins 

0.562 50.5 4.4 

241.1 2 4.6 

3.7 

0.51 

ESI 158.2 3 11 15.81 

17 
MALDI 9 Botrytis 

cinerea 
gi|154320159 predicted protein x unknown 0.869 17.2 3.9 

227.1 2 17.3 
4.9 

8.73 

ESI 8 426.4 6 27.2 41.15 

18 
MALDI 

9 
Botrytis 

cinerea 
gi|374094008 

acid protease 1, 

partial 
acid protease 0.596 22.7 4.7 

175.3 2 13.1 
2.9 

6.28 

ESI 317.1 4 34.2 53.84 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in standard clear white wines, sample E 

Protein 

number 

Ionization 

technique 

Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name 
Protein 

function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by the 

Signal P 4.1 

server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 MALDI 2 Vitis vinifera gi|297740510 
unnamed protein 

product, partial 

cysteine 

protease 
0.106 41.1 4.2 1079.4 12 17.8 9.8 5.39 

2 MALDI 4 Vitis vinifera gi|225445553 

PREDICTED: 

blue copper 

protein 

stellacyanin 0.836 30.7 5.1 337.9 5 12.4 6.6 1.56 

3 MALDI 5 Vitis vinifera gi|296084197 
unnamed protein 

product, partial 
invertase 0.127 60.5 4.4 800.9 9 19.2 5.7 7.75 

4 MALDI 8 Vitis vinifera gi|147789487 

hypothetical 

protein 

VITISV_001194 

thaumatin 0.885 24.2 8.5 206.6 2 7.1 7.0 14.75 

5 MALDI 9 Vitis vinifera gi|605603680 

Chain A, Structure 

Of Haze Forming 

Proteins In White 

Wines: Vitis 

Vinifera 

Thaumatin-like 

Proteins 

thaumatin 0.192 21.2 4.5 614.3 7 36.3 5.0 2.68 

6 MALDI 12 Vitis vinifera gi|147784001 

hypothetical 

protein 

VITISV_041168 

PR-4 protein 0.879 12.6 9.4 111.3 1 13.7 4.2 6.36 

                              

7 MALDI 4 
Botrytis 

cinerea 
gi|154320662 

hypothetical 

protein 

BC1G_01803 

sedolisin 

peptidase 
0.714 70 4.7 210.2 2 2.5 7.1 0.3 

8 MALDI 4 
Botrytis 

cinerea 
gi|154310457 

hypothetical 

protein 

BC1G_07149 

serine protease 0.357 61.8 4.6 107.7 2 3.9 7.1 6.03 

9 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 laccase 2 laccase 0.703 63.4 4.5 520.4 6 11.4 5.2 6.45 

10 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) 

serine protease 0.779 60.8 4.7 203.7 2 6.3 7.7 9.28 

                              

11 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323354858 Crh1p transglycosidase 0.699 45.6 4.5 230.6 3 7.8 3.2 6.34 

12 MALDI 2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190408245 lysophospholipase phospholipase 0.462 75.4 4.5 598.2 6 12.7 4.1 7.35 

13 MALDI 2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|767254761 Ygp1p asparaginase 0.818 37.2 5.3 268.8 2 4.8 5.1 9.32 

14 MALDI 3 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190406234 

hypothetical 

protein 

SCRG_05191 

stress induced 

cell-wall protein 
0.803 24.3 4.3 231.4 2 11.4 1.8 5.45 

15 MALDI 5 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|766436800 Pry1p 

extracellular 

protein 
0.766 29.8 4.4 144 2 10 4.8 8.63 

16 MALDI 6 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323304370 Pry3p 

extracellular 

protein 
0.712 92.7 4.5 607.2 5 5.8 3.2 11.11 

17 MALDI 5 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323305979 Tos1p 

putative 

glycosidase 
0.824 44.2 4.6 396.5 5 14.5 2.8 6.96 

 

  



 

xci 

 

Perutka et al., 2019, Proteins identified in standard clear white wines, sample F 

Protein 

number 

Ionization 

technique 

Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name 
Protein 

function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by 

the Signal P 

4.1 server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 MALDI 2 Vitis vinifera gi|297740510 
unnamed protein 

product, partial 

cysteine 

protease 
0.106 41.1 4.2 634 7 16.7 9.8 4.48 

2 MALDI 2 Vitis vinifera gi|225445553 

PREDICTED: 

blue copper 

protein 

stellacyanin 0.836 30.7 5.1 159.1 2 7.7 6.6 5.11 

3 MALDI 10 Vitis vinifera gi|7406714 

putative 

thaumatin-like 

protein, partial 

thaumatin 0.151 20.1 4.5 191 2 15.3 6.8 15.36 

                              

4 MALDI 1 
Botrytis 

cinerea 
gi|347835718 

glycoside 

hydrolase family 

31 protein 

glycoside 

hydrolase 
0.733 109.3 4.5 243.4 3 3.6 5.7 2.61 

5 MALDI 2 
Botrytis 

cinerea 
gi|154320662 

hypothetical 

protein 

BC1G_01803 

serine 

protease 
0.714 70 4.7 439.7 4 4.8 7.1 5.3 

6 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|15022489 laccase 2 laccase 0.703 63.4 4.5 1250.3 13 22.9 5.2 8.96 

7 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|347833309 

similar to serine 

carboxypeptidase 

(CpdS) 

serine 

protease 
0.779 60.8 4.7 500.5 5 13 7.7 6.41 

8 MALDI 5 
Botrytis 

cinerea 
gi|154310457 

hypothetical 

protein 

BC1G_07149 

serine 

protease 
0.357 61.8 4.6 176.2 2 3.9 7.1 12.47 

9 MALDI 6 
Botrytis 

cinerea 
gi|154316249 

hypothetical 

protein 

BC1G_03710 

serine 

protease 
0.646 63 4.4 118.5 2 2.4 4.9 11.31 

10 MALDI 7 
Botrytis 

cinerea 
gi|48093959 

endo-beta-1,4-

glucanase 

precursor 

cellulase 0.764 44.2 4.2 166.5 1 6.1 3.2 7.76 

                              

11 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190408245 lysophospholipase 

lysophospho-

lipase 
0.462 75.4 4.5 706.5 7 13.5 4.1 8.29 

12 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323307336 Hpf1p 

hyphally 

regulated cell 

wall 

mannoprotein 

0.652 69 6.2 482.3 5 9.4 2.8 7.64 

13 MALDI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323309306 

YAR066W-like 

protein 

hyphally 

regulated cell 

wall 

mannoprotein 

0.647 63.8 4.5 136.7 2 5.1 2.5 4.05 

14 MALDI 2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|767254761 Ygp1p asparaginase 0.818 37.2 5.3 616.8 5 7.6 5.1 14.94 

15 MALDI 2 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|190406234 

hypothetical 

protein 

SCRG_05191 

Tir, cell-wall 

protein 
0.803 24.3 4.3 308.9 3 11.4 1.8 6.9 

16 MALDI 3 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|584368899 Hpf1p, partial 

hyphally 

regulated cell 

wall 

mannoprotein 

0.659 75 4.1 811.8 8 11.3 4.5 3.32 
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Perutka et al., 2019, Proteins identified in a grape juice, sample H 

Protein 

number 

Ionization 

technique 

Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  

Protein name Protein function 

Signal peptide 

prediction (D-

score values 

provided by the 

Signal P 4.1 

server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number 

of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 ESI 1 (5) 
Vitis 

vinifera 
gi|297740510 

unnamed protein 

product, partial 
cysteine protease 0.106 41.1 4.2 345.4 5 16.2 5.7 64.0 

2 ESI 1 
Vitis 

vinifera 
gi|302141828 

unnamed protein 

product, partial  

LysM domain protein, 

pathogen interaction 
0.133 42.8 5.1 122.0 3 8.6 8.3 55.0 

3 ESI 2 
Vitis 

vinifera 
gi|147825156 

hypothetical 

protein 

VITISV_034156  

PPR2 protein 0.114 59.6 7.0 130.2 2 1.9 3.2 51.2 

4 ESI 4 
Vitis 

vinifera 
gi|296084197 

unnamed protein 

product, partial 
invertase 0.127 60.5 4.4 927.4 17 25.6 5.7 64.4 

5 ESI 4 
Vitis 

vinifera 
gi|297744095 

unnamed protein 

product, partial 
unknown 0.133 49.9 5.5 196.9 4 11.6 7.8 58.3 

6 ESI 4 
Vitis 

vinifera 
gi|147811111 

hypothetical 

protein 

VITISV_027762 

Glycerophosphodiester 

phosphodiesterase 
0.938 70.4 5.5 115.1 3 4.8 4.0 81.2 

7 ESI 5 
Vitis 

vinifera 
gi|296084540 

unnamed protein 

product, partial  

glycoside hydrolase, 

heparanase 
0.838 58.6 6.3 123.8 2 3.9 4.1 77.3 

8 ESI 6 
Vitis 

vinifera 
gi|147766674 

hypothetical 

protein 

VITISV_035472 

polyphenol oxidase, 

tyrosinase 
0.183 67.4 6.0 325.2 7 10.7 7.2 38.8 

9 ESI 6 
Vitis 

vinifera 
gi|297736730 

unnamed protein 

product, partial 

polyphenol oxidase, 

tyrosinase 
0.194 51.5 5.7 168.2 4 9.9 7.3 64.9 

10 ESI 6 
Vitis 

vinifera 
gi|297739731 

unnamed protein 

product, partial 

polygalacturonase 

inhibitor 
0.756 35.5 9.0 114.1 2 7.5 7.2 70.7 

11 ESI 7 
Vitis 

vinifera 
gi|2306813 

class IV 

endochitinase 
chitinase 0.928 27.5 5.4 640.7 13 35.6 2.0 66.8 

12 ESI 7 
Vitis 

vinifera 
gi|225441373 

PREDICTED: 

glucan endo-1,3-

beta-glucosidase 

glucosidase 0.743 36.7 8.5 308.0 5 15.0 5.5 59.3 

13 ESI 7 
Vitis 

vinifera 
gi|147790682 

hypothetical 

protein 

VITISV_001146 

cysteine protease 0.930 51.5 5.1 232.5 3 9.2 4.5 62.6 

14 ESI 8 
Vitis 

vinifera 
gi|147787076 

hypothetical 

protein 

VITISV_033131  

chitinase 0.920 28.0 4.7 529.7 9 22.3 2.4 62.3 

15 ESI 9 
Vitis 

vinifera 
gi|7406716 

putative 

thaumatin-like 

protein 

thaumatin 0.777 24.0 4.9 641.6 10 47.7 7.1 70.6 

16 ESI 9 
Vitis 

vinifera 
gi|33329390 

thaumatin-like 

protein [Vitis 

vinifera] 

thaumatin 0.847 23.9 4.7 241.6 4 18.2 5.5 63.3 

17 ESI 12 
Vitis 

vinifera 
gi|147768392 

hypothetical 

protein 

VITISV_031522 

cysteine proteinase 

inhibitor 
0.098 11.2 5.6 262.2 6 55.4 3.0 63.3 

18 ESI 12 
Vitis 

vinifera 
gi|3511147 PR-4 type protein PR4 protein, chitinase 0.879 15.2 5.5 192.6 2 11.2 3.3 76.2 

Perutka et al., 2019, Proteins identified in a nouveau wine, sample G 

Protein 

number 

Ionization 

technique 

Gel slice 

number 
Organism 

Accession 

number 

(NCBInr)  
Protein name Protein function 

Signal 

peptide 

prediction 

(D-score 

values 

provided 

by the 

Signal P 

4.1 server)  

MW 

[kDa] 
pI Score 

Number of 

sequenced 

peptides 

Sequence 

coverage 

[%] 

Proline 

content 

[%] 

RMS90 

[ppm] 

1 ESI 1 Vitis vinifera gi|297740510 
unnamed protein 

product, partial 
cysteine protease 0.106 41.1 4.2 1238.2 24 25.5 9.8 58.0 

2 ESI 4 Vitis vinifera gi|225466093 

PREDICTED: beta-

fructofuranosidase, 

soluble isoenzyme 

I-like 

invertase 0.122 72.0 4.6 1559.4 30 27.4 6.5 47.1 

3 ESI 9 Vitis vinifera gi|7406716 
putative thaumatin-

like protein 
thaumatin 0.777 24.0 4.9 889.0 14 49.1 7.1 51.8 

4 ESI 9 Vitis vinifera gi|147785114 
hypothetical protein 

VITISV_021587 
thaumatin 0.784 23.9 4.6 481.1 9 40.0 5.0 50.0 

5 ESI 11 Vitis vinifera gi|225453022 

PREDICTED: 

pathogenesis-

related protein PR-4 

PR4 protein, 

chitinase 
0.879 15.1 8.1 487.0 7 37.8 3.3 45.0 

6 ESI 12 Vitis vinifera gi|225441373 

PREDICTED: 

glucan endo-1,3-

beta-glucosidase 

glucosidase 0.743 36.7 8.5 272.1 6 21.5 5.5 63.8 

                              

7 ESI 1 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|767254761 Ygp1p asparaginase 0.818 37.2 5.3 220.5 4 11.9 5.1 39.9 

8 ESI 6 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323308946 Crh1p transglycosidase 0.699 53.4 4.5 133.2 3 7.6 2.8 50.2 

9 ESI 12 
Saccharomyces 

cerevisiae 
gi|323303769 Fks1p 

1,3-glucan 

synthase 
0.101 214.8 6.8 249.2 6 1.8 4.6 60.2 
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