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prevedené spektrofotometricky, meranim zmeny absorbancie premeny guajakolu
na tetraguajakol.

Kracové slova arabskda guma, Acacia senegal, Acacia seyal
arabinogalaktanové proteiny, kvapalinova chromatografia,
hmotnostna spektrometria

Pocet stran 89

Pocet priloh 0

Jazyk Slovensky



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Autor’s first name and Bc. Ivana Gasparikova
surname
Title Fractionation of arabic gum to find substances influencing

developmental processes in plants

Type of thesis Diploma thesis

Department Department of Protein Biochemistry and Proteomics,
Centre of the Region Hand for Biotechnological
and Agricultural Research

Supervisor prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.

The year of presentation 2021

Abstract

Gum arabic is an exudate from Acacia senegal trees or closely related species such as
Acacia seyal growing principally in the African region of Sahel. Chemically, GA is
heterogeneous polysaccharide and also contains a small proportion of proteins (~ 2 %)
known as arabinogalactan proteins (AGPs). AGPs are highly glycosylated proteoglycans
involved in many processes of plant growth and development. Supplementation of the
induction medium with gum arabic revealed a positive effect of AGPs on androgenesis
in barley (Hordeum vulgare L.) another culture (Makowska et al., 2017). The aim of this
work was the fractionation of gum Arabic, followed by identification of proteins by mass
spectrometry in order to find substances influencing developmental processes in plants.
Using various types of liquid chromatography it was possible to obtain elution profiles
of the gum samples and to gather the individual fractions. Another dimension
of separation was performed by using SDS-PAGE electromigration methods and the
isoelectric focusing (native and denaturing). These methods proved turned out to be
suitable for the separation and visualization of proteins into gels, which allowed
a subsequent identification by nanoLC-MALDI MS/MS and nanoLC-ESI MS/MS. The
peroxidase was identified in a gum arabic sample, the presence of which was confirmed
by native polyacryamide gel electrophoresis by visualization with 1-chloro-4-naphthol
solution. Determination of the peroxidase activity was performed spectrophotometrically,
by measuring the change in absorbance of the conversion of guaiacol to tetraguaiacol.

Keywords arabic gum, Acacia Senegal, Acacia Seyal,
arabinogalactans proteins, liquid chromatography, mass
spectrometry

Numbers of pages 89

Numbers of appendices 0

Language Slovak



L UVOD s 9
2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY ......coovmiviimiiniiineiiieseinserene 10
2.1 ATaDSKA GUIMA. ..ottt 10
2.1.1 PrOQUKCIA. ..o 10
2.1.2 ZIOZBIIC ...ttt b bbbt r e nnn e 12
2.1.2.1 Akacia senegalskd a Akacia egyptskd .........coccovviiiiiiiiiiic 14
2.1.3 FUnKCné vIAStNOSt ......eeiuviiiieiiiieiee e 15
2.1.4 APHKACIE ..o 15
2.2 Frakcionacia arabSKe] QUMY ........ccoiiiiiiiiiiiiieieee et 17
2.2.1 Velkostne-vylucovacia chromatografia (SEC) .......cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiicii, 17
2.2.2 Hydrofébna interak¢na chromatografia (HIC) - ,,wattle blossom “ model....... 18
2.2.3 SEC - ,twisted hairy rope” model...........cooiiiiiiiiiiiiie e 22
2.2.4 Tonomenicova chromatografia (IEC).........ccooireiiieiinininisieeee s 23
2.3 Arabinogalaktanové proteiny (AGP) .......cccooviiiiiiiiiiiii e 24
2.3.1 StAAIUM AGP ..o 24
2.3.2 SIUKIITE AGP ... 25
2.3.2.1 ProteinOVA KOSIIA .....coiviiiiiiiiciiieecsee e 26
2.3.2.2 Sacharidova ZI0ZKa .........cccueiiiiiiiiiiieiec e 27
2.3.2.3 GPI-KOVA......iiiiciiiiieieeee e 28
2.3.2.4 Terciarna StruKtlra.........cccvioeiiieeecieeee e 28
2.3.3 FUNKCIE AGP U TaStIN ..c.veeieeieciiccece e 30
2.3.3.1 Zapojenie AGP V procese androenézy ...........cooeurerrerereneneeenerenesennenns 31

2.4 Hmotnostna SPEKLIOMELIIA ... ..cvuviireerrieiee e 32
2.4.1 TONOVE ZATOJE ... vveeeeiieesiee et 32
2.4.2 Hmotnostné analyZatory .........ccocviiiiiiiiiiiieiieisee e 34
2.4.3 Detekcia a spracovanie SigNAIU ............ceoeiviereiiiiniieise e 34

3 EXPERIMENTALNA CAST ..o 36
3.1 Materidl @ MEtOAY ......cooviiiiiiiiiii i 36
3 1.1 ChemIKAIE. ...c.vieiiiiiieieee e 36
312 PIISTIOJE ovveieeiiieeie et 37
3.1.3 Biologicky Materil ...........ccovuiiiiiiiiiiic i 38
3.1.4 Ostatny MAaterial .....c.coviiiiiiiiiiici e 38
3.1.5 POUZIE MELOAY ....vvieieeieiiieesiee e 39
3.1.5.1 Pripava roztokov arabskej gumy..........c.cccccvriiiiiiiiiiiiniic e 39

3.1.5.2 BCA MELOAA ..coeveeeieee et ettt e et et e e e e e et et ee s e e e eeeeeeeanbnnans 39



3.1.5.3 Separacia GA na kolone Sephacryl S-200 HR ... 40

3.1.5.4 Elektroforéza SDS-PAGE a priebeh separacie............ccoovviveiiiiiiicnennnn 40
3.1.5.5 Farbenie g€lov po SDS-PAGE .........cooiiiiii e 42
3.1.5.6 Stiepenie proteinoy v gELY .........cc.currureueeeereerereseeseeeeeseseeseesee s 42
3.1.5.7 EXtrakCia PePLIOV .......ccveiviiiiiiiiiieiieieeeie e 43
3.1.5.8 Odsolenie peptidovych VZOTIEK ........coovuviiiiiiiiiiiiiiiec e 43
3.1.5.9 Separacia peptidov nanoLC a MALDI-MS/MS analyza...........ccccccerurenene. 43
3.1.5.10 nanoLC—ESI MS/MS analyza..........cccccueviiieniiiiinieiieeseese e 45
3.1.5.11 Priprava rozpustného disulfidového gélu ...........cocvviiiiiiiiiiniiiiiies 45
3.1.5.12 Izoelektricka fokusacia (IEF).......cccooeiiiiiiiiiiiiiicec e 47
3.1.5.13 Denaturacna izoelektrickd fokusacia ..........ccccoeviriiiiiiiiniciii 48
3.1.5.14 Farbenie g€lov po IEF ..o 48
3.1.5.15 Spojenie SEC a IEC chromatografie ..........c.ccoovrvrieriinieieienc e 49
3.1.5.16 Identifikdcia PEroXidAZY .......ccccovviviiiiiiiiiiieii e 49
3.1.5.17 Spektrometrické stanovenie peroxiddzovej aktivity .........cceevvviiiicrnnennn 51
4 VYSLEDKY ...cooitiuietusesmsesesssas s st sess st 53
4.1 Koncentracia ProteiNOV .........ccviiiriieiiiiieiieiesee et 53
4.2 Separacia GA pomoCOU SEC ......oociiiiiiiiiiiiiienie e 54
4.3 Vizualizacia proteinov pomocou SDS-PAGE a identifikdcia pomocou MS............ 56
4.4 Priprava rozpuStného GEIU.........cccuiiiiiiiiiii e 61
4.5 Vizualizécia proteinov pomocou IEF ... 62
4.6 Spojenie IEC a SEC chromatografie..........ccceveiiiiieiiiininieceee e 64
4.7 Identifikacia peroxidazy pomocou nativne] PAGE ...........cccooiiiiiii, 66
4.8 Spektrometrické stanovenie peroxidazovej aktivity .......ccccovvveiiiiiiiiiciiiiiiicieee 68
5 DISKUSIA ..ottt bttt ettt bbb ane s 70
6 ZAVER ....ooivoiieieiseeee e 77
7 LITERATURA ....cootiiiiitiiesiies ettt 79

8 ZOZNAM SKRATIEK ... 88



CIELE PRACE

Teoreticka ¢ast’:

Vypracovat’ literarnu reSers o vyskyte, spracovani, vlastnostiach, zlozeni a pouziti

arabskej gumy

Frakciondcia arabskej gumy pomocou technik kvapalinovej chromatografie a ich

popis
Charakterizacia arabinogalaktanovych proteinov

Charakterizacia identifikacie proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie

Experimentalna ¢ast’:

Stanovenie koncentracie proteinov v dostupnych vzorkach arabskej gumy

Pouzitie dialyzy, velkostne-vylucovacej a i6nomenicovej chromatografie

pre frakcionaciu roztoku arabskej gumy

Detekcia proteinov vo frakcidch pomocou elektromigracnych metdd, vyuzitie

elektroforézy pre frakcionaciu

Identifikacia proteinov vo frakciach pomocou kombinacie nano LC-ESI-MS/MS

alebo nanoLC-MALDI-MS/MS



1 UVOD

Arabska alebo akaciova guma je vylucok (exudat) zo stromov Acacia senegal alebo
blizko pribuznych druhov akacii ako Acacia seyal. Rastlinné gumy su V prirodnej forme
Casto polysacharidy alebo modifikované polysacharidy s vysokou molekulovou
hmotnost'ou. Rovnako tomu je aj v pripade arabskej gumy, ktora obsahuje velké
mnozstvo polysacharidov (97%) a malé mnozstvo proteinu (< 3%) ako integralnu Cast’
Struktary (Islam et al., 1997). Tieto proteiny boli opisané ako arabinogalaktanové
proteiny (AGP), pretoze doSlo k precipitacii gumy s B-glukozyl Yariv reagentom
(Akiyamaetal., 1984), ¢o je jednou z typickych vlastnosti AGP. Niektoré charakteristiky
zlozenia AGP arabskej gumy sa vsak vyrazne odlisujt od typickych AGP, napr. nizkym
obsahom alaninu pripominaju skor int podtriedu glykoproteinov. Objasnenie tejto vel'mi
komplikovanej Struktiry arabskej gumy tiez stazuje fakt, Ze zloZenie arabskej gumy je
variabilné, zavisi na lokalizacii, veku stromu, klimatickych podmienach, miesta narezania
a meni sa zo sezony na sezénu (Idris et al., 1998; Lopez-Torrez et al., 2015).

Vd’aka neuveritel'nej rozmanitosti glykanovych a proteinovych retazcov su AGP
zapojené do Sirokého spektra uloh v priebehu rastu a vyvoja rastliny. Pozitivny efekt AGP
z arabskej gumy v procese androgenézy bol demonstrovany u ja¢mena (Hordeum vulgare
L.) na prasnikovej kultare (Makowska et al., 2017). Pridanie AGP z arabskej gumy
znizilo amrtnost’ buniek, zvysilo frekvenciu mitotického delenia mikrospor, prispelo
K znizeniu ¢asu potrebného pre indukciu androgenézy a tiez zvysilo kvalitu formovanych
embryi V porovnani s kontrolou.

Pozitivny efekt arabskej gumy naproces androgenézy bol podnetom
pre vypracovanie tejto diplomovej prace, identifikacia proteinov v gume by mohla
prispiet’ k objasneniu mechanizmov vyvoja rastlin procesom androgenézy, ktora

dolezitym nastrojom v genetickych a §lachtitel'skych programoch.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Arabska guma

Exudaty rastlin, nazyvané rastlinné gumy alebo klovatiny, si spravidla lepivé Stavy-
vyrony stromov a krov, ktoré samovol'ne vytekaju z pletiv rastlin v dosledku pdsobenia
roznych faktorov, napr. pri napadnuti mikroorganizmami alebo pri poraneni (Williams
a Phillips, 2000). Na vzduchu ¢asom tuhni na pevné gumovité hmoty. Jednou z takychto
rastlinnych gim, ziskavanych prostrednictvom vyronov, je arabskd guma (GA, ,,gum
arabic®).

Arabska alebo akaciovd guma je prirodny biopolymér ziskavany ako vylucok
(exudat) zo stromov Acacia senegal alebo blizko pribuznych druhov akacii ako Acacia
seyal. Tieto druhy akacii rasti hlavne v severnej Afrike, predovsetkym v oblasti Sahel,
pricom hlavnymi producentmi arabskej gumy su Sudan, Nigéria a Cad (Williams
a Phillips, 2000). Obchod s tymto prirodnym produktom prebieha viac ako 5000 rokov,
arabska guma bola vyuzivana uz v starovekom Egypte k balzamovaniu muamii ¢i
malovaniu hieroglyfov (Whistler a BeMiller, 1993). V sucasnej dobe ma vel’ky vyznam
predovsetkym v potravinarstve, avSak svoje uplatnenie nasla aj v mnohych d’alSich
priemyselnych odvetviach, napriklad pri vyrobe lieciv, textilii, keramiky, kozmetiky

a inych (Montenegro et al., 2012).

2.1.1 Produkcia

Anatomické Stidie formécie arabskej gumy boli ohldsené v publikaciach Ghosh
a Purkayastha (1962) a 0 niec¢o neskor u Joseleau a Ullmann (1990). Ghosh a Purkayastha
ukazali, ze guma je formovana v cystach vo vnutornej kore, pricom vyvoju tychto cyst
predchadzaji zmeny v susednych parenchymatéznych tkanivach a miznutie Skrobu
(Ghosh a Purkayasta, 1962). Za miesto tvorby povazovali vnitorny floém. Joseleau
a Ullmann rozsirili tieto S$tidie o d’alsie chemické analyzy z ,,produktivnych*
a ,,neproduktivnych® vetiev stromu. V zdéne medzi vnutornou koérou a kambiom bol
pozorovany polysacharid s extrémne vysokou molekulovou hmotnostou a vel'mi
podobnym zloZenim ako arabska guma, a preto naznacuju, ze sa jedna o jej prekurzor.
Vysledky ukazali, ze guma je produkovand kambidlnou zonou a jej tvorba nie je
obmedzena len na miesto exsudacie, ale k tvorbe gumy dochadza aj v tkanivach v urcitej

vzdialenosti od jazvy vetvy. Stidia Joseleau a Ullmann (1990) dalej ukazala, Ze
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produkcia gumy u A. senegal vyzaduje urcita zrelost’ stromu, ¢o je v sulade s obchodom
S gumou, kde st len stromy starSie ako 5 rokov schopné produkovat ekonomicky
vyznamné mnozstvo gumy v potrebnej kvalite (Baldwin, 2002). Na biosyntézu gumy,
tzv. gumoézu, su navrhnuté viaceré tedrie. Jeden z nazorov naznacuje, ze sa jedna o
patologicky proces, ktory je dosledkom bakteridlnej alebo plesiovej infekcie
poskodeného stromu (Mantell, 1954; Smith a Montgomery, 1959). Iné publikacie
uvadzaju, Ze gumodza je sucastou normalneho metabolizmu rastlin alebo priamo suvisi
s metabolizmom Skrobu a arabskd guma je produkovand ako reakcia na fyziologické
poruchy vyvolané stresom (Hirst a Jones, 1958; Anderson a Dea, 1968; Joseleau
a Ullmann, 1990). Predpoklada sa, ze guma sltzi ako prirodna ,,Spongia®, ktora utesiuje
rany vytvorenim ochranného povlaku, aby sa zabranilo lokéalnej dehydratacii rastlinného
tkaniva (Anderson a Dea 1968, 1971).

K tvorbe gumy u akacii dochadza najma ak st vystavené stresovym podmienkam,
ako teplo, sucho, zla Grodnost’ pddy alebo zranenie (Williams a Phillips, 2000). Z toho
dévodu je produkcia gumy stimulovana narezdvanim kory stromov, s ktorym sa zacina
v obdobi sucha, akonahle za¢ni opadavat’ listy (november/december). Tradi¢nym
nastrojom bola sekera, avS§ak modernou praktikou v Sudéane je pouzitie ostrého oStepu
na prerezanie vetvy (kmena) tesne pod koru, tak aby nedoslo k poskodeniu kambialnej
zény. Ostep sa nasledne posiiva nahor a nadol pozdiz vetvy, aby sa pod korou odhalila
oblast’ kambialnej vrstvy asi 30 cm dlhd a 5 cm Siroka. Guma vyteka z kmena a vetiev
ako lepiva tekutina Zltej farby, ktora na slnku tvrdne do vyronov s priemernou velkost’ou
2—7 cm (Obr. 1). Zber prebieha po 4 — 6 tyzdnoch od prevedenia povrchového rezu,
nasledne je guma zbavovana necistot a prebiehaju d’alSie procesy upravy a mletia
na vysledny biely aZ naZltnuty prasok. Roc¢ny vytaZok jedného stromu sa obvykle
pohybuje medzi 0,5 — 2 kg, avsak produkcia moze byt od niekol’kych gramov po 10 kg
(Elrayah et al., 2012).
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Obr. 1 Vyrony arabskej gumy stromu A. senegel (Prevzaté z Musa et al., 2018).

2.1.2 Zlozenie

Z chemického hl'adiska je arabska guma komplex polysacharidov, ktory tiez obsahuje
malé mnozstvo proteinu (~ 2%) ako integralnu ¢ast’ Struktary (Islam et al., 1997). Hlavny
retazec je tvoreny jednotkami f-D-galaktopyranézy spojenymi f-(1,3)-glykozidovymi
vézbami s vetvenim hlavne v C6 poziciach. Vedl'ajsie postranné retazce obsahuju
prevazne galaktozu a arabinozu, v mensej miere ramnézu, glukurénova kyselinu a 4-O-
metylglukurénovu kyselinu (Obr. 2) (Anderson et al., 1966; Street a Anderson, 1983).
Experimentadlne vyskumy na objasnenie sacharidovej Struktiry boli vykonavané
na nefrakcionovanych vzorkach, pricom vyuzivali najmd Smithovu degradaciu (Street
a Anderson, 1983; Churms et al., 1983) a *C-NMR (Defaye a Wong., 1986). Smithova
degradacia je procedura, ktord zahfiia oxidaciu jodistanom, redukciu borohydridom
a kontrolovanu kysla hydrolyzu. Série Smithovych degradacii, metylacia arabskej gumy
anasledna metanolyza produkuji radu metylovanych cukrov, ktoré boli skimané
pomocou GLC (,,gas-liquid chromatography*). Pocitaové modelovanie a prepoCty
ukazuju, Ze usporiadanie cukrov nie je nahodné, ale da interpretovat’ do usporiadanej
Struktary, pricom glukurénova kyselina a ramnoéza su lokalizované na periférii molekuly,

pretoze boli eliminované prvé (Street a Anderson, 1983).
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Obr. 2 Jeden z navrhov Struktary arabskej gumy. G = B-D-Galp, A= L-Araf- , L-Arap-
zakoncujuca kratke retaze (1—3)-spojenych L-Araf-, alebo a-D-Galp-(1—3)-L-Araf- U = o-L-
Rhap-(1—4)-p-D-GlcA, alebo B-D-GlcpA (4-OMe). Skratky: Araf (arabinofuranéza), Arap
(arabinopyranoza), Rhap (ramnopyranoéza), GICA (glukurénova kyselina). Obrazok prebraty
od lIzydorczyk et al., 2005.

Prave kyseliny glukurénova a 4-O-metylglukuronova su zodpovedné za miernu kyslost’
roztokov arabskej gumy (pH ~ 4,5) (Smith, 1939). Niektoré z vol'nych karboxylovych
skupin su ciasto¢ne neutralizované kationmi, z ktorych su naviac zastipené vapnik,
draslik, sodik a magnézium (Flindt et al., 2005).

Arabskd guma je povazovana za komplex arabinogalaktanovych proteinov
(AGP), pretoze doslo k jej precipitacii s B-glukozyl Yariv reagentom (Akiyama et al.,
1984), ¢o je jednou z typickych vlastnosti AGP. Od typickych AGP (bohaté na alanin) sa
arabskd guma odliSuje nizkym obsahom alaninu, celkovo svojim aminokyselinovym
zlozenim pripomina skor extenziny. EXxtenziny su glykoproteiny bunkovej steny
s vysokym obsahom hydroxyprolinu, ktoré rovnako ako AGP zaradujeme do rodiny
glykoproteinov bohatych na hydroxyprolin. Polysacharidové retazce aich pripojenie
K polypeptidovému vsak vykazuji klasické charakteristiky AGP. Na podrobnejsi prehl'ad
metodik skiimajicich zloZenie arabskej gumy, Struktirne modely a samotny popis AGP
st zamerané kapitoly 2 a 3.

ZloZenie arabskej gumy je variabilné, zavisi na lokalizacii, veku stromu,
klimatickych podmienok, miesta narezania a meni sa zo sezony na sezoénu (Idris et al.,
1998; Lopez-Torrez et al., 2015). Vzorky gumy pochadzajice zroéznych stromov
A. senegal, ktoré sa nachadzali v podobnom podnom prostredi a vystavené konsStantnym
klimatickym podmienkam, vykazovali vyznamné rozdiely vo viskozite ¢i molekulovych

hmotnostiach (Anderson et al., 1968).
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2.1.2.1 Akaécia senegalska a Akacia egyptska

Napriek tomu, Ze je zlozenie arabskej gumy variabilné v zévislosti na zdroji, stanovenie
niektorych parametrov moéze poskytnut rychle rozlisenie medzi A. senegal (akacia
senegalska) a A. seyal (akacia egyptska). Prvy z parametrov je obsah proteinu, ktory je
u gumy A. senegal vyssi nez v gume A. seyal (~ 1,5 — 3 % oproti ~ 0,5 — 1 %), relativne
zastipenie aminokyselin je vSak u oboch druhov rovnaké (Williams a Phillips 2000;
Lopez-Torrez et al., 2015). Obidve gumy sa vyznacuji rovnakymi sacharidovymi
reziduami, avSak typicky ma guma A. seyal vys$si obsah arabindzy nez galaktozy, zatial’
¢o gumu A. senegal charakterizuje vys$si obsah galaktozy nez arabindzy (Idris et al., 1998;
Williams a Phillips, 2000; Lopez-Torrez et al., 2015; Sanchez et al.,2018). Zastpenie
sacharidov a aminokyselin je sice rovnaké, avSak v réznych pomeroch, ¢o je hlavny
dovod rozdielnej Specifickej rotacie (Flindt et al., 2005), ktora je d’alsim parametrom
odlisujicim tieto dva druhy. Roztoky gumy A. senegal st pravotocivé (— 30°), zatial’ ¢o
roztoky gumy A. seyal lavotocivé (+50°) (Williams a Phillips, 2000). Z hl'adiska
Struktirnych parametrov je molarna hmotnost (Mw)' gumy A. seyal vo vseobecnosti
niekol’kokrat vyssia ako gumy A. senegal (Williams a Phillips, 2000; Al-Assaf et al.,
2005b; Flindt et al., 2005; Hassan et al., 2005), avsak index polydisperzity (Mw/My) je
vys§i pre gumu A. senegal nez A. seyal, ¢o ukazuje na vyssi podiel molekul s vysokou
molekulovou hmotnost'ou (AGP) v gume A. senegal (Lopez-Torrez et al., 2015). A. seyal
je charakterizovanad nizSou vnutornou viskozitou (1) aniz§im hydrodynamickym
polomerom (Rn) nez A. senegal, ¢o ukazuje na kompaktnejsiu struktaru gumy A. seyal
(Lopez-Torrez et al., 2015). Podl'a Benthamovej taxonémie rodu Acacia patria tieto
stromy do odlisnych podrodov, kym A. seyal patri do podrodu Gummiferae, A. senegal je
zaradena do podrodu Vulgares (Bentham et al., 1875). Taxondémia tohto rodu sa
v priebehu rokov menila (Maslin et al., 2003), avSak vo vel'a pracach figuruje prave toto
zaradenie (Jurasek et al.,1995; Mhinzi, 2003; Al-Assaf et al., 2005b; Sanchez et al.,

! Hovorime o hmotnostne strednej molarnej hmotnosti (My), ktora vyjadruje hmotnostny stred vztiahnuty
k hmotnosti makromolekul, a teda sa priblizuje hodnote molarnych hmotnosti ,,velkych* makromolekul
(vplyv malych molektl je nepatrny). Oproti tomu ciselne strednd molarna hmotnost’ (My) udava Ciselny
stred, ktory vychadza z poctu makromolekul v jednotlivych frakciach, takze sa pohybuje v okoli molarnych
hmotnosti molekul, ktoré s vo vzorke s najvacSim vyskytom. Je teda citlivd na pritomnost’ ,,malych*
makromolekul, ktoré st vo vzorke zastipené CastejSie. Pre monodisperzny systém buda hodnoty My, a My,
rovnaké. So zvdcSujucou sa Sirkou distribucnej krivky molarnych hmotnosti sa zvicsuje rozdiel medzi
hodnotou ¢iselného a hmotnostného priemeru. Tento priemer sa oznacuje ako koeficient polydisperzity
(index polydisperzity) a je definovany: B = Mu/M; (Prokopova, 2007; Stiuparek, 2014).
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2018). Véacsina prac zameranych na chemicku a fyzikalno-chemicktl charakterizaciu

arabskej gumy sa sustred’uje na gumu A. senegal.

2.1.3 Funké¢né vilastnosti

Arabska guma sa lahko rozpusta vo vode, Co vedie k ziskaniu c¢irych roztokov
od bledoZltej po oranzovo-hnedu farbu s pH ~ 4,5. Rozpustnost’ vo vode a relativne nizka
viskozita st vlastnosti, ktorymi sa arabskd guma vyrazne odliSuje od inych gim
(Williams a Phillips, 2000). Va¢sina gim sa vo vode nerozpusta v koncentraciach
vysSich ako 5 % w/v (,,hmotnostne-objemové percenta™) kvoli ich vysokym viskozitam,
zatial’ Co arabskd guma je vo vode rozpustna az do koncentracii 50 % w/v. Skuto¢nost,
ze arabska guma tvori roztoky s nizkou viskozitou napriek vysokej molekulovej
hmotnosti, je dosledkom jej kompaktnej molekulovej Struktiry. Disperzie obsahujice
<40% gumy sa spravaju ako newtonovské kvapaliny, kym disperzie o vyssej
koncentracii ako pseudoplastické systémy (dosledok agregacie molekul). Hlavné pric¢iny
agregacného procesu mozu byt sposobené intramolekuldrnymi vodikovymi mostikmi
medzi sacharidovymi castami (Mahendran et al., 2008) a/alebo hydrofébnymi
interakciami polypeptidovej kostry a disulfidovych mostikov medzi molekulami (Renard
etal., 2012).

Jednou z d’alsich funkénych charakteristik gumy st jej emulzné vlastnosti.
Randall et al., 1998 popisali AGP komplex ako hlavnu zlozku arabskej gumy zodpovednu
za stabilizaciu emulzii, kde amfifilna proteinova ¢ast’ AGP adsorbuje na povrch olejovych
kvapiek, zatial’ ¢o hydrofilna sacharidova zlozka je orientovana smerom k vodnej faze

a zabranuje agregacii kvapocok elektrostatickym odpudzovanim.

2.1.4 Aplikacie

Siroké uplatnenie nasla arabskd guma v potravinarskom priemysle ako pridavna latka
registrovand pod Cislom 414 (E414). Pridavkom GA dosahujeme ziadice vlastnosti
potravin, pouZiva sa predovSetkym ako zahustovadlo, stabilizator a emulgator, a to bez
efektu na chut’, vonu a farbu potraviny. V cukrovarnictve a pekarstve sa vyuziva hlavne
na zabranenie alebo oddialenie krystalizacie cukru ¢i emulgécii tuku, ¢o zabezpecuje jeho
rovnomernu distribuciu po celom produkte. Na povrchoch vytvara hladky film, ¢o sa
pouziva pri vybore poliev. Ako emulgétor sa pouZiva aj pri vyrobe napojov, konkrétne
citrusovych dzasov, kolovych napojov ¢i piva, kde ma rolu aj na stabilizaciu peny.

Vyskumy zlozenia gumy a vlastnosti pre pouzitie GA ako potravinového aditiva
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prebiehaju neustale. Nedavny vyskum z roku 2019, ukazuje pozitivny vplyv AGP z gumy
A. senegal na koloidnu stabilitu ¢erveného vina, tym ze zabranuju precipitacii farbiva
(Nigen et al., 2019).

Okrem potravinarstva nasla arabska guma uplatnenie aj v d’alSich priemyselnych
odvetviach, napriklad pri vyrobe lieCiv, textilii, keramiky, kozmetiky a inych
(Montenegro et al., 2012). Vo farmaceutickom priemysle sa pouziva ako nosi¢ liekov,
pretoze je povazovana za fyziologicky neskodnu latku. Vyskumy arabskej gumy davaja
do pozornosti jej tlohu antioxidantu (Trommer a Neubert, 2005; Mirghani et al., 2018),
vplyv na metabolizmus lipidov (Tiss et al., 2001; Evans et al., 1992), pozitivny u¢inok
pri liecbe oblic¢iek (Matsumoto et al., 1996; Ali et al., 2008) a kardiovaskularnych (Glover
et al., 2009) ¢i gastrointestinalnych ochoreni (Wapnir et al., 2008; Rehman et al., 2003).

Pre svoje dobré spojivové vlastnosti sa vyuziva k vyrobe lepidiel ¢i fixativ, ako
ochranné a suspendacné ¢inidlo pri vyrobe vodovych, rychloschnucich ¢i typografickych
farieb, kde poméha znizovat’ rychlost’ sedimentécie Castic. Pretoze 'ahko prebera vonné

vlastnosti inych latok, pouziva sa aj ako sucast’ bylinnych vykurovadiel.
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2.2 Frakcionacia arabskej gumy

Arabska guma je opisand ako ,heteropolymolekuldrna” zlicenina pozostavajica
z molekul, ktoré sa liSia v zlozeni monomérnych jednotiek a/alebo ide o varidcie
V spdsobe spojenia a vetvenia monomeérnych jednotiek a molekuly sa lisia molekulovymi
hmotnost’ami (Lewis a Smith, 1957; Anderson a Stoddart, 1966). Hoci pomerne skoré
Studie (Anderson a Stoddart, 1966) zloZenia arabskej gumy ukazali, Ze guma moze byt’
separovana na frakcie s odliSnymi molekulovymi hmotnostami, ktoré obsahovali r6zne
pomery proteinového materidlu, tieto vysledky boli zanedbané a experimentalne
vyskumy na objasnenie sacharidovej Struktury boli vykondvané na nefrakcionovanych
vzorkach (Street a Anderson, 1983; Churms et al., 1983; Defaye a Wong., 1986).
Vyskumy zamerané na vplyv proteinovej zlozky na celkové Strukturdlne a funkéné
vlastnosti gumy zacali byt realizované az neskor (Vandevelde a Fenyo, 1985; Snowden
et al., 1987; Connolly et al., 1988; Randall et al., 1988;). Pri kone¢nom popise Struktury
boli dosiahnuté pokroky charakterizaciou frakcii izolovanych rdoznymi separacnymi
technikami, ako velkostne-vylucovacia chromatografia (SEC) (Vandevelde a Fenyo,
1985; Randall et al., 1988; Qi et al., 1991), hydrofébna interakéna chromatografia (HIC)
(Randall et al., 1989, Osman et al., 1993) aidénova vymenna chromatografia (IEC)
(Osman et al., 1995). Tato kapitola pojednava o vysSie spominanych separaénych
technikach, ktoré prispeli k objasneniu Struktary arabskej gumy, predovsetkym

proteinovej Casti gumy.

2.2.1 Velkostne-vylucovacia chromatografia (SEC)

Velkostne-vylu¢ovacia chromatografia (SEC, ,size-exclusion chromatography”)
vyuziva prenikanie separovanych molekul (na zéklade ich rozmerov) do kvapalnej fazy
uzavretej v dutinach gélu. Pri tejto separécii sa uplatiiuje ,.sitovy efekt, pri ktorom
molekuly s rozmermi mensimi ako je velkost dutin gélu difunduju do mobilnej fazy
Vv dutinach gélu, ¢im dojde k ich zachyteniu a systémom budu prenikat’ pomalSie. Vacsie
molekuly, ktoré do dutin gélu nezapadnu, prechadzajti systémom spolu s mobilnou fazou,

a preto sa eluuju ako prvé (Mikes 1980, Churacek et al., 1990; Motyka a Hlavac, 2009).
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Obr. 3 Elu¢ny profil vzorky arabskej gumy A. senegal obdrzany pomocou vylufovacej
chromatografie (SEC) na Sephacryl S-500 gély v roztoku 1 M NaCl. Vzorka 10 ml (cm = 2,04 %).
Koléna 2,5 x 64 cm. Prietok 132 ml/h. UV detekcia pri 214 nm. (Prevzaté z Vandevelde a Fenyo,
1985).

Frakcionacia arabskej gumy pomocou SEC (Vandevelde a Fenyo, 1985) poskytla
separdciu gumy na tri hlavné frakcie (Obr. 3). Elu¢né profily vzoriek boli odlisné
Vv zavislosti od povodu, avSak u kazdej vzorky prebehla separacia v Sirokom rozpiti.
Obdrzané frakcie vykazovali rozdiely vo viskozite a obsahu dusika. Prvé dve frakcie
obsahovali vacsinu obsahu dusika a vyznacovali sa vysokou viskozitou (frakcia 1 a 2),
zatial’ Co tretia (frakcia 3) pozostavala hlavne z polysacharidovych molekul s nizkou
viskozitou. Na zdklade SEC bola demonStrovana polydisperzita gumy, tzn. pritomnost’

rozne vel'kych cCastic a poskytla informécie o roznej distribuicii molekulovych hmotnosti.

2.2.2 Hydrofobna interakéna chromatografia (HIC) - ,,wattle blossom
model

Hydrofoébna  interak¢na  chromatografia ~ (HIC,  ,hydrophobic  interaction
chromatography*) je chromatografickdi metéoda na separaciu proteinov, zalozena
na reverzibilnej interakcii ich hydrofébnych skupin s hydrofébnym ligandom matrice
kolony. K hydrofobnej interakcii dochddza v prostredi s vysokou koncentraciou i6nov
a ionovou silou. Elucia jednotlivych molekul prebieha postupne v reverznom gradiente

koncentrécie i6nov, teda za zniZzujucej sa koncentracie, o oslabuje hydrofébne interakcie
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a spdsobuje uvolnenie molekul, pricom sa prvé uvolniuju molekuly s najniz§ou mierou
hydrofébnosti (Hjertén, 1973; Eriksson a Belew, 2011).

Pomocou HIC s pouzitim fenyl-sefarozovej CL-4B kolény bola arabska guma
rozdelena na Styri frakcie: frakciu arabinogalaktanov (frakcia 1), arabinogalaktanovych
proteinov (frakcia 2) a glykoproteinov (frakcie 3A a 3B) (Randall et al., 1989). Elu¢ny
gradient bol vytvoreny klesajucou koncentraciou 4,2 mol.I? roztoku NaCl po nulu
(destilovana voda).

Frakcia 1 obsahovala material, ktory presiel hydrofébnou kolénou priamo (bez
adsorpcie), s priemernou molekulovou hmotnostou 2,79 x 10° Da. Téato frakcia
predstavovala 88,4 % z celkovej hmotnosti gumy, obsahovala obzvlast’ nizky obsah
proteinov (< 1%) abola ohlasena ako arabinogalaktany (AG). Sanchez et al., 2008
pouzitim techniky malouhlového rozptylu elektronov (SANS, ,,small-angle neutron
scattering®), transmisnej elektronovej mikroskopie (TEM, ,transmission electron
microscopy“) a mikroskopie atdbmovych sil (AFM, ,,atomic force microscopy*) odvodil
prvy model pre tito frakciu. Hovorime o tzv. ,.disc-like* modeli, ktory pre frakciu 1
predpoklada morfologiu podobnt disku s priemerom 20 nm a hrabkou menej nez 2 nm,
¢o by mohlo vysvetl'ovat’ extrémne nizku viskozitu arabskej gumy v porovnani s inymi
gumami (Williams a Phillips, 2000).

Frakcia 2, ktora bola z kolony eluovana zmenou koncentracie elu¢ného roztoku
z 4,2 na 2 mol.I"* NaCl, predstavovala 10,4 % celkovej hmotnosti gumy a obsahovala
relativne vysoky obsah proteinov (~ 10%). Tato frakcia bola oznafena ako komplex
arabinogalaktanovych proteinov (AGP) s priemernou molekulovou hmotnost'ou
1,45 x 10° Da. ZniZenie molekulovej hmotnosti (z ~ 1,45 x 10° na 2,8 x 10° Da) tejto
frakcie po oSetreni proteolytickym enzymom (pronaza) podporilo ,,wattle blossom*
Struktirny model navrhnuty pre AGP (Fincher et al., 1983), ktory predpoveda niekol'ko
sacharidovych blokov (Mw ~ 2 x 10° Da) pripojenych na proteinovu kostru (Obr. 4, 5).
OsSetrenim prondazou dochddza k hydrolyze proteinu, ¢o vedie k uvolneniu
polysacharidovych retazcov, ktoré vSak stidle nesu aminokyselinové rezidua. Z dat
prezentovanych v tejto Stadii bol navrhnuty model (Obr. 4), ktory zobrazuje
5 sacharidovych blokov spojenych aminokyselinami, pricom sa tieto aminokyseliny
musia nachadzat’ na okraji molekuly alebo v jeho blizkosti, pretoze umoznuju molekule
adsorbovat’ na hydrofobne povrchy a musia byt vo forme retazcov, pretoze mozu byt

degradované enzymom. Polomer gyracie (Rg) & hydrodynamicky polomer (Rn) tejto
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frakcie boli ve'mi malé vzh'adom na vysokt molekulovia hmotnost’, o naznacuje vel'mi
kompaktnu Struktaru.

Frakcie 3A a 3B, tzv. glykoproteiny (GP), ktoré boli desorbované z kolony
elaciou s destilovanou vodou, reprezentovali iba 1,24 % celkovej hmotnosti gumy
a obsahovali vysoky obsah proteinov (~ 50 %). Autori odhalili pritomnost dvoch
moznych typov glykoproteinov, z ktorych mal jeden priemerni molekulovi hmotnost’
2,5 x 10° Da.

Pouzitie hydrofobnej interakénej chromatografie prinieslo délezit¢ vysledky aj
0 nickol’ko rokov neskor (Osman et al., 1993), kedy bola arabska guma frakcionovana
pomocou HIC na fenyl-sefar6zovej CL-4B kolone s pouzitim rovnakého postupu ako
u Randall et al., 1989. Na rozdiel od tejto stidie, kde bola 4,2 mol.I"* roztokom NaCl
eluovana iba jedna frakcia, boli pri pouziti rovnakej koncentracie u Osman et al., 1993
pozorované piky dva (frakcie 1A a 1B). U vsetkych Styroch frakcii doslo k interakcii
so sadou monoklonalnych anti-AGP protilatok a K precipitacii s Yariv reagentom, ¢o
naznacuje pritomnost AGP vo vSetkych frakciach. Izolované frakcie boli nasledne
charakterizované pomocou SEC a SDS-PAGE. Tieto techniky ukazali v jednotlivych
frakciach pritomnost’ rozneho poc¢tu molekul, ktoré sa odliSovali velkostou a chemickym
zlozenim, ¢o demonstruje fakt, Ze arabskd guma pozostava z viacerych molekularnych
frakcii ako len troch predtym opisanych (AG, AGP, GP).

Predchddzajuce Studie naznacuji mechanizmus adsorpcie hydrofobneho
peptidového ret'azca na matricu kolony. Aminokyselinové zloZenie arabskej gumy vSak
poukazuje na hydrofilny retazec, ktory pozostava predovsetkym z hydroxyaminokyselin
(Tab. 1). Vo frakciach ziskanych pomocou HIC (Mejia Tamayo et al., 2018)
aminokyselinové zloZenie rovnako poukazovalo na hydrofilny retazec. Frakcia HIC-F1
obsahovala 81 % polarnych a nabitych aminokyselin, u zvySnych frakcii boli hodnoty
0 nie¢o mensie, HIC-F2 (72 %) a HIC-F3 (68 %). Mejia Tamayo et al., 2018 pouzivaju
na pomenovanie frakcii, delenych podl’a hydrofobicity, prisnejSie pomenovanie (HIC-F1,
HIC-F2 a HIC-F3) z dovodu, ze vsetky tri reagovali s Yariv reagentom a obsahovali
arabinogalaktanové sacharidové retazce typu I, a teda mézu byt formalne povazované
za AGP. Pritomnost iba 19 — 32 9% nepolarnych aminokyselin v HIC frakciach
spochybiiuje predstavu AGP ako biopolymérov s hydrofilnou sacharidovou c¢astou
a hydrofobnou proteinovou ¢ast’ou. Samozrejme hlavne kvoli vysSiemu obsahu proteinu
(~ 50 %) a vyssiemu percentu nepolarnych aminokyselin bola HIC-F3 frakcia najmenej

polarna. AvSak vSetky charakteristiky, ako zoskupovanie nepolarnych aminokyselin
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v koncovych oblastiach polypeptidov, pritomnost’ sekundarnych Struktir, slabé interakcie

medzi aminokyselinami a sacharidmi v tesnej blizkosti, amfifilicka Struktira galaktanove;

kostry a asocia¢né vlastnosti makromolekal, mézu hrat rolu v rovnovahe medzi

polarnymi a nepolarnymi vlastnostami AGP (Chen et al., 1994; Goodrum et al., 2000;

Renard et al., 2006, 2014 ).

Tab.1 Zastipenie aminokyselin v arabskej gume na zaklade vysledkov viacerych $tadii. Obsah
aminokyselin je vyjadareny v nmol/mg arabskej gumy. Posledny stlpec tabulky zobrazuje pocet
rezidui danej aminokyseliny v retazci dlhom 1000 rezidui. Hrubo sii zvyraznené najviac

zastupené aminokyseliny.

Mahendran Randall Osman Osman

Aminokyselina et al., 2008 et al., 1989 et al., 1995 etal., 1995
nmol/mg nmol/mg nmol/mg R/1000R

Hydroxyprolin (Hyp) 54,20 41,00 39,00 252
Asparagova kyselina (Asp) 10,60 12,00 9,00 58
Treonin (Thr) 15,90 12,00 12,00 77
Serin (Ser) 28,70 22,00 25,00 161
Glutamova kyselina (Glu) 8,29 6,20 6,20 40
Prolin (Pro) 15,60 13,00 11,00 71
Glycin (Gly) 10,60 9,30 8,40 54
Alanin (Ala) 5,07 4,90 4,40 28
Valin (Val) 7,29 5,90 5,6 36
Metionin (Met) 0,11 0,3 0,30 2
Isoleucin (lle) 2,38 2,00 1,8 12
Leucin (Leu) 15,10 12,00 12,00 78
Tyrozin (Tyr) 2,30 2,80 1,60 11
Fenylalanin (Phe) 6,33 6,00 4,70 30
Histidin (His) 10,70 8,80 8,60 56
Lyzin (Lys) 5,13 4,30 4,00 26
Arginin (Arg) 2,12 1,50 1,3 8
Protein (%) 2,15 2,03 2,00

21



2.2.3 SEC - ,,twisted hairy rope*“ model

Frakciondcia arabskej gumy pomocou SEC na preparativnej Superose 6 kolone rozdelila
GA na dve frakcie: glykoprotein arabskej gumy (GAGP, ,.,gum arabic glycoprotein®)
s vysokou molekulovou hmotnost'ou, ktory korespondoval s AGP komplexom neddvno
opisanym (Randall et al., 1988), aheterogénny polysacharid (GAP, ,,gum arabic
polysacharide®) s nizkou molekulovou hmotnostou. Po deglykozylacii frakcie GAGP
(dGAGP) pomocou kyseliny fluorovodikovej bol odhaleny protein pozostavajuci z ~ 400
aminokyselin (~ 130 hydroxyprolinovych rezidui) s opakujucim sa vzorom 10— 12
zbytkov. Experimenty alkalickej hydrolyzy pouzitim hydroxidu barnatého odhalili O-
glykozidové pripojenie na peptid cez hydroxyprolin. Kym 12,1 % hydroxyprolinovych
rezidui nebolo glykozylovanych vobec, 63,5 % obsahovalo kratke oligoglykozidy a
24,3 % sacharidové bloky pozostavajuce priblizne z 30 sacharidovych rezidui
s molekulovou hmotnostou 4,44 x 102 Da. Qi etal., 1991 na zéklade tychto udajov
navrhli Struktirny model ,twisted hairy rope® (Obr. 6), odvodeny z jednoduchého
empirického vzorca: Hyps Ser. Thr Pro Gly Leu His, vypocitaného zo zastlipenia
hlavnych aminokyselin (92 mol% dGAGP tvorilo tychto sedem aminokyselin) a z Hyp-
glykozidového profilu arabskej gumy ziskaného po alkalickej hydrolyze. Tento model
podporila transmisna elektronova mikroskopia (TEM), ktord zobrazuje tyCinkovité
molekuly dlhé ~ 150 nm. Molekulova hmotnost’ frakcie GAGP bola vypocitand ~
22x10°Da na ziklade sactu molekulovej hmotnosti polypeptidovej kostry
(~4x10*Da, hodnota stanovena pomocou GPC deglykozylovanej frakcie)
a molekulovych hmotnosti pripojenych sacharidovych jednotiek (~ 1,8 x 10° Da, hodnota
ur¢end pomocou GPC po alkalickej hydrolyze celej gumy, ktord poskytla Hyp-
polysacharidy). Tato hodnota (2,2x 10° Da) je vSak ovela niz§ia ako hodnota
1,5 x 10° Da ohlasena pre frakciu arabinogalaktanovych proteinov gumy v skorsich
publikaciach (Randall et al., 1988, 1989).

Osman et al., 1993 vo svojej publikacii vystupili proti navrhovanému ,twisted
hairy rope*“ modelu a argumentuju rozpor dat molekulovych hmotnosti chybnou
interpretaciou experimentov alkalickej hydrolyzy. Vo svojej publikacii poukazuju
na fakt, ze autori (Qi et al., 1991) pri odvodzovani modelu nepocitali s moznost'ou, ze
okrem Stiepenia proteinovych zloziek mézu by zasadou degradované aj sacharidové
retazce, ako to ohlasili vo svojej S§tadii. Nasledné pouzitie Specifického

hydroxyprolinového testu na monitorovanie alkalickych hydrolyzatov (Hyp-
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sacharidovych rezidui) po chromatografii neumoznilo detekovat sacharidy bez
hydroxyprolinu. Pretoze izolovana frakcia bola takmer urcite heterogénna, je mozné, Ze
ty¢inkovité molekuly pozorované pomocou TEM odpovedaju iba jednej zo zloziek.
Osmanovu tedriu potvrdil Mahentran et al., 2008, ktori porovnanim GPC profilov
arabskej gumy a kontrolného dextranu dokazuju, ze Ba(OH)2 (pouzity na hydrolyzu u Qi

et al., 1991) hydrolyzuje okrem proteinovej zlozky aj sacharidovu Cast’ (AG).

2.2.4 Iénomenicova chromatografia (IEC)

Ionomenicova chromatografia (IEC, ,,ion-exchange chromatography*) je zaloZena
na interakcii nabitych molekul vo vzorke a nabitymi funkénymi skupinami
chromatografického sorbentu v prostredi s vhodnym pH. Osman et al., 1995 frakcionoval
arabskil gumu pomocou aniéonmenic¢u (anexu) na chromatografickej kolone naplnene;j
DEAE (dietylaminoetyl) celulézou v 1 mmol.I? fosfatovom pufti (pH = 7), kedy doslo k
separdcii molekul podla poctu pritomnych aniénovych skupin. Elucia gumy bola
dosiahnutd zvysenim iénovej sily pouzitim eluéného pufru NaCl (0,04 — 0,29 mol.I%).
Elucia prebieha na zdklade vymeny anionu mobilnej fazy s anidnom naviazanym
na anionmenici, pricom vysoko nabité molekuly st eluované ako posledné.

V tejto studii boli separované dve vzorky arabskej gumy (A a B), pricom u oboch
vzoriek sa zna¢na ast’ (60 %) vobec neviazala na kolénu (frakcia 1). Dalgie frakcie boli
ziskané¢ zvySovanim i6novej sily elu¢ného pufru. Vzorka A, Uplne eluovand pri
0,2 mol.I"t NaCl, bola rozdelena na 5 frakcii s klesajicim proteinovym obsahom v poradi
F2 > F1 > F3 > F5 > F4. Vzorka B, tiplne eluovana pri koncentracii 0,29 mol.I"* NaCl,
bola rozdelena na 6 frakcii s klesajiicim proteinovym obsahom v poradi F1 > F6 > F3 >
F2 > F4 > F5. Vsetky izolované frakcie boli polydisperzné rovnako ako Vich
predchadzajicej $tudii troch frakcii ziskanych pouzitim HIC (Osman et al., 1993).
Zaujimavé je, Ze frakcie ziskané pouZitim tychto dvoch technik sa vyznamne odliSuju.
Kym HIC separuje gumu hlavne podl'a pritomnosti proteinového obsahu, IEC separuje
molekuly podl'a poctu pritomnych anidonovych skupin (pravdepodobne karboxylovych),
ktoré reaguju s pozitivne nabitymi skupinami matrice. Vo vSetkych frakciach bola
dokazana pritomnost AGP, avSak Ziadna z frakcii nemala obzvlast vysoky obsah
proteinov a poradie elucie nesledovalo proteinovy obsah. Poradie elucie nezodpovedalo
ani obsahu kyseliny glukurénovej vo frakciach, coho dovod méze byt, Ze niektorym

skupinam je sféricky branené interakcii s povrchom matrice.
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2.3 Arabinogalaktanové proteiny (AGP)

Arabinogalaktanové proteiny su rastlinné glykoproteiny pozostavajuce z proteinovej
kostry glykozylovanej sacharidovymi zvyskami, ktoré obsahuju galaktézu a arabindzu
ako hlavné komponenty. AGP st podskupinou glykoproteinov bohatych
na hydroxyprolin (HRGP, ,hydroxyproline-rich glycoproteins®), avSak genomické
informacie naznacuju prekryvanie medzi AGP ainymi skupinami HRGP (Seifert
a Roberts, 2007)

HRGP su bezne delené na tri hlavné multigénové rodiny: arabinogalaktanové
proteiny (AGP), extenziny a proteiny bohaté na prolin (PRP, ,,proline-rich proteins®),
avSak v skutocnosti existuju tiez hybridy so znakmi viacerych rodin HRGP, chimérne
HRGP obsahujuce d’alsie proteinové domény, ktoré nie st HRGP, a vel'mi malé proteiny,
ako napriklad arabinogalaktanové peptidy (Johnson et al., 2003b).

Vo vSeobecnosti AGP definuju tri kritéria: (1) pritomnost’ arabinogalaktanovych
retazcov zvycajne O-glykozidovo pripojenych na proteinovi kostru cez Hyp rezidua, (2)
proteinova kostra bohatd na Hyp/Pro, Ala, Ser a Thr a (3) schopnost’ viazat’ triedu
syntetickych farbiv, B-Yariv reagenty, predovsetkym B-glukozyl Yariv reagent (Yariv et
al., 1962; Clarke et al., 1979; Fincher et al., 1983). Takéto zovSeobecnenie je vSak prilis
uzke na popis vSetkych AGP, existuju pripady AGP chudobnych na hydroxyprolin
a do znacnej mierny nereaktivnych s Yariv reagentom.

AGP sa nachadzaju v plazmatickej membrane, bunkovej stene, apoplastickom
priestore av sekrétoch (napr. exudaty ran). Ak hovorime 0 lokalizacii v rastlinnych
organoch, vo vyssich rastlinach sa nachadzaju v listoch, stonkach, korenioch, Castiach
kvetov, semenach avo velkych mnoZstvach v kmenioch niektorych krytosemennych
a nahosemennych rastlin. Vd’aka neuveriteI'nej rozmanitosti glykanovych a proteinovych
retazcov st zapojené do Sirokého spektra tloh v priebehu rastu a vyvoja rastliny (Ellis et
al., 2010).

2.3.1 Stiidium AGP

Objasiiovanie Struktary, h'adanie funkcii a molekularnych mechanizmov AGP je naro¢né
z viacerych dévodov. Jednym z problémov je komplexné povaha sacharidovych retazcov
obklopujucich proteinovi kostru, ktoré v mnohych pripadoch zabraiuju detekcii
pomocou protein-Specifickych protilatok. Komplexnd glykozylacia a vysoky stupen

hydroxyléacie proteinovej kostry AGP neumoziiuje expresiu spravne glykozylovanych
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rekombinantnych proteinov v mikroorganizmoch, vd’aka ¢omu by mohla byt objasnena
funkcia in vivo. Pre tieto vysoko komplexné glykoproteiny neexistuju Ziadne jednotné
zauzivané protokoly na cistenie, kvantifikaciu, objasnovanie Struktury, aktivity alebo
intermolekularnych interakcii. Generovanie hypotéz o spdsoboch ich pdsobenia ¢astokrat
vychadza z porovnavania AGP s analogickymi molekulami u zvierat.

Biochemické analyzy AGP casto pouzivaju Specifické monoklonalne protilatky
(mAb), medzi ktoré patria JIMS8, JIM13, JIM14, LM2 a CCRC-M7 (Samaj et al., 1998,
Showalter, 2001). Dalsimi doleZitymi nastrojmi na §tidium AGP st hnedo-oranzové
zliCeniny so  vSeobecnou  Struktarou  1,3,5-tri-(p-glykozyloxyfenylazo)-2,4,6-
trihydroxybenzén, zname pod nazvami Yariv reagenty, antigény ¢i Yariv fenylglykozidy
(Yariv et al., 1967). Zatial’ ¢o (B-glukozyl) a (B-galaktozyl) Yariv reagenty viazu AGP,
a-formy a (B-manozyl) Yariv ich neviazu, a preto ¢asto su pouzivané ako negativna
kontrola (Seifert a Roberts, 2007). Odhaduje sa vsak, Zze [-Yariv reagenty
a monoklonalne protilatky viazu 50 — 100 roznych AGP proteinov, a teda poskytuju len
globalnych pohl'ad na distribuciu, lokalizaciu a funkcie AGP.

Schopnost’ priameho Studia jednotlivych AGP zna¢ne rozsirilo pouZivanie
molekularnych technik. Tieto techniky zahffiaju transkripéni analyzu a produkciu
mutantnych linii, ako napriklad T-DNA inzer¢nych linii, interferenénych RNA (RNAi)
linii a linii nadmerne exprimujucich jednotlivé gény. Tento pristup vSak so sebou nesie
radu problémov, v niektorych pripadoch je fenotyp zrejmy az po produkcii linii
s dvojitym knockoutom (Motose et al., 2004), v inych pripadoch st pre indukciu fenotypu
vyzadované stresové podmienky (Shi et al., 2003).

2.3.2 Struktira AGP

AGP st makromolekularne latky s vysokym obsahom sacharidov (90 — 98 %), ktoré st
zvyéajne O-glykozidovo naviazané na proteinovi kostru (1 — 10 %). Percentualne
zastapenie jednotlivych Casti je variabilné, dokonca aj pre AGP izolované z rovnakého
tkaniva (Sommer-Knudsen et al., 1996). Kazdy znamy AGP je spracuvany
prostrednictvom sekrec¢nej drahy a obsahuje na N-konci odstiepitelna triediacu signalnu
sekvenciu. Mnohé AGP su rozpustné proteiny, zatial' ¢o iné maji na hydrofébnom C-
konci glykozylfosfatidylinozitol (GPI) lipidovt kotvu, ktorou st ukotvené k vonkajSiemu
povrchu plazmatickej membrany. AGP mdzu obsahovat’ rozlicné pridané regiony ¢i

domény, ktoré st charakteristické len pre niektorych zastupcov.
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2.3.2.1 Proteinova kostra

Klonovanie kodujucich génov vyznamne zlepSilo nase porozumenie AGP. Prvé gény
proteinovej kostry boli identifikované tradicnymi biochemickymi postupmi, ktoré si
vyzadovali purifikéciu nativnych AGP, deglykozylaciu a Edmanovu degradaciu (Chen et
al., 1994; Du et al., 1994). V dnesnej dobe je mozna sekvenacia celych genomov, ktora
odhal'uje neuveriteI'ni rozmanitost’ proteinovych kostier AGP. AGP mézu byt podla
Struktiry ich proteinového jadra vo vSeobecnosti rozc¢lenené na dva typy: klasické
a neklasické AGP (Showalter, 2001).

Za klasické AGP a AG peptidy mozeme povazovat’ zakladné formy AGP, ktoré
nemaju d’alSie domény sltiziace k inym funkciam, a teda cela proteinova kostra vystupuje
ako ,,leSenie “ pre glykozylaciu. Vicsina klasickych AGP obsahuje proteinovu kostru
s priblizne 100 aminokyselinovymi reziduami, zatial’ ¢o kostru va¢Siny AG peptidov tvori
10 — 13 aminokyselinovych rezidui (Schultz et al., 2002). Proteinova kostra je bohata
na Hyp/Pro, Ala, Ser a Thr, s dipeptidovymi vzorcami Ala-Hyp, Ser-Hyp, Thr-Hyp, Val-
Pro, Gly-Pro a Thr-Pro ako rozliSovacimi prvkami, avSak mézu byt pritomné aj Ser-
(Hyp)2-3 sekvencie, ktoré su typické u extenzinov. Do tejto skupiny tiez zarad’ujeme
podtriedu AGP bohatych na lyzin, ktoré st charakteristické kratkym regionom na C-konci
s vysokym obsahom lyzinu (Sun et al., 2005).

Na rozdiel od klasickych AGP, neklasické (chimérické) AGP obsahuju rozdielne
domény na ich proteinovom jadre, podla ktorych ich mdzeme klasifikovat’ do troch
hlavnych tried: ,.fasciclin-like* AGP (FLA), ,,phytocyanin-like* AGP (PAG) a ,,xylogen-
like* AGP (XYLP). FLA obsahujt jednu alebo dve fasciklinové domény, ¢asto GPI kotvu
a predpoklada sa ich zapojenie v protein-protein interakciach (Johnson et al., 2003a).
Clenovia podskupiny PAG zdiel'aja podobnil struktiru ako fytocyaniny, ale v ich
doméne, podobnej tej plastocyaninovej, neobsahuju aminokyseliny, ktoré viazu med’
(Mashiguchi et al., 2009; Cao et al., 2015). Zastupcovia XYLP, pdvodne izolovani
z diferencovanych xylémovych buniek v kulturach Zinnia elegans, obsahuji naviac
neSpecifické lipidové transferové proteinové domény apdsobia ako funkéné
extracelularne proteiny v réznych rastlinnych tkanivach (Motose et al., 2004; Kobayashi
et al., 2011). Okrem toho existuje mnoho d’al§ich chimérickych AGP, ktoré sa nedaju
zoskupit’ do tychto troch podskupin, a preto ich oznacujeme ako iné chimérické AGP (Ma
etal., 2017). Pocet moznosti, ktorymi sa odlisuju od klasickych méze byt naozaj

niekol’ko, patria sem napriklad AGP chudobné na hydroxyprolin, na cystein bohat¢ AGP
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¢i AGP bohaté na asparagin (Baldwin et al., 1993; Mau et al., 1995; Du et al., 1996).
Okrem klasickych a chimérickych AGP niektori zastupcovia zdiel'aja charakteristiky ako
AGP, tak aj extenzinov (EXT) a tych oznacujeme ako hybridné AGP/EXT (HAE)
(Showalter et al., 2010).

2.3.2.2 Sacharidova zlozka

Sacharidova Cast’ je zvyCajne vo forme polysacharidovych retazcov typu II AG. Tento
typ Il AG obsahuje kostru z jednotiek (1—3)-p-D-galaktopyranozy, ktora je najcastejsie
O-glykozidicky pripojena na proteinovom jadre. Postranné retazce (1—6)-p-D-galaktanu
s pripojené na atom C6 niektorého z galaktozylovych rezidui kostry. Tieto postranné
retazce su viacsinou zakoncené reziduami arabinofuranézy (Araf), ramnopyrandzy
(Rhap) a galaktopyrano6zy (Galp), ¢o formuje neutralny glykanovy ret'azec. Niektoré AG
(napr. najdené v arabskej gume) st bohaté na glukurénova kyselinu (alebo jej 4-O-
metyléter), ktoré retazce primarne ukoncujt, a teda davaji molekule celkovy negativny
naboj. Nativne AG retazce moézu mat’ vel’kost’ od 2 do 25 kDa (t.j. priblizne 30 — 120
rezidui cukrov). Okrem AG retazcov proteinovi kostru niektorych AGP zdobia
arabinooligosacharidy (arabinozidy) (Qi et al., 1991; Zhao et al., 2002)

Sacharidové Casti (AG/Ara-oligosacharidy) st na proteinovi kostru pripojené
zvyCajne O-glykozidicky cez Hyp rezidua. Hypotéza susediacich Hyp rezidui
(Kieliszewski a Lamport, 1994; Kieliszewski et al., 1995) predpoveda, ze bloky
susediacich Hyp rezidui (napr. Ser-Hyps) st arabinozylovanné oligoarabinozidmi, zatial’
¢o nesusediace Hyp rezidud (napr. X-Hyp-X-Hyp) st substituované AG
polysacharidovymi retazcami. Hypotézu susediacich Hyp rezidui potvrdila aj expresia
hlavného AGP rajéiny (Lycopersicon esculentum), LeAGP-1, vtabaku (Nicotiana
tabacum) (Zhao et al., 2002). Okrem klasického pripojenia cez Hyp boli u AGP
demonstrované aj pripojenia cez Ser a Thr rezidua. Galaktozyl-O-Ser védzba bola ohlasena
u AGP listov Cannabis sativa (Hillestad et al., 1977) a red’kovky (Tsumuraya et al.,
1984a). V AGP zo semienok red’kovky (Tsumuraya et al., 1987) a hroznovych bobtl
(Saulnier a Brillouet, 1989) boli najdené neidentifikované glykozylové rezidua pripojené
na Thr rezidua.

Narozdiel od dobre charakterizovanej O-glykozylacie je N-glykozylacia pomerne
zriedkava. N-glykozylacia je pritomna len v pripade, ze proteinova kostra obsahuje
predpokladani konzervovanu sekvenciu Asn-Xaa-Ser/Thr, kde Xaa mdze byt kazda

aminokyselina okrem Pro (Lerouge et al., 1998). Klasické AGP tuto sekvenciu
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neobsahuju, av§ak nachadza sa v mnohych chimérickych AGP, napr. v AtFLA7 (Johnson
etal., 2003a) a v GaRSGP (Gal-rich stylar glycoprotein) (Sommer-Knudsen et al., 1996).

2.3.2.3 GPI-kotva

Sekvencovanie GPI kotvy z hrusky (Pyrus communis; Oxley a Bacic, 1999) ukazalo
podobné S$truktirne motivy ako u vsSetkych eukaryotickych GPI kotiev. C-koniec
proteinového jadra je pripojeny cez fosfoetanolamin na a- D-Man-(1—2)-a-D-Man-
(1—6)-0-D-Man-(1—4)-a-D-GIcNH2-oligosacharid, ktory je pripojeny
na inozitolfosfoceramid (Obr. 5). Priblizne polovica z AGP obsahovala substituovana
Galp na C(0)4 na tretom reziduu manozy, ¢o je nova Struktira v porovnani s inymi GPI
kotvami v rastlinnom kralovstve. Dal$ou anomaliou bolo, Ze fosfoceramid bol zlozeny

predovsetkym z fytosfingozinu a tetrakosanovej kyseliny (Oxley a Bacic, 1999).

2.3.2.4 Terciarna Struktura

Na zaklade transmisnej elektronovej mikroskopie bolo ukazané, ze niektoré AGP su
globularne, zatial ¢o iné tyCinkovité molekuly. S tymito pozorovanymi tvarmi
kore$pondujii dva modely ,,wattle blossom* (Obr. 5) (Finsher et al., 1983) a ,, twisted
hairy rope* model (Obr. 6) (Qi et al., 1991). ,,Wattle blossom“ model zobrazuje
polysacharidové retazce zbalené do globularneho tvaru klbka, ktoré si naviazané
na proteinovu kostru, ¢o celkovo vytvara sféroidny tvar. , Twised hairy rope* model
predpoklada zarovnanie (stabilizaciou vodikovymi vizbami) AG retazcov pozdiz osy
proteinovej kostry, ¢o tvori molekulu ~ 150 nm dlhd s priemerom ~ 5 nm. Oba modely
mozu byt spravne, pretoze rézne AGP mo6zu mat odlisné tvary molekual. Pouzitie
priameho TEM zobrazenia AGP v mrkvovej kulture (Baldwin et al., 1993) ¢&i
Specifickych glykoproteinov (patriacich do rodiny AGP) z tabaku (Cheung et al., 1995)
poukazuji na skor elipsoidné nez tyCinkovité Struktury, zatial’ ¢o GAGP mal tvar ty¢inky
(Qi et al, 1991). Ty¢inkovité molekuly nie su v stlade s rozptylom svetla a
vizkozimetrickymi datami, ktoré naznacuju skor kompaktné Struktiry (Al-Assaf et al.,
2005a; Flindt et al., 2005; Hassan et al., 2005), avsak ich vysvetl'uju ako mézu niektoré
AGP penetrovat’ cez pory (4 — 5 nm) v primarnej stene. Pocitacové modelovanie tdajov
NMR a kompozicné Studie syntetického AGP z tabakovych buniek BY2 odhalilo, ze
objemné boc¢né retazce AG skutocne vytvaraju vodikové vézby s polypeptidom, avSak

omnoho zlozitej$im spésobom ako sa povodne predpokladalo (Tan et al., 2004).
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Hydrofilné sacharidové rezidua

/N

Hydrofébny peptidovy retazec

Obr. 4 Schématicka ilustracia truktary frakcie 2 arabskej gumy. Struktira prezentuje tzv. ,,wattle
blossom* model navrthnuty pre AGP (Fincher at el., 1983) s piatimi velkymi sacharidovymi

blokmi (MW (bloku) ~ 2 X 10° Da) pripojenymi na polypeptidovy ret'azec. (Prebrané a upravené
podl'a Randall et al., 1989).

Proteinova
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Obr. 5 ,,Wattle blossom* model Struktiry AGP s GPl-kotvou. Tento model predpoklada
priblizne 25 Hyp rezidui, z ktorych vicsina nie je susediacich, a teda sa predpoklada, ze buda
niest’ AG retazce (typ II). V Struktire sa mdze nachadzat’ aj par susediacich Hyp rezidui
nesucich kratke arabinooligosacharidy. Celd molekula mé sféricky (gulovity tvar). Struktira
GPl-kotvy je pochadza z PcAGP1 hrusky (Pyrus communis; Oxley a Bacic, 1999). Tento
model je modifikovany od Fincher et al., 1983. (Prevzaté a upravené od Ellis et al., 2010).
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Obr. 6 Twisted hairy rope model struktury GAGP (,,gum arabic glycoprotein®). Hypoteticky blok
0 vel’kosti 7 kDa obsahuje: 10 rezidui aminokyselin (1 kDa), 30 rezidui sacharidov (4,4 kDa) a tri
Hyp-triarabinosidy (1,32 kDa). Glukurénoramnoarabinogalaktan tvori galaktanova kostra
S postrannymi retazcami obsahujucimi arabindzu, rammozu a glukuronovu kyselinu. Tento
model navrhol Qi et al., (1991).

2.3.3 Funkcie AGP u rastlin

Siroké spektrum uloh v mnohych biologickych procesoch vyplyva z neuveritelnej
rozmanitosti glykanovych a proteinovych retazcov, ako aj z tkanivového umiestnenia ¢i
zakotvenia v plazmatickej membrane pomocou GPI kotvy. Pokusy in vitro s réznymi
druhmi rastlin odhalili zapojenie AGP v mnohych procesoch ich vyvoja, ako su
somaticka embryogenéza (van Hengel et al., 2002), rast a vyvoj korefiov (van Hengel a
Roberts, 2003), hormonalna odpoved’ (Park et al., 2003), signalizacia (Schultz et al.,
1998), diferenciacia xylému (Motose et al.,, 2004), rezistencia voc¢i infekcii
Agrobacterium tumefaciens (Gaspar et al., 2004), iniciacia samicej gametogenézy
(Acosta-Garcia a Vielle-Calzada, 2004), odolnost’ voci soli (Shi et al., 2003; Lamport et
al., 2006), rast buniek (Lee et al., 2005; Yang et al., 2007), programovana bunkova smrt’
(Gao a Showalter 1999; Chaves et al., 2002) a vyvoj pel'ovych zin (Pereira et al., 2006;
Levitin et al., 2008; Coimbraet al., 2009). Nedavny vyskum ukazuje vplyv AGP arabskej
gumy na proces androgenézy a regeneraciu buniek Vv kulture jacmena (Makowska et al.,
2017).

Ked uvazujeme o funkcidch AGP, dolezita tlohu hrd pritomnost GPI kotvy.
U rastlinnych buniek st vSak na rozdiel od buniek cicavcov priame medzibunkové
interakcie medzi GPI-zakotvenymi proteinmi nepravdepodobné kvoli hrubke steny, ktora

je odhadnuta asi na 100 nm pre primarnu stenu (Lamport et al., 2006). GPI-zakotvené
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AGP a/alebo ich rozpustné formy vSak moézu interagovat’ s plazmaticky viazanymi
Kindzovymi receptormi a rozpustné formy moézu interagovat’ s receptormi susednych

buniek, ¢o naznacuje je zapojenie do signalnych drah (Schultz et al., 1998).

2.3.3.1 Zapojenie AGP v procese androgenézy

Androgenéza je alternativna vyvojova cesta, ktord vedie k tvorbe rastlin s haploidnym
poctom chromozémov z mikrospér. Pod vplyvom exogénneho stresu mikrospory zmenia
svoj vyvoj z gametickej na sporofyticku ,,cestu®. Vysledkom tohto preprogramovania su
haploidné (n) androgénne Struktary, ktoré sa mdézu po spontdnnom ¢i indukovanom
zdvojeni chromozomov vyvinit’ do dihaploidnych rastlin (2n) (Touraev et al., 1997).
Pozitivny efekt AGP zarabskej gumy v procese androgenézy bol
demonstrovany u jaémena (Hordeum vulgare L.) na prasnikovej kultare (Makowska et
al., 2017). V tejto stadii doSlo po exogénnej suplementacii AGP k 6,6-krat vyssej
regeneracnej rychlosti rastliny z prasnikovej kultary oproti Standardnym protokolom. Tak
sa zd4, Ze tento efekt je vysledkom viacerych udalosti v priebehu androgenického
procesu. Pridanie arabskej gumy znizilo umrtnost’ buniek, zvysilo frekvenciu mitotického
delenia mikrospor a pocet viacbunkovych Struktar (MCS, ,,multicellular structures®)
Vv porovnani s kontrolou. Pozitivny efekt gumy spocival tiez v znizeni ¢asu potrebného

pre indukciu androgenézy a zlepseni kvality formovanych embryi.
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2.4 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (MS, ,,mass spectrometry*) je fyzikalne-chemicka metdda
zalozena na interakcii nabitych Castic s elektrickym alebo magnetickym pol'om vo vakuu
(Friedecky a Lemr, 2012). Zakladny princip MS je generacia idonov z anorganickych
alebo organickych molekul, separacia tychto i6nov na zaklade ich pomeru
hmotnost’/naboj (M/z) a kvalitativna i kvantitativna detekcia podl'a ich prislusnych hodnot
m/z a mnozstva (Gross, 2004). V porovnani s inymi analytickymi technikami medzi jej
hlavné vyhody patri vysoka citlivost’, nizke detekéné limity, rychlost’ a Siroké spektrum
mozného vyuzitia (de Hoffmann a Stroobant, 2007). MS je nepostradatel'nou analytickou
technikou v oblasti proteomiky ako metoda identifikacie, charakterizacie a kvantifikacie
proteinov (Dvofakova et al., 2014). Vel'mi efektivne techniky pre analyzu zlozitych zmesi
organickych latok vznikli spojenim MS s plynovou chromatografiou (Gohlke, 1959)
a s kvapalinovou chromatografiou (Baldwin a McLafferty, 1973). V sti¢asnej dobe sa
pouziva niekolko technickych prevedeni, vSetky hmotnostné spektrometre sa vSak

skladaju z troch zakladnych Casti — idonovy zdroj, analyzator a detektor ¢astic (Obr. 7).

2.4.1 Iénové zdroje

I6novy zdroj je ¢ast’ hmotnostného spektrometra, v ktorej dochadza k ionizécii vzorky —
prevedenie neutrdlnych molektl na nabité iony (Gross, 2004). Vo vSeobecnosti ich
modzeme rozdelit' do dvoch skupin na zdklade mnozstva dodanej energie pri ionizacii
natzv. ,,mikké* a ,,tvrdé*“. Pri pouziti tvrdych ioniza¢nych technik je mnozstvo dodanej
energie dostatocne vel'ké, aby sa z neutralnej molekuly vytvoril 16n a vzniknuté i6ny sa
d’alej Stiepili, Coho vysledkom je vznik bohatych fragmenta¢nych spektier umoziujacich
identifikaciu analyzovanej zluceniny. PriliSnd fragmentacia vSak moZze sposobit’ Uplny
rozpad molekulového idénu v zdroji, ¢im dojde k strate informacie o molekulovej
hmotnosti (Friedecky a Lemr, 2012). Pretoze st peptidy a proteiny tepelne relativne
nestabilné molekuly, vel’ky vyznam malo v proteomike zavedenie mékkych ioniza¢nych
technik, techniky elektrospreja (ESI, ,.electrospray ionization*) (Fenn et al., 1989) a

desorp¢nej ionizacie vzorky laserom za ucasti matrice (MALDI, ,matrix-assisted laser
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VloZenie : lonizacna Hmotnostny

Detektor Pocitac
vzorky technika analyzator — " 4

Vakuovy systém ‘ |
L

Obr. 7 Zakladna schéma hmotnostného spektrometra. (Prevzaté a upravené podl'a Vidova et al.,
2008).

desorption ionization*) (Tanaka et al., 1987; Karas a Hillenkamp, 1988), ktoré vzh'adom
k ich relativnej jemnosti dovol'uju ionizaciu proteinov a V podstate vSetkych biomolekul
bez nadmernej fragmentacie, a teda st tvorené prevazne i6ny molekul (Friedecky a Lemr,
2012).

V pripade ESI je vzorka rozpustena v rozpustadle a roztok analytu prechadza cez
kapilaru, ktora je udrziavana pod vplyvom vysokého elektrického napitia (2 — 6 kV).
Na konci kapilary dochddza k akumulacii naboja, ¢im sa povrch stava nestabilnym
a deformuje sa. Roztok je nasledne rozstrekovany kapilarou do priestoru s atmosférickym
tlakom vo forme vysoko nabitych kvapdcok (aerosol). Sprejovanie je podporené
koaxialne pradiacim zmlzujacim plynom (napr. dusik), ktory obteka sprejovaciu kapilaru.
Rozpustadlo je z nabitych kvapocok behom vel'mi kratkeho ¢asu postupne odparované
(obvykle pradom plynu o zvySenej teplote), ¢im sa zvySuje ich povrchovy néboj (Ho et
al., 2003) a dojde k ich popraskaniu (coulombické stiepenie). Uvol'nené idony su nasledne
elektrickym pol'om urychlené k analyzatoru (Banerjee a Mazumdar, 2012).

Pri technike MALDI je v prvom kroku vzorka zmie$ana s matricou (obvykle
organicka kyselina), ktord 'ahko absorbuje energiu laseru, a necha sa zaschnut. Analyt
S matricou po zaschnuti vytvori krystalicku Struktaru (de Hoffmann a Stroobant, 2007).
Ako matrica sa v proteomike obvykle pouziva a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina,
3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoricova kyselina alebo 2,5-dihydroxybenzoova kyselina.
Vykrystalizovand zmes je na MALDI dosticke oZiarend laserovymi pulzmi (Busch,
1995), v dosledku ¢oho dochadza k excitacii matrice, ktora sposobi zahriatie molekul, ich
desorpciu a prevedenie do plynnej fazy. Odparujuce sa Castice matrice so sebou strhavaju

molekuly analytu. Excitované molekuly matrice sucasne ionizuji a predavaju naboj
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analytu. Cely proces prebicha vo vakuu, aj ked je tato ionizacia realizovatelna aj za

atmosférického tlaku (Friedecky a Lemr, 2012).

2.4.2 Hmotnostné analyzatory

KIicovou sucastou hmotnostného spektrometra je analyzator, v ktorom dochadza
v prostredi vakua K separacii iénov na zaklade pomeru hmotnosti ku naboju (m/z).
Delenie i6nov je zalozené na réznych fyzikalnych principoch, vSetky vsak pouzivaju
elektrické (statické ¢i dynamické) alebo magnetické pole, pripadne ich kombindcie.
Existuje niekol’ko typov hmotnostnych analyzatorov, pricom tieto analyzatory mozu
pracovat’ samostatne alebo v tzv. tandeme (Makarov, 2000; Aebersold a Mann, 2003).
Ako prvy typ mozeme vycClenit' skenujuce analyzatory, ktoré suvisle v ¢ase separuju
a prepust’aju iony s ur¢itou hodnotou m/z (kvadrupodlové analyzaroty). Pri druhom type
analyzatorov sa prestiivaju do letovej trubice vSetky 16ny sucasne a pre ich separaciu sa
vyuziva rozdielny cas letu k detektoru (analyzator doby letu — TOF). Medzi treti
zarad’'ujeme analyzatory, ktoré rozdel'uju i6ny podla ich m/z rezonanénej frekvencie
(Dvorakova et al., 2014; Friedecky a Lemr, 2012). Patria sem analyzatory zachytavajtice
iony v cele ¢i pasci (ibnové pasce, ionova cyklotronova rezonancia — ICR) alebo

elektrostaticka ionova pasca (Orbitrap).

2.4.3 Detekcia a spracovanie signalu

[6ny st po separacii v hmotnostnom analyzatore zaznamenané detektorom, kde prebieha
premena energie prichadzajucich castic na vyuzitelny signal, ktory je prevedeny
do digitalneho formatu. Obvyklé detektory su tzv. elektronové nasobice, ktoré obsahuju
sadu dyndd. Pri naraze i6nu do prvej dynody dojde k emisii elektronu, ktory dopadom
na d’alsiu dynodu vyrazi d’alSie elektrony. Vzniké elektricky prud, ktory je sériou dynod
postupne zosilovany. Elektricky prid sa nasledne meria a je umerny mnoZstvu
dopadnutych i6nov na detektor ( de Hofman a Stroobant, 2007, Ekman et al., 2009). Iné
detektory detekuju elektricky prud priamym dopadom i6nov (napr. Faradayova klietka)
(Dass, 2007). Zvlastnu skupinu detektorov tvoria Orbitrap a ICR. U nich st vSetky iony
detekované vd’aka indukcii pridu v dosledku oscildcie i6nov v analyzatore. Frekvencia
ionov o réznej velkosti m/z je spracovand Fourierovou transformaciou a prevedena
na hmotnostné spektrum (Dastych et al., 2012; Friedecky a Lemr, 2012). [6ny zachytené
na detektore generuju signal zaznamenavany pocitaCovym systémom, ktory zobrazuje

signaly (piky) v podobe hmotnostného spektra. Hmotnostné spektrum je dvojrozmerné
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znazornenie intenzity (pocetnost’ ibnov, os y) v zavislosti na hodnote m/z analyzovanych
i6nov (os x) (Gross, 2004). Vo vicsine hmotnostnych spektier je pocetnost’ i6nov
vyjadrena v percentach ako relativne mnozstvo vzhladom k zakladnému piku. Ako
zakladny pik sa oznacuje pik i6nu s najvyssou intenzitou v spektre (100 % relativna
intenzita). Data ziskané v oblasti hmotnostnej spektrometrie s najcastejSie
vyhodnocované s vyuzitim proteinovych databdz, ktoré je mozné prehl'adavat s vyuzitim
roznych algoritmov a softwarovych nastrojov za ucelom identifikacie konkrétneho

proteinu.
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3

EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

2-jodacetamid (IAA) (> 99% Sigma-Aldrich, USA)

2-merkaptoetanol (> 99%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
4-chlor-1-naftol (> 99 %, Sigma-Aldrich, Svajéiarsko)

acetonitril (> 99,9%, Merck, Nemecko)

akrylamid (AA) (= 99,9%, Bio-Rad, USA)

Bio-Safe Coomassie Stain G-250 (Bio-Rad, USA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (M, = 854, C47HsN307S2-Na, Serva, Nemecko)
dihydrogénfosfore¢nan amonny (> 99,5%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
dihydrogénfosfore¢nan draselny (>99,5%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
DL-ditiotreitol (DTT) (= 98%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
dodecylsiran sodny (> 99,5%, Serva, Nemecko)

hovédzi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

glycin (> 99%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

guajakol (Sigma-Aldrich, Cina)

hydrogénfosforeénan draselny (> 99%, Sigma-Aldrich, Spanielsko)
hydrogénuhli¢itan aménny (> 99,5%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
hydroxid sodny (> 98%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

kyselina o-kyano-4-hydroxyskoricova (HCCA) (> 99%, Sigma-Aldrich Chemie,

Nemecko)

kyselina bicinchoninova (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina chlorovodikova (> 35%, Lach-ner, CR)

kyselina octova (> 99%, Lach-ner, CR)

kyselina trifluoroctova (TFA) (> 99%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
Laemmliho pufr 2x koncentrovany (> 98%, Bio-Rad, USA)

metanol (> 99,9%, Merck, Nemecko)

N,N,N’,N'-tetrametyletyléndiamin (TEMED) (> 99%, Merck, Nemecko)
N,N'-metylénbisakrylamid (BIS) (> 99,9%, Invitrogen, VB)
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n-butanol (> 99,5%, Merck, Nemecko)

n-propanol (>99,9%, Merck, Nemecko)

peroxid vodika 3 % (Coopharma, Praha)

chrenové peroxidaza (Fluka Analytical, Svajéiarsko)

peroxodisiran amonny (APS) (> 98%, Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
SOLu - trypsin (> 99%, Sigma-Aldrich Chemie, USA)
tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) (> 99,8%, MP Biomedicals, Franctizsko)
mocovina (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

N, N'-Bis-(akryloyl)-cystamin (Merck, Nemcko)

kyselina trinydrogénfosfore¢na (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)
amfolyty-Pharmalyte pH 3 — 10 (Sigma-Aldrich, Svédsko)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

chlorid sodny (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color (Bio-Rad, USA)

3.1.2 Pristroje

analytické vahy (Radwag, Pol'sko)
centrifiga Ministar (Eppendorf, Nemecko)
digitalny pH meter (Multical WTW, Nemecko)
elektromagnetické mieSadlo (IKA LAB, Nemecko)
hmotnostny spektrometer MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme (Bruker Daltonik,
Nemecko)
kvapalinovy chromatograf Biologic Duoflow™ Medium-Pressure Chromatography
systéem (FPLC, BioRad, USA)
kvapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 RSLCnano (Thermo Fisher
Scientific, Nemecko)
laminarny box (Merci, CR)
peristaltické Serpadlo PCD 1082 (VWR, CR)
skener ImageScanner Il so softwarom LabScan 5.0 (Amersham Biosciences, USA)
spektrofotometer Lightwave II (Biochrom, Velké Britania)
termostat Thermomixer comfort (Eppendorf, Nemecko)
trepacka KS 130 control (IKA Werke, Nemecko)
ultrazvukova lazeti K2-L (Kraintek, CR)
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— UV-Vis chromatograficky detektor Bilogic QuadTec™ (BioRad, Nemecko)
— Vvaékuova centrifuga Concentrator plus (Eppendorf Nemecko)

— centrifaga LC 31R Multispeeed (Thermo Electron Corporation)

— VB vakuovy koncentrator (Eppendorf, Nemecko)

— vodna lazen digitalna SUB 6 (p-Lab, CR)

— vortex (Chromservis, CR)

— vyveva (KNF LABOPORT, Francuzsko)

— zariadenie pre elektroforézu Mini Protean II (Bio-Rad, USA)

— zdroj pro elektroforézu EPS 600 (Amersham Pharmacia Biotech, Svédsko)

3.1.3 Biologicky material

— Gum arabic from acacia tree branched polysaccharide, Sigma; d’alej GA-S
— Guma arabska suszona rozpylowo, Pharma-Cosmetic, Fagron (Pol'sko); d’alej GA-F

— Guma arabska, pre kozmetiku (Pol'sko), d’alej GA-C

3.1.4 Ostatny material

— dialyza¢né celulozové crevo, priemer 25 a 100 mm (Sigma-Aldrich Chemie,
Nemecko)

— MALDI dosticka MTP AnchorChip 800-384 (Bruker Daltonik, Nemecko)

— MALDI dosticka MSP AnchorChip 600/96 (Bruker Daltonik, Nemecko)

— pipetovacie spicky ZipTip C18 (Merck Millipore, USA)

— chromatografické koléna Enrich™ SEC 650 10 x 300 mm (Bio-Rad, USA)

— chromatograficka kolona 10 x 30 mm (Sigma-Aldrich, USA) naplnena stacionarnou
fazou Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare, Svédsko)

— chromatograficka koléna Enrich™ Q 5 x 50 mm (Bio-Rad, USA)

— centrifugaény filter Amicon Ultra-4 (Merck Millipore, USA)

— centrifugacény filter Amicon Ultra-15 (Merck Millipore, USA)
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3.1.5 Pouzité metédy

3.1.5.1 Pripava roztokov arabskej gumy

Roztoky arabskej gumy boli pripravené rozpustenim 0,5 g (5 % (w/v) roztok) a 1 g (10 %
(w/v) roztok) gumy v destilovanej vode v koneénom objeme 10 ml roztoku. V nasej praci
boli pouzivané 3 vzorky arabskej gumy: arabska guma od firmy Sigma (GA-S), arabska
guma pre farmaceutiku (GA-F) a arabska guma pre kozmetiku (GA-C). Kazda vzorka
bola dialyzovana samostatne oproti 2 | destilovanej vody cez noc v chladovej miestnosti.
Dialyza je separacnd technika, priktorej dochadza k oddeleniu latok s odlisSnou
molekulovou velkost'ou v roztoku cez polopriepustni (semipermeabilnl) membranu na
zaklade koncentratného spadu. Dialyza v biochémii umoziuje l'ahké oddelenie soli
od proteinov a vysokomolekularne latky zbavuje nizkomolekularnych neéistot.
Dialyzovany roztok bol nasledne centrifugovany 20 minut pri 10 000 g a 4 °C. Odobratim

supernatantu do novej skimavky boli vzorky pripravené na d’alSie pouzitie.

3.1.5.2 BCA metoda

Na stanovenie celkovej koncentracie proteinov bola pouzita spektrofotometricka metoéda
vyuzivajuca kyselinu bicinchoninovii (BCA) (Smith et al., 1985). Metdda je zalozena
na alkalickej redukcii mednatého i6nu (Cu?*) na medny (Cu*) proteinom (resp.
peptidovou védzbou) a naslednej chelatacii med’ného iénu kyselinou bicinchoninovou.
Redukované mnozstvo Cu?" je imerné mnozstvu proteinu pritomného v roztoku. Kazdy
Cu* i6n chelatuji 2 molekuly BCA, ¢o spdsobuje zmenu farby zo zelenej na fialova
so silnou absorbanciou pri 562 nm.

Pracovny roztok bol pripraveny zmieSanim ¢inidla A (disodna sol’ kyseliny BCA,
Na>,COz, vinan sodny, NaOH, NaHCOz3) a ¢inidla B (CuSOs-5 H20) v pomere 50:1.
Ako standard bol pouzity BSA o koncentracii 1 mg/ml. Kalibraéna rada bola vytvorena
zmieSanim 2 ml pracovného roztoku a prislusného mnozstva 1 mg/ml BSA (5 az 50 ul).
Vzorky proteinov vznikli zmieSanim 2 ml pracovného roztoku a 10 pl roztoku vzorky
arabskej gumy. Nasledovala inkubacia zmesi 30 minit pri laboratornej teplote.
Po ukonceni doby inkubacie bola absorbancia Standardu a vzoriek zmerand

na spektrofotometri Lightwave Il pri 562 nm oproti slepej vzorke (pracovny roztok).
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3.1.5.3 Separacia GA na koléne Sephacryl S-200 HR

Roztok arabskej gumy bol separovany pomocou SEC s vyuzitim Sephacryl S-200 High
Resolution kolény s pouzitim destilovanej vody ako mobilnej faze. Touto technikou
dochadza k separacii latok na zaklade rozmerov molekul, kedy menSie molekuly
prenikaju do vnutornych priestorov gélovych Castic, ¢im su na koldne zadrziavané dlhsie
nez vel'ké molekuly, ktoré st unasané prudom mobilnej faze a vytekaju z kolony skor.

Pre frakcionaciu gumy bol na koléonu naneseny 1 ml 5 % w/v roztoku GA-F, GA-
S alebo GA-C. Cela separacia prebiehala pri prietokovej rychlosti 1 ml/min, ktora bola
dosiahnutd pomocou pripojeného peristaltického Cerpadla PCD 1082. Pocas separacie
bola sledovana absorbancia eluatu pri 280 nm pomocou UV-1 kontrolnej a optickej
jednotky asignal bol zapisovany rekordérom REC-112 2-CH. Eluat bol zbierany
do mikroskimaviek v 2 minttovych intervaloch. Pre predstavu o mnoZstve proteinov
bola po separacii v kazdej frakcii zmerana absorbancia na spektrofotometre Lightwave Il
pri 280 nm oproti ¢istej vode. Pri vypocte sme vychadzali z predpokladu, ze 1 mg/ml by
poskytol pri 280 nm v 1 cm kyvete hodnotu absorbancie 1.0 (Thermo Fisher Scientific,
2010).

3.1.5.4 Elektroforéza SDS-PAGE a priebeh separacie

SDS-PAGE je nazov pre elektroforézu v polyakrylamidovom gély (PAGE,
,polyakrylamide gel electrophoresis®) za pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS,
,,s0dium dodecylsulphate*). SDS je anionaktivny detergent, ktory nesie pomerne vysoky
naboj, a preto po védzbe na bielkovinu vyrovnava nabojové rozdiely bielkovin, ktoré sa
Vv géli pohybuju len podla velkosti. Nosicom pri SDS-PAGE je polyakrylamidovy gél.
Pre pripravu polyakrylamidu sa pouZiva monomér akrylamid (AA), ktory
kopolymeraciou so sietovacim ¢inidlom N,N- metylénbisakrylamidom (BIS) vytvara
zakladny materidl. Jednd sa o radikalovi polymeraciu, ktord je zahijend volnymi
radikalmi vzniknutymi pri rozklade persiranu aménneho (APS) pdsobenim svetla, pricom
sa do zmesi vzdy priddva stabilizator volnych radikalov  N,N,N’,N’-
tetrametyletyléndiamin (TEMED) (Pec¢, 2008).

Vzorky ziskané pomocou SEC boli zakoncentrované na véakuovej centrifiige
Speedvac pri teplote 45 °C. K odparenym vzorkdm bolo pridanych 20 ul Laemmliho

pufru. Zmes bola umiestnena na 10 minut do ultrazvuku, premiesana na vortexe a 5 mintt
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povarend pri 100 °C. Po ochladeni vTladovej lazni boli vzorky scentrifugované
a pripravené na d’alSie pouZitie.

Po zostrojeni aparatary pre elektroforézu boli pripravené 10 % separacné a 4 %
zaostrovacie homogénne gély (Tab. 2). Zlozky gélu pre separacny gél AA/BIS, Tris/HCI
a destilovana voda boli odvzdusnené 10 minut v odsdvacej banke pomocou vyvevy.
Po odvzdusneni boli k zmesi pridané zostdvajuce komponenty SDS a TEMED.
Pridavkom cerstvo pripraveného roztoku APS bola zahdjend polymeracia gélu.
Pripravend zmes bola ihned’ po premieSani prenesend pomocou Pasteurovej pipety
do priestoru medzi skla (1 mm), priblizne 2 cm od horného okraja skla. Gél bol
prevrstveny n-butanolom. Po 15 minttach polymeracie bol n-butanol odstraneny, povrch
gélu oplachnuty destilovanou vodou a vysuSeny pomocou filtraéného papiera.
Obdobnym spdsobom bol pripraveny zaostrovaci gél, ktory bol po naStartovani
polymeracie pridavkom roztoku APS ku komponentom preneseny pomocou Pasteurovej
pipety medzi skld na uz zpolymerovany separacny gél. Do gélu bol vlozeny 10-jamkovy
hrebienok. Po naliati gél tuhol 30 minat. Skla s pripravenymi gélmi boli vloZené
do elektroforetickej komorky a elektrodové priestory boli zaliate Tris-glycinovym
elektrédovym pufrom. Po vybrati hrebienka bol do jamiek pomocou pipety aplikovany
proteinovy Standard (7 pl) a jednotlivé pripravené vzorky frakcii (20 ul). Proteinovy
Standard bol pouzity Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color.
Elektroforéza prebiehala pri konStantnom napéti 130 V priblizne 90 minut. Akonéhle
vzorky doputovali ku spodnému okraju bola elektroforéza ukoncena, gély boli oplachnuté

destilovanou vodou a prenesené do farbiacej zmesi.

Tab. 2 Objemy chemikalii pre pripravu separaénych a zaostrovacich gélov

Zlozka Separaény gél (10 %) Zaostrovaci gél (4 %)
AA+BIS(B0%T, 3,3% C) 3,4 ml 0,65 ml

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml -

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 - 1,25 mi

Destilovana voda 3,8ml 2,95 ml

SDS (10%) 0,1 ml 0,1 ml

TEMED 0,050 ml 0,050 ml

APS (10%) 0,05 ml 0,06 ml
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3.1.5.5 Farbenie gélov po SDS-PAGE

Po ukonceni elektroforézy boli gély prenesené do farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant
Blue R-250 do Petriho misiek, kde boli ponechané cez noc pri miernom trepani. Princip
farbenia spoc¢iva vo vizbe molekul proteinov na CBB v kyslom prostredi. Za tto vazbu
st zodpovedné primarne zasadité aminokyseliny (arginin, lyzin a histidin) proteinov.
K vézbe farbiva na protein prispievaju tiez Van der Waalsove sily a hydrofobne
interakcie (Wrolstad et al., 2004). Odfarbenie gélov bolo uskutocnené roztokom
obsahujucim 5 % (v/v) metanol a 7 % (v/v) kyselinu octovi.

Dalsie farbivo pouZzivané v tejto DP bolo Bio-Safe Coomassie Stain G-250,
pri ktorom stac¢i na odfarbenie destilovana voda. Po odfarbeni boli gély naskenované

pomocou skeneru ImageScanner II a pocitacového programu LabScan 5.0.

3.1.5.6 Stiepenie proteinov v gély

Skalpelom vyrezané pasy boli nasekané na kocky (cca 1 mm?®), prenesené do 0,5 ml
mikroskumavky a scentrifugované. K tymto ktaskom bolo pridanych 180 ul
odfarbovacieho roztoku 50 % acetonitrilu (ACN) v 50 mmol-1* NH4HCOj3 a nasledovala
inkubécia 45 minut. Po uplynuti doby inkubdcie bola zmes odstrdnend a kusky gélu boli
dehydratované ACN (kusky gélu zbeleli a drzali pri sebe), scentrifugované a nasledne bol
ACN odstraneny. Pre redukciu proteinov boli kisky gélu prekryté 150 pl roztoku
10 mmol- 1 DTT v 0,1 mol-1" NH4HCO3 (7,7 mg/5 ml 0,1 mol-1"* NH4HCO3). Tato zmes
bola inkubovana 30 mintt v termostate pri 56 °C za trepania. Po uplynuti doby inkubacie
a vychladnuti boli eppendortky scentrifugované, kvapalina bola odstranena a kusky gélu
boli dehydratované ACN. Alkylacia bola prevedena pridanim 150 pl 55 mmol 1" IAA
v 0,1 mol-I"t NHsHCO3 (50 mg/5 ml 0,1 mol-1"* NHsHCO3) a 20 minttovou inkubaciou
Vv tme pri laboratornej teplote. Po odpipetovani roztoku IAA boli kasky premyté v 150 pl
0,1 mol-I"* NH4HCO3 po dobu 15 mintt, scentrifugované, kvapalina bola odstranend
a kusky dehydratované ACN. K dehydratovanym kaskom sa pridalo 40 pl pufru
obsahujticeho 50 mmol-1 NHsHCOg3 a 1,5 umol-1"* trypsinu. Vzorky boli umiestnené na
I'ad (4 °C) na dobu 1 h. Prebyto¢ny roztok trypsinu bol odobrany a nahradeny 50 pl
25 mmol-1? NHsHCOs;. Nasledovala inkubéacia v termostate pri 37 °C cez nocC
(Shevchenko et al., 2006).
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3.1.5.7 Extrakcia peptidov

Extrakcia peptidov bola zahajena pridavkom 120 pl extrakéného pufru (5 % kyselina
mravcia/acetonitril v pomere 1:2 (v/v; Shevchenko et al., 2006). Nasledovala
inkubacia zmesi pri 37 °C a 1000 rpm (otacok za minttu). Po 45 minutovej inkubacii boli
vzorky scentrifugované, supernatant bol odobraty do novych 0,5 ml mikroskiimaviek
a odpareny na vakuovej centrifuge Speedvac pri 45 °C. Takto pripravené peptidy boli

d’alej spracovavané.

3.1.5.8 Odsolenie peptidovych vzoriek

Do odparenych mikroskiimaviek S vysuSenymi peptidmi bolo pridanych 12 pl roztoku
0,1 % trifludroctovej kyseliny (TFA). Nasledne boli eppendorfky umiestené na 5 mintt
do ultrazvukovej lazne a scentrifugované. Odsolenie prebehlo pomocou pipetovacich
Spi¢iek s reverznou chromatografickou fazou ZipTip C18 v niekolkych krokoch.
Zvlhcenie sorbentu bolo uskuto¢nené nasatim roztoku (,,pre-wet* ) obsahujiceho 50 %
ACN a 0,1 % TFA do $piciek (2x). Nasledovala ekvilibracia pomocou 0,1 % TFA (2x).
Nanesenie vzorky prebehlo 15ndsobnym nasatim roztoku peptidov do $piciek. Nasledne
bola Spicka 3x premyta v ekvilibracnej zmesi. Elu¢ny roztok obsahoval 75 % ACN
a 0,1 % TFA, pricom elucia prebehla 10nasobnym nasatim tohto roztoku do $picky. Takto

odsolené vzorky boli odparené vo vakuovej centrifage pri 45 °C.

3.1.5.9 Separacia peptidov nanoLC a MALDI-MS/MS analyza

Ako prvy krok pred spustenim analyzy bolo potrebné pripravit MALDI dosticky
a odsolené peptidové vzorky. MALDI dosti¢ka bola poutierana mokrym servitkom s 2-
propanolom a ponorena do nadoby s 2-propanolom, ktora bola vlozena do ultrazvukovej
lazne, kde prebiehala sonikacia po dobu 10 minut. Nasledne bola dosticka ponorena
do nadoby s roztokom TA30 (30:70 [v/v] ACN : 0.1% roztok TFA vo vode) a umiestnena
do ultrazvukovej lazne na d’alSich 10 minat. Nakoniec bola MALDI dosticka vysuSena
prudom dusika. Odsolené a odparené vzorky peptidov boli rozpustené v 12 ul 0,1 % TFA
anal0 minat sonikované v ultrazvukovej lazni. Po rozpusteni bol cely objem
prepipetovany do sklenenych vialiek uréenych na separaciu peptidov na kvapalinovom
chromatografe Dionex UltiMate 3000 RSLCnano.

Pred samotnou separaciou boli vzorky davkované na predkolénu Acclaim PepMap

100 C18 (100 pm x 20 mm) pomocou autosampleru v mnozstve 5 pl a premyvané
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nanasajucim solventom pri prietoku 10 pl/min. Zachytené peptidy na predkolone boli
separované na kolone Acclaim PepMap RSLC C18 (75 um x 150 mm) s prietokom
300 nl/min. Doba separacie ¢inila 70 mintt. Zlozenie mobilnych faz bolo nasledovné:
A: 0,05 % (v/v) trifluoroctova kyselina (TFA); B: 80 % (v/v) ACN/0,05 % (v/v) TFA,
nanasaci solvent: 2 % (v/v) ACN/0,05 % (v/v) TFA. Elucia bola prevedena pomocou
gradientu mie$anim mobilnych faz A a B: 0 min, 4 % B; 7 min, 4 % B; 45 min, 60 % B;
48 min, 90 % B; 57 min, 90 % B; 59 min, 4 % B; 70 min 4 % B. Zachytavanie eluatu
bolo prevedené pomocou zberaca kvapkovych frakcii Proteineer FCII. Nasledne bol eluat
zmieSany s matricou ananaSany na pripravenu, vycistend AnchorChip™ dosticku.
Matrica bola pripravena zmieSanim 748 ul 95:5 (v/v) ACN/0,1 % TFA; 50 ul
saturovaného roztoku obsahujuceho HCCA rozpustenu v 90:10 (v/v) ACN/0,1 % TFA;
10 pl 10 % TFA a 10 pl 100 mmol-I* NH4H2POs. Pipetovanie proteinovych tandardov
prebehlo manualne. Kalibra¢na matrica bola pripravena zmieSanim 748 ul TA85
(85:15[v/v] ACN: 0,1% TFA), 50 ul saturovanej HCCA rozpustenej v TA90
(90:10 [v/v] ACN: 0,1 % TFA), 8 ul 10 % (v/v) TFA a 8 pl 100 mmol-I"t NH4H2PO..
Z tejto zmesi bolo odobranych 300 pl, ku ktorym boli pridané 2 pl kalibracného Standardu
Peptide Calibration Standard II. Do pozicii pre Standardy bolo pipetovanych 0,5 pl tejto
pripravenej zmesi.

Meranie bolo prevedené na hmotnostnom spektrometre ultrafleXtreme MALDI
TOF-TOF. Pri analyze bol pouzivany na ovladanie hmotnostného spektrometra software
flexControl 3.4, data boli spracované pomocou flexAnalysis 3.4 a na automatické
merania pomocou nanoLC bol pouzity software WarpLC 1.3. Kazd4 pozicia na dosticke
bola oziarend 2500x pri frekvencii 2000 Hz. Pre meranie MS/MS spektier bolo vybranych
maximalne 10 prekurzorov, pomer signalu a Sumu > 7, rozmedzie m/z prekurzorov
800 — 3000, intenzita signalu > 800, minimalna m/z fragmentu > 250, faktor kvality
signalu > 30. VSetky spektrd boli merané v pozitivnom mdde. Nameran¢ MS/MS data
boli exportované do programu ProteinScape 3.1 a nésledne bola prehl'addvana databaza

SwissProt.
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3.1.5.10 nanoLC-ESI MS/MS analyza

ESI MS/MS analyze predchadzala rovnako ako v predchadzajucom pripade separacia
pomocou kvapalinovej chromatografie. 5 ul vzorky odsolenych peptidov v 0,1 % (v/v)
TFA bolo separovanych na kvapalinovom chromatografe Dionex UltiMate 3000
RSLCnano, ktory bol spojeny s hmotnostnym spektrometrom — iénovou pascou amaZon
speed ETD vybavenou i6novym zdrojom CaptiveSpray. Zlozenie mobilnych faz bolo:
A: 0,4 % (v/v) kyselina mrav¢ia, B: 90 % (v/v) ACN/ 0,4 % (v/v) kyselina mravcia
a nanasaci solvent 2 % (v/v) kyselina mrav¢ia. Prekurzory boli fragmentované kolizne
indukovanou disociaciou s héliom ako koliznym plynom. Hmotnostny spektrometer bol
ovlddany softwarmi trapControl 7.2 a HyStar 3.2, data boli spracované pomocou
DataAnalysis 4.2 (vSetky softwary od firmy Bruker Daltonik) a ulozené vo formate MGF.
Pomocou programov ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio 8.0 boli prehl'adavana databaza

SwissProt.

3.1.5.11 Priprava rozpustného disulfidového gélu

Hlavny rozdiel oproti klasickému AA/BIS gélu je, ze obsahuje namiesto bisakrylamidu
(BIS) jeho analog N, N'-Bis-(akryloyl)-cystamin (BAC). BAC vytvara reverzibilné
zosietovanie polyakrylaminového gélu, o zjednoduSuje izolaciu makromolekul
separovanych na gély. Pouzitim BAC je teda mozné pripravit’ gél obsahujuci disulfidové
-S-S- vizby, ktory je stabilny v pritomnosti atmosférického kyslika, ale rozpustny
Vv pritomnosti redukéného ¢inidla, ktoré Stiepi disulfidové viazby (Hansen et al.,1976).
Zasobny roztok AA/BAC bol pripraveny nahradenim BIS za BAC mol za mol. 30 g
AA a 1,35 g BAC bolo rozpustenych v destilovanej vode a doplnenych do objemu 100 ml
podla Hoefer (1994). Vznikol zésobny roztok monomérov AA/BAC (31,35 %T,
4,5 % C). Koncentracie APS a TEMED boli upravené podl'a Hansen et al., 1980, ktory
opisali vplyv koncentracii tychto zlic¢enin na vytvorenie rozpustného gélu (Tab. 3).
Po pridani baze TEMED bolo pH upravené pomocou HCI. Na tento experiment bol
pripraveny 4 % zaostrovaci gél a dve varianty pre separa¢ny gél (8 % a 10 %). Vzorky
GA boli pripravené separaciou 1 ml 5 %-roztoku GA-F na Sephacryl S-200 High
Resolution koldne s pouzitim destilovanej vody ako mobilnej fazy. Jednotlivé frakcie boli
pozbierané a odparené pri 45 °C na vakuovej centrifuge. Ku vzorkdm bolo pridanych
30 ul Laemmliho pufru bez 2-merkaptoetanolu, aby nedoslo k redukcii disulfidovych

vazieb v gély. Nasledne boli vzorky zvortexované, scentrifugované a zmes bola povarena
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5 mintt pri 100 °C. Na jamku bolo napipetovanych 20 ul tejto zmesi. Ako proteinovy
standard bol pouzity Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color.
Elektroforéza prebiehala pri konstantnom napéti 130 V priblizne 90 minat. Akondhle
vzorky doputovali ku spodnému okraju bola elektroforéza ukoncena, gély boli oplachnuté
destilovanou vodou a prenesené do farbiacej zmesi Coomasie Bio-Safe.

Skalpelom vyrezané bandy boli nasekané na kocky (cca 1 mm?®), prenesené
do 0,5 ml mikroskiimavky a scentrifugované. K tymto kiaskom bolo pridanych 180 pl
odfarbovacieho roztoku 50 % ACN v 50 mmol-1* NHsHCO3 a nasledovala inkubécia
45 minat. Po odfarbeni bola zmes odstranend a kusky gélu boli premyté 10 min
v 0,1 mol-1"t NH4HCOs3, Pre redukciu disulfidovych mostikov v gély a jeho rozpustenie
bolo ku gélovym kaskom pridanych 200 pl 10 mmol-1* DTT v 0,1 mol-1* NHsHCO3
(7,7 mg DTT/5 ml 0,1 mol-1" NH4HCO3) alebo 200 ul 100 mmol-1*DTT v 0,1 mol-1*
NH4HCO;3 (17 mg DTT/ 1,1 ml 0,1 mol-I"* NH4HCO3). Mikroskiimavky boli umiestené
na trepacku a inkubované v zmesi 1h. Druhy sposob prevedenia spocival v inkubacii
zmesi Vv termostate pri 56 °C za trepania. Nasledne boli vo vzorkach Stiepené proteiny,

ktoré boli d’alej spracovavané.

Tab. 3 Koncentracie APS a TEMED pre vytvorenie rozpustného gélu, navrhnuta podl'a Hansen
et al., 1980. Hodnoty pre 8% gél boli dopocitané 0,032 % APS a 2,72 % TEMED.

Geél % 3,9 5,0 7,5 10,0 12,5
APS % 012 012 0,02 0,08 0,06
TEMED % 0,08 0,25 2,0 5,6 6,1
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3.1.5.12 Izoelektricka fokusacia (IEF)

Izoelektricka fokusacia umoziuje delenie amfoternych latok (bielkovin a peptidov) podla
ich izoelektrickych bodov, tzn. podla distribucie kladnych a zapornych nabojov v ich
molekulach. Elektromigracia prebieha v prostredi gradientu pH, ktory je vytvoreny
posobenim elektrického pol'a na komplexné zmesi amfolytov, ktoré tvoria nosny
elektrolyt tejto metody. Delené latky v tomto prostredi migruja, dokial’ nedoputuji do tej
Casti separacného prostredia, v ktorej je pH rovné ich izoelektrickému bodu (Kasicka,
1997)

Na pripravu gélov pre nativnu izoelektricku fokusaciu bol pouzity protokol Robertson et
al., 1987. V kadicke boli zmiesané 2 ml zmesi akrylamidu (30 % w/v) a bisakrylamidu
(1 % wi/v), 7 ml destilovanej vody, 2,4 ml 50 % (v/v) glycerolu a 0,6 ml zmesi amfolytov-
Pharmalyte pH 3—10. Po 20 minatovom odvzduSneni roztoku pomocou vakuovej
odsavacej pumpy bolo pridanych 20 pl ¢inidla TEMED. Polymeracia bola zahdjena
pridanim 50 pl roztoku 10 % (w/v) persiranu amonneho. Roztok bol rychlo naneseny
medzi vycistené skld, nasledne bol vlozeny hrebienok pre vytvorenie jamiek a gél
polymeroval 1h. Behom priebehu polymeracie gélu boli pripravené vzorky a proteinovy
Standard. Priprave vzoriek pre nativnu IEF predchadzala separacia pomocou SEC
na kolone Sephacryl S-200 (podmienky totozné ako v podkapitole 3.1.5.3) a nasledné
zahustenie jednotlivych frakcii na vakuovej rotacnej odparke pri 45 °C. Nasledne bolo
zmieSanych 15 ul takto pripravenej vzorky, 15 ul 50 % (v/v) glycerolu a 2 ul amfolytov.
Standard bol pripraveny zmie$anim 10 pl §tandardu (IEF mix 3,6 —9,3), 10 ul 50 % (v/v)
glycerolu a 1,5 pl amfolytov. Po ubehnuti doby polymeracie boli skla vloZené
do elektroforetickej komorky. Do anddového priestoru bol naliaty anodovy roztok
(20 mmol-1"? kyselina octova) a do katodového priestoru katoédovy roztok (25 mmol-1*
NaOH). Po vytiahnuti hrebienka bolo do jednotlivych jamiek napipetovanych 5 ul
Standardu a 20 pl vzoriek. Elektroforeticka separacia prebiehala v chladovej miestnosti
najskor 1,5 hodiny pri konstantnom napéti 200 V, d’al$iu hodinu pri 400 V a nakoniec
30 minut pri 600 V.

47



3.1.5.13 Denaturacna izoelektricka fokusacia

Denatura¢na izoelektricka fokusacia bola pripravena podl'a Robertson et al., 1987. Zmes
pozostavajuca z 2,4 ml 50 % glycerolu, 2,7 ml vody, 2 ml AA/BIS, 0,6 ml amfolytua 6 g
mocoviny bola odvzdu$nena pomocou vakuovej odsavacej pumpy. Nasledovalo pridanie
40 pl Triton X-100, 20 ul TEMED a ako posledny 25 ul 10 % (w/v) APS. Roztok bol
rychlo napipetovany medzi vycistené skla, nasledne bol vlozeny hrebienok pre vytvorenie
jamiek a gél polymeroval 1h. Po ubehnuti doby polymeracie boli skla vlozené
do elektroforetickej komorky. Do anddového priestoru bol naliaty anodovy roztok
(25 mmol-1t H3POs) a do katdodového priestoru katédovy roztok (50 mmol-1"7 NaOH).
Priprave vzoriek pre denaturacnt IEF aj v tom pripade predchadzala separacia pomocou
SEC nakolone Sephacryl S-200 (podmienky totozné ako v podkapitole 3.1.5.3)
a nasledné zahustenie jednotlivych frakcii na vakuovej rota¢nej odparke pri 45 °C. Takto
pripravené vzorky boli nisledne zmiesané s lyzaénym pufrom (8 mol-1"! mocovina, 2 %
(v/v) amfolyt, 2 % (v/v) Triton X-100, 1% (v/v) B-merkaptoetanol) v pomere 1:1
ananesené do jamiek. Elektroforéza prebichala v chladovej miestnosti 30 mintt
pri konstantnom napéti 150 V a nasledne 2,5 h pri konstantnom napéati 200 V. Po skonéeni

elektroforézy boli gély uplachnuté v destilovanej vode a nasledne podrobené farbeniu.

3.1.5.14 Farbenie gélov po IEF

Po separécii boli gély opatrne vybraté zo skiel a vlozené do 10 % (w/v) kyseliny
trichloroctovej a 10 minat ponechané na trepacke. Po inkubacii bola kyselina odstranena
a nahradena 1 % (v/v) kyselinou trichloroctovou, v ktorej boli gély ponechané cez noc
na trepacke. Na druhy den boli gély oplachnuté v destilovanej vode a nasledne zafarbené
pouzitim roztoku Commassie Bio-Safe, v ktorom boli ponechané cez noc na trepacke.

Na odfarbenie gélov bola pouzita destilovana voda.
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3.1.5.15 Spojenie SEC a IEC chromatografie

Na i6novii chromatografiu bola pouzitd koléna Enrich™ Q (5 x 50 mm) s pozitivne
nabitou matricou — meni¢ aniénov (anex). Kolona bola pripojena ku kvapalinovému
chromatografu Biologic Duoflow. Ekvilibracia kolony prebehla v 10 mmol-1"t K-P pufri
(pH = 7) anasledne bolo nanesenych 500 ul 5% (w/v) roztoku GA-F zdialyzovanej
oproti 10 mmol-1t K-P pufru (pH = 7) do injekénej slucky. Elucia prebehla zmenou
ionovej sily pufru s pouzitim 10 mmol-1? K-P pufru (pH =7) s 1 mol-1* NaCl pri
prietokovej rychlosti 1 ml/min. Podla chromatogramu, ktory bol ziskany meranim
absorbancie eluatu detektorom Biologic QuadTec pri 280 nm bolo pozbieranych 7 frakcii.
Separacia bola zopakovana 10-krat, pricom jednotlivé totozné frakcie boli pospdjané.
Frakcie boli zakoncentrované centrifugaciou na koléne Amicon Ultra-4 pri 4 °C a 4000 g
na vysledny objem 2 ml.

Na chromatografiu v d’alsom rozmere bola pouzitd koléna Enrich™ SEC 650
(10x 300 mm), ktora separuje biomolekuly podl'a ich molekulovej hmotnosti
od 5 do 650 kDa. Koléna bola pripojena k kvapalinovému chromatografu Biologic
Duoflow. Ekvilibracia kolony prebehla v 10 mmol-1? K-P pufri (pH = 7), v ktorom bola
uskutocnena celd separdcia. Nasledovalo delenie zahustenych frakcii ziskanych
Z ibnomenicovej chromatografie. Separacia kazdej frakcie prebehla s pouzitim 500 pl
roztoku pri prietoku 0,75 ml/min. Podl'a chromatogramu, ktory bol ziskany meranim
absorbancie eluatu detektorom Biologic QuadTec pri 280 nm boli pozbierané piky
z kazdej frakcie. Frakcie boli nasledne odparené na vékuovej rotacnej odparke
a separované pomocou SDS-PAGE. Proteinové pasy z gélov boli vyrezané a proteiny
identifikované nanoLC-ESI-MS/MS a nanoLC-MALDI-MS/MS analyzou.

3.1.5.16 Identifikacia peroxidazy

Identifikdcia peroxidazy bola prevedend pomocou nativnej elektroforézy
Vv polyakrylamidovom gély. K deleniu proteinov dochadza na zéklade ich prirodzené¢ho
naboja a velkosti. V tomto usporiadani nedochadza k denaturacii proteinov a K strate
enzymovej aktivity, ktord moze byt vyuzitd k detekcii prisluSného enzymu v gély (Kas
et al., 2006).

Priprava experimentu nativnej elektroforézy je obdobna ako u denaturacnej
elektroforézy, avSak bez pouzitia SDS ako v géloch, tak aj v elektrodovom pufri.

Na identifikaciu peroxidazy bol pouzity 8 % separacny a 4 % zaostrovaci gél (Tab. 4).
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Pre optimalizdciu metody bolo odskasané aj prevedenie bez zaostrovacieho gélu.
Elektroforéza prebichala za pouzitia Tris-glycinového pufru bez SDS 1 h pri konStantnom
napéati 180 V pri 4°C.

Pred samotnou PAGE separaciou boli vSetky vzorky gumy (GA-F, GA-S, GA-C)
podrobené rychlej skimavkovej reakcii, kedy bol 1 ml 10 % roztoku gumy zmie$any
s 1 ml farbiaceho roztoku (zlozenie farbiaceho roztoku viz nizsie). Pre porovnanie bol
zmieSany Standard 5 pl 0,1 mg/ml chrenovej peroxidazy a2 ml farbiaceho roztoku.
Ku vzniku produktov v désledku peroxidazovej aktivity doslo iba v skiimavke so vzorkou
GA-F, preto bola tato vzorka pouzita pre detekciu na gély.

Spracovanie vzorky pre nativnu elektroforézu pozostavalo z pripravy 5 % roztoku
GA-F, ktory bol nasledne zdialyzovany cez noc oproti Cistej vode. Po centrifugicii
pri 10 000 g a4 °C bol odobraty supernatant, ktory bol pouzity na chromatografickt
separaciu. Frakciondcia bola prevedend na koldéne Sephacryl S-200 HR s pouzitim
destilovanej vody ako mobilnej faze. Separdcia bola prevedend pri rovnakych
podmienkach ako uvadzame v Kapitole 3.1.5.3. Frakcionacia bola prevedena 6-krat,
pricom rovnaké frakcie boli spojené. Takto pospdjané vzorky boli zhustené
centrifugaciou (4 °C, 4000 g) pomocou filtra Amicon Ultra-4 na vysledny objem
1,5 — 2 ml. Nasledne bol odobraty 1 ml z kazdej vzorky a odpareny na vakuovej rotacnej
odparke. Pred samotnym pouZzitim bolo do kazdej eppendorky pridanych 50 pl
destilovanej vody a 50 pl 50 % glycerolu. Vzorky boli zvortexované, sonifikované
na ultrazvuku 5 mintt a scentrifugované. Do kaZzdej jamky bolo napipetovanych 20 pl
vzorky (jamky 1 — 9). Do poslednej jamky bolo napipetovanych 20 ul nefrakciovaného

zdialyzovaného roztoku 5 % roztoku GA-F.

Tab. 4 Objemy chemikalii pre pripravu separa¢nych a zaostrovacich gélov .

Zlozka Separacny gél (8 %) Zaostrovaci gél (4 %)
AA+BIS(30%T, 3,3%C) 2,7ml 0,65 ml

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml -

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 - 1,25 ml

Destilovana voda 4,7 ml 2,95 ml

TEMED 0,015 ml 0,015 ml

APS (10 %) 0,050 ml 0,06 ml

50



Detekcia enzymovej aktivity peroxidazy v polyakrylamidovych géloch bola odskusana
farbenim gélov v dvoch prevedeniach pomocou rdéznych farbiacich roztokov.
Po skonéeni elektroforézy boli gély prenesené do Petriho misiek do roztoku 20 mmol-1*
fosfatového pufru (pH = 7) obsahujicom 0,06 % H202 a 0,06 mg/ml 4-chlor-1-naftol
(Zhao a Sakai, 2003), ktory bol zahriaty na 30 °C a misky boli umiestnené na trepacku.
Princip tohto farbenia spoc¢iva v schopnosti peroxidazy za pritomnosti peroxidu vodika
katalyzovat” premenu  4-chlér-1-naftolu na modry, nerozpustny benzo-4-
chlércyklohexadienon. Druhy sposob farbenia bol prevedeny v roztoku 20 mmol-1?
fosfatového pufru (pH = 7) obsahujucom 1 mmol-1? H,O2 a 0,1 mmol-1" guajakol (o-
metoxyfenol) (Shimoni a Reuveni, 1988), ktory bol rovnako zahriaty na 30 °C. Misky
boli umiestnené na trepatku, dokial nedoSlo ktvorbe oranzovo-hnedého

produktu — tetraguajakolu (Obr. 10).

3.1.5.17 Spektrometrické stanovenie peroxidazovej aktivity

Peroxidazy (EC 1.11.1.7) st oxidoreduktazy, ktoré katalyzuju oxidaciu roznych
organickych a anorganickych zlicenin, vyuzivajuce peroxid vodika ako akceptor
elektronov (Banci, 1997). Pre stanovenie aktivity peroxidazy je Casto ako donor
elektronov pouzivany guajakol (2-metoxyfenol). V pritomnosti peroxidazy je peroxid
vodika rychlo rozkladany na kyslik a vodu. Kyslik oxiduje bezfarebny guajakol
na oranzovo-hnedy produkt tetraguajakol (Obr. 8) s absorbénym maxinom pri 470 nm, st
vsak opisané aj d’alSie produkty reakcie ako 3,3"-dimetoxy-4,4"-bifenochinon (Doerge et
al., 1997) a iné (Tonami et al., 2004). Extinkény koeficient pre meranie produktu oxidacie
guajakolu je 4500 Mtcm™1 (K43 et al., 2006; Petfivalsky et al., 2010).

H,C—0 O—CH,
O—CH,
(@) 0O
peroxidaza
4 OH + 4H,0, — ‘ ‘ + 8H,0
= P
guajakol
H,C—0 O—=CH,
tetraguajakol

Obr. 8 Schéma peroxidazou katalyzovanej premeny guajakolu na tetraguajakol v pritomnosti
peroxidu vodika. Obrazok prebraty a upraveny podl'a Wilkesman et al., 2014.
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Na spektrofotometrické stanovenie boli pripravené zasobné roztoky 10 mmol-1™
H202 a 30 mmol 1" guajakol v 20 mmol-1? fosfatovom pufri (pH = 7). Vzorky vznikli
rozpustenim 1 g GA (GA-F, GA-S, GA-C) v destilovanej vode a doplnenim do objemu
10 ml. Vzorky boli zdialyzované cez noc oproti istej vode, scentrifugované a supernatant
bol odobraty na d’alSie spracovanie. Do 1 cm spektrometrofotometrickej kyvety bolo
vlozené elektromagnetické mieSadlo pre neustdle mieSanie roztoku a nasledne bolo
napipetovanych 967 ul 20 mmol-1? fosfatového pufru (pH =7), 333 ul zasobného
roztoku guajakolu (vysledna koncentracia guajakolu v kyvete 5 mmol-1) a500 pl
roztoku arabskej gumy. Toto zloZenie roztoku nam posluzilo ako blank. Pre zah4jenie
reakcie bolo pridanych 200 ul roztoku H20. (vysledna koncentracia H202 v kyvete
1 mmol-1?) a ihned’ bolo spustené meranie. Roztoky boli pred meranim ohriate na 30 °C.
Zmena absorbancie bola merana pri 470 nm v 10 sekundovych intervaloch v priebehu
5 minat. Latkové mnozstvo vzniknutého produktu bolo vypocitané pomocou Lambert-
Beerovho zakona. Mnozstvo vytvoreného produktu pri nadbytku oboch substratov je
mierou Katalytickej aktivity peroxidazy. Jednotka katal (kat) odpoveda mnozstvu
enzymu, ktoré katalyzuje za optiméalnych podmienok premenu jedného molu substratu za
sekundu. Specificka aktivita (nkat/mg proteinu) dan¢ho enzymu bola ziskana podielom
celkovej aktivity enzymu v nkat/ml a koncentracie proteinov v mg/ml. Koncentracia

proteinov v GA bola stanovena BCA metddou (viz kapitola 3.1.5.2).
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4 VYSLEDKY

4.1 Koncentracia proteinov

Roztoky arabskej gumy vznikli rozpustenim 0,5 g (5 % (w/v) roztok) a1 g (10 % (w/v)
roztok) gumy v destilovanej vode v kone¢nom objeme 10 ml roztoku. Vzorky boli cez
noc dialyzované oproti Cistej vode a V takto pripravenych vzorkach bola stanovena
koncentracia proteinov pomocou spektrofotometrickej metédy s kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Hodnota koncentracie proteinov bola vypocitand pomocou
kalibranej priamky ziskanej meranim absorbancie kalibra¢nej rady proteinového
Standardu BSA (Obr. 9). Hodnoty koncentracie proteinov vo vzorkach st uvedené
v Tab. 5, ktora zobrazuje priemerné hodnoty z troch merani. Prepocet na zastipenie
proteinov (%) v jednotlivych vzorkach gumy: GA-S ~ 2,7 %, GA-F ~ 2,1 % a GA-C ~
1,7 %. Tieto cisla boli ziskané z priemernej hodnoty koncentrécii proteinov v 5 % a 10 %

roztoku vztiahnutych na celkovii hmotnost’ gumy vo vzorkach.
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Obr. 9 Kalibra¢na krivka pre stanovenie koncentracie metddou BCA.

Tab. 5 Koncentracia proteinov vo vzorkach arabskej gumy

GA-S (mg/ml) GA-F (mg/ml) GA-C (mg/ml)
5 % roztok 1,41+ 0,07 1,03+0,08 0,82 +0,04
10 % roztok 2,66 £0,10 2,14+ 0,09 1,71+ 0,13

53



4.2 Separacia GA pomocou SEC

Pre frakcionaciu arabskej gumy bol na kolonu naneseny 1 ml 5 %-tného roztoku GA-F,
GA-S alebo GA-C. Separacia prebehla za pouzitia destilovanej vody ako mobilnej faze.
Pocas separacie bola sledovana absorbancia eluatu pri 280 nm. Kazdé vzorka gumy mala
odlisny elu¢ny profil, ktory bol zapisovany pomocou rekordéru. Vzorky boli zbierané
do mikroskimaviek Vv 2-minutovych intervaloch, ¢o umoznilo separaciu gumy
do niekol’kych frakcii: GA-F 9 frakcii (Obr. 10), GA-S 14 frakcii (Obr. 11) a GA-C 12
frakcii (Obr. 12). Pre presnejSiu predstavu 0 mnozstve proteinov bola v kazdej frakcii
zmerana absorbancia na spektrofotometri pri 280 nm oproti Cistej vode. Pri vypocte sme
vychadzali z predpokladu, ze 1 mg/ml by poskytol pri A280 hodnotu 1.0 (Thermo Fisher
Scientific, 2010). Ako priklad uvadzame meranie absorbancie pre vzorku GA-F (Tab. 6)
zdovodu, ze prave tato vzorka bola v nadchadzajicich experimentoch pouzivana
najCastejSie.  Separacia arabskej gumy pomocou SEC bola uskuto¢nena
Vv niekol’konasobnych opakovaniach pre d’alSie spracovanie frakcii odliSnymi technikami
¢i potrebu spajania a zahustovania frakcii. Kazda separacia rovnakej vzorky
predstavovala jedine¢ny profil, aj ked’ sa tvar krivky nijako vyrazne nemenil, elué¢né
profily vykazovali mierne odlisnosti. Ako priklad uvadzame vzorku GA-F, ktorej elicia
je na obrazku (Obr. 10) dokonena zberom frakcie ¢&islo 9. Obsah proteinov bol
pri neskorsej separacii vzorky GA-F namerany len v 8 frakciach, z toho dévodu mozu

byt pri neskorSich experimentoch uvadzané vysledky 8 frakcii.
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Obr. 10 Eluény profil arabskej gumy GA-F ziskany pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone
(1 x 30 cm) s pouzitim destilovanej vody ako mobilnej faze. Na kolénu bol naneseny 1 ml 5 %
(w/v) roztoku GA-F v destilovanej vode. Prietokova rychlost’ bola 1 ml/min. Absorbancia bola
monitorovana pri 280 nm. Separaciou bolo pozbieranych 9 frakcii oznacenych arabskymi
Cislicami.
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Obr. 11 Elu¢ny profil arabskej gumy GA-S ziskany pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR koléne
(1 x 30 cm) s pouzitim destilovanej vody ako mobilnej fize. Na koldénu bol naneseny 1 ml 5 %
(w/v) roztoku GA-S v destilovanej vode. Prietokova rychlost’ bola 1 ml/min. Absorbancia bola
monitorovana pri 280 nm. Separaciou bolo pozbieranych 14 frakcii oznacenych arabskymi
¢islicami.
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Obr. 12 Elu¢ny profil arabskej gumy GA-C ziskany pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone
(1 x 30 cm) s pouzitim destilovanej vody ako mobilnej faze. Na koldénu bol naneseny 1 ml 5 %
(w/v) roztoku GA-C v destilovanej vode. Prietokova rychlost’ bola 1 ml/min. Absorbancia bola
monitorovana pri 280 nm. Separaciou bolo pozbieranych 12 frakcii oznaCenych arabskymi
Cislicami.
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Tab 6 Hodnoty absorbancie (priemery dvoch merani) vo frakciach GA-F ziskanych pomocou
SEC na koldne Sephadex 200 HR merané pri 280 nm oproti Cistej vode. Na prepocet absorbancie
na obsah proteinov (smerodajna odchylka po zaokrahleni na celé ¢islo) vo frakciach bol pouzity
predpoklad, ze 1 mg/ml roztoku by poskytol pri A280 hodnotu 1.0

Cislo frakcie 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Absorbancia 0,009 0,046 0,072 0,083 0,059 0,037 0,016 0,010 0,006
Odhad obsahu

proteinov 9+2 46+5 72+6 83+7 59+6 37+5 16+4 10+1 6+1

(ug/ml)

4.3 Vizualizacia proteinov pomocou SDS-PAGE a identifikacia

pomocou MS

Pre vizualizaciu a naslednu identifikaciu proteinov boli vzorky spracované pomocou
SDS-PAGE, podla vyssie popisanej metddy (Laemmli, 1970). Na polyakrylamidovy gél
boli nanesené vzorky GA-F (Obr. 13, 14), GA-S (Obr. 15, 16) a GA-F (Obr. 17, 18)
ziskané frakcionaciou pomocou SEC, odparené na vakuovej rotaénej odparke a nasledne
povarené s 20 pl Laemmliho pufru. Po ukonceni elektroforézy boli proteiny v gély
vizualizované pomocou farbenia s Coomassie Brilliant Blue R-250. Pre identifikaciu
proteinov pomocou tandemovej hmotnostnej spektrometrie (MS/MS) na pristroji MALDI
TOF/TOF a iénovej pasci boli z gélu vyrezané jednotlivé zafarbené pasy (na obrazkoch
znazornené¢ pomocou cervenych ramcéekov). Spracovanie gélovych kuskov pre d’alSiu
identifikaciu zahfnalo odfarbenie, redukciu disulfidovych vazieb pomocou DTT,
alkylaciu vol'nych cysteinovych zbytkov jodacetamidom, $tiepenie proteinov trypsinom
a extrakciu proteinov z gélu. Po odsoleni nasledovala nanoLC-MALDI-TOF/TOF
MS/MS analyza peptidov, pripadne meranie na iénovej pasci s ESI. Namerané MS/MS
data boli exportované do programu ProteinScape 3.1 a vyuzité k prehladdvaniu
v databazy SwissProt oproti celej risi zelenych rastlin (Viridiplantae). Identifikované
proteiny vo vzorkach gumy su uvedené v Tab. 7, 8 a 9. Vo vzorkach bola objavena
pritomnost’ peroxidazy, avSak s pomerne malym vyhladavacim skore, preto sa v praci
tieZ zaoberame jej potvrdenim inymi technikami. Identifikované useky boli zvicSa
homology peroxidazy A2 z chrenu (Armoracia rusticana), fragmentu peroxidazy 2
z cykasu japonského (Cycas revoluta). Prehl'adavanie databazy SwissProt oproti rodu
akdcia neidentifikovalo Ziadne sekvencie vyskytujuce sa priamo u akécii. Zaujala nas
pritomnost’ homologov proteinov z ananasu vo vzorke GA-F, ktorych pritomnost’ bude

diskutovana neskor.
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Obr. 13 Frakcie 1 — 5 GA-F ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR koléne separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10 % separacného a 4 % zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené
obdizniky oznaguju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.
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Obr. 14 Frakcie 6 — 9 GA-F ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10 % separa¢ného a 4 % zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené obdizniky
oznacuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavane.
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Obr. 15 Frakcie 1 — 6 GA-S ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10 % separa¢ného a 4 % zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pul Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené obdizniky
oznacuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.
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Obr. 16 Frakcie 7 — 8 GA-S ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR koléne separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10 % separa¢ného a 4 % zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené obdizniky
oznacuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.
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Obr. 17 Frakcie 1 — 6 GA-C ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10 % separacného a 4 % zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené obdizniky
oznacuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.

7 8 9 10 11 12
250 kDa
150
100
5 o
50 ‘ 51 &
=
111
5 9.2 112 )
20 g .
|
113
15 - E—
—/

Obr. 18 Frakcie 7 — 12 GA-C ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR koléne separované
pomocou SDS-PAGE s pouzitim 10% separacného a 4% zaostrovacieho polyakrylamidového
gélu. Standard: 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli
vizualizované pomocou farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Cervené obdizniky
oznacuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavane.
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Tab. 7 Proteiny identifikované vo vzorke GA-F pomocou nanoLC ESI-MS/MS

Pokrytie
MW Pocet sekvencie
Band  Pristupovy kod Protein [kDa] Skoére peptidov [%]
13 PER2_CYCRE Peroxidase 2 (Fragment) 15 54.3 1 100.0
14 BROM2_ANACO Stem bromelain 228 3281 6 32.1
ANAN_ANACO Ananain 382 733 1 3.2
52 PERA2_ARMRU Peroxidase A2 31.9 63.9 1 3.0
6 3 PERA2_ARMRU Peroxidase A2 31.9 52.5 1 3.0
6_4 PERA2_ARMRU Peroxidase A2 319 593 1 3.0
65 PER2_CYCRE Peroxidase 2 (Fragment) 15 104.8 1 100.0
6_6 BROM2_ANACO Stem bromelain 22.8 156.9 3 18.4
ANAN_ANACO Ananain 382 729 1 3.2
ANAN_ANACO Ananain 382 612 1 3.2
72 PER2_CYCRE Peroxidase 2 (Fragment) 15 115.9 1 100.0
Tab. 8 Proteiny identifikované vo vzorke GA-S pomocou hanoLC ESI-MS/MS
Pokrytie
MW Pocet sekvencie
Band  Pristupovy kod Protein [kDa] Skoére peptidov [%]
81 PER2_VITVI Peroxidase 2 (Fragment) 13 78.3 1 100.0
PERA2_ARMRU Peroxidase A2 319 512 1 3.0

Tab. 9 Protein peroxidaza identifikovany vo vzorke GA-F pomocou nanoLC-MALDI-TOF/TOF MS/MS

Pokrytie
MW Pocet sekvencie
Band Pristupovy kod Protein [kDa] Skore  peptidov [%]
6.5 PER2_CYCRE Peroxidase 2 (Fragment) 15 91.8 1 100.0
72 PER2_CYCRE Peroxidase 2 (Fragment) 15 46.7 1 100.0
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4.4 Priprava rozpustného gélu

Pre vizualizaciu a identifikaciu proteinov sme sa pokusili pripravit’ rozpustny gél, ¢o by
zjednodusilo izolaciu makromolekul separovanych na gély. Natento experiment bol
pripraveny 4 % zaostrovaci gél a dve varianty pre separa¢ny gél (8 % a 10 %). Na gél
boli nanesené frakcie vzorky GA-F ziskané pomocou SEC, odparené na vakuovej
rota¢nej odparke a nasledne povarené s Laemmliho pufrom bez 2-merkaptoetanolu, aby
nedoslo k redukcii disulfidovych vézieb v gély. Proteiny boli na gély vizualizované
pomocou farbiacej zmesi Coomasie Bio-Safe. Z hl'adiska vizualizacie proteinov boli
lepsie vysledky zaznamenana pouzitim 8 % separa¢ného gélu (Obr. 19). Redukcia
disulfidovych mostikov v gélovych kuskoch pre rozpustenie gélu bola prevedena
pouzitim tiolového ¢inidla DTT. Vytvorit’ rozpustny gél sa ndm podarilo len ¢iasto¢ne.
Ani U jedného z gélov K tplnému rozloZzeniu Struktary nedoslo, gélové kusky mali
po pouziti redukéného ¢inidla slizoviti povahu, ¢o st'azovalo manipulaciu (pipetovanie)
a nasledné spracovanie. V naSich CciastoCne rozpustnych géloch sa néslednou
hmotnostnou spektrometriou nepodarilo identifikovat’ Ziadne proteiny, pravdepodobne

prave kvoli malému vytazku ziskaného z gélu.
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Obr. 19 Frakcie 1 — 9 vzorky GA-F ziskané pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR kolone
separované pomocou elektroforézy na polyakrylamidovom gély obsahujucom disulfidové -S-S-
viizby s pouzitim 4 % zaostrovacieho a 8 % separa¢ného gélu. Standard: 5 ul Precision Plus
Protein™ Prestained Standards Dual Color. Proteiny boli vizualizované pomocou farbiaceho
Coomasie Bio-Safe. Cervené obdizniky ozna¢uju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.



4.5 Vizualizacia proteinov pomocou IEF

Prevedenie nativnej a denaturacnej izoelektrickej fokusacie bolo uskuto¢nené podla
protokolu Robertson et al., 1987. Vzhl'adom na doterajsie vysledky bola na tento
experiment pouzitd vzorka GA-F, v ktorej sa podarilo vizualizovat’ a identifikovat’ najviac
proteinov. Vzorka gumy GA-F bola separovand pomocou SEC na Sephacryl S-200 HR
koléne a pozbierané frakcie boli na IEF pripravené zahustenim na vakuovej rotacnej
odparke. Farbenie gélu bolo prevedené roztokom Commassie Bio-Safe a pre jeho
odfarbenie bola pouzita destilovana voda. V oboch pripadoch (nativnej i denaturaéne;j
IEF) sa nam podarilo proteiny vizualizovat'. Zatial’ ¢o u nativnej IEF (Obr. 20) doslo
Kk zastaveniu migracie proteinov pomerne Sirokej oblasti pH = 3,6 — 7, pri denatura¢nej
IEF (Obr. 21) bola vécsina proteinov zakoncetrovana do jednej zony. Nasledne boli
jednotlivé péasy (na obrazkoch zndzornené pomocou cervenych ramcekov) z gélu

vyrezané a proteiny z nich ziskané identifikované pomocou MS (Tab. 10).
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Obr. 20 Nativna izoelektricka fokusacia vzorky GA-F. Frakcie (1 — 8) ziskané z chromatografie
na Sephacryl S-200 HR koléne. Standard: IEF mix 3,6 — 9,3. Proteiny boli vizualizované
pomocou farbiaceho roztoku Commassie Bio-Safe. Cervené obdizniky oznaduju pasy, ktoré boli
d’alej spracovavané.
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Obr. 21 Nativna izoelektricka fokusacia vzorky GA-F. Frakcie (1 — 9) ziskané z chromatografie
na Sephacryl S-200 HR kolone. Proteiny boli vizualizované pomocou farbiaceho roztoku
Commassie Bio-Safe. Cervené obdlzniky oznaéuju pasy, ktoré boli d’alej spracovavané.

Tab. 10 Proteiny identifikované vo vzorke GA-F pomocou nanoLC ESI-MS/MS z gélu
denaturacnej izoelektrickej fokusacie

Pokrytie
MW Pocet  sekvencie
Frakcia Pristupovy kod  Protein [kDa] Skore  peptidov [%]
2 PER73_ARATH Peroxidase 73 35.9 133.8 2 7.0
PER2_CYCRE  Peroxidase 2 (Fragment) 15 69.3 1 100.0
5 PER73_ARATH Peroxidase 73 35.9 81.3 2 7.0
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4.6 Spojenie IEC a SEC chromatografie

Vzorka arabskej gumy bola pripravena rozpustenim 0,5 g GA-F v 10 ml vody a nasledne
dialyzovana cez noc v 21 10 mmol-1t K-P pufri (pH = 7). Po centrifugacii pri 10 000 g
a4 °C bol odobraty supernatant, ktory bol pouzity na chromatograficku separaciu.
Separécia prebehla na kolone Enrich™ Q (5 x 50 mm) naplnenej anexom ekvilibrovanej
rovnakym pufrom. Elticia prebehla pomocou 10 mmol-1* K-P pufru (pH = 7) s 1 mol-1*
NaCl. ZvySovanim podielu elu¢ného pufru bolo pozbieranych 7 frakcii (Obr. 22).
Separacia bola s rovnakou vzorkou uskuto¢nend v10-tich meraniach, pricom jednotlivé
totozné frakcie boli spdjané. Frakcie boli zakoncentrované pomocou centrifugacie cez
filter na vysledny objem 2 ml. Dal3ia separacia rozdelila vzorky podl'a velkosti molekul
pomocou kolény Enrich™ SEC 650 v 10 mmol-1? K-P pufri (pH =7). V eluénych
profiloch frakcii 1 a 2 nebolo namerané vyuziteI'né mnozstvo proteinov. Elu¢né profily
frakcii 3 az 7 vykazovali mensie odliSnosti, vo vSeobecnosti vSak u vSetkych dochadzalo
k elucii proteinov v 12 - 20 mintte a 24 - 28 mintte. Pre demonstraciu uvadzame eluény
profil frakcie 4 (Obr. 23). Pozbierané ,,piky* z frakcii 3 — 7 boli zahustené centrifugaciou
cez filter a nasledne odparené na vakuovej rotacnej odparke pri 45 °C. Tieto frakcie boli
analyzované pomocou SDS-PAGE (Obr. 24). Zafarbené pasy boli analyzované pomocou

MS, avSak nepodarilo sa detekovat’ Ziadne proteiny.
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Obr. 22 Elu¢ny profil vzorky GA-F ziskany pomocou IEC. Modra krivka znazornuje absorbanciu
eluatu pri 280 nm a &ierna krivka percentudlne zastipenie elu¢ného pufru v mobilnej faze.
Prietokovéa rychlost bola 1 ml/min. Cervené bodky znazoriiujii pozbierané frakcie-oznatené
¢islami 1 — 7. Frakcie 3 a 4 s oznaené farebne z dovodu 'ahSej orientacie v nadchadzajucom
texte.

64



0,012

3

0,01
0,008 5
0,006

2
0,004
4
0,002
1
- '
15 20 25 30

Absorbancia

0 s
0 5 10

-0,002

Cas [min]

Obr. 23 Elu¢ny profil frakcie 4 GA-F z IEC ziskany pomocou SEC. Prietokova rychlost’ bola
0,75 ml/min. Absorbancia eluatu bola detekovana pri 280 nm. Vzorka GA-F 4 vznikla
po 10ndsobnom zbere a naslednom zahusteni frakcie 4 ziskanej pomocou IEC.
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Obr. 24 Frakcie arabskej gumy ziskané pomocou IEC a naslednej SEC separované pomocou SDS-
PAGE s pouzitim 10 % separacného a 4 % zaostrovaciecho polyakrylamidového gélu. Farbenie
pomocou Coomassie Bio-Safe. Na gél bolo nanesenych 5 pl Precision Plus Protein™ Prestained
Standards Dual Color. Frakcia 3 (modra farba) ziskana pomocou IEC a nasledna separacia SEC
(frakcie 1 —4). Frakcia 4 (Cervena farba) ziskana pomocou IEC a nasledna separacia SEC (frakcie
1 -5, viz. Obr. 23).
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4.7 Identifikacia peroxidazy pomocou nativnej PAGE

V predchadzajucich experimentoch bola detekovana peroxidazova aktivita, ktort sme sa
rozhodli overit' identifikaciou pomocou inych biochemickych metéd. K tomuto ucelu
bola vyuzita nativna elektroforéza s pouzitim 8 % separacného a 4 % zaostrovacieho
polyakrylamidového gélu. Pre optimalizdciu prevedenia bola metdoda odskusana
s chrenovou peroxidazou za pouzitia dvoch farbiacich roztokov. Pri oboch farbeniach
doslo k detekcii peroxidazy za vzniku ocakavanych produktov, pricom sme na gély
pozorovali viditelné pasy. Farbenie pomocou 4-chlér-1-naftolu poskytuje po jeho
oxidacii nerozpustny, modro-fialovy produkt. Naopak po oxidacii guajakolu dochadza
ku vzniku rozpustného, oranzovo-hnedého produktu — tetraguajakolu. Na gély
so vzorkou chrenovej peroxidazy doslo k oranzovo-hnedého tetraguajakolu, avSak
priblizne po 20 minutach sa farbenie z gélu zacalo postupne vymyvat’. Vzhl'adom na fakt,
7e mnozstvo peroxidazy je vo vzorke GA malé a rozpustanie produktu by mohlo sposobit’
problém pri detekcii, zvolili sme farbenie pomocou 4-chlor-1-naftolu.

Pred samotnou PAGE separaciou sme vSetky vzorky gumy podrobili rychlej
skumavkovej reakcii, kedy sme 1 ml 10 % roztoku gumy nechali reagovat’ s 1 ml
farbiaceho roztoku (Obr. 25). Ku vzniku produktov v dosledku peroxidazovej aktivity
doslo iba v skimavke so vzorkou GA-F. Preto bola tato vzorka vybrana pre detekciu

na gély.

P GA-F GA-S GA-C

Obr. 25 Skumavkové reakcie 10 %-tnych roztokov GA s farbiacimi roztokmi po 20 mintitovej
inkubacii. A) 1 ml 10 % roztoku GA a 1 ml farbiaceho roztoku obsahujicom guajakol, vznika
oranzoVvo-hnedy produkt — tetraguajakol. B) 1 ml 10 % roztoku GA a 1 ml farbiaceho roztoku
obsahujiicom 4-chlér-1-naftol, vznika modro-fialovy produkt benzo-4-chlorcyklohexadienon.
Pre porovnanie bol zmieSany Standard 5 ul 0,1 mg/ml chrenovej peroxidazy a 2 ml farbiaceho
roztoku (P).
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Na nativnu elektroforézu bolo pouzita vzorka GA-F, vzhl'ad na fakt, Ze u ostatnych dvoch
vzoriek nebola v skimavkove;j reakcii ani spektrofotometricky detekovana peroxidazova
aktivita. Po dialyze 5 % roztoku GA-F oproti Cistej vode bol vzdy 1 ml vzorky
rozseparovany pomocou SEC (9 frakcii). Frakcionacia bola prevedena 6-krat, pricom
jednotlivé totozné frakcie boli spojené. Takto pospajané frakcie boli zhustené priblizne
na 1,5 ml. Nasledne bol odobraty 1 ml z kazdej vzorky a odpareny na vakuovej rotacne;j
odparke. Pred nanesenim na gél bolo do kazdej mikroskimavky pridanych 50 pl
destilovanej vody a 50 ul 50 % glycerolu, vzorky boli zvortexované, sonikované
na ultrazvuku 5 minut a scentrifugované. Do kazdej jamky bolo napipetovanych 20 pl
vzorky (jamky 1 —9). Do poslednej jamky bolo napipetovanych 20 pl nefrakciovaného
roztoku 5 % roztoku GA-F. Peroxidaza bola identifikovana vo frakciach 5 — 9
a v nerozseparovanej vzorke GA-F (Obr. 26). Pre porovnanie na obrazku uvadzame tiez
separaciu $tandardu chrenovej peroxidazy (na jamke 4 ul 1 mg/ml roztoku peroxidazy,
pomer vody a glycerolu 1:1), ktora bola prevedena za identickych podmienok. Chrenova
peroxidaza nebola umiestnena na jeden gél so vzorkami z dovodu, Ze v predchadzajicom
experimente doslo pri separacii k zmieSaniu chrenovej peroxidazy a obsahu prvych

jamiek so vzorkami.
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Obr. 26 Vzorka GA-F separovana pomocou nativnej elektroforézy s pouzitim 8 % separa¢ného
a4 % zaostrovacieho polyakrylamidového gélu bez SDS. Na farbenie bol pouzity 20 mmol-1*
fosfatovy pufor (pH =7) obsahujaci 0,06 % H.0, a 0,06 mg/ml 4-chlér-1-naftol. Vyznam
¢islovania: jamky 5 — 9 frakcie ziskané frakcionaciou vzorky GA-F na kolone Sephacryl S-200
(opakovana 6x po 1 ml 5 % roztoku), pospajanim a naslednym zahustenim; jamka 10 obsahuje
nefrakcionovany 5 % roztok GA-F (20 ul). Ako Standard boli pouzité 4 ul 1 mg/ml roztoku
chrenovej peroxidazy separovanej za rovnakych podmienok.
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4.8 Spektrometrické stanovenie peroxidazovej aktivity

Na meranie aktivity peroxidazy bola pouzita spektrofotometrickd metdda zaloZena
na principe premeny guajakolu na oranzovo-hnedy tetraguajakol v pritomnosti peroxidu
vodika (Tayefi-Nasrabadi et al., 2011).

Zmena absorbancie bola merana kineticky v 10 s intervaloch v priebehu 5 mintt
pri 470 nm. Reak¢nd zmes obsahovala 500 pl 10 % roztoku GA vo fosfatovom pufri
(pH = 7) obsahujucom 5 mmol-17 guajakol a 1 mmol 1" H20,, Tato metdda bola vhodna
len pre vzorku GA-F, u ktorej vykazoval narast absorbancie v ¢ase linearnu zavislost
(Obr. 27). Zo zmeny absorbancie bola nasledne s vyuzitim Lambert-Beerovho zakona
vypocitana katalyticka aktivita peroxidazy. Vo vzorkach GA-S a GA-C boli namerané
len vel'mi nizke hodnoty absorbancie, ktoré nemali linedrny charakter, preto u tychto

vzoriek nebolo mozné previest’ vypocet peroxidazovej aktivity.
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Obr. 27 Linearna priamka vyjadrujuca zmenu absorbancie V roztoku merant pri 470 nm
Vv priebehu 5 mintt. ZloZenie roztoku: 500 ul 10 % roztoku GA vo fosfatovom pufri
obsahujucom 5 mmol-1? guajakol a 1 mmol-1? H,O,. Ako blank bol pouZity roztok bez HzO,.
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Vypocet enzymovej aktivity bol odvodeny z nasledujicej rovnice s vyuzitim Lambert-
Beerovho zdkona:

_AA_s.l.c e.l.n e.l.a

VEAT AL AtV T v

AA = zmena absorbancie, € = molarny extinkény koeficient, I= diZka optickej drahy

kyvety, At = ¢as enzymovej reakcie, v = reakéna rychlost, V = celkovy objem roztoku
Vv kyvete, a= An/At — aktivita v kat,1 kat = mnozstvo enzymu v méloch, ktoré premeni za
Standardnych podmienok za 1 sekundu 1 mol substratu (1 kat = 1 mol/s).

Parametre usporiadania experimentu:

- celkovy objem V =2 ml (967 ul fosfatového pufru, 333 ul 30 mmol-1? guajakolu,
500 pl roztoku arabskej, 200 ul 10 mmol-17* H205)

- reak¢ny €as: S min =300 s

- zmena absorbancie bola monitorova v troch meraniach, AA = 0,246; 0,237; 0,232
priemerna hodnota = 0,238 + 0,006

- dizka optickej kyvety= 1 cm

- molarny extinkény koeficient = 4500 Mt cm™t

- obsah proteinov vo vzorke gumy 2,1 % = 2 % (zmerany BCA metodou, kap. 4.1),
tzn. 10 % roztok obsahuje 0,1 g GA/ml, ¢o predstavuje 2 mg proteinov/ml

_MA.V 0,238.0,002
4= Atel  300.4500 1

353.107°  3,53.1071°

= 3,53.10719 katal

=7,06.10"%kat
@ Ve 0,5 ¢
= 0,706 nkat vml 10 % roztoku GA
0,706 0,706 i
a= = = 0,353 nkat v mg proteinov GA
Mg 4 2
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5 DISKUSIA

Meranim absorbancie vo vzorkach arabskej gumy bol pomocou BCA metody stanoveny
obsah vSetkych proteinov v gume. Zastipenie proteinov (%) vo vzorkdch gumy sa
pohybuje v rozmedzi priblizne 2,8 — 1,7 %. Obsah proteinov v GA je podla dostupne;
literatury udavany ~ 2 % (Islam et al.,1997), ¢o odpoveda nasSim nameranym hodnotam.
Rozdiely medzi jednotlivymi vzorkami su pochopitelné, samotna literatira uvadza,
ze hodnoty zastipenia proteinov ¢i sacharidovych rezidui su variabilné, presné zlozenie
gumy zavisi na lokalizacii, veku stromu, klimatickych podmienok ¢i miesta narezania
(Idris et al., 1998; Lopez-Torrez et al., 2015).

Daldim krokom pre objasnenie proteinového zlozenia gumy bolo pouzitie
chromatografickych metdd, ako prva nasledovala SEC chromatografia. Frakcionacia GA
pomocou SEC je zaznamenana viacerymi autormi v rdznych prevedeniach, liSiace sa
povodom vzorky a jej spracovanim pred separdciou, typom pouzitej kolény, zloZzenim
mobilnej faze & pouzitou vinovou dizkou pri UV detekcii. Na frakcionaciu vzoriek GA
pomocou SEC su ¢asto vyuzivané kolony Superosa 6 (frakciona¢ny rozsah v rozmedzi
molekulovych hmotnosti 5 x 10® — 5 x 10° Da; Osman et al., 1994; Mahendranetal et al.,
2008), Sephacryl S-400 (2 x 10* — 8 x 10° Da; Vandevelde a Fenyo, 1985; Connolly et
al., 1988) ¢&i Sephacryl S-500 (2 x 10*— 2 x 107 Da, Vandevelde a Fenyo, 1985; Randall
et al., 1988), roztok NaCl ako mobilna faza a UV detekcia je ¢asto monitorovana pri 214
nm, ¢o je vlnova dizka, ktort absorbuju bielkoviny aj cukry (najmi urénové kyseliny)
v pomeroch vzhladom kich prislusnym extinkénym koeficientom (Connolly et al.,
1988). V nasej praci sme previedli frakcionaciu GA s vyuzitim Sephacryl S-200 HR
kolény (frakcionaény rozsah 5 x 10%—2,5 x 10° Da) pri 280 nm, &o je vlnova dizka
typicky pouZzivana pre stanovenie proteinov (Simonian, 2002). S pouZzitim destilovane;j
vody ako mobilnej faze sme zaznamenali elu¢né profily troch vzoriek (GA-F, GA-S, GA-
C), ktoré zachytavaju systém niekol’kych pikov (Obr. 10, 11, 12). Za spolo¢ny rys
predchadzajtcich prac a naSej moézZzeme povazovat, Ze elicia GA poskytuje pomerne
komplikovany systém niekol’kych pikov a separacia prebieha v Sirokom rozpiti, ¢o je
dokaz polydisperzity gumy. Medzi jednotlivymi vzorkami pozorujeme vyrazné odliSnosti
v tvare elucnej krivky, ako aj velucnom objeme, resp. doby elucie. Podla
predchadzajucich prac su tvar a relativna vyska pikov zavislé od vzorky, elucné profily

vzoriek sa odlisuju v zavislosti na pévode vzorky (Vandevelde a Fenyo, 1985).
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Zozbierané frakcie boli po zahusteni na vakuovej rotacnej centrifuge pouzité
na SDS-PAGE elektroforézu. Na vizualizaciu proteinov bolo pouzité farbivo Coomassie
Brilliant Blue R-250 (alebo Coomassie Bio-Safe). Separaciou frakcii arabskej gumy sa
podarilo vizualizovat’ proteiny, avSak len vo vel'mi malo frakciach bol band ostry,
vacsinou iSlo o Siroky pds, zaznamenali sme aj problémy s mieSanim materidlu
Vv susednych jamkéach. Myslime si, Ze tieto komplikacie st spdsobené najma pritomnymi
sacharidmi, konkrétne naviazanymi sacharidovymi reziduami na molekulach proteinov.
Separacia GA pomocou elektroforézy je zaznamenana niekol’kymi publikaciami, prvy
pokus o separaciu zloziek arabskej gumy bol vykonany uz v roku 1957, a to pouzitim
elektroforézy pomocou sklenenych vlakien (Lewis a Smith, 1957). Pechanek et al., 1982
narazili pri separécii rdznych zahust'ovadiel vratane arabskej gumy na problémy s PAGE
separdciou, pretoze migracia bola spomalend tzkymi pormi Struktiry gélu. Migracné
vzdialenosti polysacharidov boli vel'mi kratke, dokonca aj pri pouziti zriedenych
polyakrylamidovych gélov. Preveditelnost analyzy polysacharidov arabskej gumy
pouzitim SDS-PAGE bola skimana aj kolektivom Motlagh et al., 2006. Na separaciu boli
pouzité gély s 2 — 15 % gradientom, Tris-glycin-SDS pufor a detekcia bola prevedena
pomocou farbenia s kyselinou jodistou-Schiff, farbiva citlivého na polysacharidy
(necitlivé na proteiny). Sacharidova Cast’ niekolkych vzoriek gumy zostala v oblasti
S nizkou hustotou gélu, tzn. nemigrovala dostato¢ne d’aleko po gély, aby umoznila
separéciu. Preto, ak by sa ndm aj podarilo pomocou SEC frakcionéacie v predchadzajlicom
kroku oddelit’ proteinovu ¢ast’ od sacharidovej Casti ako u Qi et al.,1991, ktori pomocou
SEC na kolone Superose-6 ziskali dve hlavné frakcie (eluované v roznych casoch):
GAGP (vicsina proteinov gumy) a GAP (vécSina sacharidov gumy), eSte stale musime
uvazovat' o sacharidoch pripojenych priamo na proteiny, ktoré moézu ovplyviovat
separaciu. V tomto smere st v dostupnej literatiire zna¢né rozdiely. Qi et al., 1991
predpokladaju, ze proteinova kostra je glykozylovana bud’ kratkymi oligoglykozidmi
(~ 3 sacharidové jednotky) alebo sacharidovymi blokmi (~ 30 sacharidovych rezidui,
molekulova hmotnost’ bloku 4,44 x 10° Da), kym Connolly et al., 1988 prezentuju velké
polysacharidové bloky (molekulovd hmotnost bloku ~ 2 x 10° Da) pripojené na
proteinovl kostru.

Pre identifikéciu proteinov vo vzorkach GA bola pouzitd kombinacia viacerych
pristupov, po separacii SDS-PAGE boli vo frakciach identifikované proteiny pomocou
nanoLC-MALDI MS/MS a nanoLC-ESI MS/MS. Vo vzorkdch GA-F a GA-S bola

identifikovand peroxidadza, avSak s malym vyhladdvacim skore. Identifikované Useky
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boli zhodné s urcitou peptidovou sekvenciou peroxidazy A2 z chrenu (Armoracia
rusticana). Molekulova hmotnost’ chrenovej peroxidazy je priblizne 40 kDa (Lavery et
al., 2010) a celkovo pre rastlinné peroxidazy (Ill. trieda peroxidaz) v rozmedzi
28 — 60 kDa (Hiraga et al., 2001). Na géloch SDS-PAGE boli vizualizované proteinové
pasy aj priblizne v oblasti 40 kDa (napr. Obr. 14, jamky 6 — 9), ¢o odpoveda molekulovej
hmotnosti peroxidazy. Pomerne vysoké vyhladavacie skore prisluchalo homologu
proteinu bromelain pochadzajiceho zananasu (Ananas comosus L.). Komer¢ny
bromelain je rovnako ako arabska guma dostupny v podobe ZItého prasku s vyuzitim
V potravinarstve, farmaceutike a kozmetike. Vo farmaceutickom priemysle sa vyuziva
predovsetkym v pripravkoch na lieenie zapalu, infekcii ¢i alergii. Predpokladame, ze pri
spracovani arabskej gumy GA-F mohol byt ku vzorke pridany extrakt z ananasu (Ananas
comosus L.), ktory obsahuje zmes rdoznych cysteinovych protedz, ako su kmenovy
bromelain (hlavna zlozka), ananain a comosain (Azarkan et al., 2020). Ananain bol
vo vzorke gumy pritomny tiez. Dalgie vysvetlenie pritomnosti bromelainu vo vzorke by
bolo, Ze GA obsahuje proteazu odpovedajicu bromelainu, avSak v dostupna literatira
nezaznaménava informacie 0 tejto problematike. Pritomnost’ proteolytickej aktivity
v rastlinnych gumach bola zaznamenana v gume zo stromu neem (Azadirachta indica)
(Nayak et al., 1979), ktory vsak pochadza z inej rastlinnej rodiny.

V d’alSom kroku sme sa pokusili o vytvorenie rozpustného gélu, o by mohlo
zvysit vytazok proteinov a zaroven skratit' Standardny postup ziskavania proteinov
z gélu, kedy moze dojst’ ku kontamindcii vzoriek, ktoré nam komplikovali stanovenie
(pritomnost’ keratinu, proteinov z rukavic). Na tento experiment sme sa pokusili vytvorit
8 % a 10 % rozpustné gély nahradenim BIS za BAC. Vytvorit’ rozpustny gél sa nam
podarilo len ¢iasto¢ne, k Gplnému rozloZeniu Struktiry nedoSlo, gél mal po pouZziti
redukéného cinidla slizovita povahu, ¢o st'azovalo manipulaciu (pipetovanie) a nasledné
spracovanie. Pri postupe pripravy gélov sme vychadzali z poznatkov publikovanych
kolektivom Hansen et al., 1980. V tejto publikacii autori uvadzajt, Ze na vytvorenie viac
ako 4 %-tnych rozpustnych gélov nestaci len sprisnenie podmienok (zvySovanie
koncentracie redukéného cinidla DTT) pre pritomnost faloSnych vézieb, ktoré
neobsahuju disulfidové mostiky. Formdcia tychto vizieb je pravdepodobne sposobend
Stiepenim disulfidu v BAC za vzniku tiyolového radikalu (RS ¢, kde R = alkyl alebo
aryl), ktory reaguje s akrylamidom, pricom vznikaju vdzby medzi uhlikom a sirou, ktoré
st necitlivé na tiolové ¢inidla, ako DTT ¢i f-merkaptoetanol. Pre zvysenie rozpustnosti

gélov je mozné previest niekolko opatreni, ktorymi je moZzné zniZit' pritomnost’
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nezelanych spojeni, ako zmiernit' u&inok skratenim dizky polyakrylamidového retazca,
potlacit’ reaktivitu disulfidu alebo zniZit' koncentraciu BAC. Skratenie dizky retazca
moze byt dosiahnuté zvysSenim frekvencie inicidcie tvorby vézieb (Flory, 1953; Riggs
a Rodriguez, 1967), a to pomocou iniciatora, ktorym je persulfatovy radikal (Richards a
Lecanidou, 1974). ZvysSenie frekvencie tvorby vizieb moéze byt teda dosiahnuté
zvySenim koncentracie persulfatu, zvySenim koncentréacie katalyzatora tvorby radikalov
(TEMED), alebo zvySenim teploty, ktord zvySuje disociaciu persulfatu na radikaly
(Gressel et al., 1975; Riggs a Rodriguez, 1967). Hansen et al., 1980 pozorovali zlepSenie
rozpustnosti gélu vplyvom réznych zli€enin a usporiadani experimentu vratane zvysenia
koncentracie persulfatu, TEMEDu a teploty a vytvorili rozpustné gély v Sirokom rozsahu
koncentracii 3,5 — 12,5 % polyakrylamidu. V tejto praci sme pre vytvorenie rozpustnych
gélov snazili dosiahnut’ zvySenim koncentracie TEMEDU a APS podl'a navrhu Hansen
et al., 1980. Zvysenie koncentracii tychto latok je vSak spojené s problémami, vel'ké
mnozstvo TEMEDu ako silnej bdze ma vplyv na pH pouzitého systému (Chrambach a
Rodbard, 1972) a nasledna Gprava pH ma tieZ nevyhody (Chrambach et al., 1972). Zda
sa, Ze na vytvorenie Uplne rozpustného gélu je potrebna kombinécia viacerych pristupov,
dodrzanie prisnych podmienok, dlhsi ¢as pre optimalizdciu metoédy, co nebolo nasou
prioritou.

Dalsie elektromigraéné separaéné metddy boli vyuZité nativna a denaturaéna
izoelektrickd fokusicia. Obidve metddy priniesli pouzitelné vysledky, proteiny sa
na géloch podarilo vizualizovat’ a mohli byt pouzité pre d’alSie spracovanie pomocou
MS. Pri nativnej izoelektrickej fokusacii vidime Siroku distribuciu proteinov v oblasti
pH =7 —3,6. Pomocou elektroforetickej mobility meranej v roztoku arabskej gumy bol
izoelektricky bod arabskej gumy stanoveny v oblasti pH = 2 (Jayme et al., 1999; Dror et
al., 2006; Atgié, 2018) a u arabinogalaktanovych proteinov fazule (Phaseolus vulgaris)
pri pH = 2,3 (van Holst et al., 1981). Migracia je sposobena hlavne kyselinou uré6novou
a proteinmi, ktoré su pri pH vysSSom ako izoelektricky bod zaporne nabité (Manning,
2015), ¢o umoziuje ich pohyb do oblasti pH odpovedajucej ich izoelektrickému bodu.
Hodnota izoelektrického bodu GA uvéadzana v dostupnej literatire je pomerne nizka,
oproti migracii proteinov v gély do oblasti pH = 7 — 3,6 v naSom pripade. Do uvahy je
vSak treba brat' pouziti metddu i stale pritomné retazce sacharidov na molekulach
proteinov. Oproti pohybu i6nu v roztoku je situacia zlozitejSia v pripade, ze elektroforéza
prebieha na nosici (napr. gély), kde je pre odpor prostredia rozhodujica porozita nosica,

interakcia i6nu s nosi¢om a d’alSie Casto nelahko popisateI'né parametre (Kas et al.,
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2006). Literatru zaznamenavajucu priamo izoelektricki fokusaciu arabskej gumy sa
dohl'adat’ nepodarilo. Izoelektricka fokusacia arabinogalaktanovych proteinov z repy
(Beta vulgaris L.) rovnako zobrazuje bandy v menej kyslej oblasti, priblizne pH =4 -5
(Stohr et al., 1996).

Druhou pouzitou chromatografickou metédou bola IEC na koléne Enrich™ Q (5
x 50 mm) s pozitivne nabitou matricou — meni¢ anionov (anex). Eltcia prebehla zmenou
ionovej sily pufru s pouzitim 10 mmol-1t K-P pufru (pH=7) s1 mmol-1"* NaCl.
Frakcionéciou sme ziskali elu¢ny profil vzorky GA-F a jednotlivé frakcie boli nésledne
pouzité na frakcionaciu pomocou SEC. Pouzitim IEC chromatografie na frakcionaciu
arabskej gumy v predchadzajucich Stidiach si zaznamenané zaujimavé vysledky
z hladiska otazky, podla ¢oho je vlastne guma separovana. IEC arabskej gumy Acacia
senegal (Apolinar-Valiente et al., 2019) a Acacia seyal (Apolinar-Valiente et al., 2020)
rozdelila arabski guma na dve hlavné frakcie IEC-1 alEC-2, priCom vécSina
proteinového obsahu sa nachadzala vo frakcii IEC-1. Pri pouziti IEC separécie, by mali
byt najviac zadporne nabité makromolekuly najdlhSie zadrziavané na koldne, a teda prva
eluovand frakcia (IEC-1) by mala predstavovat niz§i obsah negativne nabitych
makromolekul, ktoré by interagovali s pozitivne nabitou matricou. Analyza
aminokyselinového zloZenia a kyseliny glukurénovej vsak ukazuja pravy opak. Frakcia
IEC-1 vykazovala vysSie percento negativne nabitych aminokyselin (kyseliny asparagova
a glutamova) a kyseliny glukuronovej ako frakcia IEC-2. Poradie eltcie nezodpovedalo
obsahu kyseliny glukurénovej ani v stadii Osman et al., 1995, ¢oho dovodom méze byt
ze niektorym skupinam je sféricky branené interakcii s povrchom matrice. Osman et al.,
1995 dalej ohlasuju, ze poradie elicie nezodpoveda ani proteinovému obsahu
vo frakcidch. Vysledky teda ukazuji, Ze na separacia GA pomocou IEC zavisi aj
od sekundarnej Struktry polypeptidovej kostry, ktora je ovplyvnena povahou bo¢nych
retazcov (Apolinar-Valiente et al., 2020). Spojenim IEC a SEC a naslednou SDS-PAGE
sa podarilo vizualizovat’ proteiny na gély, avSak pomocou MS neboli identifikované
ziadne proteiny. Pri¢inou moze strata proteinov pri extrakcii peptidov z gélu a spracovani
vzoriek, nedostatok Stiepnych miest pre trypsin ¢i pritomnost’ sacharidovych rezidui
na molekulach proteinov.
Pre identifikaciu proteinov vo vzorkach arabskej gumy bola pouzitd kombinacia
viacerych pristupov, frakcionacia pomocou kvapalinovej chromatografie, separacia SDS-
PAGE ¢i izoelektrickd fokusacia s naslednou analyzou pomocou nanoLC-MALDI

MS/MS a nanoLC-ESI MS/MS. Prehl'adavanim databazy SwissProt oproti celej risi

74



zelenych rastlin (Viridiplantae) boli vo vzorkach GA-F a GA-S identifikované tseky
peroxidazy, avsak s malym vyhladavacim skore. Identifikované useky boli najcastejsie
homology peroxidazy A2 z chrenu (Armoracia rusticana), fragmentu peroxidazy 2
z cykasu japonského (Cycas revoluta) aperoxidazy 73 z Arabidopsis thaliana.
Prehl'adavanie databazy SwissProt oproti rodu akacia neidentifikovalo ziadne sekvencie
vyskytujuce sa priamo u akacii. Nizke vyhladdvanie skore moéze byt spdsobené
pritomnym sacharidmi naviazanymi na molekuly proteinov, o predstavuje komplikaciu
pri merani. Qi et al., 1991 dokazuju glykozidové pripojenie na peptid cez hydroxyprolin,
pricom uvadzaju, ze len 12,1 % hydroxyprolinovych rezidui nebolo glykozylovanych
vobec, zatial' ¢o ostatné nesu kratke oligoglykozidy alebo vacsie sacharidové bloky.
Sacharidové bloky je mozné odstranit’, tzv. deglykozylacia arabskej gumy bola
prevadzana vo viacerymi kolektivmi (Akiyama et al., 1984; Qi etal., 1991,
Mahendranetal et al., 2008), avsak spominané prace vyuzivaju kyselinu HF, ¢o je latka
so silne leptavymi G¢inkami, ktora lepta sklo a tato metéda by vyzadovala narocnejSie
vybavenie, preto sme sa rozhodli pracovat’ s celou vzorkou gumy. Nizke vyhl'adavacie
skore moze sposobovat’ aj nedostatok Stiepnych miest pre trypsin (EC 3.4.21.4), ktory sa
vyznacuje Specifitou miesta Stiepenia pre aminokyselinové zbytky lyzinu a argininu (ak
nenasleduje prolin) (Olsen et al., 2004; Chamrad et al., 2011).

Overenie pritomnosti peroxidazy vo vzorke gumy bolo prevedené nativnou PAGE
pomocou farbiaceho roztoku obsahujiceho 1-chlor-4-naftol. Nativna elektroforéza
anasledné farbenie umoznilo vizualizaciu peroxidazy na gély (Obr. 26). Na pohyb
peroxidazy v gély ma vplyv vel’kost’ a naboj, ktoré moézu ovplyviovat’ d’al§ie pritomné
zlozky arabskej gumy, napr. sacharidové rezidua naviazané na molekuly proteinov.
Aktivita peroxidazy bola vypocitana spektrofotometrickym meranim zmeny absorbancie
v dosledku premeny guajakolu na jeho oxidovanu formu v pritomnosti H2O>, reakcie
ktora je katalyzovana peroxidazou. Vo vzorkach GA-S a GA-C sa nam peroxidazovu
aktivitu tymito spdsobmi dokéazat’ nepodarilo. D6vodom moze byt rozdielne spracovanie
vzoriek pocas vyrobného procesu v zavislosti od nasledného vyuzitia arabskej gumy
v roznych priemyselnych odvetviach. Co sa tyka vyuzitia GA V potravinarskom
priemysle, $pecifikacia pre arabsku gumu (E414) ako potravinového aditiva je definovana
Commission Regulation (EU) ¢. 231/2012. Toto nariadenie pojednava o mnozstvach
jednotlivych zloziek arabskej gumy pre jej bezpecné pouzivanie. Revaludcia vyuzitia
arabskej gumy v potravinarskom priemysle Panelom EFSA pre pridavné latky

Vv potravinach z roku 2019 podotyka, ze v nariadeni nie st poskytnuté ziadne informacie
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0 oxidacnych enzymoch a zaroven odporuca, aby boli pocas vyrobného procesu oxidazy
a peroxidazy pritomné v arabskej gume inaktivované, aby sa zabranilo moznej oxida¢nej
degradacii zloziek v pripravkoch, do ktorych je arabska guma pridand (EFSA/FAF,
2019). Literatara potvrdzuje pritomnost oxida¢nych enzymov, Specialne oxidaz
a peroxidaz, Vv proteinovej Casti arabskej gumy, ktoré moézu by lahko inaktivované
zahriatim arabskej gumy na 100°C na kratky cas (Leung a Foster, 2003). Podla
Glicksman a Sand, 1973 m6zu oxida¢né enzymy pritomné v arabskej gume nicit’ aktivnu
zlozku farmaceutickych alebo vyzivovych pripravkoch, ako to bolo preukazané pre
vitamin A v emulznom oleji stabilizovanom arabskou gumou (Glicksman a Sand, 1973).
Oxidacia aminov a fenolov (napr. eugenol, taniny, tymol, vanilin) peroxidazou pritomnou
v arabskej gume vedie k vzniku farebnych zlt¢enin (Leung a Foster, 2003). Vzhl'adom
na vysSie uvedené odporuCania pre pouZzivanie arabskej gumy je preto mozné, Ze
peroxidazova aktivita bola vo vzorkach pri spracovani zamerne inaktivovana. Informacie
0 presnom zloZeni vzoriek si vS8ak tazko dostupné, bezpecnostny list arabskej gumy
takéto informacie neposkytuje, preto rozdiely v spracovani a zlozeni vzoriek GA-F, GA-
S a GA-C nie sme schopni popisat’.

Zapojenie AGP v procese androgenézy bolo opisané U jacmena (Hordeum
vulgare L.) na prasnikovej kulture (Makowska et al., 2017). Proces androgenézy,
v ktorom sa mikrosp6ry a mladé pel'ové zrna vyvinia do embrya, moze nastat’ za urcitych
stresovych podmienok ana tuto embryogenickt odpoved’ mikrospér mé vplyv mnoho
endogénnych a exogénnych faktorov (Reynolds, 1997). Prave stres reprezentuje hlavny
signal, ktory moéze prepnut’ geneticky program z gametofytického na sporofyticky, takze
dochadza k embryogenéze, zatial’ ¢o sa vyvoj fertilnych pelovych zin zastavi (Touraev
et al., 1997). Proteomicka a biochemicka analyza kukuri¢nych prasnikov po oSetreni
chladom aindukcii androgenézy odhalila doleziti ulohu antioxidaénych enzymov
(Uvackova et al., 2012). Medzi proteinmi, ktorych mnozstvo sa pocas indukcie
androgenézy zvysilo (up-regulacia), bola identifikovana MnSOD (superoxid dismutaza
s manganom) a askorbat peroxidaza, ktora odstraiuje peroxid vodika. Dalgie proteomické
studie odhalili, Ze bielkoviny indukované po oxidacnom strese (vratane askorbat
peroxidazy) boli spojené s vysSou aktivitou delenia buniek (Takac et al., 2011). V tejto
praci bola vo vzorke arabskej gumy identifikovana peroxidaza, ktorej rola kontroly
oxida¢ného stresu ¢i rola pri deleni buniek, mohli byt’ jednou z pricin pozitivneho efektu

GA na proces androgenézy v stadii Makowska et al., 2017.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti tejto diplomovej prace bola spracovana literdrna reSer§ zamerana
na arabska gumu, konkrétne na proteinova ast’ gumy. Cast’ prace bola venovana popisu
technik kvapalinovej chromatografie, ktoré prispeli k objasneniu Struktury gumy a popisu
identifikéacie proteinov pouzitim hmotnostnej spektrometrie.

Experimentalna Cast bola zamerana na separaciu vzoriek gumy pomocou
chromatografickych a elektromigracnych metdd a identifikaciu proteinov v gume. Obsah
proteinov zmerany BCA metodou sa pohyboval vrozmedzi priblizne 1,7 —-2,8 %.
Pouzitim metdd kvapalinovej chromatografie boli obdrzané elu¢né profily vzoriek,
pomocou SEC na kolone Sephacryl S-200 HR alebo kombinaciou IEC na kolone
Enrich™ Q (5 x 50 mm) a SEC na kolone Enrich™ SEC 650 (10 x 300 mm). Separacia
vzoriek prebehla v Sirokom rozpiti, ¢o potvrdzuje polydisperzitu gumy. Frakcie
pozbieran¢ z chromatografického delenia boli nésledne separované pomocou
elektromigraénych metéd: SDS-PAGE, nativnej a denaturacnej izoelektrickej fokusacie.
Vsetky tri metddy sa ukazali ako pouzite'né pre separaciu arabskej gumy, proteiny sa
podarilo vizualizovat’ pomocou farbiv Coomassie Brilliant Blue R-250 alebo Bio-Safe
Coomassie Stain G-250. Komplikaciou vSak boli pritomné sacharidové rezidua
na molekulach proteinov, ktoré ovplyvniovali ich pohyb, a preto sa proteiny Castokrat
nezaostrili do ostrych pasov, ale do SirSich zon. NajvyraznejSie pasy boli vyrezané
a identifikované pomocou kombinacie nanoLC-MALDI-MS/MS alebo nanoLC-ESI-
MS/MS. Prehl'adavanie spektier oproti databdze SwissProt vo vzorke GA-F a GA-S
identifikovalo peroxidazu, avsak s malym vyhladavacim skore. Jednalo sa 0 homology
peroxidazy A2 zchrenu (Armoracia rusticana), fragmentu peroxidazy 2 z cykasu
japonského (Cycas revoluta) a peroxidazy 73 z Arabidopsis thaliana. Peroxidaza bola
potvrdena nativnou elektroforézou v polyakrylamidovom gély s nédslednym farbenim
pomocou 4-chlér-1-naftolu, ktory sa posobenim peroxidazy v pritomnosti H2O2 oxiduje
na  benzo-4-chlorcyklohexadienon.  Aktivita  peroxidazy  bola  vypocitana
spektrofotometrickym meranim zmeny absorbancie v dosledku premeny guajakolu
na jeho oxidovanu formu tetraguajakol katalyzou peroxidazy v pritomnosti H2O».

Identifikacia peroxidazy v GA prispieva k pochopeniu moznych mechanizmov
zapojenia AGP arabskej gumy na proces androgenézy, ktord doleZitym nastrojom
v genetickych a Slachtitel'skych programoch, pretoze androgénne embryd mozu

vyprodukovat’ homozygotné diploidné rastliny (Touraev et al., 1997). Identifikacia
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dalsich proteinov v gume by mohla odhalit’ pric¢iny pozitivneho efektu AGP arabskej
gumy na proces androgenézy a prisiet k vyssej produkcii tychto rastlin. Tato praca
popisuje frakcionaciu arabskej gumy pomocou metéd kvapalinovej chromatografie,
podéva informacie o vyuziti elektromigra¢nych metdd na separédciu vzoriek a zaobera sa
identifikaciou proteinov gumy metédami hmotnostnej spektrometrie, ¢o by mohlo byt

prinosom pre d’alSie $tadie venujuce sa tejto problematike.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

AA
ACN
AFM
AG
AGP
APS
BCA
BIS
BSA
DEAE
DTT
ESI
EXT
FPLC
GA
GAGP
GAP
GLC
GP
GPC
GPI
HCCA
HIC
HRGP

ICR
IEC
MALDI
MCS
MS

MS
nanoLC

akrylamid

acetonitril

mikroskopia atbmovych sil
arabinogalaktan

arabinogalaktanové proteiny
peroxodisiran amoénny

kyselina bicinchoninova
N,N'-metylénbisakrylamid

hovédzi sérovy albumin
dietylaminoetyl

DL-ditiotreitol

ionizacia elektrosprejom

extenzin

rychla proteinova kvapalinova chromatografia
arabska guma

glykoprotein arabskej gumy
polysacharid arabskej gumy

plynova rozdel'ovacia chromatografia
glykoproteiny

gélova permeacnd chromatografia
glykozylfosfatidylinositol

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova
hydrofobna interakénéd chromatografia
glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin
2-jodacetamid

i6nové cyklotronova rezonancia
16nova vymenna chromatografia
laserova desorpcia a ionizacia za ucasti matrice
viacbunkové Struktary

hmotnostna spektrometria

hmotnostnd spektrometria

nanoprietokova kvapalinova chromatografia
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NMR nukledrna magneticka rezonancia

PAGE polyakrylamidova elektroforéza

Ry polomer gyracie

Rn hydrodynamicky polomer

SANS malouhlovy rozpad elektronov

SDS dodecylsiran sodny

SEC vyluCovacia chromatografia

SEC vel'kostne-vylucovacia chromatografia
TEM transmisna elektronova mikroskopia
TEMED N,N,N',N'-tetrametyletylendiamin
TFA kyselina trifluoroctova

TOF analyzator doby letu

Tris tris(hydroxymetyl)aminometan
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