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Abstrakt

Tato diplomova prace pojednava o kyselych protéirdzsazenych v hlizdch bramboru
hliznatého $olanum tuberosum L.), respektive jejich separaci pomoci chromatbigksich
technik. Jako material byly zvoleny hlizy dvou wdikulturnich brambor, Adéla a Westamyil.
Ze ziskané a zakoncentrované hlizovavg byly pomoci chromatografie na gravitéch
kolonach odstraimy bazické a &Sina proteif patatinového komplexu. V nasledujicim kroku
byla provedena chromatografie na aniontové a hydmpatitové kolod na systému
vysokorychlostni kapalinové chromatografie (FPLOJa aniontové koloh se podélo
separovat proteinové frakce zahrnujici proteingasahu 15-60 kDa u aitity Adéla a 15-100
kDa u odtidy Westamyl. V nejtSi mie byly u obou odrd zachyceny proteiny o velikosti
15 kDa a 20 kDa. V poslednim kroku byla provedematmostni spektrometrie, pomoci které

se podslo identifikovat vybrané proteinové frakce.

Kli ¢éova slova:Solanum tuberosum L., inhibitory proteas, chromatografie, FPLC



Abstract

This diploma thesis deals with acidic proteins eord in the potato Splanum
tuberosum) tubers, or rather about their separation witrootatography techniques. For the
analysis were chosen tubers of two czech potatieties, Adéla and Westamyl. From the
concentrated potato juice were eliminated basic gt of the patatin proteins with the
gravity column chromatography. In the next stepeasgwplied the chromatography techniques
on the anion and hydroxyapatite columns by the pgastein liquid chromatography (FPLC)
system. On the anion column were separated prétations which contained proteins of
molecular weight in the range of 15 kDa to 60 kDaldla) and 15 kDa to 100 kDa
(Westamyl). The most abundant were the proteink miblecular weight 15 kDa a 20 kDa.
In the last step was used the mass spectrometryhéridentification of chosen protein
fractions.

Keywords: Solanum tuberosum L., protease inhibitors, chromatography, FPLC
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1. UVOD

Lilek brambor¢i brambor hliznaty $olanum tuberosum L.) je rostlina paici do ¢eledi
lilkovitych. Tato plodina pochazi z horskych a poddkych oblasti And v oblasti dne3nich
stati Peru, Chile a Bolivie v Jizni Americe odkud seokhisty dostala v 16. stoleti do
Evropy. Na naSem Uzemi je zaznamenan prvni vysiayhbor v druhé polovihl7. stoleti.

K vétSimu roz&ieni gistovani vSak dosloiplizné az na pelomu 18. a 19. stoleti. Brambory
zdrojem mineralnich latek akterych vitamir a proteiny obsazené v bramborovych hlizach
jsou diky skladb aminokyselin, zejména diky vysokému obsahu lysimyazovany za velmi
kvalitni. Po pSenici, séje a kuka maji také ze vSech plodin nejvysSi vynos. Kéom
potravin&ského vyuziti se bramborové hlizy ve velk&eniplatiuji také ve zpracovatelském
pramyslu, zejména pro extrakci Skrobu.

Hlizy brambor jsou fiblizn¢ ze ti ¢tvrtin tvoreny vodou. Zbyvajici suSinurgdstavuji
z vice nez poloviny polysacharidy — Skroby. Neckly®% celkového obsahu suSiny iivo
dusikaté latky, v nichz potmé promenlivy obsah zaujimaji proteiny, figemz nejvice
zastoupenymi skupinami protéifje patatinovy komplex a inhibitory proteas, ktepbl&né
tvori priblizné dvé tretiny celkového obsahu protéininhibitory proteas, p#ti svou velkou
casti mezi kyselé hlizové proteiny,iedstavuji velmi dlezitou sowdast obrannych
mechanism bramboru hliznatého. Byla prokazdna zejména jejldivita proti mikrobiélnim
a hmyzim patogemm a proto by tyto proteiny mohly nalézt upkaih v oblasti
rostlinolékastvi. Kron¥ toho se u inhibitar proteas prokazaly specifické mechanismy
pusobeni, které by mohly pomodii pe¢bé¢ nadorovych a koznich onemaaen.

Hlizové proteiny brambor jsou vSeobédmojré studované. Saasny vyzkum se vSak
sousted’uje zejména na nejbrejSi zasobni a nejvice zastoupeny hlizovy protepatatin.
Cilem této prace je zejména separace Kkyselych Wgho proteii pomoci
chromatografickych technik, jejich analyza na gél@ektroforéze a popis ziskanych frakci,

avsak s vyjimkou patatinu, ktery rosinvykazuje kyselé pH.
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2. LITERARNI P REHLED

2.1 Proteiny hliz bramboru

Jak jiz bylo uvedeno v Gvodu, hlizy bramboru hligh@ jsou tvéeny pfiimérné ze75%
vodou a zbytek hmotyipdstavuje suSina zahrnujidgiegdevsim polysacharidy, jeZ tg@odil
13-24% celkového objemu hliz. Obsahy dusikatyckklat hlizdch bramboru se pohybuiji
okolo 2%, v samotné susirpoté fiblizné kolem 10%. Obsah vlastnich protiia ramci
dusikatych latek kolisa v pammé velkém rozgti od 34 do 70 % (Barta artclirn, 2004).

2.1.1 BEleni hlizovych proteini

Diive se hlizové proteiny klasifikovaly podle rozmgsti na albuminové, globulinové,
glutelinove, a prolaminové frakcdipemz se na patku 80. let minulého stoleti zjistilo, Ze
hlavni podil tvaéi z 60% albuminovéa frakce, z 20% globulinovd a &jipich 20% ostatni
frakce. V sodasné dob se proteinové spektrum u hliz bramboruastji klasifikuje podle
molekulové hmotnosti, ikemz se di do 3 hlavnich skupin. Tyto skupiny tkigpatatin¢i
patatinovy komplex, bramborové inhibitory proteasséatni proteiny, igvazié s enzymovou
Gcasti na syntéze Skrobu (glykoproteiny). Rrpatatinovy komplex spolu s inhibitory proteas
piedstavuji d¥ nejvyznamgijSi skupiny a zaujimajiffblizn¢ dvé tietiny celkového obsahu
proteini v hlizach bramboru (Barta adtirn, 2004).

2.1.2 Inhibitory proteas

Proteasy neboli proteolytické enzymy jsou velrilieditou a Sirokou skupinou protéin
Jejich hlavnim ukolem je &teni proteifi. Ve vysSich organismech jsou proteasy kdédovany
priblizné 2% vSech gelh Prestoze jsou ve &Sine organisni nepostradatelnou skupinou,
jejich prilisna koncentrace tize byt naopak poskozujici. Z tohotvddu musi byt aktivita
proteas strikté regulovana (Habib and Fazilli, 2007).

Jednim z mechanigsmregulace proteasové aktivity jeigmbeni inhibitolt proteas
(PI's). Tyto proteiny s inhini aktivitou byly izolovany z mikroorganisim Zivogicht a
rostlin. Prvni zminka o roli PI's v obrarrostlin se objevila jiz v roce 1947 kdy Mickel a

Standish pozorovali naruSeni vyvoje larev u hmyteré byly udrzovany na extraktech sdji,
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kde se pra¥ tyto proteiny vyskytovaly. ¥tSinu PI's zapojenych do obrannych mechaiiism
tvoii inhibitory serinovych proteas. Mé&rzastoupené jsou inhibitory cysteinovych proteas.
Nejmére ¢asté jsou inhibitory aspartatovych proteas a nugisdteas (Hanusova artlirn,
2007).

Inhibitory proteas se mohou v rostlinnéatetvyskytovat v #iznych ¢astech, naiklad
semenech a hlizach ale i v nadzemnich organecim@&atv zasobnich organech, zejména
hlizdch msobi spiSe jako zasobni proteiny, v nadzemriigstech, pedevsSim v listech
sehravaji velkou roli v ochranpied mikrobialnimi patogeny, hmyzimi &kci a ha’atky
(Habib and Fazilli, 2007; Barta addirn, 2004).

U nekterych SkKidca byla prokazana inhibice aktivity travicich enzynmcoz ma za
nasledek snizeni mnozZstvi stravenych prételinhibice proteas zaroiievede k nadprodukci
travicich enzym, coz zmsobuje v¢erpavani zejména sirnych aminokyselin. V krajnim
piipadt dochazi k naruseni vyvoje, az smrti patogena (&ahal., 2011).

Inhibitory proteas obsazené v bramborovévs tvori ¢asto vice nez 30 % z celkového
mnoZstvi proteifs, u odiady Elkana muze jejich obsah dosahovat az hodnoty 50%.
Zastoupeni a poé#ny jednotlivych skupin protein v hlizach bramboru vSak nejsou dodnes
presré znamy. Kazda odda také obsahujeizné spektrum frakci PI's. Ukazalo se vsak, ze
piiblizné 70% inhibitofi proteas pat mezi inhibitory Kunitzova typu (Hanusova afairn,
2007; Pouvreau, 2004).

Klasifikace inhibitor & proteas

Inhibitory proteas obeeénrozclujeme nejastji podle aminokyselinového zbytku
v aktivnim mist. Podle toho kriteria rozliSujeme 4 hlavni skupir§erinové inhibitory
proteas (serigi histidin v aktivnim mist), cysteinové inhibitory proteas (cystein v aktivni
mist), aspartatové inhibitory proteas (aspartat v aktiv mist) a metaloproteasove
inhibitory (kovové ionty v aktivnim mis}, (Bartovaet al., 2012).

Pro klasifikaci inhibitofi proteas u brambor se v $asgnosti pouZzivaji 2 klasifikai
systémy. Podle starSiho a miédetailniho systémuétime PI's u brambor do 3 hlavnich
skupin: Prvni skupinou je potato inhibitor | o welsti 8 kDa, ktery je pentemarickym
inhibitorem serinu, potato inhibitor I, dimerickserinovy inhibitor a ieti skupinou jsou
proteiny o velikosti 20-22 kDa, které se nadaldi dio 4 dalSich podskupin, které Vo
inhibitory proteas Kunitzova typu, inhibitory cystevych proteas, inhibitory aspartatovych

proteas a inhibitor karboxipeptidasy.
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Podle modergsiho zgisobu vyuzivame deni bramborovych PI'sfimo do sedmiiid
podle jejich molekulové hmotnosti, stavby molekutpdnoty isoelektrického bodu a dho
disulfidickych mistka v molekule (Béartova, 2012).

Tab. 1: Rozdleni bramborovych inhibitdr proteas podle jejich specifickych vilastnosti (werso
podle Béartova, 2012).

. Molekulova I . Inhibované
Skupina P Klasifikace
hmotnost (pH) enzymy
Bramborovy inhibitor proteas | S trypsin
(PI-1; Potato inhibitor I) 7,1-7,9kDa | 5,1-7,8 serinovy inhibitor chymotrypsin
Bramborovy inhibitor proteas | o . trypsin
(P1-2; Potato inhibitor I1) 10,2 kDa 5,5-6, serinovy inhibitor chymotrypsin
Bramborovy cysteinovy L, papain
inhibitor proteas (PCPI, Potatp 20,1-22,8 kDa| 5,8-9,0 cystglrlovy trypsin
. . inhibitor :
Cystein Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy aspartatovy o cathepsin D
inhibitor proteas (PAPI, Potatp 19,9-22,0 kDa| 6,2-8,7 aisnprﬁgi?;?vy trypsin
Aspartyl Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy inhibitor rvosin
Kunitzova typu (PKPI, Potato| 20,2 kDa 8,0-9,0 serinovy inhibitor yp

Kunitz Protease Inhibitor chymotrypsin

Ostatni serinové inhibitory
(OSPI, Other Serine Protease 21,0-21,8 kDa
Inhibitor)

trypsin

7,58, chymotrypsin

B serinovy inhibitor

Bramborovy
karboxipeptidasovy inhibitor
proteas (PCI, Potato
Carboxypeptidase Inhibitor)

metalloproteasovy
inhibitor

karboxipeptidasa
A

4,3 kDa pH

Inhibitory proteas mohou bytéteny také do dvou skupin podle igmbu interakce s
enzymy. U prvni skupiny dochazi kinterakci inhibbit piimo s katalytickym centrem
enzymu,¢imz dany enzym inaktivuje. PI's z druhé skupinynserozdil od inhibitak z prvni
skupiny nevazou ifimo na katalytické centrum, ale obklopuji katalkficaparat enzymu a
zamezuji tak spojeni a interakci katalytického k@rde substratem. Prvni skupinu ifvo

prevaznacast PI's o velikosti od 30 do 200 aminokyselin. niede pedevSim o serinové
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inhibitory proteas, napbramborovy serinovy inhibitor proteas (PSRitato Serine Protease
Inhibitor) coz je zarovie negasgji zastoupeny inhibitor proteas u brambor. Zahrratigbilni,
pievazre kyselé frakce s netnnou sekundérni a tercidlni strukturou v rozmezi qiH
hodnoty 3 do 7,5. Kroth PSPI niize prvni skupina zahrnovat také&které cysteinové
inhibitory, nag. bramborovy cysteinovy inhibitor proteas (PCPd&tato Cysteine Protease
Inhibitor). Druha skupina se sklad&epevsim z PI's, které gatmezi cysteinové inhibitory
proteas a ndfklad také skupina hirudin patici mezi Ziv@isné inhibitory proteas, které byly

izolovany ze slin pijavic (Pouvreau, 2004).

Frakcionace inhibitora proteas

Proteiny ze skupiny inhibitérproteas vytvé jednotlivé frakce v ramci kazdé dudhy.
Pouvreau (2004) popisuje proces frakcionace pomolsiomatografickych technik
bramborovych inhibitar proteas u odidy Elkana nasledujicim zjisobem: Zakoncentrovana
bramborova fAva se necha nejprve frakcionovat na kélonrdmci gelové permeni
chromatografie. Tim je ziskano ratehi do frakce I, frakce Il a souboru frakci IINAa

Frakce | se zdkje a nasledh se necha separovat na aniontové kdl@omoci
iontovymeénnych interakci. V rdmci vazebnych proteise zachytavaji frakce od IA do IF.
Proteiny z frakci IN a INB se zachyti v dalSim kroku na kationtové kelon

Frakce Il se nejprve roZ na aniontové kolah Tim jsou zachyceny vazebné proteiny
z frakci od IIA do IIE. Z nevazebnych protéirse jedna o frakce IIN. V dalSim kroku na
anexové kolo& dojde k rozdleni frakci v rozptylu od IINA do IINH. Vazebné ewazebné
frakce se naslednvyuZziji pro frakcionaci v ramci afinitni chromat@die. Ri této separaci
jsou zachytavany zejmeéna frakce od IIA1 do IIE2a&kde v rozptylu od [INAL do IINH2.

Frakce Il a IV jsou spole¢ zachytavany pomoci kolony gelové perdrda
chromatografie, ficemz se jedna o frakce v rozptylu od IlIA do IlIDod IVA do IVE.
Jednotlivé frakce inhibitdr proteas v bramborovych hlizach separované v ravdaoidy

Elkana jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Pouvreau, 004

14



Tab. 2: Charakteristika a aktivita jednotlivych @ioi a frakci inhibitofi proteas izolovanych

z hlizové $avy bramboru hliznatého adty Elkana (upraveno podle Pouvreau, 2004)

= -

Nazev Frakce MW (£ 5 Da) PI Q e E = o =

GHY ¢ & & & 2 &

By 2] e ' = o et

1 T6E3-TETY 51-63 5 + 4+ - - -

Pl-1 IN TERITEII TTE 5 ok M va = o 4
122, 1IC3 768377 51,63 5 + + - - 4+ -

A2 11B1 20,279 6.5 I

B2 20,023 6.0 2+ 4+ - - - .

HC3, 1103 20273 6.1 2 + + = -+ -

Pl-2 11C4 20674 5.8 2 -+ - -+ .
o2 20L6T6 55 2+ + - -+ -

HE2 20,315 59 2+ o+ - -+ -

1INAZ TINAZ 20265 6.9 2+ + - -+ -

PIG HC4 19.987 2 s dhs s A B 5
NID IINB2 20.,03% 84 L =% = & #= aF 2
P HND2, HNEZ 22.025 2.6 l + 4+ - 4+ o+ -
Pl-13 HNC] 19,873 BT L+ = = 4+ 4+ =
PI-8 HNC2 20,141 T I o+ 4 = 4 o s
FPAPI-8.2 IINAS 19,883 B2 l + o+ -+ - 3
PCPI-23 kDa  11Al 22755 6.7 l e
PCPI-6.6 el 22769 6.6 I - R
PCPI1-5.9 ol 22674 58 i of e ook o2 osm s
PCPI-7.1 IINAT 2773 7.] - R
PCPI-8.0) IINB2 20,096 5.0 I + ok oF o &
PCPI-8.6 WD 1IKE] 20,127 8.6 l S R
PCP1-9.4 IINEL, 1INGI 20,134 =0.0 l + -+ -+ -
PCPI-8.3 IINE2, IING2, HIG3 20,433 8.3 1 + 4+ o+ - L -
PKEFPI-9.4 1INHI 20,237 =3.0 I 4 5 o= P s
PKPI-R.0 ITNH2, [ING2 20,194 8.0 l R R - - y
HLE inh. IINE2 21,025 BE 2 + + = = 4z
22 kDra inh. IINAZ TINAZ 21,804 =S I + o= o= o s
PCl G 4,274 n l SR SRR -

Pctet pj: pd&et podjednotek proteinu, Tryp: trypsin, Chym: chyryppsin, Pap: papain, CathD:
katepsin D, HLE: lidska leukocytova elastasa, CArbd@rboxypeptidasa, PI-1: bramborovy inhibitor
I, PI-2: bramborovy inhibitor Il, PAPI: bramborowaspartatovy inhibitor proteas, PCPI: bramborovy
cysteinovy inhibitor proteas, PKPI: bramborovy imitor proteas Kunitzova typu, PCI: bramborovy
karboxypeptidovy inhibitor.

+ : prokazana inhibhi aktivita, - : neprokazana inhéioii aktivity, n. - neuteno
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Moznosti vyuziti inhibitori proteas

Inhibitory proteas se diky svym vlastnostéadi mezi multifunkni proteiny. Rada
jejich vlastnosti a mechanismpiasobeni nize vytv&et prostor pro jejich vyuZziti v
budoucnosti, @& uz se jednd o oblasti ldstvi, rostlinolékéstvi pripadré jiné, napiklad
pramyslové, oblasti.

Z hlediska uplaténi v 1ékdstvi by inhibitory proteas mohly byt potencionévyuzity
nagiklad @i Iécbé nddorovych onemoeni. PI's mohou blokovat aktivaci promotoru tumoru
v savich buikach tim, Ze eliminuji aktivator proteinu AP-1, Kteptisobi jako transkrigni
faktor. Mohou také so#Zit o vazebné misto na receptoru EGFR, na ktenyasezuje EGF,
coz je antagonista lidského epidermalnilistového faktoru. PI's jsou také aktivni proti
oxidativnimu misobeni gkterych bakterii, které fize byt karcinogenni nebo mutagenni.
Krom¢ toho se prokazalacinnost PI's proti dermatitiél a jinym koZznim onemoenim.
Inhibitory proteas mohou mit potencial i ¢bé obezity, kdy umoiuji udrZzovani vyssi
hladiny enzymu cholecystokininu (CCK), ktery zvysujclovéka pocit nasyceni a tim padem
redukuje pijem potravy. Tato aktivita byla jizZ prokdzana tilitora proteas vyskytujici se
v bramborovych hlizach, néglad PI-1, PI-2 nebo PCI. (Hanusova dbatn, 2007)

Inhibitory proteas by mohly najit uplatmi také v oblasti ochrany rostlin. Vzhledem
k tomu, Ze geny podnnijici expresi &chto proteii jsou pongrné lehce penositelné, je
mozné vytveit transgenni rostliny umagijici produkci nebo zvySeni produkcéchto
proteini v rostlinach. Jako prvni prébl prenos genu kédujici protein CpTi do rostlin tabaku.
Pozdiji byla provedena transgenose bramborového inhibiii-12 do rostlin ryZze. Ukazalo
se, Ze pkteré PI's indukuji také rezistenci kKkierym viim, nagiklad cystein proteasovy
inhibitor oryzacystatin indukoval specifickou reeisci ke déma vyznamnym poliovim:
Tobacco etch virus (TEV) aPotato virus Y (PVY). U transgenniho hrachu prokazal fazolovy
inhibitor alfa-amylasy rezistenci k zrnokazu hraodmu (HraSkaet al., 2006).

Praktickému vyuziti PI's v rostlinolékstvi vSak zatim brani¢které jejich vlastnosti
doprovodné jevy. Problematické ue byt napiklad jejich specifické fsobeni, které
vzhledem k velké variabilit travicich proteas v zazivacim traktu hmyzu znesujad
konkrétni vyuziti PI's fi ochrarg rostlin acasto by se v ramci technik transgenose muselo
pienéSet vice génpro produkci vice PI's. Kromtoho, @i obrannych reakcich hmyzuiie
dochazet k vyrn¢ travicich enzynm, které PI's neovliituji nebo rovnou vedou k produkci
jinych travicich enzyr, které jsou k PI's imo necitlivé. Rsobeni PI's mze také paradoxn

zpasobit WtSi poSkozeni rostlin vidgledku zvySené konzumace rostlinné hmotyazodu
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inhibice travicich enziin Tyto proteiny tak€asto nezfisobuji gfimo smrt hmyzich patogén
ale pouze zpomaleni jejich vyvajesnizeni plodnosti (HraSkat al., 2006).

| ptes rékteré, vySe uvedené problémypibe byt potencial vyuZiti inhibitdr proteas
v budoucnosti pogrné vysoky, proto je tllezité nadale provéat jejich vyzkum a studium

vyuzitelnych vlastnosti.

2.1.2 Patatin

Patatin pedstavuje fiblizné 40% celkového mnoZstvi rozpustnych proteinhlizach
brambor. Jeho velikost kolisa mezi 40 az 43 kDaindkyselinova sekvence monomaiita
366 aminokyselin. Podil sacharidogésti makromolekuly patatinu je asi 4%. Nativee
vyskytuje ve fornd dimeru. Poprvé byl izolovan v roce 1980 RacusemaeRootem pomoci
chromatografickych technik. (Ralett al., 2000).Patatin koduje 2ridy gerii, pricemz
Multigenova rodinaifdy | je exprimovana pouze v hlizach a Multigenowdina tidy 1l je
exprimovana v nizkych hladinach v celé rosti{Barta, 2004).

Na rozdil od inhibitoli proteas pedstavuje patatinovy komplex homologni skupinu
protein. Patatin five kron¢ zasobni funkce vykazovat také lipid acylhydrolasowaktivitu
(LAH), ktera umozuje tvorbu voskovych estiera deacylaci lipid. Patatinu byla fpsana
navic aktivita enzymu acyl transferasy a kyselebe-glukanasy. Tafigpiva k obraa pied
houbovymi patogeny. Bylo také zji#io, Zze enzym cytosolova fosfolipasa Katalyzujici
hydrolyzu esterovych vazeb mastnych kyselin maétejastnosti jako patatin a protékiesi
autai povaZzuji gimo tento enzym za patatin. Na zaklaiovnani specifickych enzymovych
a inhibinich vlastnosti patatinovych frakci se délefgk zawru, Ze patatin rfize pisobit svym
vlivem na metabolismus lipidjako obrana proti hmyzim 8&cam (Hanusova and'urn,
2007; Barta, 2004)

Izolace patatinu se da prowhdiice zmisoby. Jako nejefektiwBi se ukazala metoda
precipitace ethanolem z hlizové vody, ktera vzné@ odpad i zpracovani bramborovych
hliz na Skrob. DalSi dnné metody izolace, zejména v laboratornim pesf jsou Bkteré
separani techniky, nafiklad adsorpni chromatografie.

Komplex patatinovych bilkovin bude moci diky svyrtastnostem nabidnout Siroké
vyuziti v oblastech krmiv&tvi, potravinéstvi a diky enzymovym vlastnostem takeé v oblasti

biotechnologii.
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2.1.3 Ostatni proteiny

Mén¢ zastoupenou skupinou protéim hlizach bramboru jsou néklad lektiny. Jedna
se 0 proteiny s molekulovou hmotnostitdi nez 40 kDa. P&t mezi pongrné dulezitou
skupinu proteif, protoZze se mimo jiné zapojuji do obranného meshan rostlin tim, ze
indukuji shlukovani (aglutinaci) b&k. Jsou schopny nepecificky interferovat v metadoli
vitamini, aminokyselin, tuk a glukézy s nasledkem zpomalenfistu organismu
(Ctvrtnickova, 2009). Nkteré lektiny vdak mohou byt toxické i pro savceodPazeji
gastrointestindlnim dstrojim té&ineznénény a dokazou proto #gobitfadu poruch traviciho
traktu (Hanusova andurn, 2007).

Lektiny maji také schopnost rozpoznavat a vazatycuRostlinné lektiny se vyziaji
vySSi citlivosti k vySSim teplotam a také odolndstiaveni. Krond brambor se nachazi i v
jinych plodinédch, jako jsou néjlad obilniny, kukdice, ragata a ludtniny. Vyskytuji se
zejména ve vegetativnicbdstech rostlin, ndjklad v listech, stoncich, tke, hlizach a
oddencich (De Mejia and Prisecaru, 2005). MezithefitejSi rostlinné lektiny pdt zejména
jacalin, konkanavalin A, fytohemaglutinin A, sojolektin a ricin Ctvrtnickovéa, 2009).

Mezi dalSi skupinyfadime také ndjklad polyfenoloxidasy, které se podili na tworb
Skrobu. Byly nalezeny ve vySSich koncentracichizaah, stolonech a kenech, ficemz
v listech a stoncich byl jejich obsah nizSi. Negiy&ktivita byla zji&na v epidermis,

piipadre kaie rostliny (Thygesest al., 2005).
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2.2 Chromatografie

2.2.1 Historie a obecné principy chromatografie

Metody chromatografie pat mezi nejvyznamgjSi analytické sepatai metody.
Umoziuji déleni, identifikaci a stanoveni velkého g organickych i anorganickych latek.
Zaklady chromatografie polozil na giku 20. stoleti botanik rusko-italskéhdvpdu Cygt.
Poddilo se mu rozdlit chloroplastové pigmenty z rostlinnych extrakia sloupci uhtiitanu
vapenateho. Pro separatthto latek byly vyuzité rozdilné absdérmp schopnosti jednotlivych
slozek snisi rostlinnych barviv. Po tomto obdobi se chromedéig ve velmi omezené e
zatala pouzivat az od 30. letidfom vSak nastal az po 2.&ésavé valce, kdy Martin a Synge
dostali za vyzkum v této oblasti Nobelovu cenu m #ap@ali éru moderni plynové a
kapalinové chromatografie. Od té doby se chromafadt@ techniky velmi rozgiy a stale se
vyviji nové postupy. Po metodach vazeni &temi pH se tak chromatografie stala
nejrozstergjSi technikou analytické chemie (Drbal antia€k, 1999; Kas, 2006).

Moderni metody chromatografie vSak slouzi nejencéddiim analytickym, ale také
preparativnim. VyuzZivaji se zejména Vv biomedicirbioanalytice, farmaceutickém a
potravindském péimyslu nebo ve forenznichédach, nafiklad kriminalistice. Kromi
separace a naslednéhoceni slozeni s@si lze podle satasnych metod také dfit
koncentraci jednotlivych latek. Pro dokonalou idfgkdaci se chromatografické techniky
spojuji také s mnohymi metodami analytické cheméggiklad hmotnosti spektrometrii, UV-
VIS spektrometrii a dalSimi (Kas, 2006).

Principem samotné chromatografie j&leshi a distribuce latek mezi &wa fazemi,
z nichZ pohybliva faze se ozhge jako mobilni a nepohybliva stacionarniéléhi je zaloZzeno
na rozdilné afinit slozek ve sisi k mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi #vdapalinaci
plyn, stacionarni faze (sorbentlige mit velmi rozdilnou formu. Naiklad ji mohou tvait
casteky tuhé faze, tenka vrstva kapaliny na pevngasticich nebo film kapaliny na viii
strar¢ kapilary (Drbal and KZek, 1999).

Pfi chromatografii dochazi kipsunu latek do faze stacionarni &tzgo faze mobilni.
Kazda molekula f&jde mnohokrat z mobilni faze do sorbentu &,zpiicemz doba, po niz
separovana latka setrva v kodprzavisi nacetnosti a sile interakci adwje pdadi, v #mz
slozka opousti kolonCim w&tsi jsou tyto interakce ve stacionarni fazi, tin§3iyje hodnota

elutnihocasu. (Kas, 2006).
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2.2.2 Rozaleni chromatografickych metod

Jak jiz bylo uvedeno, v s¢asnosti existuje mnoho technik chromatografie &hej
rozkleni je mozné provést na zakéadekolika kriterii. NejjednoduSeji chromatograficke
techniky rozdlujeme podle skupenstvi a vlastnosti mobilni aistaérni faze a také podle

separanich mechanisinjednotlivych technik, tak jak je to uvedeno v mdkljici tabulce.

Tab. 3: Rozdleni zakladnich technik chromatografie podle danjleltnosti

. Skupenstvi .
Skupenstvi L Separa&ni oL
e stacionarni . Jednotlivé metody
mobilni faze . mechanismus
faze
" Plynova adsorfni
Adsorgni chromatografie (GSC)
Pevnd latka
Plynovéa o, Plynova chromatografie na
_ Sit fekt . )
chromatografie tovy ete molekulovych sitech (GSC)
. . Plynova rozdlovaci
Kapal Rozdl .
apaiina ozdlovaci chromatografie (GLC)
Adsorgni kapalinova
chromatografie (LSC)
Adsorgni
Tenkovrstva kapalinova
Pevna latka chromatografie (TLC)
Biospecifické interakce|  Afinitni chromatografie (A
Kapalinova
chromatografie MR lontow vymenna
Vyména font chromatografie (IEX)
. Kapalinova rozdlovaci
Rozctl .
ozctlovact chromatografie (LLC)
Kapalina
o, Gelova permaai
Sitovy efekt chromatografie (GPC)
Kapalina e ey
e L iz . S kritické fluid
v superkritickém Pevna latka Roztbvaci HperiTitc a. uiant
stavu chromatografie (SFC)
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Podle skupenstvi fazi sedld chromatografie na plynnou a kapalinovoujppdré
superkritickou-fluidni. U plynové chromatografieoti faze plyn-pevna latka nebo plyn-
kapalina, kapalinova chromatografie tvéaze kapalina-kapalina nebo kapalina-pevné latka.
Techniky kapalinové chromatografie I1zélitl podle zpisobu zavaghi vzorku na kolonu a
podle elgni sily mobilni faze. Dnes se v praxi tk& vyluiné pouziva elani vyvijeni, kdy se
vzorek zavede na kolonu nacatku analyzy a jeho sloZky jsou na kalasilngji sorbovany
nez slozky mobilni faze. Jednotlivé komponenty kmojsou eluovany z kolony v padi
podle velikosti sorpce na stacionarni fazi a jsoldkkeny cistou mobilni fazi. Mni-li se
polarita mobilni faze &hhem analyzy gasem, jde o tzv. gradientovou eluci. Podle uloZeni
stacionarni faze lze ro&dvat chromatografii na sloupcovou, papirovou aktemstvou
(Drbal and Kizek, 1999). Detailni Zsob d@leni technik chromatografie je zaloZeny na
separanim mechanismu neboli charakteru interakce sepagovatky se stacionarni fazi.
Podle tohoto kriteria rozliSujeme nd#dad chromatografii afinitni, iontav vyménnou,

adsorgni, rozc&tlovaci, gelovou permeai a dalSi konkrétni chromatografické techniky.

2.2.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (G@Gas chromatography) je separéni metoda, ktera vyuziva
rozckleni koncentrace analytu mezi stacionarni a mobiéxi na zaklad adsorpce a
rozpoudtni piicemz edpoklada, Ze toto rozkéni je rovnovazné. (slik et al., 2005) Jedna
se 0 metodu @enou k @leni a stanoveni plyn kapalin i latek s pevnym bodem varu do cca
400 °C. Pro spravné fungovani této metody vSak hdschazet k nezadoucimu vypeaani
latek. SloZky jsou separovany v mobilni fazi, ktertvoii nosny plyn, ficemz vSechny
analyzované latky musi byt vyimny definovanym zjsobem. Stacionarni faze je uniist
v chromatografické kolana nize byt tvdena pevnou fazi (n&paktivni uhli, silikagel, oxid
hlinity, polymerni sorbenty apod.) nebo vysokovrokapalina nanesena v tenké vistva
pevném, inertnim nosi GC je také vhodna pro analyztkavych anorganickych sldanin
(Krofta et al., 2001).

Separace ip plynové chromatografii probiha tak, Ze se vzorelese do naskove
komory, kde se odpaa ve forng par je unasen nosnym plynem do kolony. Slozky tkplee
sorbuji na z&tku kolony ve stacionarni fazi a pak desorligiistvyym nosnym plynem.
Nosny plyn poté undsi vzorky ke konci kolony a celpces se znovu opakuje. Latky

postupr vychéazeji z kolony v padi rostoucich hodnot distritmich konstant a vstupuji do
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detektoru, pomoci kterého jsou vyhodnocovany jddmosignaly. Zaznam signalje poté

zpracovavan ve fortnchromatogramu. (Kroftet al., 2001).

2.2.4 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LClL.iquid chromatography) se na rozdil od plynové
separaniho dtje v kapalné fazi oproti plynné fazi a nutnosti ¥iwat vhodné aparatury pro
rychlou a @innou analyzu. (Sobotnikowtal., 2010).

Na prelomu 30. a 40. let 20. stoleti vyvinulidci Martin a Synge formu chromatografie
s kapalinovou mobilni i stacionarni fazi, kteraawylyuZitelna pro separaci acetylovanych
aminokyselin. V roce 1941 navrhli ve své publikeyiiziti malych¢astic ve stacionarni fazi a
zvySeni tlak pro vylepSeni separace. Tim iniciovali vyiteni zakladnich pruk vedouci k
vyvoji vysokotlaké kapalinové chromatografie (Sc@@12).

Vyrazny pokrok prodhl v 70. letech diky &dcim Horvathovi a Guiochonovi a jejich
kolektivu, ktei jako stacionarni fazi pouzili vysoce poréznicsik oxid kiemkiity. Tyto
materialy, které jsou stabilni i do vysokych tiakolem 30 MPa vedli k vyty@ni metody
vysokotlaké kapalinové chromatografie. Kapalinov&omatografie se n&stji pouziva
k separaci polarnich latek a latek s vysokou mdtelau hmotnosti, které nemohou byt
rozc&klovany pomoci plynové chromatografie.i{kenecka, 2007; Raymond and Scott, 2012)

Stacionarni fazi kapalinové chromatografie ifve sowtasnosti nejasgji silikagel ve
formé nepravidelnychtastic nebo malych kuwek. Silikagel jecasto modifikovany a jeho
vazba tvéi formu Si — O — Si. Takto vazané silikonové polymgsou velmi odolné &i
hydrolyze a vysokym teplotam. Mobilni fazi tkapalina, picemz nejvice vyuzivané jsou
zejména alkoholy, nitrily nebo ethery. Tyto kapglimaji @ilis velkou elgni silu a proto se
pouZzivaji ve srsi s vodou, ktera ma nejmensi @lusilu. Pro idedlni hodnotu eluce se tedy
vyuziva miseni dvou nebti tozpou&del o izné elgni sile. Doba grchodu jednoho vzorku
kolonou, respektive doba mezi viozenim a detekofkiz, se nazyva reténi ¢cas a zn& se .
Retence (zachytavani) separovanych slozkkppalinové chromatografii roste @me
s jejich zvysujici se molekulovou hmotnostir&b sniZujici se retence separovanych slozek
je nasledujici: Alkany, aromaty, uhlovodiky, ethemtrosloweniny, estery, aminy, amidy,
kyseliny a sulfokyseliny. Retence polarnich slojekmald a zcela disociované slozky

v mobilni fazi nejsou zachytavanyubec. Retetni ¢as miZzeme ovlivnit také Upravou
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hodnoty pH mobilni faze. ZvySenim pH se zvySiceluobjemy bazickych slozek a naopak
snizenim pH dochazi k opegému efektu. (Kzenecka, 2007).

2.2.5 Moderni systémy kolonové kapalinovéhromatografie

VysokoWinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC, High performance liquid
chromatography) je v sodasnosti roz§enym systémem kapalinové chromatografie. Vyvinula
se z plynové chromatografie nacatku 70. let. Pro separaci vyuziva kapalinovou imob
fazi. Jedna o sloupcovy neboli kolonovy typ chroogadfie. Stacionarni faze vyskytujici se
na s&nach kolony obsahuje maléastice nepravidelného tvaru a jednotné velikosti
(Stulik et al., 2005).

Systém HPLC vyuZziva vysokych thakpro pfichod mobilni faze kolonou, protoze
stacionarni fazi tvio t¢sné vazané maléastice, které ip pasobeni nizkych tlakmobilni faze
hure adsorbuji. HPLC vyuZiva rgjstji 2 mody. Ri chromatografii s polarnimi fazemi se
vyuZziva polarnich interakci, kdy je stacionarnief@mlarrjSi nez mobilni. B reverzni fazi je
naopak stacionarni faze nepolarni a mobilni fazéarpb V sowasnosti je reverzni
chromatografie mnohem vyuzivgsi neZz chromatografie s normalnimi fazemiu(k et al.,
2005).

Tento systém chromatografie se vyuZiva ifidpd pro analyzucistoty proteiri.
Vyhodou je vysoka rychlost analyzy, vysoké&gnost a citlivost, moZznost automatizace a
dostupnost fistroja pro tento typ chromatografie. MenSi nevyhodedstavuji vysoké tlaky,
které mohou v krajnichifpadech poSkozovat proteinové frakce (Fusek, 2008).

Z&kladni instrumentaci pro HPLC tti@erpadlo, z&zeni na davkovéani vzorku, kolony,
detektory a vyhodnocovaci izzeni (Kiizeneckd, 2007). Pro analyzu vzibrke vyuzit
nekolik druhi deteknich g@istroji. Je teba si také usdomit, Ze zmina konkrétniho programu

HPLC miZe mit vliv na retetni ¢as i fresnost identifikace.

Vysokorychlostni kapalinova chromatografigFPLC)

Vysokorychlostni  kapalinova chromatografie (FPLCFast protein liquid
chromatography) je vysoce @inny chromatograficky systém s vysokou rozliSovaci
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schopnosti. Tento systém zahrnuje vramci svojfrunsentace automatické davkdea
program gradientové kontroly a vizualizace chromatfickych vin (pik) pomoci
pocitatového programu. Jedna se tedtttlakou metodu kapalinové chromatografienz se
liSi od HPLC. Vyuziva tlaky maximaindo 5 MPa a tim padem je, rfdgad k proteinovym
frakcim, citliwjSi nez HPLC. Diky nizSim tlakn mohou byt také jednotlivé komponenty
vyrobeny z plast nebo skla (Madadloet al., 2011; Btinova, 2008).

Systém FPLC se vyuziva daptji pii praci s biopolymery. Jeho vyhodou jsou také
mensSi finadni naklady za provoz a komponenty neZipadc HPLC. Za 1 test v ramci FPLC
muze byt cena a#itetkrat nizsi nez u HPLC a cena za 1 FPLC kolahudesetkrat mensi.
FPLC poskytuje Siroky rozsah chromatografickych todako je vyngna ionf,
chromatofocusing, gelova filtrace a hydrofobni interakce. Nejvyw®jSi rezimy gedstavuje
zejména vymina ionfi a gelova filtrace. (Madadloat al., 2011).

Systém FPLC byl vyti@n vroce 1982 ve Svédsku jako upraveny HPLC
chromatografie. Umaiuje pracovat ve vodnych mobilnich fazich s vysokyodilem soli a
organickych rozpoué&tiel za nizSich tlak (Tesaik, 2007). Rychlost rozpousti a konstantni
pratok u FPLC je kontrolovan pomoci pump. Vzorky jsgpraveny pomoci injeii
stiikacky do nasavaci sniky nebo peristaltickou pumpou do ,supersky. Ze smyky je
poté vzorek fenesen do kolony, kdgiphazi do styku se stacionarni fazi. Stacionamze faa
velkou gijmovou kapacitu. Obfaze gitom dolie pracuji s pufry a solemigbn¢ uzivanymi
pii bioseparaci. FPLC vyuZziva pistizenych pump, které pracuji proti $olpii napousini
jedné se druha vypousti. Podle chromatografickydaina principi separace lIze vyuzivat
razné typy kolon. Poiignosu vzorku do kolony se jednotlivé slozky navadaustacionarni
fazi. Diky automatickym pigm a jednoduchému sestaveni, I1Z&s{poj jednoduse upravit dle
Gcelu pouziti. Konkrétni metody mohou byt jednoduSgnchronizovany s dodanym
softwarovym programem a rozsah jeho nastaveni tuopezjiz zmirgny vysoky stupg

automatizace a tim padem také vysokou rychlost&mmtelnost (Sheehan, 2009).
2.2.6 Metody kolonové kapalinové chromatografie
Kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)
Podstatou kapalinové roddvaci chromatografie (LLQ,iquid-liquid chromatography)

je distribuce sloZzek mezi kapalnou mobilni fazi ap&nou stacionarni fazi mechanicky

prichycenou na pevném podkladu na zaklggich rozpustnosti, iiemz ol kapaliny musi
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byt pro spravnou separaci nemisitelné. Tento kapad mobilni i stacionarni faze je pome
nestabilni a proto jetdeZité spravné fixace kapalinové stacionarni faa@evném podkladu.
V normdlni fazi LLC je stacionarni faze nepolarntimm padem mobilni faze je polarni.
Normalni faze se vyuziva pro adeni polargjSich ve vod rozpustnych latek. (Snyder and
Kirkland, 1979)

Kapalinova adsorpéni chromatografie (LSC)

U metody kapalinové adsanpi chromatografie (LSQ,iquid-solid chromatography) je
vyuzivana interakce mezi slozkami vzorku a tuhati fa adsorbentem. Na ek kolony
naplrené adsorbentem se nanese vzorelkém se poté jednotlivé slozky pohybuji ve&m
eluentu a vazou se na adsorbé€lim rychleji se pohybuji, tim mérjsou adsorbovany.®né
sloZzky se pohybuji v kolanodliSnou rychlosti, ktera zavisi na jejich adsaoipa distrib@ni
konstanté. Predpoklada se, Ze malé kulovit@stice adsorbentu jsou nacptku ve styku
pouze s mobilni fazi — eluentem. Ten se uchyti eléne povrchu adsorbentu, kde je drzen
silou odpovidajici jeho adsathi energii. Poté se v mobilni fazi objevi analyakéd je jeho
adsor@gni energie ¥tSi nez adsokimi energie eluentu, wgni molekuly eluentu a stejnym
poctem molekul, které vysnil, obsadi dané misto na adsorbentu. Z toho vgplye pokud
by adsorpni energie analytu byla mensi nez u eluentu, pregdeek kolonou bez zachyceni.
(Ktizenecka, 2007).

lontové vyménna chromatografie (IEX)

lontow vyménna chromatografie (IEX,lon-exchange chromatography) slouzi
k separaci biopolymér nagiklad proteiri, polypeptidi, nukleovych kyselin, nabitych
karbohydrai a polysacharidl které se od sebe liSi svym nabojem. IEXZm byt v mnoha
piipadech vysoce selektivni metodou, ktera dokazeetd odliSit skupiny protainjenom
podle jedné odligh nabité skupiny ve strukite. Princip této metody spiva v navazani
jednotlivych skupin s @itym nabojem na iontogmi¢ stacionarni faze, které maji Gpg
naboj. Molekuly jsou zachycené a eluované pomoafrup s vysSi iontovou silou.
Biomolekuly, které nejsou iontévnabité nebo molekuly se stejnym nabojem j&ketice
stacionarni faze jsou vyléany. Krong elektrostatickych interakci se mohou pro navazani
latek v menSi nté uplatiovat také difize iontongnici, adsorgni sily, gipadré i hydrofobni
interakce (Aguilar, 2004;t5lik et al., 2005).
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Mezi vyhody IEX pati nagiklad: VySSi sepatai sila, rychlejSi separace slozek a vice
ziskaného materialu. Nedochazi k denaturaci slpaéki, a proto je mozné jich nadale vyuzit
pii dalSich chromatografickych analyzach. Lze pouzihakoncentrované roztoky se vzorkem
a nasleda provadt snadwjSi izolaci proteii nez z fivodniho Zedného roztoku. Nevyhody
a pislusné hodnoty pH, cozihe vyzadovat zénu pufii. Je nutné vyuZzivat instrumentaci
odolnou ke korozi zjsobenou vySSi koncentraci solfiliB zasoleny roztok, bezgdchoziho
odsoleni, miZze znesnatbvat zachytavani proteina tim padem snizuje¢innost separace
jednotlivych proteinovych frakci a zkresluje vydtgdanalyzy. IEX niize mit Siroké vyuzité
od analytické separace latek v laboratio az po separace latek vipryslovém sektoru
(Aguilar, 2004).

Stacionarni fazi tvio negastji organické polymeryci materialy na bazi silikagelu.
Matrice latek tvoici stacionarni fazi jsouripom modifikovany iontovyminnymi skupinami.
lontové ngnice (ionexy) se &i podle svého naboje na kationtové (katexy) nebiordaové
(anexy). Aniontovy mini¢ obsahuje pozitivhnabité skupiny, nadgklad tetraalkylamoniovoun
nebo aminoskupinu, které na sebe navazuji negatiabité nabité ionty — anionty. Oproti
tomu kationtovy mini¢ ma negativa nabité imobilizované skupiny, nédklad karboxylovou
nebo sulfoskupinu, na které se navazuji pozitivabité ionty — kationty. Sila vazby zavisi na
velikosti rozdilu v nabojich mezi ionexem a danatkdu. Ri separaci proteiin hraje velkou
roli hodnota pH. Naboj proteinu zavisi na pH a jetaelektrickém bodu. Pokud jsou hodnoty
pH a isoelektrického bodu stejné, celkovy nabajyéovy. (Sulik et al., 2005; Monincova,
2006)

Gelova permedni chromatografie (GPC)

Pomoci metody gelové perntgd chromatografie (GPC,Ge permeation
chromatography) lze separovat jednotlivé sloZzky podle jejich nkolérni hmotnosti a
velikosti. Prostednictvim GPC je mozné separovat jakékoli molekidigi se svymi rozrry,
a uz se jedna o vysokomolekularni nebo nizkomolekilbatky. Stacionarni fazirptéto
metod tvori gelové partikule. Malé molekuly se zachycuji tec®narni fazi a pronikaji do
pon gelové stacionarni faze. Molekuly vie&ném roztoku prochazi kolonouiigemz velké
molekuly nemohou projit péry a tim padem dochaggjikh rychlejSi eluci. Ztoho

vyvozujeme, Ze se vastajici molekulovou hmotnosti klesa difuze a zaokgni molekul.
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Velké molekuly opousti kolonu ndjete a postupfidochazi k eluci mensich molekul s mensi
molarni hmotnosti (Chuéék, 1990).

Vyuziti této metody mizeme rozdlit do dvou kategorii. Do prvni kategorie Hat
frakcionace a do druhé kategorie skupinova sepaRic&akcionaci jsou latky roztlovany
podle malych rozdil ve velikosti, zejména procaly purifikace. Oproti tomu ijp skupinove
separaci jsou latky roztbvany do dvou velkych skupinfigemz prvni skupinu tvid vSechny
latky s malou molekulovou hmotnosti a druhou skupiBechny latky s velkou molekulovou
hmotnosti. Hlavni vyhodou GPC je, Ze Ize s jeji poiseparovat molekuly ve velmi malém i
velkém mnoZstvi v nativni nedenaturujici po&loiNaopak nevyhodami této metody je
pomerné mala rozliSovaci schopnost, nemoznost analyzol&t neZ jeden vzorek v jednom

okamziku a sniZeni koncentrace separovanych latelnplyze. (Aguilar, 2004).

Afinitni chromatografie (AC)

Afinitni chromatografie (AC Affinity chromatography) je metoda, P niZz se kizolaci
latek ze smssi vyuziva jejich rozdilné funkce (aktivity, afig)t Jedna se o sepém metodu,
ktera je zaloZzena na specifické a &mre¢ vratné interakci mezi éwna molekulami dvou
latek, napiklad mezi enzymem a substratem, receptorem adayannebo protilatkou a
antigenem (Kamlagt al., 2010; Urhet al., 2009).

Stacionarni faze je twena nosiem s navazanym ligandem, kterym je n&pikolona.
Na této matrici jsou zadrZzeny v zagadkové biomolekuly, které maji dost&eu afinitu
k ligandu a ostatni sloupcem projdou. Jako ¢t®Sie neajastji vyuzivaji materialy jako je
napiklad agarosa, sepharosa, organické polymery neB@enna bazi silikagelu. Ligandy
navazané na nasibyvaji nefasgji rizné substraty, proteasy, nukleové kyseliny, nuidgot
enzymy a kofaktory, antibiotika, hormony a analaggch &chto latek. (Sulik et al., 2005;
Afinitni chromatografie, 1979; Lowe, 1979).

Pfi tomto typu chromatografie jeatbzité, aby pouzité experimentalni podminky byly
obdobné podminkam, za jakych dochazi k interakai tigandem a biomolekulou ve volném
roztoku. Pro adsorpci cilenych makromolekul je tedyne, aby v mistpripojeni ligandu na
matrici vzniknul &inny afinitni adsorbent. iipojeni ligandu v jiném mistvede k tomu, Ze
adsorbent bude pouzéaste&n¢ aktivni nebo zcela néinny. DalSimi dilezitymi faktory, které
mohou ovlivnit interakci je zejména vzdalenost figa od struktury no&e, ohebnost skupiny
umistné mezi ligandem a matrici atiaky imobilizace na stereochemii ligandu. Po

odstragni neadsorbovanych latek Ize specificky vazanolulatymyt napiklad volnym
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ligandem. Diky vySe zmimym vlastnostem a prindim afinitni chromatografie, Ize vyuzit
této metody kror separace takétripzkoumani slozitych biologickych interakci — kiroke
sekvence a mechanismy, k purifikaci proteikoncentraci Ednych roztoki a proteiri nebo

skladovani nestabilnich protéin imobilizované fornd. (Lowe, 1979).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cile této diplomové prace byly podle zadani gbeay doctyi okruhi:

1) Vybér odmd, piiprava hlizové vy a zjiséni obsahu suSiny
2) Provedeni chromatografické purifikace na keétoam) aniontové (pro odstrami bazickych

proteini) a nasled&b) afinitni (pro odstrami frakce patatinovych protein

3) Separace proteinové frakce ,nezachycené” na afioitromatografii na FPLC systému na

principu ionto¥ vyménné chromatografie s vyuzitim gradientové eluce

4) Analyza chromatograficky separovanych frakci naogel elektroforese (SDS-PAGE),

hmotnostni spektrometrii a nasledny popis ziskarfisaitci
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Friprava materialu pro chromatografickou separaci

4.1.1 Riprava vzorka pro stanoveni obsahu susiny a ziskanf'dvy

Jako material pro tuto diplomovou praci byly vybyahlizy dvou odid bramboru
hliznatého $olanum tuberosum L.). Zvoleny byly odiidy Adéla, ktera pat mezi konzumni
odridy a pamyslova odida Westamyl, kterd se pouziva pro zpracovani nabskilizy,
uskladréné v krechtu byly pdivé omyty a zbaveny rgstot. Po omyti a ususeni byly
navazeny vybrané hlizy obou édr Hlizy byly zvazeny a poté byly vybrany od kazaiidy
3 hlizy, jejichz ¢ast byla nakrajena na platky a vloZzena do doz, tezy&h byl obsah
lyofilizovan pro nasledné zji&i obsahu suSiny. Nasletlbyla zvazena hmotnost platke
vSech db6zéch. Po zvazeni byly platky v d6zéch ligofiany. Poté byla pomoci adBmnovate
ziskana g4va z brambor obou hlizt&va byla pelita do chlazenych kadin, poté do kyvet a
nasledg centrifugovana po dobu 30 miti @500 rpm. Po centrifugaci byld@&@va obou odrd

pielita do plastové lahve a zmraZzena pro uchovani.

4.1.2 Stanoveni obsahu susiny

Obsah susiny v hlizach danych adibyl stanoven gravimetricky. Vzorky byly zvazeny

zacerstvého stavu a poté po lyofilizaci, coz umozstianoveni obsahu susiny ve vzorcich.

4.1.3 Zakoncentrovani hlizové tavy

Po rozmrazeni bramborové€a¥y bylo odlito od kazdé otidy celkem 80 ml dort
centrifug&nich tub Fischer o objemech 50 ml, tediplzné 27 ml do kazdé z nich. Do dvou
mikrocentrifug&nich zkumavek bylo napipetovano 400stavy od obou odid pro kontrolu
na elektroforézu. Mikrocentrifugai kyvety se &vou byly nasledh centrifugovany p
10 000 rpm po dobu 10 mirfipt °C. Po centrifugaci byl supernatant z mikroo&mgacnich
kyvet u obou odrd prenesen do jedné kadinky a u obou vaobylo upraveno pH na 7,4
pomoci Tris-HCI. Po upravpH bylo gipraveno pro kazdy vzorek celkem 6 centriféigiah
koncetratoi Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit Ultracel-3 nmdbrane (Milipore,
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Némecko). Nasledh byly zkumavky centrifugovany po dobu 60 miti g500 rpm. Po
centrifugaci byl obsah vSech zkumavetemesen do jedné spoie pro kazdou oddu a

nasleds byl zmrazen.

4.2 Chromatograficka purifikace

4.2.1 Purifikace pomoci kolony DEAE 52-Cellulose

Pro prvni krok chromatografie byl jako substrat amci ionto¥ vyménné
chromatografie zvolen aniontovy émi¢ DEAE 52-Cellulose SERVACEL (SERVA).
V ramci této prace byl vyuzit tentodmi¢ k odstragni bazickych proteiln z hlizové gavy,
jejichz pritomnost by byla v dalSich krocich nezadouci.

Po rozmrazeni zakokoncentrované hlizot@vg byla centrifugovana po dobu 20 min
pii 9000 rpm. Mezitim byly kolony prokapavany 50 rtarsovaciho pufru (Tris-HCI 25 mM,
pH 7,4; sloZzeni vSech pufije uvedeno v filoze) @i 6 C v lednici dokud nebylo pH vytoku
7,4 z divodu neutralizace NaOH slozky navazané na kol®wo dosazeni Zzadaného pH byla
naneseny na kolony vzorky. Pro kazdouuddr bylo vybrano 5 vzortkpo 3 ml a nechaly
prokapavat kolonu do fipravenych déz s ozganim frakce ,B“. Poté bylo na kolony
naneseno 15 ml kazdého vzorku, které byly zachytawo doz frakce B. Nasledrbyly
kolony promyty 4x 15 ml (celkem 60 ml) startovacimafru pro vymyti navazanych slozek.
Poté bylo na kolony naneseno 2x 15 mi¢elho pufru pro isokratickou eluci navazanych
slozek. Eluat byl zachytavan do déz s aamam frakce ,C" . TaktéZ bylo odebrano 200 ul
pro kontrolu na elektroforézu. Vzorek frakce ,C'l ippzcEji nanaSen na kolonu s napini Con
A. Nakonec byla provedena regenerace kolony 2x L2WnNaOH a I. ekvilibrace kolony
pomoci 100 ml startovaciho pufru proétagpvné obnoveni pH vytoku pod kolonami na
hodnotu 7,4.

4.2.2 Purifikace pomoci kolony Con A Sepharose 4B

Con A Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciencesjgtavuje substréat, jehoz hlavni
sloZzkou je protein ze skupiny lektirkonkanavalin A. Tento substrat se vyuzivagiinitni
chromatografii, kdy vytv U¢inny adsorbent stacionarni faze. V této praci bydait tento

adsorbent zejména k zachyceni a odsgtrapatatinovych proteinovych frakci. Nejprve byla
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provedena I. ekvilibrace kolony a kontrola pH pom@6 ml startovaciho pufru. Poté Il
ekvilibrace pomoci 35 ml startovaciho pufru. Poildisaci bylo naneseno na kolonu 15 ml
vzorku s upravenym pH.iPnaneseni vzorku byly nejprve uzemy kohouty kolony na 10
minut a medium se vzorkem byfddre promichano sklemou tyinkou. Poté byly frakce
sbirany do doz s ozdenimfrakce ,D“. Nasled& probshlo I. promyvani kolony a vymyti
nenavazanych slozek pomoci 25 ml startovaciho pRirenich 15 ml se jeStzachytavalo do
d6z a bylo z nich odebrano 2Q0 pro kontrolu na elektroforézu. Pro Il. promyvédmflo
pouzito 25 ml startovaciho pufru, ktery se necludh& protéct. Po promyvani bylo pouzito 3x
10 ml el&niho pufru a nasle@n25 ml startovaciho pufru.fiP1. aplikaci objemu ekniho
pufru byl zaven kohout kolony na 10 minut a medium bylo promich&e vzorkem pomoci
sklergné tyinky. Poté byly frakce shirany do d6z s c&ram frakce E“ . Po skru do doz
bylo pristoupeno k regeneraci kolony. Regenerace gvalbppomoci 20 ml bazického pufru a
20 ml kyselého pufru, které se nechaly woprotéct. Promyti bazickym a kyselym pufrem

bylo provedeno celkentikrat (I., Il. a lll. regenerace).

4.2.3 Zakoncentrovani frakce Con A D

Nejprve bylo peneseno do 5 mikrocentrifugrdch kyvet 12 ml Con A D frakce, které
byly zcentrifugovany po dobu 60 mintip4500 rpm. Poté byl ienesen obsah do 10
centrifug&nich koncentratdr. Po centrifugaci byly vyndany filtry, ze kterycllb pfeneseno
pomoci injekni stikatky 1,5 ml zakoncentrovaného vzorku Con A D u kabdépakovani
pro chromatografickou analyzu. Pufry pro zakonaeréni a naslednou chromatografiélgn

stejné slozeni jako DEAE startovaci acelupufry.

4.2.4 Odsoleni proteinovych frakci

Pred vlastni chromatografickou separaci proteinovyakci bylo nejdive nutné provést
odsoleni zakoncentrované frakce ,D“ na systému FEPOdsoleni bylo nutno proveést
z divodu zvySeného zasoleni ptedchozi purifikaci a promyvani pufry, které obsaiNgCl.

K odsoleni byly vybrany vzorky Adéla 2, Adéla 3, éla 3, Westamyl 4 a Westamyl 5.
Odsoleni bylo provasho pomoci kolony Bio-Scale Mini Bio-Gel P-6 cartyal naplgnou
substratem Bio-Gel P-6 (GE Healthcare Life Sciendg@i®-Rad, USA) vramci gelové
perme&ni chromatografie pomoci protokolu uvedeného nize.
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Tab. 4: Protokol odsolovani pomoci kolony Bio-Scéni Bio-Gel P-6 cartridge napémou
substratem Bio-Gel P-6 na systému FPLC

Faze Objem v dané | Popis pribéhu Provadéci Objemy pufru a
fazi dané faze komponenty pruatoky
Vynulovani
= O ml zakladnicary QuadTec
A: Pufr Al Objem: 4.0 ml
2. oml Isokraticka eluc
B: Pufr B1 Pétok: 4.0 ml/min
Vynulovani
3. 4 ml zakladnicary QuadTec
. Vzorek Objem: 4.0 ml
4, 4ml Vlozeni vzorku — -
Staticka smyka | Piatok: 4.0 ml/min
A: Pufr Al Objem: 16.0 ml
5. 5ml Isokraticka eluc
B: Pufr B1 Pétok: 4.0 ml/min
6. 21 mi Konec protokolu

4.2.5 Chromatografie na systému FPLC pomoci kolonNO Q6

Pti tomto kroku chromatografie byla pouZzita aniontéedona UNO Q6 (GE Healthcare
Life Sciences, Bio-Rad, USA). Tato kolona vramontow vyménné chromatografie
obsahuje sil& pozitivre nabité aminoskupiny a pouziva se zejména Kk sepg@ejutidl,
proteini a polynukleotid. Pro tuto separaci byly vybrany vzorky Adéla 2 astamyl 4 (dale
jen ,Adéla“ a ,Westamyl”), které byly jeStpied samotnou separaci zakoncentrovany.

Jednotlivé kroky separace na systému FPLC jsouanyed nasledujicim protokolu.
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Tab. 5: Protokol k chromatografické separaci nasya FPLC pomoci aniontové kolony UNO Q6

Faze Objem v dané | Popis pribéhu Provadéci Objemy pufru a
fazi dané faze komponenty pruatoky
L A: Pufr Al Objem: 4.0 ml
1. oml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
Vynulovani
2 4ml zakladnicary QuadTec
Vzorek Objem: 1.0 ml
3. 4 mi Vlozeni vzorku — -
Statickd smyka | Pitok: 4.0 ml/min
o A: Pufr Al Objem: 6.0 ml
4, 5ml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
A: Pufr Al Objem: 60.0 ml
5. 11 ml Gradientova elu
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
_ A: Pufr Al Objem: 8.0 ml
6. 71 ml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
o A: Pufr Al Objem: 36.0 ml
7. 79 ml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
8. 115 ml Konec protokolu

Frakce byly sbiranyip obou separacich do 20 dé# pbjemu 4 ml. Podle analyzy
vyslednych chromatograim byly k dalSimu kroku chromatografické separace ragly
nasledujici frakce: Adéla fr. 7-9, Adéla fr. 10,éda fr. 11-15, Westamyl fr. 7-8, Westamyl fr.
9-12 a Westamyl fr. 13-15.

4.2.6 Chromatografie na systému FPLC pomoci kolon€HT5-I

Hlavni sloZku kolony CHT5-1 (GE Healthcare Life i&tces, Bio-Rad, USA)
piedstavuje biokeramicky mineral hydroxyapatit, ktézg mozno diky svym vlastnostem
vyuzit k separaci latekipsmisSené iontav vyménné chromatografie, protoze je diky svému
sloZzeni schopen véazat kationty i anionty. Zatoje hydroxyapatit diky svym hydrofobnim

interakcim vyuzivan v rezimu afinitni chromatogeafi
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K separaci na této kolénbyly vybrany vySe uvedené frakceieB samotnou separaci

byly jest frakce promyty 50 mM Na-fosfatovym pufrem o pH.6,8

Tab. 6: Protokol k chromatografické separaci naésya FPLC pomoci hydroxyapatitové kolony
CHT5-I

Faze Objem v dané | Popis pnibéhu Provadéci Objemy pufru a
fazi dané faze komponenty pratoky
o A: Pufr Al Objem: 4.0 ml
1. oml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
Vynulovani
2. 4 ml z&Kladnicary QuadTec
s Vzorek Objem: 1.0 ml
3. 4 mi Vlozeni vzorku - -
Staticka smyka | Piitok: 4.0 ml/min
L A: Pufr Al Objem: 16.0 ml
4, 5ml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
A: Pufr Al Objem: 50.0 mi
5. 21 mi Gradientova eluce
B: Pufr B1 Piitok: 4.0 ml/min
o A: Pufr Al Objem: 25.0 ml
6. 71 ml Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Pitok: 4.0 ml/min
o A: Pufr Al Objem: 25.0 ml
7. 96 mi Isokraticka eluc -
B: Pufr B1 Pitok: 4.0 ml/min
8. 121 ml Konec protokolu

4.3 SDS-PAGE elektroforéza

Pro zjiS€ni zastoupeni proteinovych spekter po Con A puadika chromatografické
separaci na systému FPLC byla vyuZita elektrofokétianalyza na SDS-PAGE na vertikalni
elektroforéze (model SE 600, Hoeffer). Vzorky bglparované na 10% gelu Sednée. 40
ul vzorku se promichalo s 10 nanasSeciho pufrddading buffer), pficemz samotna nanaska
¢inila 40 ul. U vzorki z FPLC pedstavovala nanaska p NanasSeny byly také hmotnostni
markery SigmaMarker, 6,5-200 kDafi(lektroforéze po Con A purifikaci) a ColorBurst
Electrophoresis marker, 8-220 kDari(lektroforéze po separaci na kaloNO Q6).
Elektroforéza probihalaipnapsti 120 V po dobu 4 hodin ve vanovém pufru. Poté dsll

35



umisgn pres noc naiepaku pro obarveni do pufru s obsahem Coomassie Blneva a poté
byl na 4 hodiny vloZzen do odbarvovaciho roztokuslsdré byl gel ponechanips noc ve
vodk a nasled& 2 hodiny ve fix&nim roztoku. SloZzeni samotného elektroforetickéblu ge
uvedeno Vv nasledujici tabulce a slozeni jednothvymfti a komponerit pro barveni,

odbarveni a fixaci je uvedeno Yilpze.

Tab. 7: SloZeni sepat@ho gelu pro SDS-PAGE (10x)

Sifi¢itan Persiran
Komponenty | H,O | AC/BIS | PufrA| SDS sodny amonny TEMED
MnoZstvi 42ml | 26,6 ml| 10ml| 800 pl 60 pul 400 pl 40 pl

AC/BIS — akrylamid, SDS — dodeacylsiran sodny, TEMHEetramelthylethylendiamin

SloZeni jednotlivych pufra komponerit pro barveni, odbarveni a fixaci je uvedenailoge.

4.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla provedena v ramciligpéace s pracovidétn Ceitec,
Prirodowdecké fakulty Masarykovi univerzity v B¢nv Centrélni laboraio Proteomika pod
vedenim doc. RNDr. Zhitka Zdrahala, DrNejprve byly vyiznuté jednotlivé pruhy z gelu,
nasleds bylo provedeno speni danych frakci enzymem
trypsinem pimo ve vyiznutém gelu a ziskané peptidy se analyzovaly pomoc
LC-MS/MS techniky, kter4 kombinuje kapalinovou cmatografii a tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Pomoci této komplexni metody doSkseni aminokyselinovych sekvenci
danych proteifh v ramci vybranych frakci. Frakce byly n#jk separovany na kapalinové
chromatografii a naslednanalyzovany na tandemové hmotnostni spektrométriamci
tandemové spektrometrie bylo vyuzito dvou analyzatdJ prvniho analyzatoru byly
rozliSeny prekurzorové ionty, které nasledoyly fragmentovany v kolizni cele a vzniklé

produktové ionty byly rozliSeny v druhém analyzator
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5. VYSLEDKY

5.1 Hmotnost hliz a obsah suSiny

Hmotnost vybranych hliz otdy Adéla tvdila 5,766 kg a hmotnost hliz adty
Westamyl byla 7,115 kg. Prodieni obsahu suSiny byly od kazdé iodiy vybrany 3 vzorky,
které se skladaly ze 3 vybranych hliz oboutddiVysledné obsahy suSiny jsou uvedeneny

v nasledujici tabulce.

Tab. 8: Hmotnost a obsah susiny jednotlivych vitork

Vzorekiopakovani | . Hrr]otnost Hmotnos_t _vzorku Obvs_ah Prﬁmérn}'{
cerstvého vzorku po lyofilizaci susiny obsah susiny|
Westamyl 1 11,11 g 3,14 g 28,26 %
Westamyl 2 1291¢ 3,61¢g 27,96 % 27,61 %
Westamyl 3 11,46 g 3,059 26, 61 %
Adéla 1 30,19 ¢ 6,45 ¢ 21,36 %
Adéla 2 28,56 g 5429 18,98 % 18,54 %
Adéla 3 22,29 3,399 15,27 %

Z uvedené tabulky jsou patrné p&me vyrazné rozdily obsahu suSiny mezéota odfidami.

V ramci odidy jsou rozdily u jednotlivych opakovanitgmbeny zejména velikosti hliz.

5.2 Elektroforetické vyhodnoceni proteinové skladby po

chromatografickych purifikacich

V prvnim kroku purifikace pomoci kolony DEAE 52 -Cellulose Servacel bylo
provedeno zachyceniétginy bazickych proteiin ve vzorku a nasledny vgb frakci C bez
obsahu ¥tSiny bazickych protein V druhém kroku purifikace pomoci Con A Sepharose
doSlo k odstragni tSiny patatinovych protein a byly ziskany frakce C, u nichz bylo
pomoci SDS-PAGE elektroforézy vyhodnoceno zastoupereinovych frakci.
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Obr. 1: Spektrum proteinovych frakci vyhodnocenénpoi SDS-PAGE elektroforézy po separaci na

gravitatni kolont Con A Sepharose

[ - e D D e
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—
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“ﬂ\-,_\

.._._,__-!

P W1 W2 W3IW4 WS P Al A2 A3 A4 A5 L

P — patatin, W — frakce oty Westamyl, A — frakce oddy Adéla, L - hmotnostni marker

Z uvedené analyzy je patrné, Ze vzorky po purifikeec kolonach DEAE 52 a Con A
Sepharose obsahovaly péms zietelre frakcionovana spektra s velmi Sirokym rozsahem
hodnot molekulové hmotnosti. V zobrazeném spekriednalo dle pouzitého hmotnostniho

markeru o hodnoty jednotlivych frakci v rozsahu-80® kDa.
5.3 Odsoleni proteinovych frakci

Odsoleni vzorik vybranych v ramci ,frakci D“ pomoci vySe uvedenéldany a jeji
naplre na systému FPLC bylatiinné. V gipadc vSech pti vzorka (Adéla 2, Adéla 3, Adéla
3, Westamyl 4 a Westamyl 5) doSlo k zachyceni gedpoléné frakce, coz doklada
vytvoieni jedné spolmé chromatografické viny (piku). Odsolené frakcéyljale pouzity
pro dalSi kroky chromatografické separace. V nagietin obrazku je uveden {dich
odsoleni vzorku Adéla 2 formou chromatogramu. Clatmgramy ostatnich vzaikjsou

uvedeny v piloze.
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Obr. 2: Znazoréni prabéhu odsoleni vzorku Adéla 2 pomoci chromatografisiény Bio-Scale Mini

Bio-Gel P-6 cartridge napiné substratem Bio-Gel P-6 pomoci FPLC systému Bial. buoFlow

A B ——— Fractons

Rack Pos.: A
Tube # 1 2 3 4 5 6 7 § 9

1000 % Bufer B

~—
(=
=]

&
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]

0sa x -tasova osai(sla - minuty)
osa Y (¢ervena b.} konduktivita (mS/cm, miliSiemens/centimetr)
osa y(modra b.) — absorbance zachytavanych frakdd4 nm

(AWbsorbance units — jednotky absorbance)

5.4 Chromatograficka separace na kolotUNO Q6

Pro separaci na kolértJNO Q6 v ramci ionto& vyménné chromatografie byly vybrany
v rdmci frakci D vzorky Adéla 2 a Westamyl 4. Tytoorky byly také poté analyzovany na
SDS-PAGE elektroforéze.

Ze vzorku Adéla 2 byly podle vysledného chromatogravybrany 3 frakce pro
nasledujici chromatografickou separaci na hydroatiagvé kolo CHT5-I. U vzorku Adéla
2 se jednalo o frakce 7-9. frakce 10 a frakce 11klBzorku Westamyl 4 byly vybrany také 3
frakce, gicemz to byly frakce 7-8, frakce 9-12 a frakce 13-15.
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Obr. 3: Zndzoréni pribéhu chromatografické separace frakci utogrAdéla

A B
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pozn. Popisky jednotlivych os u tohoto chromatograamu vSech nasledujicih chromatogiajsou

shodné s popisky os chromatogramu u Obr.2

Obr. 4: Znazoreni pribéhu chromatografické separace frakci utogrWestamyl
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5.5 Elektroforetické vyhodnoceni proteinové skladbyo separaci na koloré
UNO Q6

Obr. 5: SDS-PAGE analyza proteinovych frakci (nézawnych na kolonu s naplni Con A) u vZork
Adéla (vlevo) a Westamyl (vpravo) separovanych RA® pomoci kolony UNO Q6

200 200
100 100

60 60

45 45

30 30

20 20

12 12

kbaL A 7 8 9 10 11/12 14 15 16-20 kDa L W 7 8 9/10 11 12 13 14/15 16-20

L — ladder - hmotnostni marker ColorBurst Electra@sis marker, 8-220 kDa

77~

A — Adéla — fivodni vzorek zakoncentrované hlizow#&/ pred separaci na kolonach DEAE 52 a
Con A Sepharose
W - Westamyl- fivodni vzorek zakoncentrované hlizovéwy pred separaci na kolonach DEAE 52 a
Con A Sepharose

Podle vysledi elektroforézy lze vyvodit, Zze oba vzorky zahrnuji rdmci vySe
uvedenych spoltmych frakci stejné nebo podobné proteinové profiépZz odpovida
vysledkiim chromatografické analyzyiiBlizné molekulové hmotnosti jednotlivych prot&in
a proteinovych frakci jsou uvedeny v nasledujicadiulkach.
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Tab. 9: RiblizZné molekulové hmotnosti frakci vzorku Adélaigkanych po SDS-PAGE elektroforéze

Cislo frakce 7 8 9 10 11/12 14 15
15 15 15 15 15 15 15
; 17 20 35 35
Molekulové 20 35 20 20
hmotnosti [kDa]
22 40 55 55
60 60

Tab. 10: Fblizné molekulové hmotnosti frakci vzorku Westamyl ziskanych po SDS-PAGE

elektroforéze

M s

islo frakce 7 8 9/10 11 12 13 14/15
15 15 15 15 15 15 15
ekulové 20 40 18 35 35
Mole u.ove 100 20 36 60
hmotnosti [kDa]
40 60
100

5.6 Chromatograficka separace na koloh CHT5-I

Pro separaci na této kokbbyly vybrané vySe zmémeé soubory frakci. Zachycené byly
ve vSech fipadech frakce 1-3 a frakce 9-10 coZz doklada zwy@egfitomnost ukitych
proteinovych frakci. Konkrétni chromatogramy vSemvedenych separaci jsou uvedeny

nize.

Obr. 5: Zn4zoréni pribéhu chromatografické separace frakci vzorku Adéa 7-

Fractions
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Obr. 6: Znazoreni prabéhu chromatografické separace frakci vzorku Adéla 10
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Obr. 8: Zn4zoréni pribéhu chromatografické separace frakci vzorku Westatg/l
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Obr. 9: Zn4zoréni pribéhu chromatografické separace frakci vzorku West&yi2
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Obr. 10: Znazoréni pribéhu chromatografické separace frakci vzorku Westdr8yl5
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5.7 Hmotnostni spektrometrie

Pomoci metody LC-MS/MS se paila zmgtit zastoupeni a identifikovat jednotlivé proteiny
v ramci vybranych frakci. U &Siny frakci vyraza prevazuje vyskyt inhibitar proteas,
negastji inhibitoru serinovych proteas 2 (PSPI-21-5.2)al®mi zastoupenymi PI's jsou
napiklad ostatni inhibitory Kunitzova typu, PSPI a RCHezi proteiny, které nepétmezi
PI's jsou nej¢tSi merou zastoupeny annexiny, zejména annexin p34&ienych frakci také
proteiny patatinového komplexu. Mezi zbyvajici piny pati zejména &zné enzymy.

Prehled zastoupenych protéijednotlivych frakci jsou uvedeny v nasledujiciabulkach.
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Tab. 11: Vybrané frakce oty Adéla analyzované na LC/MS-MS

Eislo Vybrany Molekulova
pruh hmotnost Identifikované proteiny
frakce
frakce pruhu [kDa]
9 1. 15 Inhibitor serinovych proteas 2 + dalSi loioiry proteas
1 29 Smes PI's — nap PSPI, PCPI, prekurzor inhibitoru
' Kunitzova typu,
Smes stop PI's — nap prekurzor inhibitoru Kunitzova
10 3. 17 L o
typu, asparatovy PI, cysteinovy Pl
4 15 Inhibitor serinovych proteas 2 + stopa inhibitoru
' Kunitzova typu
3 40 Prevaha patatinu s minoritnfifpmnosti ostatnich
' protein
11 4 35 Smes proteirii - nag. annexin p34, krystalova struktut
' PSPI, ,malate dehydrogenase-like protein®
5 15 Inhibitor serinovych proteas 2 + stopy ostatnich

inhibitora proteas

Tab. 12: Vybrané frakce atlty Westamyl analyzované na LC/MS-MS

Eislo Vybrany Molekulova
pruh hmotnost Identifikované proteiny
frakce
frakce pruhu [kDa]
Patatinové proteiny + ostatni proteiny, hdpktat
1. 40
dehydrogenasa
12 2. 20 PI's — nap PSPI, aspartatovy inhibitor proteas
3 18 Smes stop PI's — najiklad Pl Kunitzova typu,
' aspartatové inhibitory proteas, PSPI, PCPI
4 15 Inhibitor serinovych proteas 2 + stopy dalSich girgt
' (hl. PSPI)
1 60 Smes proteiri enznti — naf. Pspi, Rubisco, enolasa,
' fosfoglyceratmutasa
2. 36 Annexin a patatin + si% proteirt
13 3. 35 Sngs proteirti se silnou pevahou annexinu
inhibitor serinovych proteas 2 + $mdalSich PI's a
4, 15 ostatnich proteiin— nagf. PI's Kunitzova typu, B-kasein,

superoxid dismutasa
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6. Diskuse

6.1 Obsah suSiny

Pramérny obsah suSiny u otllly Adélacinil ptiblizné 18,5%. U odidy Westamyl byl
zjisStény obsah suSiny fiblizné 27,6 %. ZvySeny obsah suSiny udmyslové odady
Westamyl oproti konzumni odldé Adéla je logicky zpsobeny zejména genotypem a typem
odrady. U primyslovych odéid pro zpracovani na Skrob je vyZzadovaedevsim vysoky
obsah Skrobu, ktery jefipno Umérny obsahu suSiny. Podle Ese a Hartmanse (198&&k¢e
dulezitym faktorem ranost brambor, kdyive dozravajici odidy maji ¢asto nizSi obsah
susiny nez pozdni oddy (Es and Hartmans, 1987). P¥av odidy Westamyl, ktera p#t
mezi polopozdni odidy, byl zjiS€ny vysSi obsah susSiny nez u tdy Adéla, ktera seéadi

mezi rané odrdy.

6.2 Chromatografické purifikace

Metody purifikaci pomoci kolon DEAE 52 a Con A Saptse vychazi z
puvodnich metod izolace patatinu pouzitych RacusererRootem (Racusen and Foote,
1980). Pomoci, pro orientaci, provedené SDS-PAGHtedforézy po danych purifikacich
bylo vyhodnoceno zastoupeni proteinovych frakcidl®gouZzitého hmotnostniho markeru
doSlo k viditelné frakcionaci protdainve spektru 6,5-200 kDa. Podle srovnani intenzity a
rozsahu elektroforetickych prtilu samostatné patatinové frakce a analyzovanyctkirdne
také konstatovat, Zergwvaznacast proteif patatinového komplexu (40-43 kDa) byla ze
vzorki odstragna. Elektroforetické profily obou odlii byly velmi podobné, Zzehoz Ize
usuzovat, Ze spektrum frakci kyselych praiewbou odiid po provedenych purifikacich

na graviténich kolonach se pravdodobr od sebe vyznamnym é&gobem nelisi.

6.3 Chromatograficka separace na kolotUNO Q6

Po provedené chromatografické separaci dosSlo ukuzdkdéla i Westamyl k
vyrazrejSimu zachyceni proteinv rozgsti frakci 7-15. Dle vysledného chromatogramu u

vzorku Adéla doslo kvyti@ni nejvyrazgiSiho piku na felomu 9. a 10. frakce. Na
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prislusném elektroforeogramu doSlo u vZork a 10 k vytvéeni velmi intenzivnich pruh
proteinovych frakci o velikosti 15 a 20 kDa. Podteuvreau (2004) a podle provedené
analyzy potvrzuji frakce o velikosti 15 kDaepaZzujici pitomnost inhibito#i serinovych
proteas, zejména inhibitoru serinovych proteas 3P(FR21-5.2), ktery pé&t do skupiny
inhibitora proteas 13 Kunitzova typu a je temy dwma polypeptidovymietzci o velikosti
16,5 a 4,5 kDa (Pouvreau, 2004; Bartova, 2012, tdmPTuto vyraznou proteinovou frakci
se u vSech analyzovanych vzorkagiklad u frakci A7, A8 a A9, pod#o potvrdit vytvaeni
piku @i chromatografii na koloh UNO Q6. U frakce W13 a W14 doSlo naéiguSném
chromatogramu k zachyceni vyr&@iho piku, kterémufijslusi na SDS-PAGE vyrazny pruh
o velikosti 35 kDa. Tuto frakci zastupujéepazig protein annexin p34, ktery byl izolovan
vroce 1990 zrépte a nasledni vroce 1992 z brambor. Tento protein unge vazat
kyselé fosfolipidy a podili se tak na cebk buré¢nych proces (Smallwoodet al., 1990;
Smallwoodet al., 1992).

U vzorku Westamyl také doSlo k zachyceni menSikh p celém rozsahu frakci 7-15.
Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byly&mejvyraziji zachyceny frakce o velikosti 15 kDa
odpovidajici opt zejména inhibitoru serinovych proteas 2 a u feaka 8 a 20 kDa pruhy u
frakce 12, kterou zastupuje soubekalika inhibitoni proteas.

Z uvedenych skutmosti vyplyva, Ze pomoci gradientové eluce na syst&PLC, u
které dochazi ke z&n¢ slozeni mobilni faze v pbéhu separace, coz umafe zvySeni
elueni sily, bylo mozné separovat a frakcionovat protemnohem efektivEji nez pouze
v piipadt kapalinové chromatografie na gravitd kolorg. Ke zvySeni tinnosti separace také

prispéla pouzita keramicka matrice zvolenych kolon. DikgSimu piitoku, ktery tyto kolony

------

6.4 Chromatograficka separace na koloCHT5-

U vSech vzork doSlo podle chromatogrank vytvoreni vyraznych pik u frakce 1-2. U
vzorku Adéla 7-9 byl stefnvyrazny pik vytvéen u frakce 9-10, které prasgbdobré jako
v predchozi separaci zachycuji proteinove frakce cesti 15 a 20 kDa, coz épodpovida
nejspiSe neptsSi mérou inhibitoim proteas. U ostatnich vzdrkyly také frakce této oblasti
zachyceny, akorat v mensSim rozsahu. Pomoci techralkyZzené na podobném principu -
chromatografie hydrofobnich interakci (HIC) se pddaPouvreau (2004) izolovat proteiny o
velikosti 22,7 kDa, coz odpovid4d bramborovému dgsteému inhibitoru proteas (PCPI).

47



Pomoci hydroxyapatitové chromatografie bylo vyuZigsné kombinace iont@vwwymeénné a
afinitni chromatografie dikyitomnosti dvou vazebnych mist temych pozitivi nabitym
vapenatymi ionty (afinita) a negat®&mabitymi fosfatovymi skupinami (vyéma ionfi).

Hydroxyapatit, tveici v kolore zaroveén matrici i ligand, ma keramickou formu, dikemuz
poskytuje na rozdil od krystalické formy vysokowpest a odolnostiti chromatografickym

procesim.

6.5 Hodnoceni identifikovanych proteini a jejich potencionalni vyuziti

Podle chromatografickych analyz provedenych Pouv(2804) se poddo s pispenim
chromatografickych technik zjistit, Ze nejvice magtenymi skupinami v hlizach analyzované
odridy Elkana jsou krom patatinu inhibitory proteas, zejména bramborovBibitory
serinovych proteas (PSPI) jejichz vyznamnou ¢asti jsou také inhibiotory proteas
Kunitzova typu, coz potvrzuji také vysledky tét@age, kdy v ramci separovanych kyselych
proteinovych frakci fevazuji s vyjimkou patatinu prévserinové inhibitory proteas
S nej¥tSim zastoupenim skupiny inhibitoKunitzova typu, zejména PSPI-21.

Inhibitor proteas 2 vykazuje inhitni aktivitu vici trypsinu, chymotrypsinu a elastase.
Byla také prokdzana jeho antifungélni aktivita prmatogenuPhytophthora infestans. Ke
kumulaci tohoto proteinu v bramborovych hlizachltiad zejménaip infekci patogenent.
infestans, coz miZe z hlediska vysokého obsahu tohoto proteinu owdik napadeni
zdrojovych rostlin timto patogenem. U PSPI-21 Lidteny prikazny inhibéni vliv na st
hyf a kliceni zoospor patogera infestans a také inhibini (&inky na rist mycelia kigeni
konidii houbyFusarium culmorum. Protein PSPI-21 vykazuje svoji funkci také podsirse
dvéma bramborovymi inhibitory trypsinu — PKI-I a capisen D (Valuevaet al., 1998).

Tato prace ukazuje, Ze dikgiganym modernim postuipn na systému FPLC je mozné
po predchozim odstrami bazickych a patatinovych protéirziskat relative nenarénym
zpasobem Siroké spektrum kyselych proteimejména ze skupiny inhibitibproteas. Lze také
porovnavat zastoupenichto frakci mezi jednotlivymi oddami, gipadreé jinymi druhy rodu
Solanum a jednotlivé proteinové frakce nasleédpurifikovat a izolovat. Tyto inhibitory
proteas by naslednmohly byt vyuzity nafiklad v rostlinolékéstvi, kdy by po pekonani
problémi zmirgnych v literarnim pehledu bylo mozné pomoci technik transgenoze
exprimovat tyto proteiny v cilovych rostlinach, ideby se tak staly rezistentniiov

konkrétnim patogaim.
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7. ZAVER

Podle vysledi ziskanych zeSeni této diplomové prace Ize vyvodit nasledageéry:

1. Od kazdé odrdy byly vybrdny 3 vzorky pro #teni relativniho obsahu suSiny. U
odrady Adéla ¢inil pramérny relativni obsah suSinyftiplizné 18,5 %, u odidy
Westamyl 27,6 %. Rozdil v relativnim obsahu suSkmy zpisobeny zejména

genotypem, typem a ranosti oboutatr

2. Po chromatografické purifikaci na gravitach kolondch DEAE 52 Cellulose a Con A
Sepharose doslo podle vyslédiSDS-PAGE elektroforézy k viditelné frakcionaci
proteini. Byly ziskany velmi podobné elektroforetické plpfbou odfid, zéehoz Ize
usuzovat, Ze spektrum frakci kyselych proiedbou odiéd se pravépodobré od sebe
vyznamnym zpsobem neliSi. Doslo také k odstéan bazickych proteiin a wWtSiny

proteini patatinového komplexu.

3. Chromatografie na aniontové kolotJNO Q6 na systému FPLC zachytila u obou
vzorka, podle vyhodnoceni nasletiprovedené SDS-PAGE elektroforézy, v v
miie frakce o velikosti 15 kDa odpovidajici inhibit@erinovych proteas 2 a frakce o
velikosti 20 kDa zastupujici spektruriiznych inhibitoii proteas. U frakce 13 vzorku
Westamyl byla vyrazhvizualizovana frakce o velikostiiplizné 35 kDa jejiz hlavni
souwasti byl protein annexin p34. Dle vyslédiSDS-PAGE Ize také vyvodit, Ze
jednotlivé frakce zahrnuji v ramci uvedenych spoYeh frakci, které byly vybrané
pro nasledujici chromatografickou separaci, steygléo podobné proteinové profily,

coz odpovida vysledikn chromatografické analyzy.

4. Ze vzorku Adéla byly podle vysledného chromatogramyorany 3 frakce pro
nasledujici chromatografickou separaci na hydroagsgvé kolo CHT5-1. U vzorku
Adéla se jednalo o frakce 7-9. frakce 10 a fraktel3. U vzorku Westamyl byly
vybrany také 3 frakce igemz to byly frakce 7-8, frakce 9-12 a frakce 13-Ré&moci
hydroxyapatitové kolony CHT5-I byly zachyceny veewB ipadech frakce 1-3 a

frakce 9-10, coz doklada zvySenatitpmnost spokénych proteinovych frakci u vSech
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analyzovanych vzoik Po chromatografii na CHT5-1 byla taktéZz provedena
SDS-PAGE elektroforéza, ale jeji vysledky byly twddu g@ilis nizké koncentrace
proteinovych frakci nejikazné.

K dal§im frakcionacim a popisu kyselych hlizovychotpini by @i dostaténé
koncentraci vzork bylo mozné fspét pomoci dalSich chromatografickych separaci,
nagiklad za vyuziti gelové permé&ai nebo afinitni chromatografiefipadré pomaoci jinych
chromatografickych metod. Pro det&jBi elektroforetickou separaci a proteomickou analy
by kromg SDS-PAGE bylo mozné vyuZit i jiné elektroforetickéetody, nafiklad cipovou
nebo 2D elektroforézu.
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9. PRILOHY

9.1 SloZeni pufi pouzitych p¥i chromatografickych technikach

Tab. 13: Slozeni puirpro dvoustupovou chromatografickou proteinovou purifikaci porn@on A

Sepharose 4B

komponenta Con A startovaci Con A el#ni
25 mM Tris-HCI, ph 7.4 + 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 + 0.5 M
0.5 M NaCl NaCl + 100 mMa-methyl-D-glukosid
[mi] [mi]

1 M Tris-HCI 25 100
5 M NacCl 100 100
1 M a-methyl-D-glukosid 0 100
dH,O 875 775

celkem 1000 ml 1000 mi

Tab. 14: SloZeni puir pro dvoustupovou chromatografickou proteinovou purifikaci artimrym

meénicem DEAE 52 Cellulose Servacel

komponenta DEAE startovaci DEAE el&ni DEAE uchovavaci
25 mM Tris-HCI, 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 +| 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 +
pH 7.4 0.5 NaCl 0.5 NaCl + 20% etanol
[mi] [mi] [mi]
1 M Tris-HCI, pH 7.4 25 25 25
5 M NaCl 0 100 0
20% etanol 0 0 200
dH,O 975 875 775
celkem 1000 ml 1000 ml 1000 ml
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Tab. 15: SloZeni puirvyuZivanych k regeneraci a uchovavani grévit&olony Con A Sepharose 4B

Amersham

komponenta

Regenerdni pufr
KYSELY

Regenerdni pufr
BAZICK Y

Uchovéavaci pufr

50 mM Na-acetét, pH
45+0,5MNaCl +1
mM MnCl,+ 1 mM

50 mM Tris-HCI, pH 8.5
+0,5MNaCl+1 mM
MnCl,+ 1 mM CaCj+

100 mM Na-acetat, pH 6.
+1MNaCl+1mM Mn
Cl,+1 mMCaCj+ 1 mM

CaCb+1 mM MgCh, 1 mM MgCh MgCl, + 20% etanol
[ml] [ml] [ml]
1 M Na-acetat, pH 6.0 0 0 70
1 M Na-acetat, pH 4.5 35 0 0
1 M Tris-HCI, pH 8.5 0 35 0
5 M NaCl 70 70 140
1 M MnCl, 0.7 0.7 0.7
1 M CaC} 0.7 0.7 0.7
1 M MgCl, 0.7 0.7 0.7
d H,0O 592.9 592.9 487.9
celkem 700 ml 700 mi 700 ml

9.2 SlozZeni jednotlivych pufi a komponent pro barveni, odbarveni a

fixaci pro SDS-PAGE elektroforézu

SloZeni komponend tvorici gel pro SDS-PAGE elektroforézu

Persiran amonny = 15% roztokjgrava - 0,75 g persiranu amonného + 5 p®H

AC/BIS — Acrylamid (30%), 37,5:1, /AppliChem/

Pufr A: 36,3 g Tris/100 ml, pH= 8,8 - upravit HCI

Pufr B: 6 g Tris/200 ml, pH= 6,8 - upravit HCI

SloZeni vkladaciho pufru (oading buffer) pro SDS-PAGE

500 ul + ped pouzitim pidat 170 pl BME

SloZeni vanového pufru pro SDS-PAGE

192 mM glycin + 25 mM Tris + 0,1% SDS

tj. do 1 litru = 144 g glycinu + 30,3 g Tris + 1(6PS
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SloZeni komponend pro barveni geli, odbarveni a fixaci

barvivo Coomassie Blue:

1g CCB + 500 ml metanolu — rozpustit CCB + 100 nbétové + 400 ml kD
Odbarvovaci roztok:

250 ml etanolu + 100 ml k. octove + 650 miCH

Fixacni roztok:

450 ml etanolu + 30 ml glycerolu + 500 mj®1
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