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ABSTRAKT

Zivotné podmienky kazdého organizmu s v dnesnej dobe ovplyvnené réznymi faktormi.
Niektore vplyvaju na organizmus pozitivne, iné negativne. Schopnost odolavat zmenenym
metabolickym a Zivotnym podmienkam a adaptovat’ sa je z&kladnou podmienkou pre preZitie.
Kazdy aj ten najmensi vplyv sa prejavi na zmenach metabolizmu, avSak organizmy maju
schopnost” vyvinut' si dostato€né mechanizmy stresovej odozvy. Niektoré si spolocné alebo
velmi podobné pre cely Zivy svet (produkcia enzymov a niektorych endogénnych stresovych
metabolitov primarneho metabolizmu), zatial’ o iné su Specifické pre urcity druh organizmu Ci
typ stresu. Stresova odozva bunky moze byt sledovand na rdznej uUrovni (proteomicka,
genomickd, metabolomickd) a za vhodnych podmienok je priemyselne vyuZitelna.

Cielom préace bolo Stadium réznych stresovych faktorov, ktoré boli aplikované na vybrané
organizmy — karotogénne kvasinky a rastlinné materialy. Stresova odozva u kvasiniek vyvolana
vplyvom osmotického a oxidacného stresu bola sledovana najma na proteomickej Grovni a na
produkcii vybranych sekundarnych metabolitov. Zvolena metodika pre proteomickd analyzu
kombinovala separaciu proteinov pomocou 1D a2D elektroforézy s naslednou analyzou
vybranych proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie. NajlepSia adapticia na stresové
podmienky spojena s cielenou nadprodukciou metabolitov — karotenoidov, bola zistena
u kvasinky Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26. Tieto zistenia st vhodnym predpokladom pre
budice priemyselné vyuZitie biotechnologickej produkcie karotenoidov. U rastlinnych vzoriek
bola pozornost' venovana najmé enzymom a metabolitom, ktoré boli zapojené v antioxidacnej
odozve.

ABSTRACT

Living conditions of every organism are influenced by various factors at this time. Some of
them have positive effect on organism, some negative. Basic condition for surviving is the ability
to resist and adapt to changing metabolic and living conditions. Every single stress effect can lead
to changes in metabolism but organisms have ability to develope sufficient mechanisms for stress
response. Some of them are similar for all living organisms (enzyme production, endogenous
primary stress metabolites) some of them are specific for certain organism or stress type. Cell
stress response can be observed on different levels (proteomic, genomic, metabolomic). In proper
conditions it can be used indrustrially.

In this work, influences of various stress factors were studied. These factors were applied on
selected organisms — carotenogenic yeast and plant materials. Yeast stress response was induced
by osmotic and oxidation stress factors. Changes on proteomic level and in production of selected
secondary metabolites were observed. Proteome was analyzed by 1D and 2D electrophoresis with
subsequent analysis of proteins by mass spectrometry. Yeast strain Rhodotorula glutinis CCY 20-
2-26 showed the best adaptation to stress factors, which was moreover accompanied by
overproduction of carotenoids. This finding can be premise for next industrial production of
carotenoids. In plant samples predominantly enzymes and metabolites involved in antioxidant
response were studied.
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proteiny, kvasinky, environmentalny stres, antioxidacné enzymy, 1D elektroforéza, 2D
elektroforéza, MS
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1 UvOoD

VSetky Zivé organizmy su v priebehu svojej existencie vystavené réznym druhom stresu,
endogénneho i exogénneho. Schopnost odolavat zmenenym metabolickym a Zivotnym
podmienkam a adaptovat’ sa je potom zakladnou podmienkou pre preZitie a ¢asto aj vyznamnym
evolucnym faktorom. U Zivych organizmov bol postupne vyvinuty rad mechanizmov stresovej
odozvy, z ktorych niektoré si spolocné alebo velmi podobné pre cely Zivy svet (produkcia
enzymov a niektorych endogénnych stresovych metabolitov primarneho metabolizmu), zatial’ ¢o
iné su Specificke pre urcity druh organizmu Ci typ stresu. Stresovi odozvu mozno sledovat’ na
roznej Urovni (genomicka, proteomicka, metabolomickd) aniekedy méZzu byt stresové
mechanizmy aj priemyslovo vyuZité.

Aktualnym trendom v hodnoteni vplyvu stresovych faktorov na organizmus je analyza
protedmu. Kazda aj mald zmena sa prejavi na zmene proteinového zloZenia, alebo dochadza
k zmene expresie proteinov. Tieto zmeny su najlepSie viditeIné porovnavanim proteinoveho
zloZenia kontrolnych vzoriek so vzorkami stresovanymi, kde sa na ziskanie proteinovych profilov
pouZiva 2D elektroforéza, ktord rozdeli proteiny na zéklade ich pl a molekulovej hmotnosti.
Vybrané spoty bielkovin sa nasledne analyzuji pomocou hmotnostnej spektrometrie
a porovnavanim s proteinovymi kniznicami sa postupne zistuje nad$ cieleny protein. Je vSak
potrebné podotkndt’, Ze rychla analyza proteinov vysSie spomenutymi metédami je mozna najmé
u organizmov, ktoré uZz maju sekvenovany geném, tj. uvedeckych kmenov kvasiniek.
U priemyselnych kmenov je situacia horSia a presna identifikacia proteinu Casto nie je mozna
a vysledky su len pribliZzné, na zaklade porovnania s uz existujucimi proteinmi.

Zmeny protedmu odrazaju realnu situaciu v bunke a akceptuju vSetky mechanizmy zapojené
v produkcii proteinov vratane posttranslacnych modifikacii. Zmeny produkcie a funkcie
metabolickych enzymov sa potom priamo prejavia v zmene zloZenia metabolitov, ¢o je dalSia
moznost, ako sledovat’ priebeh stresovej odozvy. Analyza zmien produkcie vybranych
stresovych metabolitov moze byt Specifickejsia, ale ma obmedzenejsiu vypovednd hodnotu. Co
je vSak velmi dolezité, mbdze byt vyuZitd priemyslovo, pokial Studovany metabolit ma
potencialne technologické aplikécie. Stresové mechanizmy vyuZitel'né v biotechnologickych
vyrobéch sa v sucasnej dobe uplatfiuja hlavne u mikroorganizmov a rastlin.

Vhodné je vyuZzitie takych mikroorganizmov, ktoré prirodzene produkuju Ziadany metabolit.
Z priemyselného hladiska je vSak potrebné, aby obsah metabolitu bol ¢o najvyssi. To sa da
dosiahnut’ cielenou zmenou gendmu alebo ovplyvnenim Zivotnych podmienok latkami, ktoré
dokdZu vyvolat’ nadprodukciu nami Zelaného metabolitu. U Cervenych druhov kvasiniek su
Ziadanymi metabolitmi karotenoidy, ktoré maju antioxidacny charakter. Cielenou aplikaciou
exogénnych latok do Zivného média je mozné u kvasinkovych buniek vyvolat’ stresovu reakciu,
ktorej vysledkom je zvySena produkcia karotenoidov. Je vSak potrebné sledovat vplyv stresovych
latok na bunku ako taku. Znalost fyziologie buniek ide ruka v ruke s kazdou zmenou podmienok.
Poznanie metabolizmu kvasiniek po aplikacii stresovych faktorov, alebo aspon schopnost
rozpoznat’ a urit' zmeny, ktoré v metabolizme nastali, je jednym zo zakladnych predpokladov
uspesnej produkcie.

11



VylepSenia technologickych procesov sa netykaju len mikroorganizmov. Zatial’ ¢o u kvasiniek
sa jedna o navySenie produkcie vybranych metabolitov, u rastlinnych vzoriek ide najma
0 zachovanie maximalnej Cerstvosti a uchovatelnosti Zivin a antioxidacnych latok v Case,
sdbérazom na zachovanie organoleptickych vlastnosti potravin. Sledovanim zmien obsahu
antioxidacnych latok a aktivity antioxidatnych enzymov sa da odsledovat vplyv okolia na
rastlinné vzorky, pricom je nasledne mozné navrhnat’ vylepSené spbsoby uchovavania
existujucich druhov, €i genetickou modifikaciou vyslachtit nové odrody a druhy, ktoré mézu byt
nasledne odolnejSie vocCi vonkajSim vplyvom uZz poCas rastu, Ci naslednej distribdcie
a uchovavania.

Pozitivom je, Ze nové biotechnoldgie a vylepSenia technologickych postupov sa postupne
zapracovavaju aj do praxe, pricom ich dopad na Zivotné prostredie je ovela menSi nez pri
zastaralych procesoch.
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2 TEORETICKA CAST
1.1 Proteomika, genomika, metabolomika a ich vztiah

Medzi uchovanou genetickou informéciou — génom a funkénym reprezentantom — proteinom
prebieha niekolko vysoko komplexnych dejov, ako je transkripcia génovej sekvencie a translacia
v proteiny, transportné javy i posttranslacné modifikacie. Zatial’ co gendm je systém staticky, az
konstantny, protedm je systém dynamicky. Protedm je chapany ako kvantitativny subor proteinov
v bunke alebo v organizme za presne definovanych podmienok. Protedm je vysoko dynamicky
systém v porovnani s gendmom najma preto, Ze akykol'vek environmentélny alebo biologicky
parameter ovplyviuje expresiu proteinu. Koncentracie jednotlivych proteinov sa menia podla
aktualnych potrieb organizmu [1, 2].

genome
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Obr. 1 Ukézka dynamiky proteomu [3]

Znalost' genému je zékladom pre porozumenie funkcie génov, ktoré prebiehaju v bunkéach.
AvSak tieto data opisuju len staticky stav zdedenej informéacie. Pre porozumenie dynamickych
procesov Vv bunke, napriklad pocCas diferenciacie bunky a regulacie, je délezité preStudovat aj
proteiny, ktoré su zahrnuté. Ich pritomnost, aktualna koncentracia a mozné modifikacie musia
byt zname, aby bolo mozné zistit’ ich funkéné aktivity. To znamena, Ze su analyzované celé
bunkové extrakty, aby bolo mozné ziskat’ stupne expresie proteinov za ur€itych podmienok [4].

Protedm je Studovany priebezne v roznych fyziologickych situaciach. Tie odhaluju odlisna
expresiu proteinov za roznych situacii — nastavaju rozdiely v molekulovych drédhach. Mnoho
faktorov méze ovplyvnit’ expresiu proteinov, medzi ne patri napriklad stres, zmeny teploty, rozne
kultivatné podmienky a pod [4].

Hlavnym cielom proteomiky je ziskanie proteinovej mapy. Proteinovou mapou sa nazyva
dvojrozmerny obraz znazorfiujlci proteiny ako Skvrny — spoty, ktorych integralna absorbancia je
mierou ich koncentracie za danych podmienok. Vytvorenie proteinovej mapy pomocou 2D
elektroforézy, charakterizacia jednotlivych proteinov, ich identifikacia v databazach a obrazova
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analyza 2D gélov umoZiuje prevadzat experimenty, pri ktorych je porovnané komplexné
proteinove zloZenie vzorky za rdznych podmienok [2]. Identifikacia proteinu pritomného vo
vzorke je len prvym krokom v dlhom procese porozumenia funkcie jednotlivych proteinov,
pretoZe je zname, Ze diverzita biologickych procesov je riadena intermolekulovymi interakciami
v bunke. Preto UspeSny model funkcie proteinov aich regulacie vyZaduje Siroké porozumenie
a dokladné mapovanie molekulovych interakcii s inymi proteinmi a ligandami [5, 6].

V poslednych rokoch sa zaCina Casto sklofovat' aj slovo metabolomika. Toto slovo zahfiia
globalny metabolovy profil v systéme (bunka, tkanivo, organizmus) za danych konkrétnych
podmienok. Analyza metabolému je vyzvou kvéli Sirokej chemickej povahe metabolitov.
Metabolity su vysledkom interakcie gendmu organizmu s jeho prostredim a nie st len kone¢nym
produktom génovej expresie, ale tiez tvoria sucast regulatného systému organizmu.
Metabolomika je jedna z novych vied pripajajuca sa k uz zavedenej genomike, proteomike Ci
transkriptomike ako veda, ktora doplfia celkové porozumenie globélnej systémovej bioldgie.
Vdaka prepojeniu s ostatnymi spominanymi vedami umoziuje vacSie porozumenie biologickych
systémov. Metabolomika detekuje a kvantifikuje nizkomolekularne molekuly zndme ako
metabolity, produkované aktivnymi Zivymi bunkami za réznych podmienok pocas ich Zivotného
cyklu [7].

1.2 Vplyv stresovych faktorov na metabolizmus mikroorganizmov a inych
organizmov

Vé&cSina organizmov rastie za Specifickych podmienok. Ak vSak nastani nepriaznivée
podmienky, mikroorganizmy maju schopnost’ sa tymto podmienkam prispdsobit’. Stres vyvolany
tymito podmienkami, je ndhla environmentalna zmena, ktora zahfiia poskodenia na molekulovej,
bunkovej aj organizmovej Urovni. Zmeny, ktoré mozu v bunke nastat, nie st len enzymového
charakteru, ale bunka je schopna do urcitej miery zmenit’ svoje chemicke zloZenie alebo tvar, aby
boli bunky voCi novému prostrediu odolnejSie. Mikroorganizmy rastice za inych nez
fyziologickych podmienok vykazuju rad tzv. stresovych odpovedi (Tab. 1). Tieto vedl
k modulacii enzymovych aktivit a ku zmene génovej expresie aprejavia sa okrem iného aj
zmenami protedmu. VSetky tieto schopnosti mikroorganizmov si obmedzené urcitou hranicou,
za ktorou dochadza k zastaveniu rastu alebo k usmrteniu bunky. Na druhej strane vyhodnym
efektom stresu je schopnost’ organizmu adaptovat’ sa a zvladnut' stresové podmienky. Tato
schopnost’ sa nazyva stresova tolerancia. Reguléacia stresovej odozvy zahffia transkripCné,
posttranskripcné a posttranslacné mechanizmy, z ktorych najviac preStudované su doteraz
mechanizmy transkripéné [8-11].

Tab. 1 Prehl'ad stresovych faktorov [8]
Environmentalne stresové faktory
Fyzikalny stres

Teplotny Sok

Osmoticky Sok

Vysusenie/dehydratacia

Vysoky hydrostaticky tlak
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Strizné sily

Ziarenie

Chemicky stres

Ethanol a ind metabolitova toxicita
Limitacia Zivin

Oxidacny stres

pH 3ok

Stres sposobeny kovovymi ionmi
Chemicka mutagenéza
Biologicky stres

Starnutie bunky

Zmeny genotypu

Sutazivost s inymi organizmami

Odozva bunky voci vplyvom stresovych faktorov je evolucne zachovana vo vsetkych Zivych
organizmoch, pricom hlavna Gloha v zabezpeceni ochrany voci stresu sa pripisuje ,,heat-shock*
proteinom a inym molekulam [10].

Vyskum protedmu dovoluje asociéciu jednotlivych proteinov s umrtim bunky. Tieto proteiny
mozu primarne slizit’ ako biomarkery pre pripad smrti bunky. Porovnanie proteinovych map
organizmu za stresovych podmienok s organizmom za norméalnych podmienok umoZiuje
detekciu Specifickych zmien v proteéme. Identifikdcia proteinov, ktoré su stresom indukované
alebo potlacené, umoZznuje zistit' molekulové mechanizmy stresovej odozvy [12].

Analyza zmien protedbmu, vzniknutych za stresovych podmienok, zaCina samotnou kultivaciou
buniek. Bunky su pri raste vystavené skimanym stresovym podmienkam. Po naraste buniek
nastava ich dezintegracia. Ziskany bunkovy extrakt je po precisteni a odstraneni interferujucich
latok separovany pomocou 2-DE. Ziskana proteinova mapa je porovnana s mapou ziskanou za
nestresovych podmienok. Jednotlivé rozdielne Skvrny bielkovin su dalej analyzované pomocou
hmotnostnej spektrometrie, najcastejSie MALDI-TOF. Data ziskané z MS analyzy s
porovnavané s proteinovymi databazami. Ziskané identifikované proteiny aich rozdielne
expresie umoZfujua zistit' aspon néznak toho, ako funguje odozva organizmu na stresové
podmienky [13].

1.2.1 Produkcia proteinov a inych metabolitov v stresovych podmienkach

Kazdy Zivy organizmus vykazuje molekulovi odozvu voci nepriaznivym podmienkam. Kedze
rdzne druhy stresu maju podobné efekty, m6Zeme tieto odozvy povazovat’ za vSeobecnl bunkovu
odozvu voci metabolickym naruSeniam. Poznanie adaptacnych mechanizmov pocas pésobenia
stresu je dolezity nielen z vedeckého ale aj z biotechnologického vyznamu [14].

1.2.1.1 Vplyv teploty
Vplyv vysSej teploty na bunky vedie kich denaturacii — dochadza k rozpadu vodikovych

vézieb a rudeniu hydrofébnych interakcii. Cim vysSia teplota na bunky pdsobi, tym k vacsiemu
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poSkodeniu dbjde. Vplyvom zvySenych teplét prejavuju mikroorganizmy komplexni
molekularnu odozvu. Tato odozva sa nazyva ,,heat-shock response* a je regulacnym fenoménom
vo vSetkych Zivych bunkach. Pésobenie vysSich tepldt na kvasinky vedie k syntéze Specifickych
skupin proteinov, tzv. ,,heat-shock* proteinov (hsp). Hsp st Casto uvadzané ako stresové proteiny
a ich reguldcia je niekedy opisovana ako jeden z mechanizmov vSeobecnej stresovej odozvy [8].

»,Heat-shock* proteiny su zapojené vo vSetkych doélezitych procesoch spojenych s rastom, ako
napriklad bunkové delenie, syntéza DNA, transkripcia, translacia, zvinutie proteinov aich
transport, ¢i funkcia membran. Ako priklad slUzia hsp70, ktory je mediatorom zvinutia proteinov,
hsp60 je chaperonin (podporuje posttranslacné hromadenie polypeptidov), ¢i hsp83, ktory patri
do skupiny proteinov hsp90, ktorych gény koduju tiez chaperonové proteiny [14].

Vplyv nizkych tepl6t na smrt’ buniek je stale nevyjasneny. PreZitie nizkych teplét zavisi na
genetickych, fyziologickych a environmentalnych faktoroch. Napriklad pri uchovavani buniek za
nizkych teplét (tekuty dusik, -196°C) je dbéleZzity postup mrazenia a potom aj postupného
rozmrazovania. Zalezi tiez na pritomnosti alebo nepritomnosti ochrannych latok — glycerol
a trehaldza znizuju vplyv nizkoteplotného stresu. Nizke teploty vyvolavajd v bunkéch 3ok, ktory
indukuje tvorbu Specifickych proteinov [8].

1.2.1.2 Vplyv osmotického stresu

Zmeny osmotického tlaku vplyvaju v bunkach na expresiu jednotlivych génov. Zvysena
salinita prostredia vedie k produkcii stresovych faktorov vyvolanych rastom intracelularnej
koncetracie Na'. Adaptacia kvasinkovych buniek na tieto stresové podmienky je obvykle
sprevadzand akumulaciou osmoticky aktivnych zlG€enin, ktoré slGzZia k vyrovnaniu externého
osmotického tlaku a premieiaji membranovy transportny systém tak, aby do3lo k vyliéeniu Na*
z bunky do prostredia. VysSia koncentracia NaCl posobi ako stresovy faktor, zatial co malé
koncentracie soli s inym stresovym faktorom v kultivanom médiu mozno vyuzit' k stimul&cii
rastu, pripadne ku produkcii Ziadiceho metabolitu [8, 15].

1.2.1.3 Vplyv chemického stresu

Bunky organizmov su vystavené chemickému stresu z prirodzenych aj priemyselnych aktivit.
Pocas rastu na bunky vplyva jednak stres zo zlicenin, ktoré m6zu byt” priamo v Zivnom médiu
a jednak toxické metabolity, ktoré bunky samy produkuju. Rdzne chemické mutagény spésobuji
deStrukcie DNA [8].

Oxidacny stres
Oxidacny stres je sposobovany volnymi radikalmi a oxidantami. P6sobenie toxického kyslika
tvorbou volnych radikélov je hlavne pocas aerdbneho rastu. Vol'né radikaly su tvorené pocas

bunkového metabolizmu alebo tiez vznikaju ako sekundarne kyslikaté reaktanty. Spésobuju
oxidativne poSkodenie proteinov, lipidov a DNA [8].
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Obr. 2 Ciele reaktivnych molekul v bunke [16]

Struktura proteinov a ich funkcia méze byt zmenena vplyvom reaktivnych foriem kyslika
(ROS), ktoré produkuju organizmy, alebo su vyvolané vonkajSimi stresovymi faktormi. Hoci
antioxidacné enzymy prispievaju k udrZiavaniu netoxickej Urovne, napriek tomu dochadza k
modifikéacii aminokyselinovych retazcov [17].

ROS tvori stubor molekul odvodenych z molekulového kyslika, zatial' ¢o volné radikaly su
molekuly s jednym alebo viacerymi nesparenymi elektronmi. Hoci molekulovy kyslik obsahuje
dva nesparené elektrony, nie je vel'mi reaktivny, pretoZze oba elektrony maja rovnaky spin. Ked
jeden z tychto nesparenych elektronov je excitovany a zmeni spin, vyslednd molekula (singletovy
kyslik) sa stava ucinnym oxidantom. Ked je kyslik redukovany jednym elektronom, tvori sa
superoxidovy radikal O, ktory je relativne stabilny medziprodukt. Av3ak superoxidovy radikal
je prekurzorom vacsSiny vznikajucich ROS a mediatorom v reakciach v oxidacnom retazci.
Dizmutéciou superoxidového radikalu vznika peroxid vodika H,O,, ktory mdéze byt plne
redukovany na vodu rdznymi peroxiddzami. Avsak v pritomnosti redukujucich kovov Ciastocna
redukcia peroxidu vodika tvori hydroxylovy radikal OH:, jeden z najsilnejSich oxidantov
v prirode. Za fyziologickych podmienok je hlavnym zdrojom ROS v bunke Unik elektrénov
z mitochondrialneho elektronového transportu [17].

Na obranu voci reaktivnym formam Kkyslika obsahuji bunky antioxidacné enzymy -
superoxiddismutaza, kataldza, rdozne peroxidazy, atiez antioxidanty — kyselina askorbova,
tokoferol, Ci glutathion [18].
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Obr. 3 Antioxidacné latky v bunke [16]
Ethanolovy stres

Ethanol je hlavny produkt pri fermentécii u kvasiniek. Hromadenie ethanolu poCas fermentéacie
je tiez forma chemického stresu. Pri raste kvasiniek zohrava ethanol funkciu inhibitora rastu za
relativne nizkych koncentracii. Klesd aj pocCet buniek. Spbésobuje tiez denaturaciu
intracelularnych proteinov a glykolytickych enzymov a tieZ indukuje tvorbu stresovych proteinov

[8].
1.2.1.4 Vplyv viacerych stresovych faktorov na bunky

Na urcitych druhoch kvasinek bolo dokazané, Ze stresovl odozvu, ktor( vyvolavalo pésobenie
tepla, bol schopny v podobnej forme vyvolat’ aj iny druh stresu. Syntézu hsp proteinov indukuje
vystavenie kvasinkovych buniek ethanolu, vy38ej koncentrécii soli, vysychaniu, tazkym kovom,
peroxidu vodika, atd. Je samozrejmé, Ze stresova odpoved na spominané podmienky nie je
identicka. TieZ vystavenie kvasinkovych buniek jemne zvySenym teplotam vedie k dosiahnutiu
odolnosti voci dalSim teplotnym stresom. V konkrétnom pripade vystavenie kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae vplyvu tepla viedlo k znatel'ne zvySenej odolnosti voCi ethanolovému
stresu oproti kontrolnym bunkam. Porovnatelny vysledok bol dosiahnuty vystavenim buniek
vplyvu osmotickému stresu, ked sa vystavené bunky stavaju nielen osmotolerantné ale aj
odolnejSie voci teplote [14].

18



1.3 Karotogénne kmene kvasiniek

Karotogénnymi kvasinkami sa oznaCuju kvasinky, ktoré st schopné produkovat™ karoténové
pigmenty. Tieto pigmenty spbsobuju ZIté, oranZoveé, ruzové az Cervené sfarbenie kolonii.
Druhovo patria tieto kvasinky do ¢el'adi Rhodotorulaceae a Sporobolomycetaceae [8]. Ich
najvacsi vyznam spociva vo vhodnosti vyuzitia k priemyselnej produkcii vybranych metabolitov.
Na zaCiatku kultivacie poCas mnoZenia kvasiniek sa tvoria prevazne bezfarebné karotenoidné
polyény fytoén a fytofluén. Ku koncu rastovej fazy sa zaCinaju tvorit’ aj farebné pigmenty, najmé
B-karotén, ktory sa prejavuje oranZzovou farbou. Ku koncu rastu sa v kvasinkach tvori torulén
a torularhodin, ktoré davaju kvasinke syto Cervenu farbu. V suCasnej dobe su karotenoidy
vyuzivané ako vitaminova zlozka kfmnych zmesi atiez ako prirodné farbiva v potravinarstve
[19].

1.3.1 Cel'ad Rhodotorulaceae

Do cCelade Rhodotorulaceae patria rody Rhodotorula, Rhodosporidium a Cystofilobasidium.
Tieto kvasinky su rozSirené po celom svete. Daju sa izolovat' z pddy, vzduchu, sladkej i slanej
vody, z povrchov rastlin, ale aj z réznych organov Zivocisneho tela. Ich produkcia je nenarocna,
oblubujd substraty s dostatkom cukrov, pricom si schopné rozmnoZovania aj v pédach bez
zdrojov dusika [20].

Medzi najvyznamnejSich zastupcov patria kmene Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra,

Rhodosporidium toruloides, Rhodosporidium diabovatum a Cystofilobasidium capitatum.
1.3.1.1 Rod Rhodotorula

Kvasinky rodu Rhodotorula maju malé gulaté bunky o rozmeroch (2,5 — 5,0) x (6,0 -1,3) um,
v niektorych pripadoch st bunky pretiahnuté aZz do 16 um. Koldnie na agare su hladke, lesklé,
slizovité, riedke alebo aj cestovité. Na povrchu m6zu byt niekedy zvrasnené. Okraj koldnie je
uceleny, zriedkavo ma obcasné mycélium. Farba je kordlovo Cervena, pomarancova az lososova,
v zavislosti na Zivnej péde. V kvapalnom mediu sa vytvara sediment a prstenec, spravidla svetlej,
krémovej aZ svetlo ruzovej farby. VSetky druhy rodu Rhodotorula su lipidotvorné, Cize dokazu
v bunkéch hromadit’ tuky, za urcitych podmienok aj v nadmernom mnoZzstve [20, 21].

Vegetativne sa rod Rhodotorula rozmnozuje pu¢enim. Pohlavné rozmnoZovanie je nasledovné.
Rod Rhodotorula je haploidné stadium v Zivotnom cykle rodu Rhodosporidium. Rhodosporidium
je teda anamorfna forma rodu Rhodotorula. Kazda faza Zivotného cyklu ma ind morfoldgiu.
Rhodotorula mé sfarbenie pigmentmi do Cervena az pomarancCova, je tiez slizovita, makka
a $tavnata, zatial' o Rhodosporidium je drsna, sucha, hneda az ierna. Ciernu farbu sposobuji
teliospory, ktoré produkuja melanin [20, 22].

Kvasinky rodu Rhodotorula biosyntetizuju -karotén, torulén a torularodin ako finalny produkt
metabolickej drahy karotenoidov [23]. Produkcia karotenoidov sa da priemyselne vyuzit'.
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1.3.1.2 Rod Cystofilobasidium

Rod Cystofilobasidium patri medzi menej popisané kvasinkové rody. Zahffia Styri kmene — tri
ruzovo sfarbené (C. biosporidii, C. capitatum a C. infirmominiatum) a jeden krémovo sfarbeny.
Kvasinky tvoria kolonie s hladkym, lesklym povrchom, tvar buniek je gul'aty az pretiahnuty [22,
24].

1.3.2 Cel'ad’ Sporobolomycetaceae

Do Cel'ade Sporobolomycetaceae patria karotenoidné kvasinky tvoriace balistospory. Patri sem
rod Sporobolomyces a Sporidiobolus. Rovnako ako u Celade Rhodotorulaceae aj tu je rod
Sporidiobolus rodom telemorfnym, tj. pohlavnym Stadiom rodu Sporobolomyces. Kvasinky
z tychto rodov sa Casto vyskytuja na listi stromov a inych plodinach, odkial’ sa dostavaju do
teCdcich i stojatych vod. Su Castymi kontaminantmi potravin a zariadeni na vyrobu vina [19, 20].

Kmene patriace do Cel'ade Sporobolomycetaceae su morfologicky aj fyziologicky variabilne.
Bunky su elipsoidné aZ pretiahnuté s rozmermi (2 — 12) x (3 — 35) ym. Tvoria prave aj nepravé
hyfy. Na tekutych médiach su typické zvrasnenou koZzkou. Kol6nie na agare su drsné, ploché,
Casto s popraskom spésobenym balistospdrami. Farba kolénii je lososovo ruzovéa az broskynova
[20]. Najvyznamnejsi zastupcovia su kmene Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces
salmonicolor.

1.4 Enzymy zapojené do stresovej odozvy u mikroorganizmov a rastlin
1.4.1 Antioxidatné enzymy

Bunky maju vyvinuté enzymové stratégie na to, ako sa bréanit’ vplyvu reaktivnych foriem
kyslika (ROS). Jedna skupina enzymov ma priamo funkciu ROS detoxifikatorov, zatial’ ¢o druha
skupina pozostava z enzymov, ktoré sliZia ako redoxné regulatory. Obe skupiny sa svojim
vplyvom prekryvaju. Jednotlivé enzymatické systémy s identickymi biochemickymi aktivitami
mdZu operovat’ v réznych kompartmentoch ako napriklad v cytosole a v mitochondriach [17].

Superoxiddismutaza, katalaza a peroxidaza su povazované za obranny tym buniek, ktorého
ulohou je chranit’ bunky pred reaktivnymi formami kyslika. Tieto enzymy majd vyznamnu Glohu
v ochrane rastlinnych buniek pocCas rastu, dozrievania aj starnutia [25].

1411 Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6)

Kataldza patri medzi hémové proteiny. V prostetickej skupine obsahuje  Styri
ferriprotoporfyrinové zvysky pevne viazané na bielkovinu (MW 60 000 — 65 000) [26]. Katalaza
rozklada peroxid vodika atieZ katalyzuje oxidaciu vodikovych donorov za spotreby peroxidu.
Inhibuje ju H,S, HCN, CO, NaNs, niektoré kovové iény (Cu?*, Pb?"), H,0, (c>0,1 mol/l)
a kyselina mravcia. pH optimum je v rozmedzi 6,8 — 7,5 [27]. Aktivita katalazy bola preukazana
v takmer vSetkych Zivoc¢iSnych bunkach a organoch a v aerébnych mikroorganizmoch [28].
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1.4.1.2 Superoxiddismutédza (SOD, EC 1.15.1.1.)

Superoxiddismutdza je metaloprotein. SU zndme tri druhy superoxiddismutaz s odliSnym
obsahom kovov. Modro-zeleny Cu(ll)-Zn(Il) enzym bol izolovany z l'udskych a hovadzich
erytrocytov, vinovo-Cerveny Mn(l11) protein bol ndjdeny v E. coli, v hydine a v potkanoch a Zlty
Fe(I11) enzym bol izolovany tiz z E. coli [29, 30].

SOD katalyzuje dizmutacnu reakciu superoxidu a vodika na menej reaktivny peroxid vodika,
ktory je dalej odstraneny katalazami a peroxidazami. Tym padom hra vyznamnu Glohu v obrane
buniek voci toxickému efektu kyslikovych radikalov. Aktivita enzymu vyZaduje redoxne aktivny
ion kovu. [17, 31]. Enzym inhibuje HCN a EDTA pri pH 3,8. pH optimum je v rozmedzi 5,5 -
9,5. Molekulovd hmotnost' enzymu hovédzieho poévodu (dimér Cu(ll)-Zn(Il)) je 2x 16 300 Da
[32]. Enzym izolovany z E.Coli m& molekulovi hmotnost’ 2 x 22 000 Da [33]. Ludskd SOD mé
M; 2 x 23-28 300 Da [34].

1.4.1.3 Peroxidaza (EC 1.11.1.7.)

Peroxidaza patri podobne ako SOD do skupiny metaloenzymov, CiZe ich katalytickd schopnost’
zavisi na pritomnosti ionov kovov. V prostetickej skupine obsahuje ferriprotoporfyrin, pripadne
jeho derivaty (napr. zelené heminy). Peroxidaza katalyzuje neSpecificky rozklad peroxidu vodika
za pritomnosti vhodnych donorov vodika — kyseliny askorbovej, polyfenolov a pod [35].

Vyskytuje sa najmad v rastlinnych materidloch. Peroxidazova aktivita byva spolocne
s katalazovou aktivitou vyuzivana ako indikator metabolickej aktivity a ukazovatel’ zneCistenia
Zivotného prostredia [36, 37].

1.4.2 Enzymy ovplyviujuce senzorické vlastnosti potravin

Vplyvom niektorych skupin enzymov dochadza k zmenam senzorickych vlastnosti potravin.
Polyfenoloxidéaza spdsobuje zmenu farby napriklad u ovocia (tzv. enzymové hnednutie).
Lipoxygenazy, lipazy a proteazy zasa sp6sobuju zmeny chute a vone potravin [38].

1.4.2.1 Polyfenoloxidaza (PPO, EC 1.14.18.1.)

Polyfenoloxidaza patri medzi metaloenzymy, katalyticka schopnost enzymu zavisi na
pritomnosti Cu®* iénov [35]. Molekulova hmotnost’ je 120 000 [39]. PPO je tetramér, ktory ma
dve vazbové miesta pre aromatické zluceniny vratane fenolickych substratov. TieZz je jasné
odlisné vazbové miesto pre kyslik [39, 40]. Enzym inhibuju zlGceniny, ktoré sa viazu s medou,
tiez kyselina benzoova sohladom na katechol akyanid sohladom na kyslik. Spésobuje
enzymové hnednutie u rastlinnych vzoriek. PPO je enzym, ktory transferuje kyslik. Okrem
pouZitia kyslika na katalyzu dehydrogenécie katecholov na ortochindny a ortohydroxylécie
fenolov na katecholy, bola tiez zaznamenana aktivita peroxidazy [39].
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1.4.2.2 Lipoxygenaza (LOX, EC 1.13.11.12.)

Lipoxygenaza je dioxigenaza, ktora katalyzuje oxidaciu nenasytenych mastnych kyselin
obsahujacich cis-1,4-pentadiénovu skupinu molekulovym kyslikom. Vznikajdce peroxidy
mastnych kyselin sa dalej Stiepia na karbonylové zluceniny alebo mastné kyseliny s kratkymi
retazcami. Ako substrat najCastejSie sluZia kyseliny linolova, linolenova a arachidonova [35, 41].

Za najbohatsSi zdroj lipoxygenazy sa povaZzuje sbja, z ktorej sa daju izolovat' 4 izoméry —
lipoxygenaza 1, -2, 3a a 3b (LOX-1, LOX-2, LOX-3a a LOX-3b). LOX-3a a LOX-3b vykazuju
vel'mi podobné vlastnosti, a tak sa zvykni oznaCovat’ len ako LOX-3. Za vhodnych podmienok
vykazuje LOX-1 idealny kineticky model, pricom tvori peroxidy Kkyseliny linoleovej
a konjugované diény a viaze kyslik v presnej stechiometrii. Okrem toho je reakény stupen priamo
proporcionalny mnozstvu enzymu. V porovnani s LOX-1 je kinetika LOX-3 komplikovanejSia
a to najméa tym, Ze primarny peroxidovy produkt je Ciastocne transformovany na ketodién, ktory
neabsorbuje pri 234 nm ako LOX-1, ale ma maximum pri 280 nm. LOX-2 sice absorbuje pri
234 nm, ale ako jej substrat slGzi prevazne kyselina arachidonova. VSetky Styri izoenzymy maju
formu globularneho proteinu o molekulovej hmotnosti 100 000 + 5000. Kazdy izoenzym
obsahuje jeden kovalentne viazany atom Zeleza na molekulu. Na pH optimum vplyvaju rdzne
faktory (koncentracia substratu, pévod substratu, ionova sila, teplota, pritomnost’ detergentu,
atd). pH optimum sa tym padom liSi u kazdého izoenzymu. LOX-1 ma pH optimum v rozmedzi
pH 9,0 — 9,5, LOX-2 a LOX-3 v rozmedzi pH 6 — 7 [41].

1.5 Neenzymové antioxidacne latky
1.5.1 Karotenoidy

Karotenoidy su ZIté a oranZove, vynimocne tiez Zltozelené a Cervené, prevazne lipofilné
farbiva. Vyskytuji sa vovoci (mango, pomaran¢, papaja), zelenine (paradajky, mrkva),
fotosyntetizujucich rastlindch, hubach, riasach, mikroorganizmoch (Phaffia rhodozyma,
Rhodotorula glutinis, Erwinia carotowora) atieZ ZivoCichoch. Hoci existuje vela prirodnych
zdrojov karotenoidov, v poslednych rokoch je zvySeny dopyt po mikrobialnej produkcii
karotenoidov. Karotenoidy patria medzi terpénoidy, obsahuji osem izoprénovych jednotiek.
Farebnost’ spésobuju retazce konjugovanych dvojitych vazieb. Karotenoidy sa delia na dve
hlavné skupiny — karotény a xantofily. NajjednoduchSim prekurzorom karoténov je acyklicky
polynasyteny uhlovodik lykopén. DalSie karotény vznikaji enzymovo katalyzovanou cyklizaciou
z acyklickych w-karoténov, priom sa tvoria a- alebo B-iénonové Struktary. Struktira s p-
iononovym cyklom sa nazyva f3-karoten [42-44].
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Obr. 4 Metabolick& draha karotenoidov [45]

Hlavny Gcinok karotenoidnych pigmentov spoCiva v ich antioxidatnom efekte. Poskytujd
fotooxidativnu ochranu pred Gcinkami volnych radikdlov vznikajucich ucinkom svetla atiez
chréania pred G¢inkami reaktivnych foriem kyslika [44, 46].

Karotenoidy sa rychlo chemicky denaturuju vystavenim vplyvu svetla, tepla a kyslika. [-
karotén rapidne degraduje po vystaveni aj UV aj VIS Ziareniu [47].

1.5.2 Polyfenoly

Prirodzenou sucast'ou rastlin su Struktdrne réznorodé fenoloveé zluceniny. NajbeznejSimi z nich
st flavonoidy, fenolové kyseliny a ligniny. Tieto latky chrania lipoproteiny s nizkou hustotou
pred oxidacnymi modifikaciami, znizuju riziko infarktu myokardu zniZovanim tvorby krvnych
zrazenin a tiez maju pravdepodobne antikarcinogénny ucinok [48, 49].

Na celkovom prijme polyfenolov sa podielaju z cca dvoch tretin flavonoidy. Medzi zakladné
Struktury  flavonoidov  patria  katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavonoly,
anthokyanidiny, chalkony, dihydrochalkény, aurény a izoflavonoidy. Aj tieto latky maju Siroké
uplatnenie v antioxidatnom systéme. ZlepSuju vstrebavanie mineradlov a vitaminov, su
antikarcinogénne, zniZuju tvorbu oxidovanych lipoproteinov a lipidov, nicia vol'ne radikaly a tiez
moZu viazat' a inaktivovat’ niektoré prooxidacné kovové iony [50, 51].

1.6 Metddy izolacie proteinov z biologickych materialov
Dezintegracia bunky predstavuje nevratnG  deStrukciu  jej anatomickej entity.

Z experimentalneho hl'adiska je dany stav dosiahnutel'ny porusenim bunkovej steny za pouZitia
roznych faktorov — fyzikélnych, chemickych, enzymatickych a biologickych. Vo vécSine
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pripadov je po dezintegrécii potrebnd izolacia morfologicky a funkcne intaktnych subcelularnych
Struktar [52].

1.6.1 Proteiny —ich Struktira a stabilita

Funkcia proteinov v organizmoch je rézna. Ako enzymy Katalyzuju procesy v bunke, ako
trasportné proteiny zabezpeCuju presun kyslika v bunkéach, zabezpeCuju pohyb (hlavna sucast
svalov), st potrebné pre mechanicky trasport (kolagén ainé vlaknité proteiny v kozi, kiboch
a kostiach), sprostredkivaji odozvu buniek na podnety, tvoria imunitny systém, atd.

Na zéklade biosyntézy sa proteiny vini do prirodzenej konformacie, ktora je Struktirne
stabilna a funkCne aktivna. Ziskand konformécia proteinov zavisi na poradi aminokyselin
v polypeptidovom retazci, o vysvetluje preco rozne polypeptidy maju rozne typy konformaécie
[53].

Tieto konformacie tvoria sekundarnu Struktaru proteinu. VVSeobecne sa proteiny vina do dvoch
hlavnych foriem — globularne a fibrilarne. Sekundarnu Struktaru pre globularne proteiny tvori a-
helix, pre fibrilarne B-skladany list. Tercidrna Struktura tvori 3D Strukturu polypeptidovych
jednotiek daného proteinu. Je stabilizovana nekovalentnymi interakciami  medzi
aminokyselinovymi  zvySkami - vodikovymi védzbami, hydrofébnymi interakciami,
elektrostatickymi silami a van der Waalsovymi silami. Z hl'adiska prirodzenej stability proteinu
su najdolezitejSie hydrofobne interakcie. Tzv. hydrofobny efekt sa pripisuje tendencii
nepol&rnych latok minimalizovat’ kontant s polarnym rozpustadlom typu voda. Nepolarne zvysky
aminokyselin tvoria vyznamu mieru primarnej sekvencie polypeptidov. Tieto polypeptidy sa
zvinu tak, aby nové konformécia bola maximalne energeticky vyhodna.

Mnoho proteinov obsahuje dva a viac polypeptidovych retazcov, ktoré drzia pokope pomocou
nekovalentnych vazieb, ktoré stabilizuju terciarnu Struktaru. Proteiny s viacnasobnym
polypeptidovym retazcom sa nazyvaji oligoméry. Strukt(ra tvorena monomér-monomér
interakciou v oligomére sa nazyva kvartérna Struktura [53].

Stabilita proteinov je krehka vdaka jemnej rovnovahe medzi stabilizujucimi a
destabilizujucimi interakciami. Termin ,stabilita proteinu“ udava zachovanie jedineCnej
chemickej a 3D Struktiry polypeptidového retazca aj poCas vykyvov z fyziologickych
podmienok. Denaturdcia a stabilita s vzajomne prepojené cez prelomenie nativnej Struktary
proteinu, ktora je jedinou moznost'ou kvantifikovania stability proteinu [54].

1.6.2 Prehl'ad moZnych metdd dezintegracie buniek

Pri izol&cii bielkovin z biologickych materialov je dbleZité brat’ do Uvahy material, z ktorého
ma byt dany protein vyizolovany ato najma z hl'adiska koncentracie proteinu v zdroji, jeho
dostupnosti a ceny, €i z hladiska problémov pri manipulacii s danym materidlom. lzolé&cia
bielkoviny je Casto kompromisom medzi zachovanim bielkoviny a jej Cistotou. Dolezitl ulohu
zohrdva najdenie vhodnej metody, pomocou ktorej sa ziska vyizolovana nedegradovana
a nedenaturovana bielkovina v o najva¢som mnozstve [55].
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Tab. 2 Prehl'ad dezintegracnych metdd [52]

- Fyzikaine - Chemickeé Enzymatické Biologické
Mechanické Nemechanické
« balistické osmoticky Sok vplyv: vplyv: vplyv:
e extruzivne teplotny Sok e bazy e lytickych enzymov | « fagov
e ultrazvuk Sok chladom e kyseliny z baktérit, e baktericidov
e nizky tlak zamfzanie a e soli kvasiniek, hab e intracelularnych
« kombinované rozmfzanie e detergentov < imobilizovanych parazitov
metddy dehydratécia e antibiotik Iytickych enzymov | = plazmidov
pomalé znizenie | ¢ inhibitorov e autolyzy

tlaku
fazové zmeny za
vysokého tlaku

e organickych
rozpustadiel

Tab. 3: Prehlad beznych dezintegratnych metdd aj s podmienkami izolacie a vhodnym typom
biologického materialu [56]

Extrakény proces

Typické podmienky

Zdroj proteinu

Komentar

Jemny

lyza buniek (osmoticky
Sok)

2 objemy vody do 1
objemu buniek

erytrocyty E.coli v
periplazme:
intracelularne proteiny

nizka vytaznost produktu
ale niz8ie uvolnenie
proteaz

enzymatickeé Stiepenie

lyzozym 0,2 mg/ml,
37°C, 15 min.

mikroorganizmy:
intracelularne proteiny

len laboratérne objemy,
zvy€ajne v kombinacii
s mechanickou
dezintegraciou

ruéna homogenizécia

pecen

drvenie (mletie)

svaly

Mierny

Cepelovy homogenizator

podla navodu k pristroju

svalové tkanivo, vacésina
Zivo€isnych tkaniv,
rastlinné tkaniva

obrusovanie
s abrazivnym materialom
(piesok)

mikroorganizmy,
rastlinné tkaniva

Silny

ultrazvuk alebo mletie
pomocou gulécok

podla navodu

suspenzia buniek:
intracelularne proteiny
v cytoplazme, periplazme

malé objemy

Manton-Gaulinov
homogenizator

podla ndvodu Kk pristroju

suspenzia buniek

len velké objemy
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french press podla navodu k pristroju | mikroorganizmy,
rastlinné tkaniva

frakcionalne zrazanie - extracelularne: vylicené | precipitaty musia byt
rekombinanty, lyzaty znova rozpustené
buniek

Prvym krokom v izolacii proteinov je ich prevedenie do roztoku. Homogenizécia
experimentdlneho materialu je nevyhnutna v pripade izol4cie biomakromolekul z rastlinnych a
Zivocisnych zdrojov. K homogenizacii materialu dochadza hlavne mechanickym spdsobom za
pouZitia mixovania, krdjania, mletia Ci trenia v trecej miske. Biologicky material je prevedeny do
vhodného prostredia. U mikroorganizmov dochadza k odseparovaniu buniek od kultivacného
média, a to odstred'ovanim alebo filtraciou [55].

Dezintegratné metddy sa delia na fyzikalne (drvenie a mletie buniek, ultrazvuk, zahrievanie,
striedanie tepl6t), chemické (kyslé a zasadité prostredie, povrchovo aktivne latky, organické
rozpustadla, aminokyseliny, antibiotikd), enzymove (lytické enzymy, autolyza) a biologické
(autolyza, baktericidy). U&inok dezintegratného procesu zavisi na druhu dezintegrovaného
materialu, na podmienkach kultivacie mikrobialnych buniek, na faze rastu, na pH, na teplote, na
ionovej sile suspendujliceho prostredia a tiez na dobe dezintegracie [52, 57].

Typ extrakcie na ziskanie proteinov by mal byt vybraty na zaklade daného biologického
materialu. Je rozdiel, i sa jednd o bakteérie, rastliny, alebo ZivociSne tkaniva, €i su to proteiny
intracelularne alebo extracelularne. PouZitd metdéda by mala byt Co najcitlivejSia, pretoze
rozbitim bunky dochadza k uvolneniu proteolytickych enzymov a v3eobecne ku acidifikécii.
Extrakcia by mala byt prevedena rychlo, za miernej teploty, v pritomnosti vhodného pufru na
udrZanie vhodného pH a i6novej sily na udrzanie stability vzorky [56].

1.6.2.1 Mechanicka dezintegracia

Mechanickou dezintegraciou sa mysli fyzické poruSenie bunkového obalu a uvolnenie
vsetkych intracelularnych komponentov do okolitého média. Mechanicka dezintegracia moze byt
prevedena pomocou:

Homogenizatora. Homogenizator pumpuje zmes materidlu cez vyhradeny otvor za pouZitia
vysokého tlaku (1500 barov). Nasleduje expanzia cez Specidlnu vystupujucu trysku. Metdda je
pouZzitel'na hlavne na ziskanie intracelularnych molekul.

Gulickového mlyna. Gulickovy mlyn je zariadenie, v ktorom dochadza k dezintegracii mieSanim
buniek v suspenzii s malymi abrazivnymi Casticami. Bunky praskaju, pretoZze pdsobia strizne sily
a obrusovanie medzi gul6ckami a kolizie s guldCkami. Je tiez moZné pouZzitie gul6Cok na
dezintegraciu bez mlyna, len s pouzitim vortexu.

Ultrazvuku. Ultrazvuk pésobi na bunky v suspenzii nepoCutel’nym zvukom (v&¢Sim nez 18 kHz).
Vysledkom je inaktivacia buniek a ich dezintegracia.

French press. Strizné sily narusuji bunkovu stenu, kedZe bunky su tlacené malym otvorom
vysokym tlakom.

Centrifugacie. V pripade slabych bunkovych stien [58].
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Nevyhodou mechanickej dezintegracie je kompletné rozbitie bunky a vyplavenie celého
obsahu bunky. Preto objekt zaujmu, tj proteiny, musia byt separované od ostatnych Casti bunky
(nukleoveé kyseliny, fragmenty bunkovych stien, atd.). Zvy3ky bunky po mechanickej
dezintegracii totiz stazuju precistenie roztoku. M6zZe sa pouZit’ viacnasobnéa centrifugacia alebo
mikrofiltricia, ale je potrebné si uvedomit, ak( latku chceme ziskat. Préve u proteinov je
potrebné dat’ pozor na teplotu, ktor& méze byt pri mechanickej dezintegracii vysSSia, aby
nedochéadzalo k denaturécii [58].

1.6.2.2 Nemechanické metddy dezintegracie

DalSou z moznosti dezintegracie buniek je vyuZitie ich permeabilizadnej schopnosti. Toto
moZe byt dosiahnuté nasledovnymi metodami:

Chemicka permeabilizacia. Bolo vyvinuté velké mnozstvo chemickych metod za ciel'om
extrahovania intracelularnych komponent z bunky permeabilizovanim vonkajSej membrany.
Permeabilizacia byva dosiahnuta pouzitim organickych rozpdstadiel (toluén, éter, DMSO,
benzén, methanol, chloroform), ktoré utvoria kandliky skrz bunkovi membranu. Chemicka
permeabilizécia sa da tiez dosiahnut’ pomocou antibiotik, thioninov, povrchovo aktivnych latok,
chaotropnych Cinitelov, Ci chelatov.

Mechanicka permeabilizacia. Jednou z metdd je osmoticky Sok. Zatial' ¢o bunky vystavené
pomalej zmene vonkajSieho osmotického tlaku su schopné sa adaptovat” danym zmenam, bunky
vystavené prudkej zmene osmotického tlaku st mechanicky zranitelné. Typickym osmoticky
aktivnym cinidlom je roztok sacharézy. Najprv bunky vyrovnaja vnutorny tlak v bunke
s externym tlakom v médiu, potom déjde k rapidnemu zriedeniu roztoku sacharézy. Vysledkom
je pretlak v cytozole, ktory spbsobi deStrukciu bunkovej membrany. Enzymy ziskané touto
metodou sa povaZzuju za periplazmatické alebo za enzymy lokalizované nedaleko povrchu bunky.
Enzymaticka permeabilizacia. Enzymy mozu byt tiez pouZité k permeabilizécii buniek, ale tato
metoda je Casto limitovana objavenim sa periplazmatickych alebo povrchovych enzymov.
NajCastejSie pouzivanymi enzymami su glykanazy, protedzy a manazy.

Daldie permeabilizatné techniky. Bazické proteiny ako napriklad prolamin alebo kationovy
polysacharid chitosan su schopné permeabilizacie kvasinkovych buniek [58].

1.6.3 Dolezité faktory pri izolacii bielkovin

pH a pufry. Hodnota pH pre izolaciu je obvykle v maxime aktivity proteinu. AvSak nie vzdy je
pri tomto pH najucinnejSia izolacia. DOleZit4 je taka hodnota pH, ktora zaruCuje maximéalnu
stabilitu proteinu. VacSina proteinov je maximalne rozpustna v pufroch miernej iénovej sily, tj.
0,05 -0,1M [55].

Detergenty. V mnohych pripadoch je Ziadany protein viazany v membranach alebo v zhlukoch
v dbsledku hydrofébneho charakteru. Tieto interakcie sU redukované pouzitim detergentov.
Neionogénne detergenty sa najCastejSie pouZivaju na extrakciu membranovych proteinov.
Detergent by mal byt pouZity za koncentracii blizko alebo nad kritickou micelarnou
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koncentraciou, to znamena koncentréciou, pri ktorej monoméry detergentu zaCinaju asociovat’
navzajom. Tato koncentracia zavisi na type detergentu a na experimentalnych podmienkach [55,

56].

Tab. 4 Priklady pouZivanych detergentov [55]

Dodecylsulfat sodny  0,1-0,5%  Denaturuje proteiny, pouzivany na PAGE-SDS
Triton-X-100 0,1% Neionogénny detergent pre solubilizéciu membran

(upozornenie: MéZe silno absorbovat’ pri 280 nm)
Nonidet-P-40 0,05-2% -

Dodecyl B D maltozid 1% -

Oktyl B D glukozid 1-15% -

Reduk¢né cinidla. Redoxny potencial cytosolu je niZsi nez redoxny potenciél okolného media,
kde je pritomny atmosféricky kyslik. Intracelularne proteiny maju casto vol'né thiolové skupiny,
ktoré moézu byt oxidované v purifikanom procese. Tieto skupiny mézu byt chranené pomocou

redukcnych Cinidiel ako napr. DTE, DTT alebo merkaptoethanol.

Chelaty a idny kovov. Pritomnost” tazkych kovov méZe byt Skodlivd pre biologicku aktivitu
proteinu. Preto sa vyuZivaju chaletacné Cinidla. NajbeznejSim je EDTA. Tiez sa vyuZivaju

vapenaté a horeCnaté idny, avSak nesmu byt pouZivané sucasne s EDTA.

Proteolytické inhibitory. NajvacSim nebezpeCenstvom pre stabilitu proteinov si protedzy.
Najjednoduchsia ochrana je rychla praca za studena. DalSou moZnostou je pridanie

proteolytickych inhibitorov (DFP, EDTA, Pepstatin A).

Bakteriostatika. Hlavnou ulohou je zastavenie bakterialneho rastu v roztokoch proteinov. Casto

sa pouZziva azid sodny alebo n-butanol [55].

Tab. 5 BeZne pouzivané latky pri priprave vzorky [55]

Typickeé
Pouzivané latky podmienky Ucel
pouZitia
Sacasti pufrov
Tris 20mM, pH 7,4 udrzuje pH, minimalizuje acidifikaciu spdsobenu
dezintegraciou lyzozémov
NaCl 100 mM udrZuje i6novu silu média
EDTA 10 mM redukuje vplyv oxidacie, chelatuje kovové iény
sachardza a gluk6za 25 mM stabilizuje lyzozomalne membrany, redukuje
uvolfovanie proteaz
detergenty - i6nogénne a | Vidtab. 4 extrakcia a purifikacia membranovych  proteinov,
neiénogénne rozpustenie slabo rozpustnych proteinov
DNAza a RNAza 1 pg/mi degradacia nukleovych kyselin, redukuje viskozitu
vzorky
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Inhibitory proteaz

PMSF 0,5-1mM inhibuje serinové proteazy

APMSF 0,4-4mM inhibuje serinové proteazy

benzamidin-HCI 0,2 mM inhibuje serinové proteazy

pepstatin 1uM inhibuje asparagové protedzy

leupeptin 10 - 100 pM inhibuje cysteinové a serinové proteazy

chymostatin 10 - 100 uM inhibuje chymotrypsinové, papainové a cysteinové
proteazy

antipain-HCI 1-100 uM inhibuje papainové, cysteinové a serinové protedzy

EDTA 2-10mM inhibuje metaloproteazy, zinok a Zelezo

EGTA 2-10mM inhibuje metaloproteazy, vapnik

Redukujlce €inidla

DTT 1,4-dithiothreitol 1-10mM udrZuje rezidua cysteinu redukované

DTE 1,4-dithioerythritol 1-10 mM -

merkaptoethanol 0,05% -

Ostatné

glycerol | 5-10% | pre stabilizaciu

1.6.4 Purifikécia proteinov po vyizolovani

Purifikacia proteinov ma rozsah od jednoduchej jednokrokovej zraZacej reakcie az po
purifikatné procesy vo velkom meritku. Casto je potrebny viac nez jeden purifikaény krok na to,
aby bola dosiahnutd pozadovana Cistota. KlIu¢om k UspeSnej a ucinnej purifikacii je vyber
najvhodnejSej techniky, jej optimalizacia a kombinacia vSetkych faktorov tak, aby cielom bol
minimalny pocCet purifikacnych krokov. Vé&cSina purifikatnych schém zahfiia urcitu formu
chromatografie. Dostupnost’ r6znych chromatografickych technik s rdznou selektivitou umoznuje
purifikaciu akejkolvek biomolekuly. Je ale dolezité si uvedomit, Ze kazdy purifikany krok
spbsobuje urcitu stratu produktu. Protein by si mal tiez zachovat’ svoju biologicku aktivitu [56,
59].

Purifikdcia sa da rozdelit do troch Casti. Cielom prvej Casti je izolovat, koncentrovat
a stabilizovat’ cielovy produkt. Druha Cast’ sa zaobera odiatim vacSiny hlavnych necistdt typu
nukleove kyseliny, sacharidy, lipidy a pod. Tretia Cast' ma za ciel' dosiahnutie vysokej Cistoty
odstranenim stopovych mnoZstiev necistot [56].

Na precistenie vzorky sa pouzivaji nasledovné metody:

Centrifugacia. Pouziva sa pred prvym chromatografickym krokom. Odstranuje lipidy a jemné
pevne Castice.

Ultrafiltracia. PouZiva sa pred prvym chromatografickym krokom. Odstrarnuje soli a koncentruje
vzorku.

Frakcionalne zrazanie. Ciastocne precistuje vzorku, mdZe ju tiez koncentrovat. Pouziva sa pred
prvym chromatografickym krokom. ZréZacie techniky si Casto ovplyvnené teplotou, pH
a koncentraciou vzorky [56].
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Tab. 6 Priklady zréZacich technik [55]

Zrazacie Cinidlo

Typické podmienky
pouzitia

Typ vzorky

Komentar

siran aménny

nasyteny roztok siranu
amonneho

> 1 mg/ml proteinov,
Specialne imunoglobuliny

stabilizuje proteiny,
nedenaturuje

dextran siran

pridat’ 10% dextranu,
mieSanie, centrifugacia

vzorky s vysokym
obsahom lipoproteinov

vyzraza lipoproteiny

polyvinylpyrolidin

pridat’ 3% (w/v), mieSat’
4 hod, centrifugécia,
vyhodit zrazeninu

rovnaké ako u dextran
sulfatu

alternativa k dextran
sulfatu

polyetylénglykol
(PEG, M, > 4000)

do 20% wt/vol

plazmové proteiny

nedenaturuje

aceton

do 80% vol/vol za 0°C

vyzrazanie alebo
koncentracia vzoriek pred
elektroforézou

moze zdenaturovat’
protein nevratne

polyetylénimin 0,1% wiv zréza nukleoproteiny
protamin sulfat 1% zréZza nukloproteiny
streptomycin sulféat 1% vyzrazanie nukleovych

kyselin

Jednotlivé purifikatné kroky su zalozené na vyuZiti fyzikalnych a chemickych vlastnosti
biomakromolekul. Rozhodujucim faktorom v pripade proteinov je primarna Struktdra. Poradie
aminokyselin v retazci totiZz urCuje funkciu a vlastnosti proteinu. Sekundarna a terciarna Struktura
sU zodpovedné za biologicku aktivitu proteinu. Metody, ktoré sa pouzivaju na purifikaciu su
uvedené v Tab. 7 [56, 57, 59].

Tab. 7 Purifikacné metody [52]

gradientova
elektroforéza

. Separacia Separacia
. . Separacia i i
Separacia na Separécia na ) na zaklade na zaklade
i , . . L na zaklade . L . L
zaklade vel'kosti zaklade naboja L biologickej izoelektrického
hydrofdbicity o
aktivity bodu
SDS-elektroforéza elektroforéza hydrofébne interakcie | bioafinitna izoelektricka

chromatografia fokusacia

Po purifikéacii je preparat zakoncentrovany pomocou ultrafiltracie, mrazovej sublimacie Ci
krystalizacie. Overenie stupha Cistoty vyizolovanej latky sa najCastejSie prevadza pomocou
elektroforetickych a chromatografickych metod [57].
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1.6.5 Tandemova afinitna purifikacia ako Ucinny nastroj v purifikécii proteinov

Analyza protedbmu, najmd pomocou hmotnostnej spektrometrie, si vyZzaduje rychlu
a spolahliva metddu purifikéacie proteinov. Vhodnou metddou je afinitna purifikacia zaloZzena na
fazii znacky, tzv. ,tagu”, ktorym je zvycCajne peptid alebo maly protein, do cielového proteinu
[60].

Vé&csSina bunkovych procesov je prevadzand multiproteinovymi komplexmi. Identifikacia a
analyza ich sucasti poskytuje pohlad na to, ako je protedm organizovany ako celok [61].
Biochemicka purifikacia proteinov v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou dovoluje
detekovat’ proteiny uz o mnozstve 100 fmol, o umozZiuje rychlu charakterizaciu akehokol'vek
proteinu v komplexnej zmesi, samozrejme za predpokladu, Ze Ziadany protein je v dostatocnom
mnozstve dostatocne purifikovany. Kompletne zmapovany gendm niektorych organizmov
umoznuje rychlejsSiu identifikdciu pomocou MS. Limitujucim prvkom sa preto stava purifikacia
proteinu, nie jeho identifikacia. Kazdy protein mé vsak svoje Specifické vlastnosti, ktoré sa daju
vyuzit' pre purifikdciu. Preto je takmer nemozné navrhnut vSeobecni metddu purifikacie
proteinov [62].

TAP metdda skima interakcie protein — protein. Metoda zahffia vnesenie TAP znacky, tzv.
»TAP tag“ do cielového proteinu anésledne vnesenie tohto konstruktu do hostitel'ského
organizmu. Pre dosiahnutie optimalnych vysledkov je dblezité udrzat’" podmienky expresie
fazovaného proteinu ¢o najblizsie prirodzenému vyskytu. Inak dochaddza k zvySenej expresii
proteinov indukovanych ich asocidciou s neprirodzenymi partnermi (napr. ,heat shock®
proteiny). Po kultivAcii a priprave bunkového extraktu je vneseny protein aj s reagujicimi
partnermi regenerovany dvoma Specifickymi afinitno-purifikanymi a elu¢nymi krokmi.
Nésledne je prevedena gélova elektroforéza a MS analyza [62].

: --.
- - . : ——  MS/MS analysis — e
tag H =
), =

o
. o
[
Protein complex purification Separation of proteins o -]
e.g. TAP tagging, from purified
immunapurification protein complesx Establishing protein

networks

Obr. 5 V8eobecna schéma analyzy proteinu s pouzitim tandemovej afinitnej purifikacie [63]

TAP tag pozostava z dvoch IgG viazajucich domén: protein A (ProtA) zo Staphylococcus
aureus a kalmodulin viazajaci peptid s miestom, ktoré je mozné Stiepit TEV protedzou. Obe
domény sa vyznaCuja silnou schopnostou regeneracie viazanach proteinov aj pri nizkych
koncentraciach. ProtA sa viaze pevne kIgG matrici vyZadujac pouZitie TEV proteazy
k uvolneniu materialu. Eluét tohto prvého afinitného kroku je nésledne inkubovany v pritomnosti
kalmodulinom potiahnutych guliiek za pritomnosti vapnika. Materidl sa naviaze. Po premyti,
ktoré odstrdni kontaminanty azvySky TEV protedzy z prvého kroku je viazany material
uvolneny pomocou EGTA. Nésledne je protein analyzovany [62].
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Obr. 6 TAP purifikécia krok po kroku [62]

Material ziskany TAP metodou méZze byt analyzovany roznymi smermi. Hlavnou aplikaciou
TAP met6dy je identifikacia proteinu, ktory interaguje s cielovym proteinom. DalSou aplikaciou
je analyza Struktdry alebo aktivity purifikovaného komplexu. TAP technika modze byt tiez
pouZita na purifikaciu rekombinantnych proteinov [62].

1.7 Metody analyzy proteinov vo vzorkéch
1.7.1 Stanovenie celkového obsahu proteinov vo vzorke

Vyber vhodnej metody pre stanovenie celkového obsahu proteinov vo vzorke zalezZi na povahe
vzorky, pristrojovom vybaveni, dostupnych chemikaliach, ¢i poZzadovanej citlivosti a presnosti.
Stanovenie je prevedené spektrofotometricky. VacSina beZzne pouzivanych metod je
kolorimetrickych (Lowryho, Biuretova, Bradfordova, Smithova), je viak moZné stanovit’ proteiny
aj z UV spektra. Je dobré pracovat’ v linearnom rozsahu metody, ked absorbancia je priamo
Umerné koncentracii [64].
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1.7.1.1 Biuretova metéda

Princip metddy je zaloZeny na reakcii peptidovej vazby s Cu (I1) v alkalickom prostredi. Tvori
sa modrofialove sfarbenie s maximom absorbancie pri 540 nm. Je nutné pouzit' Standard,
najCastejSie hovadzi albumin. Nevyhodou metddy je mala citlivost’ (1 — 10 mg). Interferujd NH,"
iony [64].
1.7.1.2 Lowryho metoda

Pévodne metdda vzniknuta v roku 1951 bola vroku 1972 modifikovana. Nizka citlivost
Biuretovej metody bola zvySena pouZitim Folin-Ciocalteauho Cinidla. Dochadza k redukcii
fosfomolybdenanov a fosfowolframanov tyrozinom, tryptofanom a cysteinom. Meria sa
absorbancia pri 650 nm. Aj vtomto pripade je nutné pouZzitie Stadandardu, najCastejSie
hovadzieho albuminu. Metdda je citlivejSia (2 — 100 ug) nez Biuretova, sfarbenie vSak nie je
v Case stabilné. Interferuji NH," iony a silné kyseliny [64].

1.7.1.3 Bradfordova metoda

Princip metody spociva v naviazani farbiva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu
proteinu. Po vézbe farbiva na protein doché&dza k farebnej zmene, ktord je Umerna mnozstvu
proteinu. Hneda farba sa po reakci s proteinom meni na intenzivne modri, Amax = 595 nm.
Metdda je popularna, pretoze je rychla (5 min) a citliva (1 — 20 pg). Problémom je interferencia
detergentov. Je nutné pouZitie Standardu [64, 65].

VSetky spominané metody su deStruktivne, vzorka je pre dalSiu analyzu nepouZitelna [64].
1.7.1.4 Stanovenie z UV spektra

Proteiny, ktorych vedl'ajSie retazce obsahuju tyrozin a tryptofan, absorbuju svetlo v UV oblasti
spektra pfi 275 az 280 nm. Citlivost metody je od 20 ug do 3 mg, avSak presnost’ je len
uspokojiva. Hlavnymi interferujacimi latkami su detergenty, nukleové kyseliny a tukové
CiastoCky. Je mozné merat’ absorbanciu aj pfi 205 nm. Tato metdda je citlivejSia (1 — 100 pg),
avsak presnost’ aj interferujuce latky su rovnakeé [64].

Existuju aj iné metody stanovenia proteinov (Bicinchoninova, Ninhydrinova), ale nie su
natol’ko pouZivané.

1.7.2 Metody pre identifikaciu proteinov

Existujd viaceré metddy, ktoré sa pouzivaju na identifikdciu proteinov. Zakladom je 2D
elektroforéza, ktorej cielom je proteiny separovat’. Analyzy protedmu pomocou 2D elektroforézy
umoziuje ziskat' rychly prehl'ad zmien, ktoré nastvaju v bunke. Identifikacia odseparovanych
proteinov  prebieha pomocou hmotnostnej  spektrometrie  [4].  Teoretické  principy
elektroforetickych metdd sd bliZSie popisané v kap. 1.8, hmotnostna spektrometria je popisana
v kap. 1.10.
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1.7.3 Enzymova analyza

Zakladnym komponentom vSetkych zndmych enzymov je protein. Enzymy su v prirode takmer
vzdy sUCastou bunky, len méalokedy ich je moZné najst’ samostatne. Niektoré enzymy Uplne
stracaju svoju aktivitu, ak su izolované zo svojho prirodzeného prostredia. Z toho vyplyvaja
taz8ie podmienky stanovenia enzymov [66].

V praxi, pri fotometrickych stanoveniach enzymovych aktivit, sa obvykle meraju zmeny
koncentracie v Case, tj. reakéna rychlost. Ta je zavisla na koncetraciach substratov, mnozstve
enzymu, fyzikalno-chemickych vlastnostiach prostredia, €i pritomnosti modifikatorov. Je délezité
mat’ zistené vSetky faktory pfed zaCiatkom analyzy. V najjednoduchSom kinetickom modele je
premienany jediny substrat za vzniku jediného produktu. Takych reakcii je vSak malo,
najCastejSia forma enzymovych reakcii je dvojsubstratova, tj. enzym katalyzuje premenu dvoch
substratov obvykle za vzniku dvoch produktov. Ak méa byt vysledok vyjadreny ako rychlost
premeny substratu, musi sa zmerand hodnota vztahovat' na celkovy objem. Rychlost’ premeny
substratu sa vyjadruje jednotkou katal (kat), ktord vyjadruje premenu molu substratu za 1s
(mol/s). NajCastejSie byva enzymova aktivita stanovena spektrofotometricky, aviak existuju aj
iné metddy, pricom déraz sa kladie na minimalizaciu procesov [67].

1.8 Elektroforetické separatné metody

Elektromigracné alebo tieZ elektroforetické metody su subory technik, ktoré vyuzivaja pohyb
ionizovanych Castic v elektrickom poli. Kazd4 Castica migruje odliSnou rychlostou a tvori
oddelené zony. Kazda takato latka musi niest’ naboj a byt vo vodnom roztoku. Ak su latky
nestce naboj rozpustené v elektrolyte a umiestnené v elektrickom poli, zacnl sa pohybovat’
konstantnou rychlostou Umernou vel'kosti ich nabojov, aniony ku andde, katiény ku katode.
Rychlost, ktorou sa ién pohybuje v elektrickom poli, je vyjadrena vztahom:

v=pE @

v rychlost’ iénu
u, elektroforeticka pohyblivost
E elektrické pole

Elektroforetické pohyblivost’ je zavisla na ndboji, velkosti, tvare molekuly, ako aj na viskozite,
vel'kosti porov, pH pufru, i6novej sile a teplote média. Castice s pri prechode médiom vystavené
odporu sil vnatorného trenia. Ich mobilita je vysledkom rovnovahy medzi hnacou silou
posobiacou na iény v elektrickom poli abrzdiacou silou vndtorného trenia. Malé Castice
s velkym nabojom maja vel’ka mobilitu, zatial’ ¢o velké Castice s malym nabojom maju mobilitu
mall. Efektivna mobilita, tj. mobilita, ktord mozno skutoCne pri elektroforéze namerat, byva
obvykle nizSia nez teoreticka elektroforeticka mobilita a je zavisla na pH a pouzitom pufre.
Uspesnl separaciu latok zo zmesi mozno dosiahnut’ v pripade, Ze separované latky maju
dostatocne odlisné efektivne elektroforetické pohyblivosti [1, 57].
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1.8.1 Nosice v elektroforéze

V elektroforéze sa v suCasnosti najCastejSie pouZivaju dva druhy médii — agaréza a
polyakrylamid.

AgarOza: Agar6za je polysacharid tvoreny galakt6zou a anhydrogalaktézou. Agaréza mé
schopnost’ tvorit’ vel'ke péry, az do velkosti 0,15 um v 1% géle. Zaporny naboj v matrici (z
karboxy- a sulfo- skupin) méze spésobit’ elektroendoosmoézu. Ta vedie k rozmazanym zdénam
separovanej latky. Pohyb molekdl v elektrickom poli je brzdeny zrazkami s molekulami agarézy
a velkostou pérov v Strukture gélu. Princip molekulového sita sa pri beZne pouZivanych
koncentraciach agar6zy neuplatriuje, ¢im je umoznené delenie i vel’kych molekul. Z toho vyplyva
nedostatocna citlivost' a rozliSenie pre separaciu proteinov a peptidov, agaréza je vhodna ako
médium pre separaciu nukleovych kyselin. Metdda je Gc€innd na bielkoviny len v kombinécii
s dalSim separacnym parametrom, napr. ako imunoelektroforéza alebo afinitnd elektroforéza.
Jedina metoda vhodna pre bielkoviny za pouZitia agarozy je izoelektricka fokusacia [1, 55].

Polyakrylamid: Polyakrylamidove gély sa vyznaCuja vel'mi nizkou elektroendoosmdézou,
vysokou mechanickou a chemickou stabilitou a jasnym pozadim. Princip spociva v chemickej
polymerizacii za pomoci katalytického systému persiran amonny (APS) a N,N’-
tetrametyléndiamin  (TEMED). Velkost' porov je dand pomocou hodnoty T - celkova
koncentracia monoméru, tj. akrylamid (AA) + N,N-methylenbisakrylamid (BIS) a hodnoty C -
zosietovaci faktor (2). AaB s mnozZstvd AA aBIS vyjadrené v gramoch. V bolo definované
Hjerténom ako objem pridaného pufru, ale chape sa skér ako celkovy objem roztoku. T sa
u PAGE pohybuje v rozmedzi od 10 do 20%. C je zvycajne v rozmedzi od 3 do 10% .

BL0O ,
T (At B)/0 @)

T:(A+B)1.000/0 -

Cim je hustota polymerizovaného gélu vyssia, tym je pohyb molekul pomalsi [1, 55].
1.8.2 Aparatary

Vo vertikdlnom systéme gél polymerizuje medzi dvoma sklenenymi plathami. V tomto
systéme dochadza aj priamo k naslednej separacii. Vzorky st nanaSané na vrch gélu do jamok
pripravenych pomocou formy v tvare hrebena. Vyhodou tohto systému je moznost’ separacie
viacerych vzoriek zaroven. V horizontdlnom systéme prebieha separéacia na otvorenom géle, ten
je viazany na tenku sklenent dosticku alebo pomocou filmu. Vzorky su nanesené do jamok
vytvorenych na povrchu gélu. Kvoli disipécii Joulovho tepla a kvéli separacii za definovanych
podmienok (napr. teplota) je k zariadeniu vzdy pripojeny termostaticky cirkulator [1].
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1.8.3 Gélové elektroforetické metody

1.8.3.1 Diskova (diskontinualna) elektroforéza

Diskova elektroforéza je vel'mi rozSireny spdsob separacie predstaveny uz v roku 1964
Ornsteinom. Elektrodovy pufr obsahuje Tris-glycin, separacny gél je pripraveny ako 10% T
z Tris/HCI opH 8,8, zaostrovaci gel ako4% T z Tris/HCI o pH 6,8. V zaostrovacom géle
dochadza ku zakoncentrovaniu vzorky v izotachoforickom systéme. V separatnom géle dochadza
k deleniu proteinov na zaklade pravidiel zonovej elektroforézy [1].

1.8.3.2 Gradientova gelové elektroforéza

Gradientova gélova elektroforéza vylepSuje rozliSenie separacie, ato pouZzitim gélov so
stupfiujucou sa porozitou. Vyhodou tejto techniky si ostré zony proteinov, moZznost’ separécie
bielkovin so Sirokym rozsahom molekulovej hmotnosti na jednom geéle a tiez je mozné pomocou
nej ur€it’ molekulové hmotnosti nativnych proteinov a glykoproteinov [1].

1.8.3.3 Pridavné latky v elektroforéze

Pridavné latky v elektroforéze su nevyhnutné pri analyze hydrofébnych proteinov alebo pri
analyze vysoko komplexnych vzoriek. Disulfidické vazby medzi polypeptidmi tvoria agregaty.
Tie m6Zu byt rozStiepené pomocou thiolovych Cinidiel ako dithiothreitol ¢i f-merkaptoethanol.
KedZe tieto redukujuce Ccinidld inhibuji polymerizaciu, moézu byt pridané do uz
predpolymerizovaného gélu rehydrataciou alebo priamo do katédového pufru. Mocovina za
vysokych koncentracii (8 mol/l) zlepSuje rozpustnost’ vzoriek a predchadza agregacii. Avsak gély
musia byt tym padom pripravené vzdy Cerstve, pretoze mocovina degraduje v roztoku na
izokyanat, ktory spdsobuje karbamyléaciu proteinov. Neionogénne detergenty ako napriklad
Triton X-100 su pridavané pre rozpustenie hydrofébych proteinov. Nemenia n&boj proteinov a su
Casto pridavané do mocovinovych gélov. Obojaky detergent ako napriklad CHAPS zlepSuje
rozpustnost' proteinov. Nemeni naboj proteinov. Anionové (SDS) akatibnové (CTAB)
detergenty menia naboj proteinov a denaturuju ich [1].

1.8.3.4 SDS elektroforéza

Princip SDS elektroforézy spociva v pridavku detergentu SDS do proteinovej vzorky a do
separacného pufru. 1,4 g SDS je viazaného na 1 g proteinu a tvoria sa elipsoidné micely. VSetky
micely maja zaporny naboj, ktory maskuje individualny naboj jednotlivych bielkovin. Dochadza
tiez Kk rozStiepeniu vodikovych véazieb arozvinutiu polypeptidov. RuSia sa aj hydrofébne
interakcie [1].

Vyhodou SDS elektroforézy je fakt, Ze je vhodna na stanovenie relativnej molekulovej
hmotnosti bielkovin. Molekulovi hmotnost’ jednotlivych bielkovin je mozné vypocitat’ z log M,
versus pozicia R¢ . Ry sa urCi ako podiel vzdialenosti molekuly bielkoviny od Startu a Cela
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vzorkovacieho pufru od Startu. Molekulova hmotnost' sa stanovi z kalibracnej krivky, na ktor( sa
pouZziju Standardy bielkovin [1, 55].

Vzorka na SDS elektroforézu méze byt pripravena za redukujucich aj neredukujucich
podmienok. Redukujuce podmienky znamenaju, Ze proteiny su kompletne rozvinuté, ked sa do
vzorky pridd DTT alebo B-merkaptoethanol avzorka sa povari pri 95°C aspofi 3 minuty.
Neredukujuce podmienky su dosiahnuté inkubaciou s 1% SDS pufrom bez redukujuceho €inidla.
Tieto podmienky sa pouZivaju hlavne pre fyziologické vzorky ako napriklad sérum ¢i moc.
U tychto vzoriek je potrebné neznicit' kvartérnu Struktiru imunoglobulinov. Disulfidové véazby
nie su rozStiepené a preto tieto proteiny nie st Uplne rozbalené [1].

Vyhodou SDS elektroforézy je skutoCnost, Ze SDS zavadza do roztoku takmer vsetky
proteiny, dokonca aj velmi hydrofébne a denaturované. Proteiny putuji vSetky v jednom smere,
k anode. Da sa urcCit molekulovd hmotnost’ proteinov. Pomocou SDS elektroforézy sa da
dosiahnut’ vysoké rozliSenie a jasné zony bielkovin [1].

Farbenie gélov prebieha za pouZzitia farbiva Coomassie Brilliant Blue. VysSia citlivost’ sa da
dosiahnut’ pouZzitim farbenia striebrom. Téato procedira je vSak Casovo naroCnejSia, pretoze
pozostava z viacerych krokov. Je zaroven nevratna [1].

1.8.3.5 lzoelektricka fokusacia

V principe je izoelektricka fokusacia rovnovazna metdda. Proteiny migruju kich
izoelektrickym bodom. Amfotérna molekula nesica naboj sa pohybuje vplyvom elektrického
pradu v gradiente pH aZz do okamihu, kedy sa dostane do oblasti pH zhodnej s jej izoelektrickym
bodom a jej pohyb sa zastavi. Kazda molekula je zaostrena do Uzkej zény okolo svojho
izoelektrického bodu. Tymto spésobom je mozné odseba oddelit molekuly, ktorych
izoelektricky bod sa li§i o 0,001 jednotky pH. V polyakrylamidovom géli sa pod vplyvom
elektrického pola zmes tychto polyamfolytov zoradi podla svojich izoelektrickych bodov tak, ze
najkyslejSie sa zhromazdia uanddy a smerom ku katdde sa radia amfolyty so stlpajucou
bazicitou. Zname su dva typy amfolytov — vol'né a imobilizované. lzoelektrickd fokusacia sa
vyuZiva prevazne pre analytické Gcely, pre stanovenie izoelektrického bodu separovanych latok,
stanovenie titracnych kriviek a k identifikacii jednotlivych zloZiek separovanych zmesi. Sd
zn&me aj preparativne pouZzitia [1, 57].

1.8.3.6 Western blotting

Western blot je metdda, ktord umoziuje detekovat' urcity protein v zmesi proteinov. Aplikuje
sa po gélovej elektroforéze namiesto tradicného farbenia gélu. Elektroforéza sice deli proteiny
podla velkosti, aviak nehovori uz ni¢ otom, Ci su proteiny podobné, len ¢i maju podobnu
hmotnost’. Po rozdeleni proteinov elektroforézou dochadza k transferu proteinov na PVDF alebo
nitrocelul6zovi membranu. Trasfer prebieha rovnakym principom ako klasicka elektroforéza
a proteiny migruju z gélu na membranu. Ked' su proteiny prenesené na membranu, tak moze
zaCat’ samotny blotting. Pomocou polyklonalnych alebo monoklonalnych protilatok Specifickych
k proteinu, dojde k detekcii ciel'ového proteinu vo vzorke [1].
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Obr. 7 UkéZka rozdielu vysledného vzhl'adu analyzy medzi PAGE-SDS a Western Blot[68]

Samotna detekcia prebieha nasledovne: najskdr sa membrana ponecha inkubovat' s latkou,
ktord obsadi vSetky miesta na membrane, kam sa nepreniesli proteiny pri prenose a kam by sa
potencialne mohla naviazat’ primarna protilatka neSpecifickou interakciou s membranou. Potom
sa prida primarna protilatka, tj protilatka proti cielenému proteinu, ktord s nim Specificky
interaguje. Po inkubéacii a premyti sa pridd sekundarna protilatka, tj protilatka proti primarnej
protilatke. Sekundarna protiladtka je Specificky znaCena (napriklad spojenim s chrenovou
peroxidazou), ktord potom katalyzuje urCiti enzymatick( reakciu. Blot sa vyvola tym, Ze
spominana chrenova peroxidaza je pouzita v spojeni s chemiluminiscenénou latkou a produkt
reakcie po katalyze peroxidazou vykazuje luminiscenciu, ktora je detekovand pouZzitim
fotografického papiera alebo pomocou Specialnej CCD kamery [69].

Detection signal (colorimetric or chemiluminescent
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Obr. 8 Princip detekcie v metode Western blot [68]
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Vyhodou metody je pomerne jednoznaCna identifikacia proteinu v zmesi proteinov.
Nevyhodou vSak je nutnost mat’ Specificki primarnu protilatku, inak je western blotting
neuskutoCnitelny [69].

1.8.3.7 Dvojdimenzionélna elektroforéza (2-DE)

2D elektroforéza je spojenim izoelektrickej fokusécie a SDS elektroforézy. Spojenim tychto
metod sa naskytla moznost’ analyzy proteinov v radoch stoviek aZ tisicok zaroven na jednom
géle. Metdéda ma velku rozliSovaciu schopnost, pretoZze dochadza k deleniu proteinov podla
fyzikalno-chemickych vlastnosti — naboja a vel'kosti, ktoré su na sebe Uplne nezavislé [1].

pfipolymerovani
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1. IEF 2. SDS-PAGE
Obr. 9 Princip 2D elektroforézy: Vo vodorovnom smere izoelektricka fokusacia, vo zvislom smere
elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného [70]

Princip a prevedenie 2D elektroforézy

Princip 2D elektroforézy bol prvykrét predstaveny O’Farrellom (1975) a Klosem (1975).
Tradicna technika 2D elektroforézy zahfhala extrakciu proteinov pomocou lyzacny pufru
obsahujuceho SDS a B-merkaptoethanol. Izoelektricka fokusacia prebiehala
v polyakrylamidovych gélovych trubiCkach o hrubke 1-3 mm ahodnote T 4-5% za
denaturujucich podmienok (mocovina, neidnogenny detergent). Po fokusécii boli vzorky
ponechane v 1% roztoku SDS a nasledne bola prevedena separacia na PAGE klasickom géle na
zdklade molekulovych hmotnosti. Skvrny boli detekované farbenim, imunoblottingom,
autoradiografiou a fluorografiou. AvSak tento postup sa ukézal ako nevyhovujuci, hlavne kvéli
nedostatocnej reprodukovatelnosti hlavne v prvom kroku, tj pocCas izoeletrickej fokusécie.
Dochéadzalo tieZ k strate bazickych a kyslych proteinov vplyvom gradientu [1, 2].
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Preto bola vyvinutd novd metoda (Gorg 1988, 1995). Jedna sa o pouZitie vysuSenych gélov
obsahujucich imobilizovany pH gradient (IPG). Tie su nastrihané na 3 — 5 mm pasy (IPG strips).
Pred pouzitim déjde k rehydracii na originalnu hribku v roztoku mocoviny, CHAPS, DTT
a zmesi amfolytov, najCastejSie cez noc a nasledne su pasy pripravené na pouZzitie k separacii
v prvej dimenzii. Vzorky su nanaSané pomocou aplikatora na anddovy alebo katddovy koniec
rehydrovaného pésu, alebo je suchy pas priamo rehydrovany spolocne so vzorkou. Tato metoda
ma vysokeé rozliSenie aj pri nizkych pH gradientoch. Vyhodou je tiez zlepSena
reprodukovatelnost’ a moznost’ nanesenia vacSieho mnozstva vzorky [1].

Izoelektricka fokusacia na imobilizovanych pH gradientovych pasoch prebieha v horizontalnej
komore pri 20°C niekolko hodin. Néasledne su pasy ekvilibrované v SDS pufre a prenesené na
SDS gel na delenie v druhej dimenzii. SDS elektroforéza je menej kritickym krokom nez
izoelektricka fokusacia. PouZiva sa vertikdlne usporiadanie aparatury, najméd kvoli mozZnosti
subeZnej analyzy viacerych gélov. Pre lepsi prechod z jednej dimezie do druhej sa pouZiva na
uchytenie IPG pasu agaréza. Po separacii mézu byt gely porovnavané pomocou databazovych
programov alebo online databaz [1].

Vyhodou 2D elektroforézy je, Zze proteiny mézu byt dalej purifikované bez predchadzajucej
znalosti ich vlastnosti. Vdaka vysokému rozlieniu vo vacSine pripadov jeden spot zodpoveda
jednému proteinu [1].

Priprava vzorky pre 2-DE

Samotna priprava vzorky pred 2D elektroforézou je jednym z najdélezitejSich krokov vébec,
zaroven je ale aj jednym z najproblematickejSich. Je potrebné si uvedomit’, aky ma byt’ vysledok
separacie. Ci maximalny pocet proteinov vo vzorke, alebo skor 3pecifické proteiny. Proteiny,
ktoré chceme stanovit, musia byt’ Uplne rozpustné za elektroforetickych podmienok. Su potrebné
rozne podmienky izolacie na rozpustenie réznych proteinovych vzoriek: niektoré proteiny su
v membranovych komplexoch alebo v komplexoch s inymi proteinmi, iné sa zasa zrazajd, ak je
odstranené ich prirodzené prostredie. VVSeobecne plati, Ze ¢im jednoduchSia izolacia proteinov,
tym lepSie. Je zaroven délezité minimalizovat' interferencie Cinidiel, ktoré ostali vo vzorke
z predchadzajucich izolacnych krokov (soli, SDS, inhibitory proteaz). Vzorka, napriklad bunky,
by mali byt premyté v pufre s nie prilis vel’kou iénovou silou a nasledne by mali byt fyzikalne
alebo chemicky rozstiepené. Dezintegracia buniek by mala prebehnat’ za podmienok braniacich
s minimalnym generovanim tepla. V zavislosti na druhu buniek sa méze pouzit' french press,
sonifikacia, enzymaticka lyza, ¢i mechanickd homogenizacia. Zaroven je nutné odstranenie
zvySkov DNA a RNA. Je tieZ potrebné eliminovat’ Gcinky proteolytickych enzymov, ktoré mézu
potom interferovat’ v proteinovych mapach. V tomto pripade sa vyuZivaju inhibitory proteaz
(PMSF). Na analyzu len urcitej Casti proteinov sa pouZiva prefrakcionacia, najcastejSie pomocou
ultracentrifugacie. V pripadoch, ked vzorka nie je dostatocne koncentrovana, sa vyuZziva
vyzrazanie bielkovin pomocou acetonu alebo kyseliny trichloroctovej. Vzorkovy pufr, ktory sa
pridava do vzorky pred nanesenim na gél, solubilizuje a degraduje proteiny. Pritomnost’ vysokej
koncentracie chaotropnych Cinidiel (mocovina, thiomocCovina) brani asociécii proteinov
vodikovymi mostikmi. Neidénové detergenty (CHAPS, TRITON X-100) zaistujd rozpustnost
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hydrofobnych Casti bielkovin. Redukéné Cinidla (DTT, B-merkaptoethanol) zamedzuju vzniku
disulfidickych mostikov, amfolyty alebo Tris pufruju pH [2, 71].

Farbenie a vyhodnotenie gelov po 2D elektroforéze

Po elektroforéze su proteiny na geéle vizualizované pomocou farbenia striebrom (analytické
gély) alebo pomocou Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250 (preparativne gély). NajcitlivejSie je
farbenie striebrom, avSak roztok obsahuje glutaraldehyd, ktory interferuje s Edmanovou
identifikaciou alebo MS sekvenovanim. Preto sa zvyc€ajne pouziva farbenie CBB, je totiZ mozna
nasledna charakterizacia proteinu. Vysokad citlivost sa da dosiahnut' tiez pouZzitim
fluorescencnych farbiv SYPRO Orange a Ruby, ktorych pouZitie je viak financne narocné. Tieto
farbiva su dostatoCne citlivé a pritom umoznuja kvantitativne stanovenie proteinu. ViaZzu sa na
SDS, nie na protein, a tym padom vylucuju odfarbovaci proces. Ich nevyhodou okrem ceny je
vSak tieZ nevyhnutnost’ vlastnit’ Specialne fluorescencné zariadenie na vyhodnocovanie gélov [4].

1 a--«-t : -‘.f_h -_:-__._‘_

Obr. 10 Porovnanie fluorescencného farbenia gélov farbivom SYPRO Ruby (vlavo) s farbenim
striebrom (vpravo) [72]

Hlavnym dévodom zaradenia 2D elektroforézy je tvorba proteinovej mapy, ktora vychadza zo
zrovnania obrazu 2D gélov. V prvej faze je obraz nasnimany pomocou vyuZitia CCD kamery,
denzidometru askeneru pre snimanie obrazu vo viditel'nom svetle, pomocou pristroja pre
detekciu fluorescencie, & pomocou pristroja citlivého na réadioaktivne Ziarenie. Specialny
software umoznuje detekovat’ Skvrny na 2D géle, odCitat' pozadie, navzajom priradovat’ Skvrny
na roznych 2D géloch (matching), vzajomne Standardizovat’ a kvantitativne vyhodnocovat’ gély,
¢im s0 Ciastocne eliminované nepresnosti, ktoré vznikli v priebehu komplikovanej 2D
elektroforézy a pri farbeni gélu. Je tieZ mozné konStruovat proteinové mapy a obrazové databazy

[2].
1.9 Priprava vzoriek pre analyzu Struktury proteinov

Prvym krokom v identifikacii proteinov je ich izolacia a purifikacia. Drunym krokom je
Specifické Stiepenie peptidovych vézieb proteinov na peptidy, ktoré je prevadzané pomocou
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enzymov. Nasledne je zmes peptidov identifikovana niektorou z metéd MS. Schéma moZnosti
postupov pre identifikaciu proteinov je znazornena v podrobnej schéme (vid Priloha 1) [73].

VacSina analytickych metdd pouZivanych na analyzu Struktury proteinov (analyza sekvencii
aminokyselin, hmotnostna spektrometria) vyZzaduje Cisté vzorky bez kontaminantov, akymi su
metody, tj vyzrdzanie, ultrafiltraciu, dialyzu, Ci gélovu elektroforézu. AvsSak pri préci
v mikromeritku, s minimalnym mnozstvom proteinu, je kazdé strata déleZita. Dochadza napriklad
k hydrofébnym Ci hydrofilnym interakciam s povrchmi [1].

NajCastejSia situdcia, pri ktorej nastdva nutnost’ odstranenia soli, je po enzymatickom Stiepeni
proteinu. RieSenim je pouZzitie vysokolcinnej kvapalinovej chromatografie s reverznou fazou
(RP-HPLC), membrany, ktoré st schopné viazat' proteiny, ¢i odsol'ovanie na mikrokol6nach [1].

Odstranenie hydrofébnych latok zo vzoriek proteinov je podstatne narocnejSie nez odstranenie
hydrofilnych latok. Preto sa odpor(c¢a pouZivat detergenty pri separacii proteinov v minimalnom
mnozstve. Ich odstranenie Casto spdsobuje problémy v rozpustnosti proteinov nasledované
vyzrazanim alebo agregaciou proteinov. Preto musi byt sprevadzané inymi druhmi rozpustnych
Cinidiel, napr. silnymi kyselinami ¢i chaotropnymi latkami, aby boli proteiny udrzané v roztoku

[1].
1.10 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (mass spectrometry, MS) sa pouziva uz niekolko desatroCi pre
Studium nizkomolekularnych latok. Avsak tato tradicna metdda nemala vyuZzitie pri stanoveni
nederivatizovanych latok svelkou molekulovou hmotnostou. Hlavnym problémom bola
konverzia nepolarnych a neprchavych biomolekul do intaktnych izolovanych molekul v plynnej
faze. AZ v poslednych dvoch dekadach sa zaCala pouZivat' aj na stanovovanie biomolekul,
najCastejSie ako metoda MALDI-TOF a tandemova hmotnostna spektrometria MS/MS [1, 74].

1.10.1 Hmotnostna spektrometria MALDI-TOF-MS

1.10.1.1 Histéria a suc¢asnost MALDI-TOF

Metoda MALDI-TOF je dolezitym nastrojom pre analyzu proteinov kvéli schopnosti
analyzovat’ femtomolové mnozstva proteinovych zmesi v kratkom Case. Metédu MALDI ako
ionizanu metddu pre velké molekuly prvykrat predstavili Hillenkamp a Karas v roku 1988.
V ich originalnej praci bola pouZita nikotinova kyselina ako matrica a Nd:YAG laser. Pokrok
priniesol pouzivanie novych matric, ako napriklad derivaty kyseliny Skoricovej alebo kyseliny
2,5-dihydroxybenzoovej. Tieto matrice mdzu byt pouZzité s jednoduchymi dusikovymi lasermi
a zaroven patria k najpouzivanejSim matriciam pre MALDI MS analyzu proteinov a peptidov
[75, 76].
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Obr. 11 Schema identifikacie proteinov zaloZzena na MALDI-TOF a peptidovom mapovani
(,,peptide mass fingerprinting*). Protein je rozStiepeny trypsinom azmes peptidov je
analyzovand pomocou MALDI-TOF. Namerané hodnoty m/z sa vyuZivaju na hladanie
v proteinovych a DNA datab&zach s cielom identifikovat protein [77].

Hmotnostna spektrometria je metdda, ktora umoZzriuje presné meranie molekulovej hmotnosti
Sirokej Skaly latok. KedZe skimana latka musi byt prevedend ako intaktnd do plynnej fazy,
vyuZitie hmotnostnej spektrometrie pre analyzu proteinov bolo umoZnené vyvojom tzv.
"makkych™ ionizatnych technik hmotnostnej spektrometrie, kam sa radi laserova
desorpcia/ionizécia za G€asti matrice (MALDI) a ioniz4cia elektrosprejom (ESI). Protein sa méze
identifikovat dvoma spdsobmi. V prvom spdsobe je naStiepeny trypsinom alebo inym
proteolytickym enzymom na menSie peptidy, ktorych hmotnosti su zmerané pomocou MS.
Spektréa st potom porovnavané s databazami. Druhy spdsob, takzvana tandemova MS umoziuje
zvolit’ peptid, ktory je nésledne fragmentovany koliziou s inerthym plynom. Vysledny profil
fragmentacie poskytuje Ciastocnu alebo uplInd informéciu o sekvencii proteinu, ktord sa potom
porovnéva s datami uloZzenymi v databazach [78, 79].

1.10.1.2 Priprava vzorky

Priprava vzorky je jednym z najddleZitejSich krokov v MALDI-MS analyze proteinov
a peptidov. Priprava vzorky pozostava z dvoch krokov. Prvym je izolacia a purifikacia samotnej
bielkoviny alebo zmesi, bez kontaminantov akymi su pufry, soli, detergenty alebo denaturacné
¢inidla. Druhym krokom je samotny proces pripravy vzorky na MALDI-MS analyzu, pri ktorej
sa necha Studovana latka vykrystalizovat' na kovovej podloznej doske s matricou. Tou byvaju
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derivaty nizkomolekularnych aromatickych kyselin, ktoré mézu absorbovat’ energiu laserového
Ziarenia vo viditel'nej alebo ultrafialovej oblasti [80].

PH TooH CHyO CoO0O
@"’” ) @f\’ X
H
HO e
OCH
NO2z Difvyd .
) . 2,5-Dihydroxy Trans-3,5-dimethoxy-4-hydrox
para-MNitroaniline (FMNA) benroic acid (DHB), cinnamic acid [Sinay;;ic a:id Y
also Gentisic acid or sinapinic acid, SA)

9

OO H
COOH CHLO COOH
™
\ @ HO
MNicotinic acid (MNA) Trans-3-mathoxy-4-hydroxy

cinmnamic acid (Ferulic acid, FA)

CHz o
COOH COOH
HCx OH HO m
M
@ HO
OH

4-Hydroxy-o-cyanacinnanmic

Picolinic acid

_ F-Hydroxypicolinic acid acid (4HCOCA
2,4,6-Trihdroxy (HPA or 3HPA) i !
acetophaenone

COOH
oOH OH OH =M
MIH S /@/
@@ (@) (@) (@) IS
™
_ : . ; 1.8,9-Trihydroxy- Z2-(d4-Hdroxyphenylazo)-benzoic
B-Aminoquinoline anthracena (Dithranol) ac{id {HAE.A.E;D v i
(=]
g N)'\H/G'h HO—CH;
COOH —
N HOoOOC™ " HO—GH
HS - HO—CHs
Succinic acid Gilycarol

G-Aza-2-thiothymine (ATT)

Obr. 12: Typy pouzivanych matric v MALDI-TOF analyze [81]

Dodnes bolo predstavenych viacero metod pripravy vzoriek, avsak jednou z najpouzivanejSich
je takzvana ,dried-droplet“ metoda. Pri nej dochadza kzmieSaniu vzorky s matricou
a k samovolnému vysuSeniu a vykrystalizovaniu vzorky na podloznej doske. Medzi dalSie
pouZivané metody patria metoda tenkej vrstvy, metdda hrubej vrstvy za pouZzitia nitrocelulozy
ako aditiva do matrice, ¢i sendvicova metoda [80].

1.10.1.3 Princip analyzy

Zmes analytu s matricou sa nanesie na doSticku, ktord sa po vysuSeni vzorky zasunie do
evakuovaného MALDI-TOF pristroja. K desorpcii a ionizacii vzorky dochadza oZiarenim
kryStalov zmesi laserovym pulzom. Matrica absorbuje laserové Ziarenie, teplotna relaxécia
excitovanych molekal matrice vedie kjej vyparovaniu a tym dochadza aj k prechodu
neprchavych molekul analyzovanej latky do plynnej fazy. Matrica tieZz pdsobi ako ionizacné
Cinidlo, pretoZe protonuje alebo deprotonuje analyzovand latku, vznikaju pri tom molekuly
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analytu s jednotkovym nabojom. Matrica aj laserovy zablesk su volené tak, aby nedochadzalo
k fragmentacii molekdl analyzovanej latky [74].

Tab. 8 Pouzivané druhy laserov v MALDI-TOF [81]

Fhoton energy Pheton energy

Lasar Wavelength {kealmol) (V] Pulse width
Nitrogen 337 mm g3 168 <] ns - fowns
NLYAG 3 355 nm 80 349 typ. S ms
NAVAG % 4 266 nm 107 466 typ. S ms
Exemmer (Hall) 308 nm 93 402 typ. 23 ms
Exemmer (KiF) 248 nm 115 5.00 typ. 25 ms
Exemmer (ArF) 193 nm 148 642 typ. 1ims
ErYAG 194 pm 917 042 85ns
€0, 106 pm 21 012 100 ns + 1 ps tal

Hmotnost' ionu v MS sa vSeobecne urCuje zmeranim jeho rychlosti po urychleni v elektrickom
poli. V TOF spektrometri sa meria €as letu ionu hlavne v oblasti s nulovym elektrickym pol'om
po dodani definovanej kinetickej energie. Pulzny laser totiz presne urci okamih vzniku ionu.
Detektor umiestneny na konci separatoru meria ¢as letu kazdého iénu. Casticiam s rovnakym
nabojom je urychlenim v elektrickom poli dodana rovnaka kineticka energia. Z toho vyplyva, Ze
l'ahké iony sa pohybuju rychlejSie nez tazké. V rovnici (3) je popisany vztah medzi dobou letu
a hmotnost'ou i6nu, kde t je doba letu, U urychlovacie napatie, z naboj ionu a m hmotnost’ ionu.

mlz

t=konst. x j——  (3)

Zo vztahu vyplyva, Ze v skutoCnosti sa nemeria hmotnost', ale pomer hmotnost/naboj pre
kazdy ion [74].

Obr. 13. Schéma MALDI-TOF hmotnostného spektrometru; 1 - laser, 2 - regulacny filter, 3 -
opticky hranol, 4 - doska so vzorkou, 5 -urychl'ovacie napétie, 6 - deflektor, 7 - vakuové pumpy,
8 — reflektorovy detektor, 9 - reflektor, 10 - linearny detektor [74]

45



Metdéda MALDI-TOF-MS sa vyuZiva na stanovenie molekulovych hmotnosti, identifikéciu
pomocou peptidoveho mapovania, sekvenovanie bielkovin, stadium posttranslacnych modifikacii
a zistenie priestorového usporiadania bielkovin. Casto byva vyuZity predchadzajici separaény
krok pre ziskanie danej proteinovej frakcie. Nim je 1D alebo 2D gelova elektroforéza, pripadne
kvapalinova chromatografia [80].

1.10.2 Tandemova hmotnostna spektrometria MS/MS

Tandemova hmotnostna spektrometria (MS/MS) sa pouZiva na ziskanie informécie o Struktdre
skimanej latky fragmentéaciou Specifickych i6nov vzorky v hmotnostnom spektrometri
a identifikovanim vyslednych fragmentovanych iénov. Tandemova hmotnostna spektrometria
umoznuje detekciu Specifickych latok v komplexnych vzorkach na zéklade ich Specifickych
a charakteristickych fragmentovych profilov [82].

Tandemova hmotnostna spektrometria je hmotnostna spektrometria, ktora méa viac nez jeden
hmotnostny analyzator, v praktickom pouZiti zvyCajne dva. Tieto analyzatory si oddelené
koliznou celou, v ktorej je inertny plyn (argon, xendn), ktory koliduje s ibnmi vzorky a spdsobuje
ich fragmentéciu. Analyzatory mdzu byt' rovnakého alebo rézneho typu, najcastejSie kombinacie
st kvadrupdl — kvadrupdl, magneticky sektor — kvadrupdl, magneticky sektor — magneticky
sektor a kvadrupol — TOF [82].

NajCastejSim vyuzitim metody MS/MS je peptidové sekvenovanie. Peptidovym sekvenovanim
je mozné zistit’ kovalentnu Struktdru peptidu. Analyza prebieha tak, Ze peptidu, u ktorého sa chce
zistit' jeho sekvencia, je dodana energia, ktora vyvola fragmentaciu a nasledne je zmerané
hmotnostné spektrum fragmentov. VacSina peptidov a proteinov su linearne polyméry, preto
prerusenim jedinej kovalentnej vazby v retazci vznikaju rézne typy iénov v zavislosti na mieste
preruSenia peptidového retazca. Vznikaju dve Castice obsahujuce N- a C-koncovu Cast’ peptidu.
Aby bola vzniknutd Castica detekovana, je potrebné, aby niesla aspon jeden naboj. Pri
fragmentacii vSak mdze dojst’ k preruSeniu aj viac nez jednej peptidovej vazby. Vznikaju tak
interné fragmenty. Pomocou nich sa potvrdzuje vyskyt danej aminokyseliny v sekvenovanom
peptide [82].

1.10.3 LC/MS

Prepojenie kvapalinovej chromatografie ako separacnej techniky s hmotnostnym detektorom
patri medzi najpouzivanejSie analytickeé metddy. Jej zaCiatky vSak neboli jednoduché najmé
preto, Ze medzi jednotlivymi komponentami systému panuju velké rozdiely v hodnotach tlaku
(HPLC pracuje za atmosférického tlaku, MS za vakua). Dalsim problémom bolo odstranenie
nadbytku mobilnej fazy nesucej vzorku pred vstupom do vakuovej Casti pristroja. Systétm ma
v8ak svoje vyhody najma v tom, Ze kontinualne prepaja separaciu, identifikéciu a kvantifikéciu
[83].

Standardne sa pouZivaju ako zdroje ionizacie elektrosprej a chemickd ionizécia za
atmosferického tlaku. Ako analyzator je najCastejSie pouzivany kvadrupdl alebo idnova pasca
[84].
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1.10.4 Analyza peptidov pomocou MS

Hmotnostna spektrometria je najvyznamnejSou metodou identifikacie proteinov, Ci uz znamej
alebo nezndmej sekvencie. PretoZe samotné stanovenie molekulovej hmotnosti pre identifikaciu
proteinu nestaci, pouZivaju sa aj dalSie metody, u ktorych dochadza k deleniu proteinu na mensie
Casti, peptidy. Delenie mbZe prebehnit’ fragmentéciou alebo pomocou Specifického Stiepenia. Na
zaklade informécie o jednom peptide (MS/MS) alebo o skupine peptidov (peptidové mapovanie)
je mozné identifikovat pdvodny protein. Pri peptidovom mapovani je protein enzymaticky
Stiepeny trypsinom na peptidy. Zmes peptidov je analyzovand pomocou MALDI-TOF.
Hmotnosti peptidov odCitané zo spektra po analyze sa porovnavaju s datami v databazach.
Vysledkom je zoznam proteinov, Stiepenim ktorych mohli vzniknat peptidy o danych
molekulovych hmotnostiach. Pravdepodobnost’ identifikacie pdvodného proteinu urCuje pomer
ndjdenych vs. zadanych peptidov (tzv. ,expectation faktor”), Ci percento pokrytia sekvencie.
Podmienkou pre UspeSné stanovenie je vysoka presnost pomeru m/z a a tiez nizky pocet
povodnych proteinov vo vzorke. Ideélne je, ak sa vo vzorke nachadza len jeden protein. Ak je
protein v zmesi proteinov, tak musi byt pred analyzou oddeleny [82].

Ak sa protein neda identifikovat’ klasicky pomocou MS (napriklad ak protein nie je vedeny
v databazach), je mozné vyuZzit pre ziskanie sekvencie aminokyselin techniku peptidového
sekvenovania. Jednotlive peptidy m6zu byt vybrané po prvej MS analyze, pricom st podrobené
MS/MS analyze. Tento typ analyzy pouZiva viacndsobné kold MS analyzy delenej urcitou
formou fragmentacie. Na tento typ analyzy sa vyuZiva spektrometer, ktory ma dva detektory —
kvadrupol a TOF. Kvadrupdl izoluje peptidovy i6n, ktory nas zaujima, od ostatnych proteinov.
Potom je peptid poslany do koliznej cely, kde koliduje s neutralnymi plynnymi molekulami
(hélium, dusik, argdn) a fragmentuje sa na malé kasky. Tieto fragmenty su detekované druhym
analyzatorom (TOF), vysledkom ¢oho je spektrum, z ktorého je jasna kompletna alebo Ciastocna
sekvencia aminokyselin z daného peptidu [82].

1.11 Mikrofluidné techniky

Bioanalytické zariadenia v mikromeritku (tieZz nazyvané laboratory-on-chip) su vysoko
efektivne platformy pre si€asnu analyzu vel’kého mnoZzstva biologicky délezitych molekdl. Maja
obrovsky potencial pre Stddium genému, proteébmu aj metabolomu. Vyvoj a implementacia
mikrofluidnych metdd ovplyviuje aj zakladanie avyvoj novych technologii, ako napriklad
mikrolitografia, mikrostrojné inZinierstvo, mikroelektromechanické systémy, ¢i nanotechnoldgie.
Pokrok v mikrofluidnej oblasti je zamerany hlavne na rychlo sa rozvijajuce odvetvia genomiky,
proteomiky a metabolomiky. Je evidentny obrovsky potenciél pre mikrozariadenia v diagnostike,
vyvoji lieCiv, €i zavadzani novych farmaceutik, pretoZe tieto zariadenia dokazu uspokojit’ dopyt
po vysokovykonnych velkokapacitnych aplikaciach. Hlavnymi vyhodami tychto zariadeni je
zlepSené prevedenie, rychlost’ avykonnost, redukcia ceny, nizka spotreba chemikalii a uz
spominana moznost’ paralelnej a integrovanej analyzy [85].

Hlavnym cielfom vyskumu v oblasti mikrofluidiky je implementacia a integracia réznych
komponentov pracujlcich s kvapalinami (pumpy, ventily, filtre, mieSadld) s analytickymi
separacnymi  a deteknymi  technikami  (elektroforéza, chromatografia, flourescencia,
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elektrochemicka detekcia) do jedného mikro zariadenia na kompletn on-chip analyzu. Dodnes
bola mikrofluidika Uspesne aplikovand na DNA sekvenovanie, PCR amplifikaciu, aminokyseliny,
peptidy, proteiny, imunoanalyzu atd'.[86].

Konvencna analyza proteinov spocCiva v ich extrakcii z bunky, nasleduje separacia a detekcia
v 1D alebo 2D elektroforéze, vyrezanie vzorky z gélu, rozstiepenie na peptidy aanalyza
vyslednej zmesi peptidov pomocou MS. Tato tradicna technika je vSak pomala a pracna.
Mikrofluidné techniky ponukaju nové moznosti. Hlavnd Cast' vyskumu sa v poslednej dobe
zaoberala kombinéciou jedno- alebo multi-dimenzionalnej mikrokanalikovej separacie a MS
detekcie. Boli predstavené navrhy 2D elektroforézy v mikromeritku, taktieZ uz bola prevedena
izoelektricka fokusacia proteinov v mikroCipoch. Predstavena bola tiez elektroforéza
v mikroc€ipoch na baze vol'nej elektroforézy a SDS elektroforézy [85].

Prvotné mikrofluidné zariadenia boli vyrobené zo silikdnu alebo zo skla. Nové mikroCipy su
jednorazové avyrabaju sa zroznych materidlov, napriklad polydimethylsiloxan (PDMS), Ci
teplom tvrditel'ny polyester (TPE). VSetky druhy mikroCipov musia byt schopné kontroly toku
tekutiny v mikromeritku [86].

1.11.1 Kontrola toku tekutiny v mikrocipe

Existuje Siroky rozsah metdd pre tvorbu toku v mikrofluidnych zariadeniach zahfiajlc pouZzitie
elektroosmotického toku, vstrekovanie vzorky, vakuové pumpy, elektrokinetické pumpy, bubliny
plynu, Ci elektrohydrodynamické pumpy. Vo vSeobecnosti je pumpovanie v Cipe zaistené
externymi velkymi pumpami, alebo sG pumpy integrované do mikroCipu vo forme
mikrokomponenty. VacSina pamp v mikro€ipoch funguje na elektrokinetickom principe. Pohyb
vzorky v kandliku Cipu je riadeny elektroosmotickym tokom (EOF). EOF sa vyskytuje
v kapilarnej elektroforéze. Jednd sa o pohyb vzorky v kapildre alebo kandliku spdsobeny
pohybom i6nov blizko povrchu stien pod vplyvom aplikovaneho elektrického pola. Pretoze
pohyb vzorky prebieha blizko pri povrchu, vysledny tok mé plochy rychlostny profil, o vyUstuje
do minimalnej disperzie vzorky (obr.14, 15) [86].

A d B

Obr. 14: Vizualizcia tokovych profilov: Obr. 15 Mikrokanaliky [86]
A) elektroosmoticky tok B) tlakom hnany tok [86]

Plastové Cipy maju vSeobecne pomalsi elektroosmoticky tok nez €ipy vyrobené zo skla. Nie je
to v8ak nevyhoda. Za daného aplikovaného potencialu pomal$i EOF koreSponduje s dIhSimi
Casmi analyz a dovoluje efektivnejSie plnenie kanalikov v Cipe. Nevyhoda pouZitia plastovych
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Cipov je nizka stabilita povrchu. EOF je sice popularny mechanizmus v mikrofluidike, av3ak jeho
pouZitie nie je vzdy mozné (nevodné roztoky). Preto sa tieZ na zaistenie toku v mikrokanalikoch
vyuZziva diferencialny tlak [86].

1.11.2 Detekcia v mikrofluidnych technikéach

Medzi najbeZznejSie metddy detekcie patria metddy optické, ktoré su aj najpouzivanejSie, dalej
elektrochemické a detekcia pomocou hmotnostnej spektrometrie [86].

Opticka detekcia ma rozsiahle vyuZitie v mikrofluidike primarne kvéli jednoduchej
implementacii a primeranym narokom na vybavenie. Z optickych metdd je najbeznejSia
fluorescencia kvoli svojej vysokej citlivosti. Malé rozmery mikrokanalikov a malé objemy
davkovanej vzorky vyZaduju pouZitie citlivého detektora, akym je laserom indukovana
fluorescencia. Nevyhodou je, Ze vzorka musi byt flourescenne oznaena, aby mohla byt
detekovana. K oznaCeniu vzorky moze dojst pred, poCas alebo po ukonCend separécie
v mikroCipe. Proteiny su fluorescentne oznaCené s reagentami ako fluorescin izothiokyanéat
(FITC) alebo tetramethylrhodamin izothiokyanat (TRITC), ktoré reaguju s aminoskupinami
proteinov. Z dalSich optickych metdd su na detekciu vyuZiteIné absorpcné detekcia, Ramanova
spektroskopia, chemiluminiscencia a pod [86, 87].

Elektrochemick( detekciu (ECD) vyuZivaju mikrofluidné zariadenia, ktoré si kompaktné
aplne integrované, pretoZze analyticky signal je detekovany systémom elektrdd, ktoré sa
prirodzene malé a kompaktné. Castejsie sa vyuZiva ampérometria neZ potenciometria [86].

Integrovanie hmotnostnej spektrometrie s mikrofluidikou je vyzvou hlavne v poslednych
rokoch, pretoZze vysoka ucinnost MS v analyze analytov za nizkych koncentracii sa vhodne
dopifia s moZnostou analyzy malych objemov a G&innostou separacie, ktoré st typické pre
mikrofluidiku. Typické hodnoty toku v mikrofluidike st vhodné pre MS s ionizéciou
elektrosprejom (ESI-MS). Integracia ionizaného procesu do mikrofluidného zariadenia je
velkou vyzvou [86].

1.11.3 Zhodnotenie mikrofluidnych technik

Mikrofluidné techniky maju urCite svoje miesto v analytickych metddach, o Com svedci vel'ké
mnozstvo publikovanych informacii na dand tému [88-91]. AvSak problémom je niekedy
nedostatocné vysvetlenie samotného principu separécie pre koncovych uzivatelov. Samozrejme
vyhody sU tiez zretelné, dolezitd je Uspora Casu, ¢im su mikrofluidné techniky vyhodné
v diagnostike, avSak v mnohych inych odvetviach zatial’ nie je ich pouZitie Casté. Na analyzu
protedmu sa stéle vyuZiva viac klasické 2D elektroforéza a mikrofluidné techniky s chdpané ako
rozkladna metdda, ktord sa snazi nahradit’ vSetky klasické analytické postupy. Vyhodou vSak
stile ostava pouzitie mikrofluidiky v pripade limitovanych objemov vzorky alebo pri nutnosti

v ow

analyzy v €o najkratsi Cas [92].
1.12 Proteomika a Zivotné prostredie
Proteomickd analyza so zameranim na Zivotné prostredie rieSi prevazne otazky vplyvu

polutantov a cudzich latok na mikroorganizmy a organizmy. AvSak dbleZitou oblastou je tieZ
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skiimanie latok, ktoré na prvy pohlad pre organizmus nie su nebezpecné, avSak pri vyskyte
v nadlimitnych koncetracidch mézu organizmus nenavratne poskodit’, ¢i spdsobit’ jeho smrt..

Posledné roky bola proteomika aplikovana na organizmy z ekosystémov s réznym stupfiom
zneCistenia, ¢im sa vytvoril zaklad pre environmentalnu odnoZ proteomiky. Zivotné prostredie
obsahuje mnoZstvo kontaminantov, z nich takmer 100 000 je uvolfiovanych v mnoZstvéch, ktoré
dokdzu ovplyvnit' ekosystem. Mnohé znich sU organické zluceniny ako ropné derivaty
a polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, dibenzofurany, i pesticidy. Na
ekosystemy tiez vplyvaju metaloidy, nitroaminy, chinony a iné elektrofily. Niektoré polutanty
indukuju v organizmoch oxidacny stres [93]. Bakteérie, kvasinky a huby s ako prvé v ekosystéme
ovplyvnené organickymi polutantmi atazkymi kovmi. Mikroby maja kldcova rolu
v biotransformécii, bioakumulcii a inych environmentélne relevantnych procesoch [94].

Porovnanie proteinov vznikajucich za stresovych podmienok s kontrolou umozniuje detekciu
Specifickych zmien v protedme. Identifikacia proteinov, ktoré su indukované alebo potlacené
umoznuje vysvetlenie molekulovych mechanizmov stresovej odozvy. Tento postup predstavuje
novy pristup v molekularnej bioldgii. Skér nez o cielené pomenovanie konkrétnych proteinovych
skupin ide aktudlne o zabezpecCenie kvalitativneho aj kvantitativneho pohl'adu na cely proteém,
ktory je doblezity pre Zivot afunkcie organizmu. Kombinaciou s genomickymi
a metabolomickymi datami podava znalost' proteinov pravdivy obraz o funkovani Zivotného
cyklu [95, 96]. Vo vSeobecnosti ponuka proteomika v analyze Zivotného prostredia niekolko
vyhod, ako je napriklad rychlejSi screening toxickych vplyvov a moznost' detekovat™ toxické
efekty vo vyznamne niZ8ich davkach za pouZitia citlivych analytickych technik [97].

Organizmy vystavené vplyvu polutantov vykazuji odozvy, napriklad formou indukcie
biotransformujucich enzymov. Tie, ktoré patria k faze | ako napr. cytochromy P450, pridavaju
polarnu skupinu materskej zlucenine. Enzymy fazy Il konjuguju ich produkty na endogénne
metabolity. Iné inducibilné enzymy, ako napriklad HSP a metalothioniny opét zvijaju
denaturované proteiny alebo chrania organizmus pred toxicitou kovmi. Primarne antioxidacné
enzymy ako napriklad superoxiddismutdza Ci glutathionperoxidaza, sekundarne a antioxidacné
enzymy ako thioredoxiny Ci glutaredoxiny st indukované po vystaveni vplyvu polutantov [93].

Mnohé reakcie vyvolané polutantmi st pouzivané ako biomarkery, hoci ich pouzitie vyZaduje
hlbSiu znalost ich toxického mechanizmu a tieto biomarkery su len Ciastocne aplikovatelné. Aj
ked sa zameriavaju na zname proteiny, vylucuju z analyzy zéroven tie, ktoré mézu byt zmenené,
hoci ich vztah k zneCisteniu je nezndmy. Posledné vyvinuté proteomické techniky mozu
identifikovat' proteiny ktoré su jasne zmenené po vystaveni pésobeniu polutantov a po validacii
mozu sluzit ako nové biomarkery. Problémom je doteraz nezmapovany genom Vacsiny
organizmov, ¢o robi nasledne problémy pri identifikacii proteinov pomocou MALDI-TOF [93].

1.13 Metabolomicka stresova analyza

Uloha metabolitov v bunke je velmi dolezita. Su prostrednikom biochemickych reakcii a
spajaju mnozstvo roznych metabolickych drah, ktoré funguju v bunke. Metabolity dokazu
poskytnut” informaciu o fukcii bunky a tak definovat’ fenotyp bunky alebo tkaniva ako reakciu na
genetické alebo environmentalne zmeny. Analyza funkcii bunky na molekulovej drovni si
vyZaduje rozne analytické techniky. Zatial' o komplexné metddy pre analyzu na translacnej
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arovni (skamanie protedmu) si v prudkom Stadiu vyvoja a pouZivania, metddy pre analyzu
metaboldmu su menej beZzné a v podstate neexistuje jedina metoda pre analyzu kompletného
metabolomu. Hoci Ciastkovo sa metddy analyzy metabolitov pouZivaju, je snaha o vyvinutie
metod pre analyzu velkého poctu intracelularnych metabolitov v kontexte funkénej genomiky.
Analyza metabolomu zahfia indentifikdciu a kvantifikaciu vSetkych intracelularnych
a extracelularnych metabolitov s molekulovou hmotnostou menSou nez 1000 Da, vyuZivajuc
pritom rbzne analytické techniky. Vo vSeobecnosti, Uroven kazdého metabolitu zavisi na
fyziologickom, vyvojovom a patologickom stave bunky, tkaniva i organizmu. Problémom vSak
je neschopnost’ zaviest' priame spojenie medzi génmi a metabolitmi. Spletity charakter
bunkového metabolizmu, kde jeden metabolit sa mdéZe ucCastnit v mnohych réznych
metabolickych drahach, komplikuje interpretaciu metabolickych dat [98].

Interpretacie genomu, transkriptomu a protedmu je zaloZenad na cielenej chemickej analyze
biopolymérov (4 nukleotidy pre gendm a transkriptém, 22 aminokyselin pre protedm). Problém
u metabolomu je ten, Ze existuje Siroké spektrum chemickych Struktir — metabolom tvoria latky
od anorganickych iénov az po hydrofilné sacharidy, prchavé alkoholy a ketony, aminozvysky
organickych latok, hydrofobne lipidy a iné komplexné prirodné latky [98].

Su dva pojmy, ktoré sa pouZzivaju pre analyzu Casti metabolému — profilovanie metabolitov
(,,metabolite profiling*) a metabolicka identifikacia (,,metabolic fingerprinting™). Profilovanie
metabolitov je pomenovanie pre analyzu daného setu metabolitov (aminokyseliny, organické
kyseliny), zatial' o metabolicka identifikacia je neSpecificka analyza vzorky (napr. piky po
hmotnostnej spektrometrii). NajcastejSie vyuZivanymi metédami detekcie metabolomu je
hmotnostna spektrometria (MS) a nuklearna magneticka rezonancia (NMR) [98].
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3 CIEL PRACE

Cielom dizertaCnej prace bolo Stadium vplyvu roznych typov stresovych podmienok na
vybrane organismy — mikrobidlne a rastlinné so zameranim na analyzu niektorych proteinov,
celeho protedmu a vybranych sekundarnych metabolitov. Hlavnd pozornost’ bola venovana
enzymom a metabolitom zapojenym v antioxidacnej odozve. Jednotlivé dielCie tlohy boli rieSené
s vyuZitim najmodernejSich dostupnych metdd a pristrojov.

e Prevedenie kultivacnych technik na réznych druhoch kvasinkovych mikroorganizmov

e VyuZitie regulécie produkcie biomasy a tvorby stresovych metabolitov u kvasinkovych
mikroorganizmov

e Zavedenie postupov Setrnej dezintegracie buniek karotenoidnych ainych druhov
kvasiniek, optimalizacia izolanych postupov proteinov z réznych biologickych
materidlov

e Optimalizacia 1D, 2D a mikrofluidnej separécie pri deleni proteinovych vzoriek; pokus
o identifik&ciu hlavnych proteinov exprimovanych v strese pomocou metdd hmotnostnej
spektrometrie

e VyuZitie zavedenych metdd k analyze vybranych metabolitov vystavenych podmienkam
exogénneho stresu

e Zrovndvacia Stadia vplyvu exogénnych stresovych faktorov na vybrané druhy
priemyslovych kvasinkovych mikroorganizmov produkujdcich vyznamné sekundarne
metabolity

e Analyza enzymovych aktivit aantioxidaCnej charakteristik vo vybranych typoch
technologicky vyznamného rastlinného materialu — v jablkach, jacmenoch a sladoch
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4 MATERIAL A METODICKE POSTUPY

4.1 Mikrobialne kmene, material, chemikalie a pristrojove vybavenie
4.1.1 Kvasinkové kmene

V préci boli vyuZité nasledovné kmene kvasiniek, ktoré boli ziskané na zéklade spoluprace

so SAV Bratislava.

e Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 a CCY 20-2-33

e Rhodotorula rubra (mucilaginosa) CCY 20-7-28 a CCY 20-7-31

e Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7

e Sporobolomyces salmonicolor CCY 19-4-8 a CCY 19-4-6

e Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4

e Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3

e Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 a CCY 10-1-2

e Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-88 (porovnavaci kmen)

4.1.2 Rastlinny material

4.1.2.1 Jablka

Na analyzu proteinov z jablk boli testované jablka zakdpené v beznej obchodnej sieti (odrody
Jonagold, Topaz, Gloster, Melinda, Sudtirol, Sampion). Pre analyzu antioxidatnych enzymov
boli pouzité tri odrody jablk — Idared, Golden Delicious a Jonagored. Vzorky pre analyzu
antioxidacnych enzymov a ostatnych antioxidacnych latok sa liSili formou skladovania — Cast’
bola skladovand v normaélnej atmosfére, Cast v modifikovanej atmosfére so zniZenou
koncentraciou kysliku (2%).

4.1.2.2 JaCmene a slady

Pre enzymovl analyzu a celkovu antioxidacnu aktivitu jamenov asladov boli pouzité
nasledovné vzorky.

Tab. 9 Zoznam pouzitych jamefiov a sladov (dodané z VUPS)

oznacenie oznacenie AZL oznacenie oznacenie AZL
. Odroda . Odroda
vzoriek Brno vzoriek Brno

1 1297 Wikingett 11 1307 Marthe

2 1298 Troon 12 1308 Maltasia

3 1299 Cruiser 13 1309 Lissane

4 1300 Bellevue 14 1310 Musikant

5 1301 Biatlon 15 1311 Xanadu
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6 1302 Mauritia 16 1312 Jersey

7 1303 Ebson 17 1313 Malvaz

8 1304 NFC Tipple 18 1314 Binder

9 1305 Westminster 19 1315 Tepelsky
10 1306 Publican 20 1316 Ratborsky

4.1.3 Chemikalie
4.1.3.1 Standardy

proteinova zmes 4 (frakcie: 97; 67; 45; 29 kDa, Serva SRN); proteinova zmes 5 (frakcie: 29; 21,
12,5; 6,5 kDa, Serva SRN), proteinova zmes 6 (frakcie: 97; 67; 45; 29; 21; 12,5; 6,5 kDa, Serva
SRN), Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad (USA), Protein Broad Range, Bio-Rad (USA),
B-karotén (p,p—karotén), Sigma (SRN), lykopén, Sigma (SRN), lutein (o-karotén-3,3"-diol),
Sigma (SRN), lipoxygenaza, Sigma (SRN)

4.1.3.2 Specialne chemikalie — analyza bielkovin

Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Serva (SRN); Ethylendiamintetraoctovd kyselina, f-
Mercaptoethanol, Serva (SRN); Bromphenol Blue, Serva (SRN); Sodium dodecylsulfate, Serva
(SRN); Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), Sigma (SRN); Fenolové cinidlo (Folin-
Ciocalteau), J. Kulich (CR); Acrylamide, Serva (SRN); N,N-methylen-bis-acrylamide, Serva
(SRN); Ammonium persulfate, Serva (SRN); N,N,N",N"-tetramethylethylenediamine (TEMED),
Sigma (SRN), Commassie Blue R-250, Serva (SRN);

4.1.3.3 Chemikalie na analyzu enzymov

Peroxid vodiku, Sigma (SRN), Polyvinylpyrolidon, Sigma (SRN), Ransod Kkit, Randox
Laboratories (USA), Total antioxidant status kit, Randox Laboratories (USA), Triton X-100,
Serva (SRN), 4-methylkatechol, Sigma (SRN), kyselina linolova, Sigma (SRN)

4.1.3.4 Rozpustadla HPLC

Methanol pro HPLC, Riedel-de-Hé&en (SRN); Acetonitril pro HPLC, Riedel-de-H&en (SRN);
Ethanol UV p.a., Lachema (CR), Aceton p.a., Lachema (CR)

4.1.3.5 Kaultivatné média
Yeast Autolysate, Himedia (India); Agar, Himedia (India);

Ostatné beZzné chemikalie boli Standardnej Cistoty p.a.
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4.1.4 PouZité pristroje a pomécky

4.1.4.1 Zostavy pre elektroforézu bielkovin a western blot

= Elektroforeticka aparatira P9DS, Owl Separation Systems (USA)

e Elektroforeticky zdroj EHC 250-90 (USA)

= Zdroj napétia pre elektroforézu, Series 90, Mid Range Power Supplies E-C Apparatus
Corporation (USA)

= Automaticka eletroforeticka stanica Experion, Bio-Rad (USA)

e Experion priming station, Bio-Rad (USA)

e Electronic Dualware Transilluminator UltraLum, Inc. (USA)

e Ultra Viewer, UltraLum, Inc. (USA)

e Camera Harrison 52 mm, Srew-In (USA)

» Epson Digital Camera, Seiko Epson Corp. (Japan)

e Protean IEF Cell, Bio-Rad (USA)

« Mini-PROTEAN Cell, Bio-Rad (USA)

= PROTEAN Plus Dodeca Cell, Bio-Rad (USA)

e Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad (USA)

4.14.2 Zostava pre HPLC a MS

» Zostava HPLC, ECOM (CR) - programator gradientu GP 5
- vysokotlaké ¢erpadlo P 4020
- trojcestny davkovaci ventil D
- termostat kolény LCO 101
- UV-VIS detektor procesorovy LCD 2084
- integrator Data Apex CSW v. 1,7
- kolona Supelce (4,6x150 mm): reverzna faza
C18 (5 um), Labicam s.r.0. (CR)
- predkoldna Supelco (4,6x30 mm): C18 (5 um), Labicom
s.r.o. (CR)
e HPLC/PDA/ESI-MS - Cerpadlo Gradient Surveyor MS Plus, Thermo Finnigan (USA)
- detektor Photo Diode Array PDA Surveyor Plus, Thermo
Finnigan (USA)
- trojcestny davkovaci ventil D, ECOM (CR)
- termostat kolény LCO 101, ECOM (CR)
- vakuova pumpa, Thermo Finnigan (USA)
- MS detektor LCQ Advantage Max, Thermo Finnigan (USA)
- LS-MA SW Xcalibur 1.3., Thermo Finnigan (USA)
= hmotnostny spektrometer Esquire 2000, Bruker Daltonics (USA)
e zostava LC-MS/MS - gradientova pumpa (Ultimate, LC Packings)
- automaticky davkova (Famos, LC Packings)

- prepinaci modul (Switchos, LC Packings, Holandsko)
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- HCTultra PTM Discovery System hmotnostny spektrometer
(Bruker Daltonik)

4.1.4.3 Ostatné pristroje

e Spektrofotometer VIS Helios 3, Unicam (UK)

e Spektrofotometer UV-VIS Helios a, Unicam (UK)

» trepatka LT 2, Sklarny Kavalier n.p. (CR)

« trepacka, Yellow line RS/OS 10 basic, IKA®~Werke GmbH&Co. KG (SRN)

e TrepaCka/inkubator Heidolph Instruments Promax 1020 (SRN)

 vakuové odparka RVO6-ML, IKA®-Werke GmbH&Co. KG (SRN)

e mikrocentrifuga Cu-C, Sunon (Taiwan)

e centrifuga 3-15, Sigma (SRN)

e (mikro)centrifiga chlazena U-32R, Boeco (SRN)

« analytické vahy, Boeco (SRN)

e predvazky, Ohaus LS 2000 (SRN)

e laminarni box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA)

e lyofilizator a CentriVap Concentrator, Labonco (UK)

e pH-meter HI 9321, HANNA Instruments (Taliansko)

e mikroskop, L1100a (SRN)

e termostat OP 30-U, Biotech (Sweden)

e Ultrasonic compact cleaner, Powersonic (SR)

e jednordzové membréanové filtre PRE — CUT membranes 0,2 um nylon 13 mm 100/PK,
Alltech (USA)

e bezné laboratdorne sklo

4.2 Produkcia mikrobialnej biomasy
4.2.1 Kultivatné podmienky

4.2.1.1 Kultivacia kvasinkovych kmernov

Vsetky kmene (Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Rhodotorula aurantiaca,
Sporobolomyces  salmonicolor, Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces shibatanus,
Cystofilobasidium capitatum) boli kultivované za rovnakych podmienok, aby bolo mozné
porovnanie produkcii jednotlivych kmenov medzi sebou. V ramci kultivacie boli testované rézne
kultivatné média (zékladné a bohaté). Postup kultivacie bol dve inokulatné média (2x24 hod)
ajedno produkéné (80 hod). Ako inokulacné medium sa pouzivalo médium bez pridavku
kvasni¢ného autolyzatu, produkéné médium bolo namieSané podla Tab. 10 a

Tab. 11. Média boli sterilizované a nasledne pripravené na pouZzitie. Pouzité kmene patria
medzi mezofilné a aer6bne mikroorganizmy, takZe kultivacia prebiehala pri 28°C za staleho
trepania (90 min™®). V priebehu celej kultivacie bolo stale osvetlenie, ktoré aktivovalo tvorbu
karotenoidov.
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Tab. 10 kultivaéné médium zakladné

Zlozka Inokulum Produkcia
Glukosa 409 4049
(NH4),SO,4 59 59
KH,PO, 509 50
MgSO, 0,34¢g 0,34¢g
kvasnicny autolyzat 79 -
Voda 1000 ml 1000 ml

Tab. 11 kultivaéné médium bohaté

Zlozka MnoZstvo
Kvasnicny autolyzat 5¢g
Glukoza 409
(NH4),SO, 109
KH,PO, lg
K,HPO, 0,29
MgSQO, 0549
NaCl 0,1¢g
CaCl, 0,1g
Mikroelementovy roztok 0,25 ml
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 12 Zlozenie mikroelementového roztoku

ZnS0;.
zlozka HsBO; CuS0,4.5H,0 Kl MnSO, FeC|36H20 (NH4)6M07024.4H20 7H 04
2
Mnozstvo
1,25 0,1 0,25 1 0,5 0,5 1
(1)

4.2.1.2 Kultivacia v pritomnosti stresovych faktorov

VSetky uvedené kmene kvasiniek boli vystavené pri kultivacii roznym druhom exogénneho
stresu. NajCastejSie bol pouzity chemicky stres vo forme pridavku NaCl a H,O, do produk¢ného
média. Tato forma stresovych faktorov bola pouzitd na zdklade naSich predchadzajucich Studii
[99-101].

K indukcii oxidacného stresu boli pouzité dve koncentracie H,O, (2 mmol/l a 5 mmol/l), ako
osmoticky stres boli aplikované dve koncentracie NaCl (2% a 5%). U kazdej kultivacie bol
stanovovany zakal kvasinkovej suspenzie turbidimetricky (630 nm) a tieZ bola pod mikroskopom
pozorovana morfologia buniek a Cistota mikrobialnej kultary.
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4.2.1.3 Kultivacia porovnavacich kmernov

Ako porovnavaci kmen pri izolécii bielkovin slGzZila kultdra kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, na ktorej kultivaciu sa pouzivalo klasické YPD médium (Tab.13). Kultivovalo sa
systémom 2x inokulum po 24 hod a 1x produkéné médium, tiez 24 hod, bez trepania a bez
pomocného svetelného zdroja.

Tab. 13 YPD médium

Zlozka MnozZstvo
Bekteriologicky pepton 20 g
Kvasni¢ny autolyzat 109
Glukéza 209
Voda 1000 ml

4.2.1.4 Spracovanie biomasy

Cely objem produk&ného média (obvykle 300 ml) bolo zcentrifugovanych pri 5000 otaCkach
po dobu 10 min. Bunky boli potom premyté a opat’ stoCené. Takto zozbierané bunky boli bud
hned' pouZité na analyzu (karotenoidy), alebo uchované vo fyziologickom roztoku pri -20°C
k dalsim analyzam. Cast’ biomasy bola spracovana lyofilizaciou, ked' nakultivované a premyté
bunky boli zmrazené v malom mnoZstve destilovanej vody a nasledne lyofilizované. Pre dalSie
analyzy boli bunky uchovavané pri -20°C.

4.2.2 Dlhodobé uchovavanie mikroorganizmov

Kvasinkove kultary boli uchovavané na sterilnych Sikmych agaroch, kde médium tvorila
sladina, v tme, pri 4°C. Priblizne raz za dva tyZdne boli kmene preo¢kované na novu sériu
agarov.

4.2.3 Test zivotnosti kvasiniek

Test prebehol na kultdrach karotogénnych kvasiniek, ktoré boli po beznej kultivacii oSetrené
lyofilizaciou. VysuSené bunky boli po urcitej dobe pridane do Zivného meédia a bolo pozorovang,
Ci dbjde k rastu kultdry.

4.3 Metody pouzité k izolacii proteinov z komplexnych vzoriek
4.3.1 Kuvasinky

4.3.1.1 Optimalizécia izola¢nych technik
Prvé optimalizatné kroky boli prevedené na kvasinke Saccharomyces cerevisiae. Priblizne

0,3 g vihkej vahy buniek bolo podrobenych lyze so zameranim sa na pouZzitie SDS a sklenenych
guliCiek o priemere 160 pm [102].
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Tab. 14 Optimalizacné metody na kvasinke Saccharomyces cerevisiae

1. 0,3 g buniek + vzorkovy pufer  vortex  var 5 min
2. 0,3 gbuniek + 1 ml 10% SDS  vortex  + vzorkovy pufer  vortex var 5 min
3. 0,3 g buniek + 2 Spachtle guli¢iek  vortex  +vzorkovy pufer  vortex  var 5 min [102]

Takto pripravené vzorky boli nanesené na PAGE gél. Pred nanesenim bola skontrolovana
dezintegracia buniek pod mikroskopom.

V dalSich krokoch optimalizacie boli postupy, popisané v Tab. 14, aplikované aj na Cervené
kmene kvasiniek, pricom mokra vaha pouzitych buniek bola cca 0,5 g. VSetky izolacné postupy
boli prevedené za chladu.

Pri skusani vhodnej izolaCnej techniky proteinov z Cervenych kvasiniek bol aplikovany aj
postup s NaOH [103]. Podrobny postup je popisany v kap. 4.3.1.2. V ramci optimalizacie boli
otestované rozne koncentracie pouZitého NaOH v rozmedzi 0,2 — 0,4 M. Tiez bolo testované
sucinné poésobenie NaOH, SDS a gul'6¢ok, v roznych davkovaniach, ale tieto postupy sa nakoniec
tieZ neukazali ako vhodné pre dalSie analyzy.

Pocas urcitych pokusov boli pouZité aj inhibitory protedz (PMSF), ale ich pouZitie pri izolcii
proteinov na PAGE-SDS sa nepreukdzalo ako podstatné. Pri priprave vzoriek na 2D
elektroforézu uz boli inhibitory protedz pouZivané, postup je popisany v kap. 4.4.6.1.

Pri vybranych experimentoch bola testovand aj extrakcia proteinov z lyofilizovanych
kvasinkovych buniek pre naslednu analyzu 1D elektroforézou, pretoZe bunky v tejto forme sa
ukazali ako vhodné k priprave vzoriek pre 2D analyzy. Tento spdsob predpripravy materidlu sa
vSak pre 1D analyzy neosvedcil.

V ramci optimalizacnych merani boli vzorky po izolacnych technikach delené na dva druhy.
KedZe v laboratériu nie je ultracentrifuga, boli preto skiumané obsahy proteinov aj
v supernatantoch, aj v sedimentoch. To znamena, Ze vzorka po izolacii bola stoend na
maximalnych moznych otackach (8000 ot.), a potom bola rozdelend na supernatant a sediment,
supernatant bol zahusteny na vakuovej odparke, a potom bol k takto pripravenym vzorkam a aj
ku sedimentom pridany vzorkovy pufer a povarené vzorky boli nanaSané na PAGE gél. Tiez bolo
aplikované vyzrazanie proteinov zo zmesi organickymi rozpustadlami, najCastejSie aceténom,
avSak ucinnost’ aschopnost’ zrdZania nebola dostatocna, atak tento postup nebol dalej
aplikovany.

Bola tieZz pouZita izolécia proteinov vo forme tzv. extraktu celkovych proteinov ziskaného
precipitaciou pomocou kyseliny trichloroctovej (TCA), ale len pre izolaciu proteinov z kvasinky
Cystofilobasidium capitatum. Hoci je tdto metdda beZzne aplikovana pre ziskanie celkového
proteinoveho extraktu, na Cervené kvasinky sa ukazala ako nedostatocne Gc¢inna.

Po sérii optimalizanych krokov boli na zaklade prevedenych testov vybraté nakoniec dva
izolacné postupy (s pouzitim NaOH a SDS), ktoré boli potom aplikované na vsetky kvasinkové
kmene.

4.3.1.2 lzol&cia proteinov pomocou NaOH

Kcca 0,59 vlhkej vahy buniek bol pridany 1 ml 0,2 mol/l NaOH acca 2 — 3 Spachtle
sklenenych guléCok o priemere 160 pym, Co zodpoveda velkosti kvasinkovych buniek. Po
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premieSani na vortexe bola zmes nechand inkubovat' 10 min pri laboratérnej teplote. Po tejto
dobe bola zmes opét” dokladne premieSand a nasledne centrifugovana (6000 otacok, 10 min).
Supernatant bol odstraneny a ku sedimentu bol pridany vzorkovy pufer. Po premieSani a povareni
vzoriek so vzorkovym pufrom (3 — 5 min) boli vzorky pripravené k analyze, pripadne uschované
pri -20°C [103].

4.3.1.3 lzol&cia proteinov pomocou SDS

VSetky kroky pri izolacii pomocou SDS boli prevedené za chladu. K cca 0,5 g vlhkej véhy
buniek bol pridany 1 ml 10% SDS acca 2 — 3 Spachtle sklenenych gul'dcok, rovnako ako pri
izolacii s NaOH. Nasledne bola zmes mieSana v pomere 1 — 2 min vortex/5 min inkubéacia
v chlade. Tento postup bol opakovany 4krat. Potom bol k celému objemu pridany vzorkovy
pufer, zmes bola opédt’ premieSand a povarend. Takto pripravené vzorky boli nésledne
analyzovane alebo uchované pri -20°C.

4.3.1.4 lzolacia proteinov pomocou TCA

K cca 0,5 g vlihkej vahy premytych buniek bolo pridanych 300 ul 20% TCA. Nasledne boli
pridané sklenené gul'6cky a zmes bola vortexovana 10 minat. Suspenzia bola prenesena do inej
ependorfky, apotom bola centrifugovana na maximalnu rychlost (10 000 ot., 1 min). Po
centrifugacii ostali na dne skimavky usadené proteiny, ktoré boli po vyliati supernatantu dalej
Standardne upravené so vzorkovym pufrom a po vare boli uchovane k dalSej analyze.

4.3.1.5 Priprava vzoriek proteinov zkvasiniek pre analyzu pomocou mikroCipovej
elektroforézy

Postup pripravy vzorky tesne pred vlastnou analyzou je popisany dalej. Samotné proteiny boli
z kvasiniek izolované rovnakymi postupmi ako bunky na analyzu 1D elektroforézou (kap.
4.3.1.2, 4.3.1.3), az po krok pridania vzorkového pufru, kde namiesto neho bolo pokracované
V postupe popisanom v kap. 4.4.5.2.

432 Jablka

4.3.2.1 Priprava vzoriek pre analyzu proteinov

Zvazené jablkd boli zbavené jadier a dezintegrované spolocne so Supkou. Dezintegracia
prebiehala za chladu. Rozomleté jablka boli pretlacené cez gazu a Stava bola centrifugovana
v chladenej centrifuge pri 4°C a 10 000 ot/min po dobu 5 min. K sedimentu bol pridany vzorkovy
pufer a po povareni boli vzorky pripravené na nanesenie. Supernatant bol zahusteny na vakuovej
odparke a potom bol postup rovnaky ako pri sedimente. Bol testovany aj postup za pouZitia
pridavku 10% SDS v dezintegratnom kroku. Dalej boli vzorky upravované rovnako ako
v predchadzajucom pripade.
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4.3.2.2 Priprava vzoriek pre analyzu antioxida¢nych enzymov

KedZe sledované antioxidatné enzymy rychlo reaguji so vzduSnym Kkyslikom, pri¢om
prechadzaju do oxidovanej formy, Uprava vzorky musela byt’ maximalne Setrna a zaistujlca o
najvacsie mnozstvo uchovanych aktivnych enzymov. Na zéklade toho bolo vyskusanych viacero
postupov upravy vzorky.

Celé jablko bolo zvéZené, rozpolené a na analyzu antioxidacnych enzymov bola pouZité jedna
polovica. Potom boli aplikované Styri postupy spracovania jablk (Tab. 15), ktorymi bol
optimalizovany proces izolacie. Jablko bolo vzdy nastrihané na plastovom strihadle (zabranenie
oxidacie vzorky).

Tab. 15 Izolagné postupy pre antioxidagné enzymy z jabik

Po nastrihani sa vytlaenad Stava nechala urychlene zamrazit. Potom bola vzorka
lyofilizovana a nasledne podrobena analyze.

Postup 1

Spracovanie ako v postupe 1, avSak pred vytlaCenim Stavy pridavok 2g
polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu X-100 [104].

Po nastrhani bola zmes postupne zmrazovana tekutym dusikom (0,51 dusika na
Postup 3 vzorku). Potom bola zmes urychlene rozomleta na prasok. Takto pripravena vzorka sa
nasledne analyzovala.

Postup 2

Spracovanie ako v postupe 3, ale s pridavkom 2 g polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu

Postup 4 .
X-100 do zmesi [104].

Po takomto spracovani materialu boli vzorky uchovavané v mraznicke pri teplote -18°C.
4.3.3 JaCmen aslad

Na analyzu enzymov v jameni a v slade boli navazené vzorky (5 g) rozomleté a nasledne
extrahované v 25 ml acetatového pufru (0,1M octan sodny, pH 5,0) 1hod za chladu aza
neustaleho trepania. Po extrakcii boli vzorky centrifugované a zozbierany supernatant bol
nasledne analyzovany.

4.4 Analyza intracelularnych bielkovin
4.4.1 Hartree-Lowryho metdda stanovenia celkovych proteinov

Stanovenie koncentracie Lowryho metddou je kolorimetrické, zaloZzené na dvojzlozkovom
¢inidle. Prvou zlozkou je biuretové €inidlo, druhou je Folinovo €inidlo. Princip metédy spociva
v reakcii dusikov peptidovej vézby s mednatym iénom v alkalickom prostredi a naslednej
redukcii fosfomolybdenanov hydroxyfenolovou skupinou tyrozinu na molybdenovd modra.
Metoda teda vyuZziva ku stanoveniu bielkovin v nich viazaného tyrozinu, tryptofanu a cysteinu a
ich reakcie s Folinovym-Ciocaltenovym cinidlom. Ako kalibrany Standard sa najCastejSie
pouZiva hovédzi albumin. Metoda je citlivd na zmeny pH a preto pH stanovovanej zluceniny by
malo byt okolo10 — 10,5 [105].
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Celkovy obsah proteinov sa stanovoval vo vzorkach jabik uchovévanych v réznych typoch
atmosfery. 0,1 g jablka zmrazeneho v tekutom dusiku bolo rozpustenych v 10 ml fosfatoveho
pufru (0,1M; zmes Na,HPO4.12H,0 a KH,PO,). Nasledne boli vzorky odstredené pri
7500 ot/min po dobu 10 min. Na stanovenie bol pouZity len supernatant, takze boli stanovené len
rozpustné proteiny.

4.4.2 Bradfordova metoda stanovenia celkovych proteinov

Bradfordova metdda je jednoducha metdda pre stanovenie koncetracie proteinu a je jednou z
najpouzivanejSich. Pre meranie je dolezita rychlost’ a presnost’. V porovnani s Lowryho metddou
je Bradfordova metdda citlivejSia a interferuje tu menej reagentov. Princip spoCiva v naviazani
farbiva Coomassie Brilliant Blue G-250 na protein. Meria sa absorbancia pri 595 nm. Farbivo sa
lahko viaze na argininové a lysinové zvysky [65]. Celd metdda sa prevadzala v mikromeritku.
Bolo pipetovanych medzi 10 a 100 pg proteinu v 100 pl celkového objemu. Koncentracia bola
vypocitana pomocou kalibracnej krivky. Vysledok bol ziskany do 5 min.

4.4.3 Elektroforéza intracelularnych bielkovin pomocou 1D PAGE-SDS

K separécii bielkovin bola pouzita elektroforeticka aparatura P9DS (16 cm x 14 cm, hrubka
gélu 1,5 mm) zloZena z elektroforetickej vane Shelton a elektroforetického zdroja EHC 250-90,
SH 300. NosiCom bol polyakrylamidovy gel v deliacom pufre. Zviditelnenie oddelenych
bielkovin umoznilo farbenie. Ako elektrolyt bol pouzivany 0,025 mol/l Tris-glycinovy pufer
s pridavkom SDS.

SELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

zahtati s SDS a merkaptoethanolem

plastova komora

zaporné
nabita
= molekula SDS

| ©

pufr
. O
Obr. 16 Elektroforéza bielkovin v polyakrylamidovom géle v pritomnosti SDS [21]
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4.4.2.1.Roztoky
PouZité roztoky na pripravu gélov udava Tab. 16

Tab. 16 Roztoky pouZivané na pripravu polyakrylamidovych gélov

Zéasobny roztok AA:BIS [(40% AA) : (3,3% BIS) =29 : 1)]

Separacny pufer 1,5 mol/l Tris-HCI pH 8,8

Koncentracny pufer 0,5 mol/l Tris-HCI pH 6,8

Elektrodovy pufer 0,025 mol/l Tris/glycin-SDS

Vzorkovaci pufer 2,13 ml 0,5mol/l Tris-HCI pH 6,8; 1g SDS; 5ml glycerolu; 2,5ml B-
merkaptoethanolu, 1 mg bromfenolovej modrej (doplnit’ na 10 ml redestilovanou
vodou)

Iniciacné Cinidlo 25% APS v redestilovanej vode (pripravovat’ vzdy Cerstvy)

4.4.2.2.Priprava polyakrylamidoveho gélu

Pipetované objemy na pripravu polyakrylamidového gélu zaviseli na Zelanej hustote a

zosietovani gelu (Tab. 17). VZdy bol najskor pripraveny separacny gél, ktory vznikol zmieSanim
AA:BIS so separacnym pufrom a redestilovanou vodou. Tato zmes bola nasledne sonifikovana
minimalne 3 mindty. Potom boli pridané SDS a TEMED. Polymeracia gélu bola zahajena
pridavkom APS. Po opatrnom zamieSani bola zmes urychlene naliata do priestoru medzi dvoma
sklami v nalievacom stojane. Gél bol prevrstveny destilovanou vodou.
Nasledne bol pripraveny koncentracny gél, ktory umoznuje fokusaciu bielkovin do ostrych zon.
AA : BIS bolo zmieSané s koncentranym pufrom a redestilovanou vodou. Zmes bola opat’
kratko sonifikovand. Opat" boli pridané roztoky SDS, TEMED a APS. Po stuhnuti
polyakrylamidového gélu (cca 30 minut) bola destilovana voda z povrchu gélu odsata filtratnym
papierom a bol doliaty koncentracny geél, do ktorého bol vloZeny nanaSaci hreben sliZiaci k
vytvoreniu jamiek pre vzorky.

Tab. 17: Pipetované objemy roztokov na jednotlivé druhy aparatdr

druh aparatdry PODS, PADS, Zaostr.
0 )
roztoky e gl ;:;5/0 g;le
AA/BIS 10 12,5 1,25
Tris/HCI pH 8,8 10 10 -
Tris/HCI pH 6,8 - - 2,5
redest. H,0O 19,6 17,1 6,15
SDS 0,4 0,4 0,1
TEMED 0,06 0,06 0,045
APS 0,24 0,24 0,12
> 40 ml 40 ml 10 ml
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4.4.2.3.Priprava vzoriek

Jednotlivé vzorky bielkovin boli podl'a potreby zahustené a zakoncentrované na vakuovom
evaporatore (Labconco, USA), zmieSané so vzorkovacim pufrom v pomere 1:1 a potom
povarené vo vodnom kupeli 3 mindty.

4.4.2.4.Prevedenie vertikalnej elektroforézy

Sklenené dosky s gélom boli prenesené do vertikalnej elektroforetickej aparatdry Shelton,
upevnené Srobami a do elektrédového priestoru bol naliaty elektrédovy pufer. Po odstréneni
hrebena bolo do jamiek nanasanych 10 - 25 ul vzorky, podl'a obsahu proteinov vo vzorke.

Elektrodova nadoba bola uzavreta a pripojena ku zdroju (Obr. 17). Volba prudu a napatia
zavisela od vyizolovanych proteinov. Akonahle zona bromfenolovej modrej doputovala na
aroven dolného okraja skla, bol zdroj napétia vypnuty. Gél bol opatrne uvol'neny zo sklenenych
dosiek a nafarbeny.

| o | d AU

Obr. 17: AparaturaP9DS pre PAGE-SDS

4.4.2.5.Farbenie
Detekcia bielkovin pomocou Coomassie Brilliant Blue R-250

Po dokonceni elektroforézy bol gél preneseny do premyvacej naddoby s 96% ethanolom, ¢im
doSlo k zafixovaniu proteinov. Po oplachnuti destilovanou vodou bol gél ponoreny na 5 minut do
farbiacej nadoby s Coomassie Brilliant Blue R-250 (CCB, methanol, kyselina octova, voda —
0,25 : 50 : 10 : 40) a dvakrét preplachnuty odfarbovacim roztokom (methanol, kyselina octova,
voda — 15 : 10 : 75). V zavislosti na intenzite zafarbenia bol gél ponechany na odfarbovanie cez
noc.
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Detekcia bielkovin pomocou farbenia striebrom
Na farbenie proteinov striebrom boli pouZité roztoky v Tab. 18.

Tab. 18 Roztoky pouZivané na farbenie striebrom

Fixacny roztok 50% methanol, 12% kyselina octova, 35%formaldehyd, Milli Q voda
Premyvaci roztok 35% ethanol

Roztok zvysujdci citlivost’ gélu 0,02% Na,S,04

Farbiaci roztok 0,2% AgNO3, 35% formaldehyd

Vyvijaci roztok 6% Na,CO3, 35% formaldehyd, 0,0004% Na,S,03

Ukoncovaci ,,stop* roztok 50% methanol, 12% kyselina octova

Gél bol po vybrati z aparatry ponechany vo fixathom roztoku 30 mindt za staleho trepania.
Potom bol 15 minut premyvany v premyvacom roztoku, nasledne 2 minaty ponechany v roztoku
zvysujacom citlivost. Znova bol gél premyvany 3 minuty. Nésledne bol aplikovany farbiaci
roztok po dobu 20 mindt. Znova nasledovalo oplachnutie na 2 minuty. Potom bol gél ponechany
vo vyvijacom roztoku, aZz kym neboli jasne vidiet' zony bielkovin. Nakoniec bol pouZity
ukoncovaci ,,stop* roztok, ktory vyvijanie gélu zastavil [106]. Po nafarbeni bol gél zaznamenany
rovnako ako v prechadzajdcich pripadoch.

4.4.2.6.Vyhodnotenie

Velkost fragmentov vzniknutych elektroforetickym delenim bola ur€ovand pomocou
Standardov, ktoré boli nanesené na prislusny gél spolu so vzorkami.

Odfarbeny gél bol snimany kamerou UltraCam (Pharmacia Biotech) za pouZitia Electronic
Dualvawe Transluminator (Pharmacia Biotech), vyhodnoteny softwarom Ultralum TotalLab a
uchovany vo folii. PretoZe software umoZziiuje len Ciernobiely zdznam, boli v3etky gély
skenované pomocou skenera za uc¢elom ziskania farebneho zaznamu.

Vyhodnotenie vysledkov vertikédlnej PAGE-SDS elektroforézy bolo prevedené pomocou
dokumentacného systemu Ultralum zloZeného z dualneho transluminatora, intergrujucej CCD
kamery, riadiacej jednotky a analytického softwaru Ultralum TotalLab pre 1D analyzu.

Gély z jednotlivych experimentov boli po ukoncCeni elektroforéz umiestnené do priestoru
dualneho transiluminatora. Gély s nanesenymi bielkovinami boli umiestiované na plochu
osvetlovanu viditel'nym svetlom. Po zapnuti kamery bol spusteny program Scion Image a
vybrana ponuka Special a potom Start capturing, ¢im bolo nastavené snimanie.

Zakladné ovladanie kamery umoznovalo zvacSovanie (zmenSovanie), zaostrovanie
a presvecovanie snimaneho objektu. Potom, €o boli ziskané zaznamy vzoriek v dostatocnej
ostrosti, bol obrazok uloZeny vo formate *.tif.
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4.4.4 \Western blot

Vzorky proteinov z jabik na analyzu boli najprv separované pomocou PAGE-SDS na 10% géle
(separacny gél - 1M Tris, pH 8,8; 10% SDS, 30% akrylamid, 10% APS, TEMED, H0;
koncentracny gél — 1M Tris, pH 6,8; 10% SDS, 30% akrylamid, 10% APS, TEMED, H,0).
Vzorky na analyzu boli upravené Standardne (tj vzorkovy pufer, var 3 min) a potom boli
nanesené na pripraveny 10% gél. Analyza bezala 1 — 2 hod, najprv pri 120V, kym vzorky
nedoputovali do gélu, potom pri 150V.

Po separacii bol prevedeny transfer na PVDF membranu. Gél bol vyrezany, nasledne premyty
v transferovom pufre (15,1 g TRIS a 72,1 g glycinu do 500 ml deionizovanej vody, z toho
odobrat’ 8 ml, a k tomu pridat’ 20 ml methanolu, 1 ml 10% SDS, doplnit’ vodou na 100 ml), a
potom bol zostaveny tzv. ,sandwich®* — papier pre blotting navlihéeny v transferovom pufre,
navihend membrana, gél po elektroforéze, navihCeny papier pre blotting. Takto pripravena
membrana s gélom bola vloZend do zariadenia Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), na ktorom
prebehla analyza. Cely prenos na membranu trva cca 1 hod, pri 400 mA za staleho chladenia.

Po prenose doSlo k imunodetekcii (laboratorna teplota, jemné trepanie). Membrana bola
premyta vo vode a v PBS pufre (20x koncentrovany - 80 g NaCl, 35.8 g Na;HPO,.12 H,0O a 15.6
g NaH,PO, . 2 H,0, doplnit' vodou na 1000 ml). NeSpecifické miesta na membrane boli
blokované roztokom odtu¢neného mlieka 30 min pri laboratérnej teplote a potom v chladnej
miestnosti cez noc. Na druhy deri doSlo k pridaniu protilatky. Pre zniZenie neSpecifity bola
primarna protilatka riedena v TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl) a potom bola pridana
k membrane, s ktorou bola inkubovana 3 hod. Po premyti PBS pufrom bola pridana sekundarna
protilatka (anti-goat, anti-rabbit), s ktorou bola membrana opat” inkubovana 1 hod. Po dalSom
premyti doSlo k detekcii. Sekundarna protilatka je obvykle spojena s reportujicim enzymom
(chrenova peroxidaza). Ta sa vyuZiva na Stiepenie chemiluminiscencného Cinidla, pricom
vysledkom reakcie je luminiscencia v pomerovej Casti k velkosti proteinu. Tato luminiscencia
bola zachytena na citlivy fotograficky film.

Tato metdda bola prevedena v spolupréci s laboratoriami Max F Perutz, Viedef, oddelenie
chromozomovej bioldgie.

445 Mikrofluidné elektroforetické systemy

Na stanovenie proteinovych vzoriek je najCastejSie pouzivana metéda PAGE-SDS. AvSak
jednotlivé kroky analyzy su Casto Casovo narocné. Analyza pomocou mikrofluidnych
elektroforetickych systémov slUzi ako porovnavacia metdda ku klasickej separacii bielkovin,
pricom zaroven predstavuje nové moznosti separovania bielkovin.

4.45.1 Zariadenie Experion pre stanovenie bielkovin mikrofluidnou technikou

System Experion (Bio-Rad, USA) (Obr. 18) pre mikroCipova elektroforézu pouziva
kombinaciu mikroCipu LabChip od firmy Caliper Life Sciences (USA) a fluorescencnej detekcie
k rychlemu stanoveniu a automatickej analyze vzoriek proteinov. Pomocou analyzy ,,all in one*
zahffiajuc separaciu, detekciu a analyzu dat, systém Experion eliminuje mnohé zdihavé manualne
kroky pri analyze.
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Systém Experion sa sklada z automatickej eletroforetickej stanice, nanaSacej stanice pre gél,
Kitu pre analyzu bielkovin a programu na spracovanie a vyhodnocovanie dat.

Analyza vzoriek bielkovin je prevadzana pomocou Experion Pro260 Analysis Kit, ktory
obsahuje reagenty a mikrofluidné Cipy. System dokaze vyhodnotit’ bielkoviny od 10 do 260 kD.
Cela analyza trva do 30 minut. Systém vykazuje menSie naroky na objem roztokov v porovnani
s PAGE-SDS a vyhodou je vlastny proteinovy Standard.

Experion Pro260 analysis kit obsahuje proteinovy Standard Pro260 protein ladder, vzorkovaci
pufer, roztok gélu Pro260 gel, fluorescencné farbivo Pro260 stain, membranové filtre a
jednorazové mikrofluidné Cipy. Kazdy ¢ip méZe analyzovat’ 10 vzoriek [107].

Centrom mikrofluidneho systemu je Cip, ktory obsahuje rad plastovych jamiek viazanych
v sklenenej dostiCke. DostiCka je viazand s optimalizovanou sietou mikrokanalikov. Siet’
kanalikov je v dostiCke vyleptana. Ked su kanaliky vyplnené gélom a vzorkami, elektroforeticka
stanica vedie vzorky kanalikmi pomocou Specificky ovladaného napatia a prudu.

Obr. 18: Zariadenie na mikroCipovu elektroforézu od firmy Bio-Rad
4.45.2 Priprava vzoriek a roztokov

Vsetky roztoky boli uchovavané v chladniCke, pred pouZzitim museli byt ustalené na
laboratérnu teplotu, jemne zvortexované a stocené na centrifuge 3-5 sekund. Tiez bolo délezité
zabranit’ kontaktu roztokov so svetlom.

20 pl fluorescencnej farbiCky Pro260 stain bolo pridanych do 520 pl Pro260 gel skimavky
s gélom. Zmes bola kratko vortexovand a nasledne stoCend na centriflge. Gélovy roztok bol
prefiltrovany cez membranovy filter 5 minat pri 10 000 ot/min. Takto prefiltrovany gélovy roztok
sa mbZe pouzivat' 4 tyZdne, potom je potrebné roztok znova prefiltrovat’.

Pre separovanie za redukénych podmienok sa pridava do 30 pl roztoku vzorkoveho pufru 1 pl
B-merkaptoethanolu. Za neredukujlcich podmienok sa pouziva 1 pl deionizovanej vody na 30 pl
vzorkového pufru.
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Proteinovy Standard bol pripraveny zmieSanim 2 ul vzorkového pufru a 4 pl Pro260 ladder
v mikroskimavke. Rovnako 2 pl vzorkového pufru bolo pridanych ku vzorkdm. Zmesi boli
jemne vortexované a stofené na mikrocentrifuge 3 — 5 sekdnd. Nasledne boli v3etky roztoky
povarené 3 — 5 minut. Po vychladnuti boli stogené na cetrifige 15 sekdnd. Dalej bolo pridanych
84 ul deionizovanej vody. Zmesi boli jemne sto€ené. V tomto momente boli vzorky aj Standard
pripravené na nanesenie na Cip.

4.4.2.3. Nanasanie gélu a vzoriek na Cip, priebeh analyzy

Jednordzovy Cip (Obr. 19, Obr. 20) bol nasadeny na nandSaciu gélovu stanicu. Bolo
pipetovanych 12 pl gélového roztoku do jamky s ndzvom GS (nanaSacia jamka). Je potrebné
davat’ pozor na vyskyt bublin, ktoré mézu zabranit’ spravnej polymeréacii gélu. NanaSacia stanica
bola uzavretd aboli nastavené podmienky tlaku a ¢asu podla ndvodu vyrobcu. Pristroj bol
spusteny a do jednej minuty bol gél hotovy a pripraveny na pouZitie.

Obr. 20: Digitalne zobrazenie povrchu mikrofluidného Cipu LabChip

Dalej bolo pipetovanych 12 pl prefiltrovaného gélového roztoku do Styroch jamiek GS, vratane
prvej nanasacej z pripravy gélu. Dalej bolo pipetovanych 12 pl prefiltrovaného gélu do jamky G.
Jamky boli skontrolované, €i sa v nich nevyskytuju bubliny. Nésledne boli nan&Sané vzorky
0 objeme 6 pl do jamiek oznaCenych 1 aZz 10. Kazda jamka musi byt zaplnena, inak nedéjde
k analyze.

K analyze je potrebné postupovat’ v nasledovnych krokoch: spustenie elektroforetickej stanice
— spustenie Experion software — umiestnenie Cipu na vyhradené miesto - v programe zadanie
parametrov analyzy New run a protokol Experion Pro260. Po stlaCeni tlaCitka Start nastala
analyza. Po skonCeni analyzy program ozndmi ukoncenie napisom Run complete.
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Na zéaver je potrebné ogistit’ elektrody. Cistiaci Cip bol naplneny 800 pl deionizovanej vody
a bol umiestneny do automatickej elektroforetickej stanice, kde bol ponechany asi 60 sekuind.

4.4.2.4.Analyza dat

Na konci kaZzdej separacie zobrazuje Experion software elektroforetogram bielkovinného
Standardu Pro260 ladder. Tento Standard generuje 9 pikov. Software identifikuje prvy pik ako
dolny nastaveny marker pri 1,2 kD a posledny pik ako horny nastaveny marker pri 260 kD. Piky
medzi dolnym nastavenym markerom a prvym pikom Standardu (10 kD) su systémove piky. Ak
bola separécia uspesn4, tak je viditel'nych vsetkych devét pikov.

Pomocou Experion softwaru je mozné ur€it’ molekulové hmotnosti bielkovin aj koncentraciu
bielkovin. Software je tieZ schopny Statistického vyhodnocovania dat.

446 2D elektroforéza

4.4.6.1 Priprava vzorky na 2D analyzu

80-hodinova kultdra Cervenych kvasiniek bola stoCend, premyta anasledne podrobena
lyofiliz&cii, kde bola z buniek odstrdnend prebytocnd voda. Lyofilizovand kultdra bola
nasledovne spracovavana na 2D analyzu, ktora prebiehala v spolupraci s Laboratoriom funkcnej
genomiky a proteomiky PfF MU v Brne.

Lyofilizované bunky boli rozsuspendované v lyzatnom pufre (mocovina, CHAPS, DTT,
inhibitory protedz). Bunky boli rozbijané kombinovanim mechanického vplyvu sklenenych
guliCiek s vortexovanim za chladu. Bol striedany 5-6x vortex po 20-30 s so statim na l'ade. Po
lyze bolo overené mnoZstvo proteinov vo vzorke Bradfordovou metdédou. Ku proteinom bol
potom pridany vzorkovy pufer.

4.4.6.2 Ilzoelektricka fokusacia

Na izoelektricki fokuséaciu boli pouzité IPG stripy od firmy Bio-Rad s linearnym pH
gradientom v rozmedzi pH 3-10. Rehydratécia stripov prebiehala v rehydratacnej/ ekvilibrizacnej
miske. Rehydratacny pufer bol zloZzeny z 7M mocoviny, 2M thiomocoviny, 4% CHAPS, 60 mM
DTT, 0,8% amfolytu a 0,003% BPB. Proteinovd vzorka v rehydratatnom pufre bola
napipetovana do kanaliku nadobky, nasledne bol na vzorku umiestneny IPG strip, ktory bol
potom jemne prevrstveny minerdlnym olejom. Takto pripravené stripy boli ponechané
k rehydratacii cca 11 — 16 hod.

Tab. 19: Doporuceny rozsah proteinovych nanasok na IPG stripy

Dizka IPG stripu 7cm 11cm 17 cm 18 cm 24 cm
Objem
rehydratacného 125 ul 200 pl 300 pl 315 ul 450 pl
pufru na strip
NanaSka proteinu 5-20ug 20 -50 ug 50 — 80 ug 50 — 80 ug 80 — 250 ug
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pri farbeni
striebrom

Nanaska proteinu
pri farbeni
Coomassie

G-250

50 — 100 g 100-200pg | 200-400ug | 200-400ug | 400 —800 hg

Po rehydratacii prebehla izoelektrickd fokusacia v aparatire Protean IEF Cell od firmy Bio-
Rad. Stripy boli umiesnené do fokusacnej nadobky, opét boli zaliate mineralnym olejom a potom
ponechané k analyze. Podmienky analyzy zaviseli od druhu pouZzitych stripov. Obvykle analyza
prebiehala pri laboratérnej teplote, za limitujuceho prddu 50 mA aza postupne stupajuceho
napétia od 250 — 8000 V, cez noc.

4.4.6.3 PAGE-SDS a farbenie gélu

Po izoelektrickej fokusacii bola prevedena ekvilibrécia stripu pred PAGE-SDS (ekvilibracny
pufr — 6M mocovina, 0,375M Tris/HCI, pH 8,8, 2% SDS, 20% glycerol). Bol pripraveny 2%
DTT, v ktorom bol strip ekvilibrovany 10 min a nasledne dalSich 10 min v 2,5% jédacetamide.
PAGE gély boli pripravené klasickymi postupmi. Pred nanesenim stripov na gély boli stripy
oplachnuté v elektrédovom pufre. Po umiestneni stripu na vrch gélu sa naniesol aj proteinovy
Standard. Analyza prebiehala v aparatirach PROTEAN Plus Dodeca Cell alebo v Mini-
PROTEAN Cell od firmy Bio-Rad. Doba analyzy je zavisla od velkosti pouzitych gélov (gély
rozmerov 20x20 cm bezali cca 17 hod).

Obr. 21: Vkladanie IPG stripu na PAGE gél

Farbenie gélu prebehlo tromi réznymi spésobmi — Coomassie Blue, striebro a SYPRO Ruby.
Pouzitie Coomassie Blue je vhodné pre Siroké spektrum proteinov avsak s citlivostou do 10 ng.
CitlivejSia metdda je farbenie pomocou striebra s citlivostou do 1 ng, avSak toto farbenie sa
vacSinou nedad nasledne pouzit na MS analyzu. Preto bolo prevazne pouzivané farbenie so
SYPRO Ruby, ktoré tieZz zaruCuje vysoku citlivost do 1 ng avyrezané proteiny mdzu byt
nasledne analyzované pomocou MS.
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4.4.6.4 Analyza obrazu

Analyza obrazu bola prevedena pomocou programu PD Quest™. Pomocou programu je mozné
vyhodnotit’ nafotené gély kvalitativne aj kvantitativne.

4.4.7 Analyza proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie

4.4.7.1 Priprava vzorky pred MS analyzou

Po obrazovej analyze boli vybrané spoty bielkovin vyrezané z gélu a podrobené digescii
trypsinom pomocou kitu od firmy Sigma - ProteoSilver Destainer. Ziskand zmes peptidov bola
podrobena MS analyze.

4.4.7.2 MS analyza

Peptidy ziskané digesciou trypsinom boli analyzované pomocou hmotnostnej spektrometrie.
Metodicky boli pouZité techniky MALDI-MS a MALDI-MS/MS. Zmes peptidov po digescii bola
zmieSana s matricou (obvykle derivaty kyseliny Skoricovej) a nasledne prebehla MS analyza.

MALDI/MS

V pripade MALDI-MS ziskané MS spektrum obsahuje hmotnosti peptidov vzniknutych
digesciou analyzovanych proteinov. Namerana peptidova mapa bola prehl'adavana voci databaze
proteinovych sekvencii. Prehl'adavaci program si vytvara teoretickl peptidovd mapu od kazdej
poteinovej sekvencie v databdze apostupne ju porovndva s experimentadlne nameranou
peptidovou mapou nasho analyzovaneho proteinu. Vysledkom prehladavania bol rebricek
proteinov s najpodobnejSimi peptidovymi mapami. Miera zhodnosti je vyjadrena formou tzv.
skore, Cize vSetky proteiny s hodnotou skore vy$Sou nez limitnou sU programom povaZzované za
identifikované.

MS-MS

V pripade MALDI-MS-MS dochadza ku fragmentécii. MS-MS spektrum obsahuje fragmenty
peptidu, ktoré vznikli koliznou disociaciou v idnovej pasci. Tieto fragmenty nesu Specifickd
informéciu o sekvencii peptidu. Namerané fragmentacné mapy boli nésledne prehl'adadvané voci
databaze proteinovych sekvencii. Prehl'adavaci program Mascot Search si vytvara teoretickd
peptidovi mapu proteinovej sekvencie v databaze, potom si od kazdého peptidu prislusnej
peptidovej mapy pripravi teoreticki fragmentaCni mapu a postupne ich porovnava
s experimentalnymi datami. Toto prevedie pre kazdu proteinovd sekvenciu v databédze. Pre kazdy
priradeny peptid je spocitané individualne skore, ktorého hodnota vySSia neZz limitna urCuje
signifikantni zhodu medzi teoretickou a nameranou fragmentatnou mapou. Miera zhodnosti
proteinu je vyjadrena celkovym skore, ktoré je suctom individudlnych skére peptidov
priradenych danému proteinu.
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Pristroj pri zbere MS dat pracoval v reflektronovom mdde s detekciou pozitivnych ionov.
Jednotlivé vzorky (1 ul) boli nanesené na vzorkovaciu dostiCku s hydrofilnymi ,kotvami“
AnchorChip a nasledne boli prekryté roztokom matrice (1 pl). Ako matrica bola pouZita a-kyano-
4-hydroxyskoricova kyselina (CHCA). Zmes sa ponechala schnat' pri laboratérnej teplote. Po
Uplnom zaschnuti bola vzorka analyzovana. Kalibracia bola prevedena metodou externej
kalibracie. Vyhodnotenie dat bolo prevedené pomocou programov Flex Analysis 3.0 a MS
Biotools 3.1 (Bruker Daltonik).

Na spracovanie MS a MS/MS dat bol pouzity vyhladavaci program MASCOT 2.2
(MatrixScience, UK). K databazovému vyhladavaniu bola pouZitd NCBI proteinova databaza.
Povolena hmotnostna tolerancia pre MALDI-MS data bola pre peptidové mapovanie 30 ppppm
a pre MS/MS data 0,6 Da. Vyhl'adavanie bolo prevedené bez taxonomickych obmedzeni. VSetky
MS experimenty boli prevedené v spolupraci s laboratériom funkénej genomiky a proteomiky
PFF MU v Brne.

W s

Obr. 22 Hmotnostny spektrometer MALDI-TOF/TOF Ultraflex 111 (Bruker Daltonics), na ktorom
bola prevedena vacsina MS analyz
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4.4.8 Analyza antioxidacnych enzymov

4.48.1 Antioxidacné enzymy v jablkach

V odrodach jabik Idared, Golden Delicious a Jonagored, skladovanych v dvoch roznych
atmosférach, boli stanovované tri enzymy - superoxiddismutdza (SOD), kataldza (CAT) a
polyfenoloxidaza (PPO).

Stanovenie SOD

Aktivita enzymu superoxiddismutaza bola stanovovana pomocou kitu Ransod od firmy
Randox. Suprava sa pouZiva na stanovenie SOD vo vzorkach krvi pri 37°C. Z opakovanych
pokusov atiez z literatiry bolo zistené, Ze kit je pouzitelny aj na stanovenie enzymov
z rastlinnych vzoriek, a preto bol pouzivany aj v naSom pripade [108].

Princip stanovenia spociva v tom, Ze xanthinoxidaza generuje z xanthinu superoxidovy radikal,
ktory reaguje s 2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chloridom za vzniku Cerveno
sfarbeného roztoku formazanu. SOD vychytava vzniknuté superoxidové radikaly a brani tak
tvorbe Cerveného komplexu.

K analyze bolo vzdy branych 0,1 g pod dusikom zmrazenej vzorky, ktora bola rozpustena
v 10 ml fosfatového pufru. KedZe vzorka obsahovala aj nerozpustné Casti jablka, tak pred
samotnou analyzou musela byt centrifugovana. Dalej sa postupovalo podla navodu z kitu.
Absorbancia sa merala pri vinovej dizke 505 nm proti vzduchu. Vypodet bol prevedeny na
zaklade vzorcov v manudli kitu.

Stanovenie CAT

Stanovenie aktivity katalazy bolo optimalizované pomocou viacerych metodik. Je mozné
stanovovat aktivitu manganometricky [109], kitom od firmy Sigma Ci spektrofotometricky [18,
25]. V tomto pripade bola pouzita spektrofotometrickd metoda.

Princip metddy spociva v tom, Ze k roztoku peroxidu vodiku o zndmej koncentracii sa prida
vzorka obsahujlca kataldzu. Katalaza rozklada peroxid vodika na vodu a kyslik, pricom sa meria
Ubytok peroxidu vodika v roztoku v zavislosti na Case.

K analyze bol podobne ako pri stanovovani SOD pouzity 1 g dusikom zmrazeného jablka
v 10 ml fosfatového pufru. Po odstredeni pevnych podielov bola vzorka pipetovana k roztoku
peroxidu, pricom sa merala absorbancia po 1,5 min pri 240 nm proti fosfatovému pufru. Vypocet
bol prevedeny na zéklade Lambert-Beerovho zakona.

Stanovenie PPO
Nevyhodou prace s polyfenoloxidazou je Casovy faktor, kedZe enzym rychlo reaguje so

vzdusnym kyslikom a oxiduje. Na stanovenie aktivity bola pouZitd spektrofotometricka metdda
s 4-methylkatecholom [110].
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Princip stanovenia spocCiva v rekacii roztoku 4-methylkatecholu s kyslikom a PPO za vzniku
oranzového roztoku benzochindnu, ktory sa nasledne pomalou reakciou s vodou meni na hnedy
melanin. Spektrofotometricky sa meria zmena koncentréacie methylkatecholu pri 400 nm.

K analyze bol opédt pouzity 1g mrazenej vzorky vo fosfatovom pufre. Bola zmerana
absorbancia po 30sapo 2,5min proti fosfatovému pufru. K vypoctu bol pouzity Lambert-
Beerov zakon.

VSetky tri enzymy boli stanovované aj v Cerstvo vytlaCenej jablkovej Stave. Postupy analyzy
tychto vzoriek sa zhoduju s vysSie popisanymi postupmi.

4.4.8.2 Antioxidacné enzymy v jaCmeni a v slade
Stanovenie LOX

Princip metody spoCiva v reakcii nenasytenych mastnych kyselin s kyslikom a lipoxygenazou
za vzniku peroxidov nenasytenych mastnych kyselin [41]. V tomto pripade bola ako nenasytena
mastné kyselina pouZzitd kyselina linolova. Reakcia prebiehala v prostredi boratového pufru. Po
pridavku enzymu k substratu sa ihned zmerala absorbancia v UV oblasti pri 234 nm a potom sa
zmerala opat’ po 1 min. Aktivita LOX-1 bola vypoCitand z rozdielu absorbancii na zéklade
Lambert-Beerovho zékona.

4.5 lzolacia a analyza ostatnych antioxidacnych latok v komplexnych vzorkéch

Kvéli lepSiemu vyhodnocovaniu proteinovych a enzymovych charakteristik boli analyzované
aj vybrané antioxidacné latky v komplexnych biologickych vzorkach. Z kvasiniek boli izolované
karotenoidy, v jablkach boli stanovované celkové polyfenoly a flavonoidy aaj v jablkach aj
v jatmenoch a sladoch bola sledovana celkové antioxidacna kapacita.

4.5.1 Spracovanie vzoriek pred analyzou

Kvasinky

Spracovanie kvasinkovych buniek bolo po kultivacii popisané v kapitole 4.2.1.4. K analyze
karotenoidov museli byt pouzité Cerstvo pripravené bunkové extrakty, pretoZe ich pretoze
uchovavanim dochédza k Ubytku metabolitov. KedZe karotenoidy su sucastou lipidickych frakcii
buniek kvasiniek, tak ich izolacia spoCivala vo viacstupfiovej extrakcii organickymi
rozpustadlami. V odbornej literatdre boli publikované r6zne metddy izoléacie karotenoidov [111],
vyuZivajluce k extrakcii organické rozpustadla. V tejto praci bol pouzity spdsob, ktory bol
optimalizovany v naSom laboratdriu v predchadzajicich pracach [112]. Bunky boli v trecej miske
dezintegrované trenim v 50 ml acetonu. Potom bolo pridanych 50 ml KOH azmes bola
zmydelfiovana 30 min vo vodnom kupeli pri 90°C. Zmydelneny odparok bol 3x extrahovany
diethyleterom. Spojené etherové frakcie boli odparené na vakuovej odparke. Odparky boli
nasledne rozpustené v 1 ml ethanolu pre HPLC a prevedené do mikrocentrifugacnych skimaviek.
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Pred analyzou boli vzorky eSte prefiltrované cez membrénovy filter a odstredené na
mikrocentrifuge.

Jablka

Jablkd na stanovenie nizkomolekulovych antioxidantov boli nastrdhané na plastovom
strihadle, hmota bola prefiltrované cez dvojitd gazu a takto ziskana surova Stava bola nasledne
analyzovana.

JaCmene a slady

Postup pripravy vzoriek pre analyzu nizkomolekulovych antioxidantov z jaCmena a sladu sa
zhoduje s postupom na pripravu vzoriek pre analyzu proteinov, popisany v kap. 4.3.3.

4.5.2 Analyza celkovych polyfenolov

Celkovy obsah polyfenolov vo vybranych vzorkach bol stanovovany fotometrickou metddou
s Folin-Ciocaltauovym cinidlom. Ako Standard bol brany 6 mol/l roztok kyseliny gallovej.
K analyze bolo vzdy Folin-Ciocaltauové Ccinidlo riedené vodou v pomere 1:9. Tiez bol
pouZzivany nasyteny roztok uhli¢itanu sodného (7,5 g NaCOs + 95 ml H20) [113].

Pocas kaZzdej analyzy bol do skimaviek pipetovany 1 ml Folin-Ciocatauovho ¢inidla, 1 ml H20
a 50 ul analyzovaného extraktu. Po premieSani bola zmes ponechana 5 min stat. Potom bol
pridany 1 ml nasyteného uhli€itanu sodného a po premieSani boli opat’ zmesi ponechané stat’,
tentoraz 15 min. Potom bola zmerana absorbancia na spektrofotometri Helios & vocCi slepej
vzorke pri 750 nm. Standardizacia prebehla premeranim kalibratného radu roztokov kyseliny
gallovej o obsahu 110 — 560 mg/I.

4.5.3 Analyza celkovych flavonoidov

Princip metody stanovenia celkovych flavonoidov spociva v reakcii vzorky s hlinitou solou
a dusitanom. Ako Standard bol pouzity katechin. Na analyzu bol pouZity 5% dusitan sodny, 10%
chlorid hlinity, 1 mol/l hydroxid sodny a 1 mol/l roztok katechinu [113].

Samotnéa analyza prebiehala zmieSanim 0,5 ml vzorky s 1,5 ml vody. Nasledne bolo pridanych
0,2 ml 5% NaNO,, po premieSani bola zmes ponechanéa stat' 5 min, aby potom bolo pridanych
0,2ml 10% AICl;. Zmes bola opat premieSand a ponechana stat’ 5 min. Na koniec bolo
pridanych 1,5 ml NaOH a1 ml H,O apo premieSani stdla zmes dalSich 15 min. Nésledne sa
merala absorbancia na spektrofotometri Helios & voCi destilovanej vode pri 510 nm.
Standardizacia prebehla premeranim kalibratného radu roztokov katechinu rozpusteného
v absolutnom ethanole o obsahu katechinu 110 — 560 mg/I.

454 Metoda ABTS

Celkova antioxidatna kapacita sa stanovovala pomocou diagnostickej supravy ,,Total
Antioxidant Status“, TAS, od firmy Randox. Analyza bola prevedena podla navodu v Kite.
Princip analyzy spociva v sledovani inhibicie premeny chromogénu substratom. Cim vysSia je
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absorbancia danej zmesi, tym viac chromogénu bolo premeneného ato znamena, Ze pridana
vzorka bola menSim antioxidantom, lebo nebola schopna vychytat' radikaly pdsobiace na
chromogén.

PraSkové chemikalie obsiahnuté v kite boli prevedené do roztoku. Potom boli roztoky
pipetované do zuZenych kyviet podla Tab. 20.

Tab. 20 Pipetované objemy na ABTS

blank Standarna vzorka Analyzovana vzorka
deionizovana voda 10 pl 8 ul 8 ul
Standard - 2 ul -
vzorka - - 2 ul
chromogén 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Koncentricia modrozeleného ABTS bola merana spektrofotometricky pri 600 nm. Celkova
antioxidacnd aktivita bola porovnana so Standardom  kyseliny 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylovej (trolox) a vyjadrena rovnicou:

Cét
AAblank _AA§t
ABTS(mmol /1) = faktor.(AA, . —AA o)

faktor =

455 Analyza nizkomolekularnych antioxidacnych latok metédou HPLC/UV-VIS a
HPLC/PDA/ESI-MS

Chromatografickd analyza karotenoidov prebiehala na zostave HPLC/UV-VIS od firmy
ECOM spol. sr.0. K spracovaniu dat a chromatogramov bol pouzity chromatograficky software
CSW 1.7 asoftware Clarity. Separacia prebiehala izokraticky, kde ako mobilna faza pre
separaciu karotenoidov bola pouZity methanol pre HPLC, prietok mobilnej fazy bol 1,1 ml/min.
Analyza beZala pri 45°C na nerezovej kolone C18 s predradenou predkolonou. Vzorka bola na
kolonu davkovana ventilom s davkovacou smyckou o objeme 20 ul. Separované analyty boli
detekované fotometricky pri vinovych dizkach odpovedajicich maximu absorbancie prislusnej
analyzovanej latky (450 nm pre karotenoidy).

Identifikacia karotenoidov bola prevedena na zéklade chromatografickej analyzy Standardov
karotenoidov pri danych vinovych dizkach. Stanovenie mnoZstva vybranych karotenoidov bolo
prevedené pomocou externej kalibracie metddou kalibraCnej krivky. Ku kvantitativnemu
vyhodnoteniu bola pouZita zavislost’ plochy pikov jednotlivych Standardov na koncentracii.

Karotenoidy boli tiez analyzované pomocou HPLC/PDA/ESI-MS analyzy. Separacia bola
prevedend rovnako ako uvySSie popisaného postupu (HPLC/UV-VIS). Na PDA boli
zaznamenavané chromatogramy sGcasne pri roznych vinovych dizkach (450 nm, 350 nm
a290 nm), potom boli analyzované spektra karotenoidov. Jednotlivé karotenoidy boli
analyzované online metédou HPLC/PDA/ESI-MS (detektor PDA Finnigan Surveyor, MS
detector LCQ Advantage Max, Thermo Finnigan) za rovnakych podmienok (koléna, mobilna
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faza, podmienky separacie) ako u HPLC/-UV-VIS. Prietok mobilnej fazy bol 0,5 ml/min,
hmotnostné spektrd boli analyzované pomocou online ESI ionizacie v negativnom mode.
Hmotnostnd analyza prebehla tiez offline. Oddelené frakcie karotenoidov boli zozbierané,
zmieSané s chloroformom (50:50, v/v) anastrekované priamo do spektrometra (MS LCQ
Advantage Max, i6nova pasca s ionizaciou elektrosprejom). ESI-MS spektra boli zaznamenané
v rozsahu m/z 400 — 600. Teplota v kapilare bola nastavena na 150°C, napatie bolo 16V a tok
dusiku bol nastaveny na 30 (dopredu dohodnuté jednotka) [114, 115].

Stanovenie retinolu a a-tokoferolu bolo prevedené metddou simultannej HPLC, kde doslo
k programovanej zmene vinovej dizky. Parametre separécie boli podobné ako u vyssie
spominanych karotenoidov, CiZe nerezova kolona C18 s predkolonou, 45°C, izokraticka elucia za
pouZitia methanolu pre HPLC. Prietok mobilnej fazy bol 1,1 ml/min. Objem davkovacej smycky
bol 20 pl. Separované analyty boli detekované spektrofotometricky v programovom mode: 0 —
3,5 min pri 325 nm (absorpéné maximum pre retinol) a 3,5 — 10 min pri 289 nm (absorpéné
maximum tokoferolu). Data boli spracované pomocou rovnakého software ako karotenoidy.

77



5 VYSLEDKY

Cielom prvej Casti predlozenej prace bolo sledovanie zmien protedbmu a metabolému po
zavedeni réznych regulacnych procesov, ktoré mali za dlohu zvysit produkciu vybranych
priemyselnych metabolitov — karotenoidov. ZvySena pozornost bola venovand vplyvu
exogénnych stresovych faktorov na bunky a naslednym zmenam proteinového profilu buniek.
Experimenty boli prevedené na karotenogénnych kmerioch kvasiniek. Druha Cast' prace je
venovana skumaniu protedbmu aantioxidacnych latok u vybranych rastlinnych vzoriek
vystavenych stresu. V ramci prace boli testované a nasledne zavedene mnohé metodické postupy
zamerané na izolaciu aanalyzu vybranych druhov makromolekul, enzymov a dalSich
metabolitov.

5.1 Analyza proteinov a antioxida¢nych latok izolovanych z kvasinkovych
mikroorganizmov

Analyza protedbmu u kvasinkovych mikroorganizmov bola prevedena najma kvoli sledovaniu
stresovej odozvy buniek. Bunky po vystaveni rdznym stresovym podmienkam syntetizujd
stresové proteiny (napr. HSP), ktoré chrénia bunku pred dalSim vplyvom nepriaznivého
prostredia. Dochadza tiez k zrychleniu a spomaleniu urCitych metabolickych drah, ktoré su
zodpovedné za adaptacné mechanizmy v bunke. K izol&cii proteinov boli pouZité bunky, ktoré
boli vystavené vplyvu exogénnych stresovych faktorov pocas rastu.

V predloZenej préci boli pouZité dva druhy stresu — osmoticky stres indukovany vplyvom
NaCl a oxidacny stres vyvolany vplyvom H,0, (kap. 4.2.1.2). Sady proteinov boli porovnavané
s proteinami vyizolovanymi z buniek kultivovanych za normalnych podmienok (kap. 4.2.1.1.) Po
izolacii proteinov boli najprv boli prevedené 1D elektroforézy (kap. 4.4.3.), kde boli sledované
proteinové profily vyizolované z jednotlivych druhov kvasiniek, ale kedZe nebolo mozné uz po
1D elektroforézach vybrat’ jednotlivé proteiny na MS analyzu, boli nasledne prevedené aj 2D
elektroforézy (kap. 4.4.6.).

Sledovanie stresovej odozvy bolo zaznamenavané aj na metaboldomovej Grovni. Po aplikacii
stresovych faktorov pocCas produkcie biomasy bol analyzovany vplyv na mieru tvorby
karotenoidov (membranové antioxidanty) a ergosterolu (stabilizand zlozka kvasinkovych
biomembran). Ako hlavny modelovy organizmus bola vybratd kvasinka Rhodotorula glutinis,
proteinove profily a antioxidacné latky vSak boli sledované aj na ostatnych karotogénnych
kmenoch.

5.1.1 Morfoldgia a rastové charakteristiky pouzitych kmenov kvasiniek

Morfologia (svetelny mikroskop, zvéacSenie 640x) a rastové charakteristiky karotenogennych
kmenov kvasiniek boli sledované u siedmich kmenov: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra,
Rhodotorula  aurantiaca,  Sporobolomyces  salmonicolor,  Sporobolomyces  roseus,
Sporobolomyces shibatanus a Cystofilobasidium capitatum (kap. 5.1.1). Za optimalnych
podmienok (26°C, 100 rpm) dochadza k narastu buniek do 5 az 7 dni, u kmena Cystofilobasidium
capitatum je rast o nie€o pomalSi. Rastova krivka ma u vSetkych kmernov charakteristicky
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dvojstupniovy charakter, kde stacionarna faza nastava okolo 50. hodiny rastu. VSetky kmene tiez
vykazuju prediZzend stacionarnu fazu s ¢asto viacerymi maximami rastu. Prvé maximum bolo
pozorované u vSetkych kmenov okolo 80. hodiny rastu, preto aj vSetky metabolity pre dalSie
experimenty boli izolované z 80h rastovych kultdr. Maximum rastu je zhodné aj s maximom
obsahu karotenoidov, ktoré ako sekundarny metabolit st produkované v stacionarnej féaze
s maximom prave okolo 80 h. Vysledky produdukcie karotenoidov su uvedené v kap. 5.1.5. [3-
karotén ako hlavny karotenoid bol analyzovany vo vsetkych vzorkach kvantitativne, taktiez
lykopén. Produkcia lykopénu bola nizSia najma preto, Ze lykopén slizi ako acyklicky prekurzor
karotenoidov. Kvalitativne bol stanoveny torulén, hydroxytorulén a torularhodin. Tiez boli
stanovené celkové karotenoidy [115]. U Casti kmenov boli podobné testy v naSom laboratériu
prevedené uz v minulosti, avSak s inymi stresovymi faktormi, €i ich inou koncentraciou [116,
117].

5.1.1.1 Rhodotorula glutinis

Obr. 23 Morfoldgia kmena Rhodotorula glutinis a ukaZzka nateru na agare

Bunky kmena Rhodotorula glutinis su gul'até aZz jemne ovélne a tvoria retiazky, ktoré su
charakteristické pre rod Rhodotorula [22]. Je vidiet tieZ vrstvu akumulovanych pigmentov na
vnutornej strane cytolazmatickej membrany. Nater na agare je oranZovy az Cerveny, hladky,
jemne slizky.
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Graf 1 Rastova krivka u kvasinky Rhodotorula glutinis

79



Kvasinka Rhodotorula glutinis ma typicky dvojfazovy charakter rastovej krivky (Graf 1), ktory
je typicky aj pre ostatné karotenogénne kmene, ako bude vidiet' na dalSich grafoch. Takato
tendencia rastu bola popisana uZz aj v predchadzajucich pracach [112, 118]. K produkcii
pigmentov doch&dza najma okolo 70 — 80-tej hodiny rastu.

Taziskom experimentov bolo sledovanie vplyvu stresovych faktorov v Zivnom médiu na rast
kvasiniek. Pozorovanie morfologickych zmien signalizuje schopnost’ buniek adaptovat’ sa novym
Zivotnym podmienkam tak, aby nedoch&dzalo k usmrcovaniu buniek, ba €o viac, vybrané druhy
exogénneho stresu podnietili kvasinky k zvySenému rastu aj k zvySenej produkcii vybranych
metabolitov. V tomto pripade je vidiet zmeny v morfoldgii u kvasinky Rhodotorula glutinis
(Obr. 24). Oxidacny stres vo forme pridavku peroxidu vodika do Zivného média spdsobuje
elipsoidny tvar buniek, ktoré st ale velmi podobné kontrolnej vzorke. Pritomnost” osmotického
stresu vo forme pridavku NaCl spdsobuje gulaty tvar buniek, ktoré su vSak na prilozenych
mikroskopickych snimkach eSte v procese delenia, a preto maju jemne sploSteny tvar. Bunky
vystavené rastu v stresovych podmienkach maju spolo¢ni vlastnost, ktorou je stencenie
bunkovej steny z dévodu vysSieho obsahu karotenoidov, ktory bunky za stresovych podmienok
produkuj.
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Obr. 24 Morfologia buniek Rhodotorula glutinis po raste v pritomnosti stresovych faktorov,
zlava: 5mM H,0;,, 2mM H,0,, 2% NaCl, 5% NacCl

Zmeny morfoldgie u ostatnych kmenov boli porovnatelné so zmenami u kvasinky Rhodotorula
glutinis. Mikroskopické snimky ostatnych kmenov je mozné vidiet v kap. 5.1.1.2, 5.1.1.3 a
5.1.1.4.

5.1.1.2 Rhodotorula rubra a Rhodotorula aurantiaca
Bunky kmeriov Rhodotorula rubra a Rhodotorula aurantiaca st z morfologického hladiska

velmi podobné kmeru Rhodotorula glutinis. Su gul'até, tvoria retiazky a tiez je viditelI'na vrstva
pigmentov. Nater na agare je oranZovy az Cerveny, hladky, jemne slizky.
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Obr. 26 Morfoldgia kmena Rhodotorula aurantiaca a ukézka nateru na agare
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Graf 2 Rastova krivka u kvasinky Rhodotorula rubra
Kvasinka Rhodotorula rubra vykazuje podobny charakter rastu ako kmen Rhofotorula glutinis.

Typicky je dvojstupfiovy nérast biomasy s predizenou stacionarnou fazou, ktery v uvedenom
experimente (Graf 2) vykazuje miernejsi priebeh [119].
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Graf 3 Rastové krivka u kvasinky Rhodotorula aurantiaca

U kvasinky Rhodotorula aurantiaca bola zaznamenana rastova krivka az do 160tej hodiny
rastu. Krivka vykazuje dve rastové maxima, ako aj ostatné karotenogénne kmene. Z dévodu
zachovania kontinuity experimentov boli aj u tejto kvasinky izolované metabolity z 80tej hodiny
rastu.

Obr. 27 Morfoldgia buniek Rhodotorula rubra po raste v pritomnosti stresovych faktorov, zl'ava:
5mM H,0,, 2mM H,0,, 2% NaCI, 5% NacCl

Morfologické zmeny pocCas pdsobenia stresovych faktorov nie si u kvasinky Rhodotorula
rubra tak jasne pozorovatelné ako ukmena Rhodotorula glutinis. U kvasinky Rhodotorula
aurantiaca dochadza k zvysenej akumulacii pigmentov u 2mM H,0, a u 2% NaCl.

Obr. 28 Morfolégia buniek Rhodotorula aurantiaca po raste v pritomnosti stresovych faktorov,
zlava: 2mM H,0,, 5mM H,0,, 2% NaCl, 5% NacCl
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5.1.1.3 Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus

Aj kvasinky rodu Sporobolomyces patria medzi karotogénne kmene kvasiniek a vykazuju
podobné vlastnosti ako kvasinky rodu Rhodotorula. Patria ale do ¢el'ade Sporobolomycetaceae,
pricom hlavny rozdiel oproti rodu Rhodotorula spociva v tvorbe spér. Inak je morfoldgia buniek
rodu Sporobolomyces velmi podobna bunkdm rodu Rhodotorula [22, 120]. Podobnost’ je vidiet’
aj na rastovych krivkach, ktoré vykazuja typicky dvojstupriovy charakter.

Obr. 29 Morfoldgia kmena Sporobolomyces salmonicolor a ukdzka nateru na agare

Bunky kmefia Sporobolomyces salmonicolor maju gulaty tvar. Nedochadza k tak patrnému
retiazkovaniu ako u kmenov rodu Rhodotorula. Nater na agare je oranZzovy az lososovy, hladky,
leskly, jemne slizky.
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Obr. 30 Morfoldgia buniek Sporobolomyces salmonicolor po raste v pritomnosti stresovych
faktorov, zl'ava: 2mM H,0,, 5mM H,0,, 2% NaCl, 5% NacCl

Zmeny morfologie po pdsobeni stresovych faktorov nie si u kvasinky Sporobolomyces
salmonicolor tak patrné.

Obr. 32 Morfolégia kmena Sporobolomyces shibatanus a ukazka nateru na agare
Bunky kmefiov Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus maju bunky jemne

pretiahnuté az elipsovité. K tvorbe retiazok dochadza obcCasne. Nater na agare je oranZovy aZz
lososovo ruzovy, hladky a slizky.
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Graf 5 Rastova krivka u kvasinky Sporobolomyces roseus
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Graf 6 Rastova krivka u kvasinky Sporobolomyces shibatanus

Kvasinky Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus (Graf 5, Graf 6) vykazuju
podobny charakter rastu ako kvasinky kmena Rhodotorula (kap. 5.1.1.1, 5.1.1.2).
Charakteristické je predizena stacionarna faza, priom prechod z exponencialnej do stacionarnej
fazy nastdva uz okolo 40tej hodiny rastu a dalSie lokalne maximum bolo zaznamenané okolo
80tej hodiny. U kvasinky Sporobolomyces shibatanus nastava okolo 120tej hodiny rastu druhé
Siroké maximum v prediZenej stacionarnej faze.
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Obr. 33 Morfoldgia buniek Sporobolomyces roseus po raste v pritomnosti stresovych faktorov,

zlava: 2mM H,0,, 5mM H,0,, 2% NaCl, 5% NaCl

Obr. 34 Morfolégia buniek Sporobolomyces shibatanus po raste v pritomnosti stresovych
2% NaCl, 5% NaCl

faktorov, zl'ava: 2mM H;0,, 5mM H,0,,
Vplyv stresovych faktorov na tvar kvasiniek sa prejavil gul'atejSim tvarom stresovanych buniek

na rozdiel od kontrolnych buniek.
U kvasinky Sporobolomyces shibatanus bol prevedeny test na odolnost buniek voci lyofilizacii
ako moznej technike uchovavania buniek (kap. 4.2.3). Bunky po lyofilizacii boli
rozsuspendované vo fyziologickom roztoku a zmeny morfologie boli sledované mikroskopicky.
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Obr. 35 Kvasinka S. shibatanus pred lyofilizaciou (vlavo) a po oZiveni zlyofilizovanej kulttry

(vpravo)
Ako je vidiet na Obr. 35, tak lyofilizacia vyznamne neovplyvniuje morfoldgiu kvasinky

Sporobolomyces shibatanus. Lyofilizovaneé bunky boli podrobené aj rastu za Standardnych
podmienok, pricom rast bol porovnatel'ny s rastom kultiry uchovavanej tradicnym spdsobom na

Sikmom agare.
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5.1.1.4 Cystofilobasidium capitatum

Obr. 36 Morfoldgia kmena Cystofilobasidium capitatum a ukazka nateru na agare

Bunky kmena Cystofilobasidium capitatum patria rovnako ako rod Rhodotorula do Celade
Rhodotorulaceae. Bunky su gul'até az mierne ovélne. Dochadza k hromadeniu pigmentov na
vnuatornej strane cytoplazmatickej membrany. Nater je oranZovy az ruzovy.
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Graf 7 Rastové krivka u kvasinky Cystofilobasidium capitatum

Aj rastova krivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum méa dvojstupfiovy charakter, tak ako
ostatné vysSie spominané kmene. Prvé maximum rastu je okolo 60-tej hodiny, €iZze na konci
exponencialnej fazy rastu, druhé maximum potom okolo 105-tej hodiny rastu, tj v prediZenej
stacionarnej faze. V dobe rastu sa kmen Cystofilobasidium capitatum liSi od ostatnych
karotenogénnych kmenov, ktoré maju maximalnu produkciu biomasy a karotenoidov uz okolo
80-tej hodiny.
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Tab. 21 Sthrnné tabulka produkcie biomasy u vSetkych Studovanych kmenov (80h kultivacia)

stresovy | R.glutinis | R.rubra | R.aurantiaca | S.salmonicolor | S.roseus | S.shibatanus | C.capitatum

faktor biomasa (g/)

kontrola 10,09 9,53 4,69 5,83 9,04 3,58 8,04
2%NaCl 9,23 8,09 6,11 4,14 3,30 2,82 8,18
2mMH,0, 8,41 6,76 4,63 3,13 3,32 2,39 6,86
5% NaCl 10,30 6,09 7,02 5,08 3,68 3,95 7,98
5mMH,0, 7,21 7,94 6,77 1,95 3,89 2,85 8,39

Podla Gdajov v Tab. 21 je mozné porovnat" produkciu biomasy u vSetkych sledovanych
kmenov. Uvedené su hodnoty mnoZzstva biomasy, ktora bola ziskana kultivaciou za Standardnych
podmienok. Tiez je mozné porovnat produkciu biomasy po aplikacii stresovych faktorov.
NajvysSia produkcia biomasy bola zaznamenana u kmena Rhodotorula glutinis (kultivacia za
Standardnych podmienok). Hodnoty biomasy ziskanej za stresovych podmienok boli
porovnatelné s hodnotami z kontroly, a to u vietkych kmefiov. Znamena to, Ze bunky boli dobre
adaptované na vplyv stresovych faktorov a boli schopné produkcie, ktora je porovnatelna
s kultivaciou v Standardnych podmienkach.

5.1.2 Analyza proteému kvasinkovych mikroorganizmov metédou 1D PAGE-SDS

Protedbm kazdého organizmu je dynamicky systém. Tento systém je odrazom Zivotného
prostredia, v ktorom sa sa organizmus nachadza, reaguje na vnutorné aj vonkajSie podnety,
vplyvaju nai posttranslatné zmeny a iné modifikacie. Z toho vyplyva, Ze kazda aj malad zmena
Zivotnych podmienok sa prejavi na zmene proteinového zloZenia. Kvasinkové organizmy
skumané v tejto praci boli ovplyvilované pridavnymi latkami v Zivhom médiu, s cielom zvysit’
produkciu vybranych metabolitov (karotenoidov) za Gcelom priemyselného vyuzitia. Aplikacia
exogénnych stresovych faktorov v Zivnom médiu vyvoldva zmeny protedmu, ktoré boli
pozorované najprv pomocou 1D elektroforéz a neskér aj pomocou 2D elektroforéz s detekciou
vybranych spotov proteinov pomocou MS (kap. 5.1.4). Na analyzy boli pouZité karotogénne
kvasinkové kmene (kap. 4.1.1).

K analyze vsetkych proteinov boli pouZivané Standardné proteinové zmesi, na zéklade ktorych
bola urCovana orientacnd molekulova hmotnost separovanych bielkovin. ZlozZenie zmesi je
uvedeneé v nasledovnej tabulke.

Tab. 22 ZloZenie Standardnych proteinovych zmesi

Pouzity Standard ZloZenie Standardu Molekulova hmotnost’ (Da)
fosforylaza B 97,400
L, hovadzi albumin 67,000

Proteinova zmes 4 . -

vajecny albumin 45,000
karboanhydréza 29,000
Proteinova zmes 5 karboanhydraza 29,000
sojovy trypsin inhibitor 21,000
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cytochrém C 12,500

hovadzi trypsin inhibitor 6,500

fosforylaza B 97,400

hovadzi albumin 67,000

vajecny albumin 45,000

Proteinova zmes 6 karboanhydraza 29,000
sojovy trypsin inhibitor 21,000

cytochrém C 12,500

hovadzi trypsin inhibitor 6,500

5.1.2.1 Optimalizacia izolanych podmienok

Sucastou prace bola optimalizicia izolaCnych technik pre analyzu proteinov, ktora
predchadzala hlavnym analyzam proteinového zloZenia kvasinek. Kedze na 1D analyzu
proteinov z karotenogénnych kvasiniek nestaCila beZznd metoda pripravy vzoriek, ktora je Gcinna
na dostato€nu separaciu proteinov z inych druhov kvasinek, napr. zo S. cerevisiae [121], museli
byt testované iné metody. Popisy jednotlivych optimalizacnych metod su v kapitole 4.3.1.1.
Popis metdd, ktoré boli nasledne pouzivané na vSetky analyzy, je v kapitolach 4.3.1.2 a 4.3.1.3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2345 67 89

4500
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Obr. 37 1D elektroforéza bielkovin z kvasiniek, izolovanych pocas optimalizicie metdd — vlavo
vyber vhodnej metody izolacie proteinov, vpravo urCenie optimalnej koncentracie pouZzitého
NaOH

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 65V, 100mA, 9,5 hod

Tab. 23 Popis nané3ok k Obr. 37
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draha

vzorky popis vzorky, gél vlavo popis vzorky, gél vpravo

1 proteiny z S. cerevisiae, izolacia NaOH proteinova zmes 6

proteiny z S. cerevisiae, izolacia 0,2M

2 proteiny z R. glutinis, izoldcia NaOH NaOH

proteiny z S. cerevisiae, izol4cia 0,3M

3 proteiny z S. salmonicolor, izolacia NaOH NaOH

proteiny z S. salmonicolor, izolacia 0,2M

4 proteiny z S. cerevisiae, izolacia EtOH NaOH

proteiny z S. salmonicolor, izol4cia 0,3M

5 proteiny z R. glutinis, izolacia EtOH NaOH

6 proteiny z S. salmonicolor, izol4cia EtOH | proteiny z R. glutinis, izolacia 0,2M NaOH

proteiny z S. cerevisiae, izol4cia SDS +

7 qulicky proteiny z R. glutinis, izolacia 0,3M NaOH
8 g[j?ltgll(r;y 2R glutinis, izolacia SDS + proteiny z R. glutinis, izolacia 0,4M NaOH
proteiny z S. salmonicolor, izol4cia SDS | proteiny z R. glutinis, izolacia 0,4M NaOH
9
+ gulicky + gulicky

10 |proteinova zmes 4

11 |proteinova zmes 5

V prvom kroku bola overovana schopnost’ dostatocnej izolacie proteinov z kvasinkovych
mikroorganizmov. Ako modelovy organizmus bola pouzita kvasinka S. cerevisiae. Pre tato
kvasinku nebol problém ziskat’ dobre viditel'né linie proteinov, ukazky separacie s sucastiu
gélov uvedenych na obr.37 (linia 1 vpravo, linie 2,3 vlavo). Nasledne boli izolacné techniky
skuSané aj na kmenoch cervenych kvasiniek, konkrétne na R. glutinis aS. salmonicolor.
Z experimentov vyplynulo, Ze najvhodnejSou metodou izolacie proteinov pre 1D elektroforézy je
metdda s pouzitim NaOH (Obr. 37 vlavo).

Dalsim experimentom bola overena uginnost koncentracie pouzittho NaOH k izolacii
proteinov z kvasinkovych mikroorganizmov (Obr. 37 vpravo). Z experimentu vyplynulo, Ze je
mozné zachovanie koncentrécii podla navodu v literature [103].

V dalSom kroku bola overovana G¢innost’ pridavku inhibitorov proteédz do izolanej zmesi. Ich
pridavok pocas extrakcie vSak neovplyvnil vysledok, takZe pre dalSie experimenty v ramci 1D
elektroforéz neboli pouZivané.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Obr. 38 1D elektroforéza bielkovin z kvasiniek, izolovanych pocas optimalizacie metdd,
testovanie inhibitorov proteaz

Tab. 24 Popis nanéd3ok k Obr. 38

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z S.cerevisiae, izolcia NaOH
3 proteiny z R. glutinis, izolacia NaOH
4 proteiny z S. salmonicolor, izolacia NaOH
5 proteiny z S.cerevisiae, izolacia SDS
6 proteiny z R. glutinis, izolacia SDS
7 proteiny z S. salmonicolor, izolacia SDS
8 proteiny z S. cerevisiae, izolacia SDS + inhibitory proteaz
9 proteiny z R. glutinis, izolacia SDS + inhibitory proteaz
10 proteiny z S. salmonicolor — izolacia SDS + inhibitory proteaz
11 proteiny z R. glutinis - izolacia SDS
12 proteiny z R. glutinis - izolacia SDS + inhibitory proteaz
13 proteinova zmes 4
14 proteinova zmes 5

V prvych experimentoch neboli v metdde s NaOH pouzivané sklenené gul'dcky o velkosti
kvasinkovych buniek. Aj v nasledujucich experimentoch boli gulo¢ky pouzité len u vzoriek, kde
sa pridavalo SDS a SDS + inhibitory proteaz. Az od dalSich experimentov boli guldcky
pouzivané pri kazdej izolacii, pretoZe tento krok mechanickej dezintegracie sa ukazal ako velmi
nadpomocny v lyze buniek karotenogénnych kvasiniek.
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Obr. 39 1D elektroforéza bielkovin z kvasiniek, izolovanych pocas optimalizacie metod
Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 65V, 100mA, 9 hod

Tab. 25 Popis nanaSok k Obr. 39

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z S.cerevisiae, izolacia NaOH, sup.
3 proteiny z S.cerevisiae, izolacia NaOH, sed.
4 proteiny z S.cerevisiae, izoldcia SDS, sup.
5 proteiny z S.cerevisiae, izolacia SDS, sed.
6 proteiny z R. glutinis (lyof.), izolcia NaOH, sup.
7 proteiny z R. glutinis (lyof.), izolacia NaOH, sed.
8 proteiny z R. glutinis (lyof.), izol&cia SDS, sup.
9 proteiny z R. glutinis (lyof.), izolacia SDS, sed.
10 proteiny z R. glutinis — izolacia NaOH, sup.
11 proteiny z R. glutinis- izolacia NaOH, sed.
12 proteiny z R. glutinis - izolacia SDS, sup.
13 proteiny z R. glutinis - izol4cia SDS, sed.
14 proteinova zmes 4
15 proteinova zmes 5

Na Obr. 39 je vidiet, Ze u vzoriek proteinov izolovanych zo S. cerevisiae pomocou metody
s NaOH (linie 2 a 3) doslo k separécii proteinov. Je vidiet' silné zony bielkovin, na zaklade
ktorych je mozné urcit’ pribliznid molekulovu velkost, s najvacSou pravdepodobnostou ide vSak
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0 zmesné zony obsahujlce viacero proteinov. Pri bielkovinach izolovanych pomocou SDS (linie
4 ab) su zony slabSie. Nutné je vSak poznamenat, Ze S. cerevisiae ako modelovy kmen ma
odlisné zloZenie bunkovej steny nez karotenogénne kvasinky, ktoré obsahuju pravdepodobne viac
komplexnych lipoproteinov, apreto bola izolacia proteinov z S.cerevisiae jednoduchSia.
U vzoriek proteinov izolovanych z R. glutinis (linie 6 — 13) je vidiet rozdiely v pouZitych
metddach, ako najucinnejSia sa opat’ ukadzala metéda s pouzitim NaOH. Experimenty boli
prevedené v supernatantoch aj v sedimentoch, pricom je vidiet, Ze v priebehu dezintegrécie
prechadza vacsia Cast’ proteinov do roztoku, Cast’ ich ale ostava naviazana napr. v membranach Ci
na zvyskoch buniek v sedimente. Neuspechom sa skoncCila izolacia z lyofilizovanych buniek R.
glutinis metédou SDS (linie 8 a9), kde nie je vidiet takmer Ziadne zo6ny proteinov.
U nelyofilizovanych buniek (linie 12 a 13) dopadla izolécia lepSie, aj ked zdny proteinov nie su
tak intenzivne ako u izolacie pomocou NaOH.

Z uvedenych vysledkov experimentov vyplyva, Ze najvhodnejSou formou izolécie proteinov
z kvasinkovych mikroorganizmov je metéda s pouzitim NaOH, ktora sa u vSetkych testovanych
mikroorganizmov ukazala ako G€innejSia metoda nez s pouzitim SDS. Aj napriek tomu boli vo
vSetkych izolacnych experimentoch aplikované zakazdym obe techniky, aj s NaOH aj s SDS, aby
ich bolo mozZné aj nadalej porovnévat.

5.1.2.2 Rhodotorula glutinis

Bunky kmefia Rhodotorula glutinis boli kultivované za normalnych aj stresovych podmienok
(kap. 4.2.1). Nasledne prebehla dezintegracia za pouZitia sklenenych guli¢iek, NaOH a SDS
(kap. 4.3.1). Proteinové extrakty boli po predpriprave so vzorkovym pufrom nanesené na gél pre
1D elektroforézu (kap. 4.4.3). Na vyhodnotenie elektroforetogramov boli pouZzité dva druhy
farbenia — Coomassie Briliant Blue a striebro.

1 234 56 7 89 1011 1213 1 2 3 45 6 78 9 1011 12 13

Obr. 40 1D elektroforéza bielkovin izolovanych z kmena Rhodotorula glutinis, vliavo proteiny
izolované pomocou metddy s NaOH, vpravo proteiny izolované pomocou SDS, farbenie CCB

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 60 V, 100 mA, 8 hod
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Tab. 26 Popis nanaSok k Obr. 40 (pozn. popisky linii v tejto tabulke su zhodné pre oba gély,
vzorky na obr. vlavo boli izolované pomocou NaOH, vzorky vpravo boli izolované pomocou SDS)

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z R.glutinis, kontrola, lyof.b.
3 proteiny z R.glutinis, kontrola, nelyof.b.
4 proteiny z R.glutinis, 2%NaCl, lyof.b.
5 proteiny z R.glutinis, 2%NacCl, nelyof.b.
6 proteiny z R.glutinis, 5%NacCl, lyof.b.
7 proteiny z R.glutinis, 5%NaCl, nelyof.b.
8 proteiny z R.glutinis, 2mM H,0,, lyof.b.
9 proteiny z R.glutinis, 2mM H,0,, nelyof.b.
10 proteiny z R.glutinis, 5mM H,O,, lyof.b.
11 proteiny z R.glutinis, 5mM H,0,, nelyof.b.
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4

Pri vybranych experimentoch analyzy proteinov 1D elektroforézou bola testovana extrakcia
proteinov z lyofilizovanych kvasinkovych buniek, pretoZze bunky v tejto forme sa ukazali ako
vhodné k priprave vzoriek pre 2D analyzy. Tento sp6sob predpripravy materidlu sa viak pre 1D
analyzy neosvedcil.

Na elektroforetogramoch farbenych pomocou CCB je mozneé identifikovat' zény proteinov
o urCitych molekulovych hmotnostiach. JasnejSie zony su v oblasti vysSich molekulovych
hmotnosti. Dobre viditeIna zona proteinov je okolo 29 kDa. Tato metdda farbenia vsak nie je
natolko citliva, aby bolo mozné vidiet’ aj malé mnozstva proteinov. Preto sa vyuZiva aj farbenie
striebrom, ktorého vyhoda spociva v tom, Ze mé citlivost' v rovnakom rozsahu ako moderna
hmotnostna spektrometria, o robi tento druh farbenia jednou z najatraktivnejSich technik
vizualizécie proteinov [122]. Vplyv stresovych faktorov na proteiny nie je pri 1D elektroforéze aZ
tak viditelny. NajlepSie proteinové profily boli okrem kontroly viditel'né u kvasiniek
kultivovanych v pritomnosti 2% NaCl a 5mM H,0..
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Obr. 41 1D elektroforéza bielkovin iiolovanych z kmena Rhodotorula glutinis, vliavo proteiny
izolované pomocou metddy s NaOH, vpravo proteiny izolované pomocou SDS, farbenie
striebrom (popis nané3ok je rovnaky ako pri predchadzajicom obrézku)

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 60 V, 100 mA, 8 hod

V tomto pripade sa farbenie striebrom moc nevydarilo. Je potrebné v3ak podotknut’, Ze metdda
farbenia striebrom je velmi citliva, naroCnejSia na prevedenie aj z Casového aj z materialneho
hl'adiska, pricom vysledok nie je vzdy zaruCeny. Dobre patrna je len zona proteinov okolo
29 kDa, ktort bolo mozné vidiet’ aj na Obr. 40. U proteinov izolovanych technikou s SDS (Obr.
41 vpravo) bolo mozné vidiet' tiez vyraznu zonu proteinov okolo 21 kDa.

KedZe Rhodotorula glutinis je kvasinka, u ktorej sa priemyselné vyuzitie na produkciu
karotenoidov javi zatial’ ako najviac vhodné, bolo proteinove zloZenie a najmé zmeny protedmu
po aplikacii stresovych faktorov, sledované aj pomocou 2D elektroforézy a vybrané proteiny boli
identifikované pomocou MS (kap. 5.1.4.1).

5.1.2.3 Rhodotorula rubra
Aj v pripade kmeria Rhodotorula rubra bol podobny postup kultivicie buniek (kap. 4.2.1),

izolacie proteinov (kap. 4.3.1), aj pripravy vzoriek na PAGE-SDS (kap. 4.4.3) ako u kmena
Rhodotorula glutinis. Elektroforetogramy boli farbené metddou s Coomassie Brilliant Blue.
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Obr. 42 1D elektroforéza bielkovin izolovanych z kmena Rhodotorula rubra, vlavo proteiny
izolované pomocou metddy s NaOH, vpravo proteiny izolované pomocou SDS, farbenie CCB

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 60 V, 100 mA, 8 hod

Tab. 27 Popis nanad3ok k Obr. 42 (pozn. popisky linii v tejto tabulke su zhodné pre oba gély,
vzorky na obr. vlavo boli izolované pomocou NaOH, vzorky vpravo boli izolované pomocou SDS)

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z R.rubra, kontrola, lyof.b.
3 proteiny z R.rubra, kontrola, nelyof.b.
4 proteiny z R.rubra, 2%NaCl, lyof.b.
5 proteiny z R.rubra, 2%NacCl, nelyof.b.
6 proteiny z R.rubra, 5%NacCl, lyof.b.
7 proteiny z R.rubra, 5%NacCl, nelyof.b.
8 proteiny z R.rubra, 2mM H,0O,, lyof.b.
9 proteiny z R.rubra, 2mM H,0,, nelyof.b.
10 proteiny z R.rubra, 5mM H,0O,, lyof.b.
11 proteiny z R.rubra, 5mM H,0,, nelyof.b.
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4

Experiment bol viackrat opakovany, najlepsie vysledky su zverejnené na Obr. 42.

Tak ako u kvasinky Rhodotorula glutinis, aj u Rhodotorula rubra bola testovana extrakcia
proteinov z lyofilizovanych kvasinkovych buniek pre naslednu analyzu 1D elektroforézou. Aj
v tomto pripade sa Uprava buniek lyofilizaciou ukazala ako horsia alternativa, pretoze proteinové
profily boli lepSie viditeIné u buniek, ktoré nepresli lyofilizaciou. Co sa tyka pouZitej metody, tak
aj vtomto pripade sa ako vhodnejSia ukazala izolacia pomocou NaOH (Obr. 42, vlavo), pri
pouZziti ktorej bolo mozné orientacne ur€it’ molekulovd hmotnost' u va¢Sieho mnoZzstva proteinov,
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nez pri metode izolacie pomocou SDS. Zény proteinov su viditel'né v oblastiach okolo 67 kDa,
45 kDa, 29 kDa, 18 kDa a 10 kDa. M6ze sa jednat’ o HSP proteiny. Najviac viditelné boli
proteiny u kontrolnej vzorky a u 5mM H,0,. Zaznamenanie proteinovych profilov pomocou 2D
elektroforézy a identifikacia vybranych proteinov pomocou MS boli prevedené aj u tejto
kvasinky (kap. 5.1.4.2).

5.1.2.4 Rhodotorula aurantiaca

Bunky kmena Rhodotorula aurantiaca boli podrobené kultivécii za norméalnych aj stresovych
podmienok (kap. 4.2.1). Nasledne prebehla dezintegracia za pouzitia sklenenych guliiek, NaOH
a SDS (kap. 4.3.1). Proteinové extrakty boli po predpriprave so vzorkovym pufrom nanesené na
gél pre 1D elektroforézu (kap. 4.4.3). Na vyhodnotenie elektroforetogramov boli pouZzité dva
druhy farbenia — Coomassie Briliant Blue a striebro.

1 2345 67 89 10111213 12 3 456 7 8 9 101112 13

Obr. 43 1D elektroforéza bielkovin izolovanych z kmefnia Rhodotorula aurantiaca, vlavo farbenie
CCB, vpravo farbenie striebrom

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 65 V, 100 mA, 9 hod

Tab. 28 Popis nanaSok ku Obr. 43
draha vzorky | popis vzorky

1 proteinova zmes 6
proteinova zmes 5
proteinova zmes 4
proteiny z R. arantiaca - kontrola, izolacia NaOH
proteiny z R. arantiaca - kontrola, izolacia SDS
proteiny z R. arantiaca — 5mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny z R. arantiaca - 5 mM H,0,, izolacia SDS
proteiny z R. arantiaca — 2mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny z R. arantiaca - 2mM H,0,, izolacia SDS
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proteiny z R. arantiaca — 5% NaCl, izolacia NaOH

11 proteiny z R. arantiaca — 5% NaCl, izolacia SDS
12 proteiny z S.shibatanus — 2% NaCl, izolacia NaOH
13 proteiny z R. arantiaca — 2% NaCl, izolacia SDS

3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

13

Obr. 44 1D elektroforéza bielkovin izolovanych z kmena Rhodotorula aurantiaca, farbenie CCB

Tab. 29 Popis nané3ok k Obr. 44

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z R. aurantiaca - kontrola, izolacia NaOH
3 proteiny z R. aurantiaca - kontrola, izolacia SDS
4 proteiny z R. aurantiaca — 2% NaCl, izolacia NaOH
5 proteiny z R. aurantiaca - 2% NacCl, izolacia SDS
6 proteiny z R. aurantiaca - 5% NaCl izolacia NaOH
7 proteiny z R. aurantiaca - 5% NaCl, izolacia SDS
8 proteiny z R. aurantiaca — 2mM H,O,, izolacia NaOH
9 proteiny z R. aurantiaca — 2mM H,0,, izol&cia SDS
10 proteiny z R aurantiaca — 5mM H,0,, izolacia NaOH
11 proteiny z R. aurantiaca — 5mM H,0,, izolacia SDS
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4

98



Z kvasinky Rhodotorula aurantiaca boli ziskané velmi pekné proteinové profily, najma
z analyzy na Obr. 43. Aj vtomto pripade bola vhodnejSie na izolaciu pouZzitie NaOH, ktorée
prinieslo u kontroly aj u stresovanych vzoriek dobre viditel'né proteinové profily. Mimoriadne
vydarené bolo v tomto pripade farbenie striebrom (Obr. 43, vpravo), kde je vidiet’ zony bielkovin
v celom rozsahu molekulovej hmotnosti, a to u vSetkych vzoriek, bez rozdielu pouZzitého druhu
izolacie. Malou nevyhodou sa ukézala vysoka citlivost’ tejto metody, pretoZze najma u kontroly
(obe izolécie, linie 4,5) a u solnych stresov izolovanych s NaOH (linia 6) z6ny splyvaju dokopy.
Vyvijanie gélu bolo totiz ponechané po dlhSiu dobu, aby bolo mozné vidiet' proteiny aj u
ostatnych menej vyraznych vzoriek. To spbsobilo splynutie z6n u vzoriek s vy$§im obsahom
proteinov. Vyhodou su viak pekné proteinové profily u vzoriek s H,O; (linie 10 — 13).

5.1.2.5 Sporobolomyces salmonicolor

Aj proteiny z kvasiniek rodu Sporobolomyces boli podrobené separacii pomocou 1D
elektroforézy. Ako prvy bol analyzovany kmen Sporobolomyces salmonicolor, ktorého bunky
boli pouzité uz v prvych testoch pri overovani separacnych metdd. Aj vtomto pripade boli
pouzité kontrolné bunky aj bunky vystavené vplyvu osmotického a oxidatného stresu v
produkénom Zivnom médiu (kap. 4.2.1). Dezintegracia (kap. 4.3.1) prebehla za rovnakych
podmienok ako u ostatnych doteraz popisanych kmefiov. Proteinové extrakty boli po
predpriprave so vzorkovym pufrom nanesené na gél pre 1D elektroforézu (kap. 4.4.3). Na
vyhodnotenie elektroforetogramov bolo pouzité farbenie s Coomassie Briliant Blue.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Obr. 45 Elektroforéza bielkovin izolovanych zo Sporobolomyces salmonicolor, farbenie CCB
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Podmienky separécie: 12,5% PAGE gél, 65V, 100 mA, 8 hod

Tab. 30 Popis nanasok k Obr. 45

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z S.salmonicolor - kontrola, izolacia NaOH
3 proteiny z S.salmonicolor - kontrola, izol4cia SDS
4 proteiny z S.salmonicolor — 2% NacCl, izolacia NaOH
5 proteiny z S.salmonicolor - 2% NaCl, izolacia SDS
6 proteiny z S.salmonicolor - 5% NaCl, izolacia NaOH
7 proteiny z S.salmonicolor - 5% NaCl, izolacia SDS
8 proteiny z S.salmonicolor — 2mM H,0,, izolacia NaOH
9 proteiny z S.salmonicolor — 2mM H,0,, izolacia SDS
10 proteiny z S.salmonicolor — 5mM H,0,, izolacia NaOH
11 proteiny z S.salmonicolor — 5mM H,0,, izolacia SDS
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4

Izolacia proteinov z kvasinky Sporobolomyces salmonicolor bola prevedend prvykrat uz po€as
optimalizaCnych metod (kap. 5.1.2.1). Pri opakovanej analyze sa ukazalo, Ze najlepSie boli
separované proteiny z 2% NaCl (linie 4, 5) a potom z 5% NaCl (linie 6, 7). Slabsie je viditeI'na
kontrola (linie 2, 3) a Uplne nepatrné su linie proteinov u oxidacnych stresov (linie 8 — 11). U
tejto kvasinky doslo k zvlaStnemu vysledku — obe izolacné techniky priniesli zhodné vysledky.

V tomto pripade je mozné pouZit' teda oba druhy izolacie, aj NaOH aj SDS.

5.1.2.6 Sporobolomyces roseus

Bunky kvasinky Sporobolomyces roseus aj ich stresové variacie boli kultivované ako ostatné
doteraz popisané kmene (kap. 4.2.1). Dezintegrécia (kap. 4.3.1) prebehla s pouZitim NaOH a
SDS. Proteinové extrakty boli po predpriprave so vzorkovym pufrom nanesené na gél pre 1D
elektroforézu (kap. 4.4.3). Na vyhodnotenie elektroforetogramov bolo pouZité farbenie s
Coomassie Briliant Blue.
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Obr. 46 Elektroforéza bielkovin izolovanych zo Sporobolomyces roseus, farbenie CCB
Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 60 V, 100 mA, 8 hod

Tab. 31 Popis nanéd3ok k Obr. 46

dréaha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteiny z S. roseus - kontrola, izolacia NaOH
3 proteiny z S. roseus - kontrola, izolacia SDS
4 proteiny z S. roseus — 2% NaCl, izolacia NaOH
5 proteiny z S. roseus - 2% NaCl, izol4cia SDS
6 proteiny z S. roseus - 5% NaCl izolacia NaOH
7 proteiny z S. roseus - 5% NaCl, izolacia SDS
8 proteiny z S. roseus — 2mM H,0,, izolacia NaOH
9 proteiny z S. roseus — 2mM H,0,, izolacia SDS
10 proteiny z S. roseus — 5mM H,0,, izolacia NaOH
11 proteiny z S. roseus — 5mM H,0,, izolacia SDS
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4

Proteiny z kvasinky Sporobolomyces roseus s na géle relativne dobre viditel'né. Pomer
proteinov bol u kontroly (linie 2,3) a solnych stresov (linie 4 — 7) cca rovnaky, bez rozdielu
u oboch izolacnych technik. U 2mM H,O, (linie 8,9) su vzorky menej viditel'né ato u oboch
pouzitych metdd izolacie. U 5mM H,O, bola ako vhodnejSia metdda izolacie vyhodnotena
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metdda s pouZitim NaOH (linia 10). Celkovo je viac proteinov rozoznatelnych pri vysSich
molekulovych hmotnostiach, tj v rozmedzi 29 - 97 kDa.

5.1.2.7 Sporobolomyces shibatanus
Rovnaké podmienky rastu (kap. 4.2.1), izolacie (kap. 4.3.1) aj 1D elektroforezy (kap. 4.4.3)
ako u predchadzajucich kmerfiov boli pouzité aj ukmena Sporobolomyces shibatanus.

Elektroforetogramy boli farbené s Coomassie Briliant Blue a striebrom.

78 9101112 13
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Obr. 47 Elektroforéza bielkovin izolovanych zo Sporobolomyces shibatanus, vliavo farbenie

CCB, vpravo farbenie striebrom

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 65V, 100mA, 9 hod

Tab. 32 Popis nanasok k Obr. 47

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 4
2 proteinova zmes 5
3 proteinova zmes 6
4 proteiny z S.shibatanus - kontrola, izoldcia NaOH
5 proteiny z S.shibatanus - kontrola, izolacia SDS
6 proteiny z S.shibatanus — 5mM H,0, izolacia NaOH
7 proteiny z S.shibatanus — 5mM H,0,, izolacia SDS
8 proteiny z S.shibatanus — 2mM H,0,, izolacia NaOH
9 proteiny z S.shibatanus — 2mM H,0,, izolacia SDS
10 proteiny z S.shibatanus — 5% NaCl, izolacia NaOH
11 proteiny z S.shibatanus — 5 % NaCl, izolacia SDS
12 proteiny z S.shibatanus — 2 % NaCl, izolacia NaOH
13 proteiny z S.shibatanus — 2 % NaCl, izolacia SDS
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Aj v tomto pripade boli vyizolované proteiny pekne viditelné u vSetkych vzoriek. Pri farbeni
s CCB (Obr. 47, vlavo) su dobre patrné len proteiny izolované s NaOH (linie 4, 6, 8, 10, 12).
Jednd sa o kontrolu aj stresované vzorky, pricom proteiny su viditelné v celom rozsahu
molekulovych hmotnosti. Pri tomto farbeni neboli proteiny izolované s SDS viditel'né, vynimkou
je 5% NaCl (linia 12). Po zopakovani analyzy s naslednym farbenim striebrom (Obr. 47, vpravo)
bol ziskany lepSi vysledok. KedZe farbenie striebrom vykazuje vysSiu citlivost,, tak boli viditeIné
aj zony proteinov po izolacii s SDS (linie 5, 7, 9, 11, 13).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Obr. 48 Elektroforéza bielkovin izolovanych zo Sporobolomyces shibatanus, farbenie CCB
Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 65V, 100mA, 8 hod

Tab. 33 Popis nané3ok k Obr. 48
draha vzorky | popis vzorky

1 proteinova zmes 6
proteiny z S. shibatanus - kontrola, izolacia NaOH
proteiny z S. shibatanus - kontrola, izolacia SDS
proteiny z S. shibatanus — 2% NaCl, izol&cia NaOH
proteiny z S. shibatanus - 2% NacCl, izolacia SDS
proteiny z S. shibatanus - 5% NaCl izolacia NaOH
proteiny z S. shibatanus - 5% NaCl, izolacia SDS
proteiny z S. shibatanus — 2mM H,O,, izolacia NaOH
proteiny z S. shibatanus — 2mM H,0,, izolacia SDS
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10 proteiny z S. shibatanus — 5mM H,O,, izoldcia NaOH
11 proteiny z S. shibatanus — 5mM H,0,, izolacia SDS
12 proteinova zmes 5

13 proteinova zmes 4

Experiment s touto kvasinkou bol po ur€itom Case opakovany, ale nedoSlo k tak dobrym
vysledkom ako vo vysSie spominanom pripade. Aj napriek tomu sd aspon u niektorych vzoriek
proteiny viditelné. Prekvapivé je, Ze nie je vidiet’ takmer Ziadne proteiny u kontrolnej vzorky a to
ani v jednom pripade izolacie (linie 2, 3). Aj v tomto pripade, tak ako u kmena Sporobolomyces
salmonicolor, boli najlepSie viditelné zony proteinov usolnych stresov (linie 4 - 7).
U oxidacnych stresov boli lepSie viditené zony pri izolacii metddou NaOH (linie 8, 10).

5.1.2.8 Cystofilobasidium capitatum

Analyza protedmu kvasinky Cystofilobasidium capitatum bola z ¢asovych dévodov prevedena
len 1x ato formou 1D elektroforézy. U tejto vzorky boli separované len bielkoviny izolované
z kontrolnej vzorky, stresované bunky neboli k dispozicii. K izolacii boli pouZzité rovnaké metody
ako u ostatnych buniek, tj izolacia s pouzitim NaOH a SDS (kap. 4.3.1.2 a 4.3.1.3), k tomu bola
otestovana metdda izolacie pomocou TCA (kap. 4.3.1.4).
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Obr. 49 Elektroforéza bielkovin izolovanych zo Cystofilobasidium capitatum, vlavo farbenie
CCB, vpravo farbenie striebrom

Podmienky separacie pre oba gély: 12,5% PAGE gél, 65V, 100mA, 8 hod

Tab. 34 Popis nanasok k Obr. 49
draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
2 proteinova zmes 5
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proteinova zmes 4

proteiny z C. capitatum - izolacia SDS (10-1-1)
proteiny z C. capitatum - izolacia SDS (10-1-2)
proteiny z C. capitatum - izolacia NaOH (10-1-1)
proteiny z C. capitatum - izolacia NaOH (10-1-2)
proteiny z C. capitatum - izolacia TCA (10-1-1)
proteiny z C. capitatum - izolacia TCA (10-1-2)

OO |IN|oOC|jO |~ |W

Separacia izolovanych proteinov z kvasinky C. capitatum nebola tak presvedCiva ako u
ostatnych kmenov. Patrny je najmé protein okolo molekulovej hmotnosti 30 — 35 kDa, ako
najvhodnejSou izolaciou pre tento kmen sa ukazalo byt pouzitie kyseliny trichloroctovej (TCA).

5.1.2.9 Porovnanie proteinovych profilov u vSetkych testovanych kmenov

Celkovo sa d& zo ziskanych 1D elektroforéz usudit, Ze proteinové profily medzi kmenni
jednotlivych rodov st si vel'mi podobné, aj ked moznost” pozorovat' zmeny proteinového
zloZenia pred a po aplikacii stresovych faktorov je mala a lepSie vysledky podava v tomto pripade
2D elektroforéza. Je mozné vidiet rozdiely v rozloZeni proteinov podla M, medzi rodmi. Rod
Rhodotorula méa hlavné proteinové frakcie o molekulovej hmotnosti 67 kDa, 45 kDa, 35 -29 kDa,
24 kDa, 18 kDa, 15kDa a10kDa. Rod Sporobolomyces ma dominantné zoény proteinov
0 molekulovej hmotnosti cca 85 kDa, 60 kDa, 48 kDa, 35 kDa, 32 kDa, 24 kDa, 15 kDa
a 10 kDa, pricom sa d& predpokladat, Ze zloZenie povrchovych Struktdr uS. roseus aS.
salmonicolor je menej komplexné neZz u rodu Rhodotorula. Vynimku tvori kmen S. shibatanus.

Na vyhodnotenie proteinov z rodu Cystofilobasidium bolo mélo relevantnych dat, kedze
chybali na prevedenie analyzy stresované bunky, preto nie su v elektroforetograme zahrnuté.

10 11 12 13 14 15

Obr. 50 Porovnanie proteinovych zloZeni testovanych kvasiniek
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Tab. 35 Popis nanasok k Obr. 50

draha vzorky | popis vzorky

1 proteinova zmes 6

2 proteiny z S. cerevisiae - izolacia NaOH

3 proteiny z S. cerevisiae - izolacia SDS

4 proteiny z S. roseus —izolacia NaOH

5 proteiny z S. roseus - izolacia SDS

6 proteiny z R. glutinis - izolacia NaOH

7 proteiny z R. glutinis - izolacia SDS

8 proteiny z S. shibatanus — izolacia NaOH

9 proteiny z S. shibatanus — izolacia SDS

10 proteiny z R. aurantiaca — izolacia NaOH
11 proteiny z R. aurantiaca — izolacia SDS
12 proteiny z P. rhodozyma — nie je stCastou tejto prace
13 proteiny z P. rhodozyma — nie je stCastou tejto prace
14 proteinova zmes 4
15 proteinova zmes 5

5.1.3 Analyza proteomu kvasinkovych mikroorganizmov metédou mikroCipovej
elektroforézy

MikrocCipova elektroforéza, ako aktualny trend v rychlej separacii proteinov na zaklade
molekulovej velkosti, bola vybrand najma ako metdda porovnavacia. Jej pouZitim sa chcela
docielit’ rychla separacia proteinovych extraktov z kvasiniek, avSak separacna ucinnost’ na takto
komplexné vzorky sa ukazala ako nedostatocna, ¢o bude vidiet’ aj na nasledovnych prikladoch,
preto dalej nebola pouZivana. Vzorky boli pripravované podla postupov v kap. 4.3.1.5 podla
navodu popisaného v kap. 4.4.2.3.

5.1.3.1 Rhodotorula aurantiaca

Analyzy protedbmu mikroCipovou elektroforézou prebiehala u dvoch kmenov kvasiniek,
jednym u nich je Rhodotorula aurantiaca, ako zastupca rodu Rhodotorula.
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Obr. 51 MikrocCipova elektroforéza bielkovin izolovanych z R. aurantiaca

Tab. 36 Popis nanaSok ku Obr. 51

draha vzorky | popis vzorky

komer¢ny Standard pre mikroCipovu analyzu
proteiny z R. aurantica - kontrola, izoldcia NaOH
proteiny z R. aurantica - kontrola, izolacia SDS
proteiny z R. aurantica — 5mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny z R. aurantica - 5mM H,0,, izolacia SDS
proteiny z R. aurantica - 2mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny z R. aurantica - 2mM H,0,, izolacia SDS
proteiny z R. aurantica — 5% NacCl, izolacia NaOH
proteiny z R. aurantica — 5% NaCl, izolacia SDS
proteiny z R. aurantica — 2% NaCl, izolacia NaOH
Proteiny z R. aurantica — 2% NaCl, izolacia SDS

—
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Dolezity je pri kazdej mikroCipovej analyze fakt, Ze na to, aby boli detekované odseparované
proteiny, musi byt detekovany aj proteinovy Standard. Program na zaklade neho vypocita
automaticky molekulové hmotnosti odseparovanych proteinov. Nie je vSak pravidlom, Ze je
Standard po kazdej analyze detekovany. Ked detekovany nie je, tak sa sice separacia da
vyhodnotit, ale s obtiaZnostami, pretoZe sa jedné len o odhad. Analyza dokumentované na obr.51
je prikladom separacie s detekovanym proteinovym Standardom. Nie je vidiet' rozdiel medzi
proteinmi izolovanymi pomocou NaOH a pomocou SDS. SU jasné majoritné zony proteinov
okolo 18 kDa.
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5.1.3.2 Sporobolomyces shibatanus

Ako zastupca rodu Sporobolomyces bol mikroCipovou elektroforézou analyzovany kmeri
Sporobolomyces shibatanus.

Ladder Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample & Sample 7 Sample 8 Sample 9 Sample 10
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Obr. 52 Mikrocipova elektroforéza bielkovin izolovanych z S. shibatanus

Tab. 37 Popis nanasok ku Obr. 52
draha vzorky | popis vzorky

L Proteinovy Standard
proteiny zo S.shibatanus - kontrola, izolacia NaOH
proteiny zo S.shibatanus - kontrola, izolacia SDS
proteiny zo S.shibatanus — 5mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny zo S.shibatanus - 5mM H,0,, izolacia SDS
proteiny zo S.shibatanus - 2mM H,0,, izolacia NaOH
proteiny zo S.shibatanus - 2mM H,0,, izolacia SDS
proteiny zo S.shibatanus — 5% NaCl, izolacia NaOH
proteiny zo S.shibatanus — 5%NacCl, izolacia SDS
proteiny zo S.shibatanus — 2%NaCl, izolacia NaOH
Proteiny zo S.shibatanus — 2% NaCl, izolacia SDS
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V tomto pripade bol sice proteinovy Standard tieZz detekovany, ale nie po celom rozsahu
molekulovej hmotnosti, ¢o ovplyviuje vyhodnotenie separacie. Je patrna zona proteinov okolo
20 kDa a okolo 50 kDa, ale celkovému vyhodnoteniu brani obtiaZzne hodnotitel'né rozdelenie
vzoriek, na ktoré ma vplyv tok v mikrokanalikoch, Ci degradacia vzoriek a Standardov vplyvom
svetla atepla. Z vysledkov by vyplyvalo, Zze z 2mM H,0, (linie 5, 6) nebol izolovany takmer
Ziadny protein, ¢o pri mnoZstve proteinov v bunke nie je realne.

Na zéklade tychto analyz bola mikroCipova elektroforéza nadalej vyuZivand prevazne na
analyzu vzoriek menej komplexného charakteru (rastlinné proteiny).

5.1.4 Analyza protedmu kvasinkovych mikroorganizmov metodou 2D elektroforézy

a nasledna identifikacia vybranych proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie

2D elektroforéza je moderny nastroj vizualizacie stoviek proteinov v Case, pricom spojenie
s hmotnostnou spektrometriou vedie k ich identifikécii. Proteiny z kvasiniek maju izoelektrické
body vrozmedzi od 3,1 do 12,8 a molekulove hmotnosti od 10 kDa do 470 kDa. Je preto
nemozné separovat’ Uplne vSetky proteiny na jednom géle [121, 122] .

Problémom identifikéacie proteinov z Cervenych kvasiniek je najma fakt, Ze tieto kmene nemaju
doteraz sekvenovany gendém. Tym padom prevazna Cast identifikacie stoji na porovnavani
s proteinmi v databazach uz sekvenovanych kmenov (ako napr. S. cerevisiae).

5.1.4.1 Rhodotorula glutinis

V ramci tejto prace bola 2D elektroforéza bielkovin prevedena prioritne u kmena Rhodotorula
glutinis, kedZe sa jedna o hlavny modelovy kmen. Tento kmef preukézal najvacSiu odolnost
voCi stresovym podmienkam pri produkcii biomasy a karotenoidov, pricom produkcia
karotenoidov, ako bude vidiet' v kapitole 5.1.5.1, preukazovala jasne zvySené hodnoty. Analyza
bola prevedend u bielkovin izolovanych zo vzoriek, ktoré neboli vystavené stresovym
podmienkam — tieto vzorky boli oznacené ako kontrolné. Na bunky bol aplikovany aj exogénny
stres podla navodu v kap. 4.2.1.2, Cize do produk¢ného média boli pridavané 2mM a 5mM
peroxid vodika a 2% a 5% NaCl. Cielom bolo zistenie rozdielov proteinovych profilov medzi
proteinmi z kontrolnej vzorky a proteinmi zo stresovanych kvasiniek aich savislost s
metabolomickymi zmenami v bunkach. 2D elektroforéza (kap. 4.4.6) a MS analyzy (kap. 4.4.7)
boli prevedené v spolupréci s Laboratériom funkcnej genomiky a proteomiky Prirodovedeckej
fakulty MU.
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Obr. 53 Jedna z prvych 2D elektroforéz proteinov z kvasinky Rhodotorula glutinis, testovanie
metod farbenia gélov

Prvé analyzy protedmu kvasinky Rhodotorula glutinis boli zamerané na overenie izolaéného
postupu a tieZz otestovanie dvoch druhov farbenia proteinov po separacii — farbenie striebrom a
farbenie fluorescenénym farbivom Sypro Ruby. Na prvotné experimenty bolo pouzité farbenie
striebrom, a to najma preto, Ze je relativne lacne a pritom ovplyva dostato¢nou citlivostou. Pre
MS analyzy je vSak nevhodné, resp. existuje aj metodda farbenia striebrom, po ktorej mézu byz
jednotlivé spoty vyrezané aanalyzované, ale jednd sa opét o nérocnejSiu ana manipulaciu
komplikovanejSiu metddu. Preto boli proteiny, u ktorych sa predpokladala nasledna analyza
pomocou MS farbené farbivom Sypro Ruby, ktoré je sice drah3ie, ale manipulacia s nim je
jednoduchd, vizualizacia spotov je rychla a proteiny mozu byt po vyrezani adigescii hned
analyzované pomocou MS. UZ pocas prvych analyz boli urobené detailné vyrezy z 2D gélov,
z ktorych boli orientacne identifikované prvé proteiny. Pomocou prvotnych analyz (MALDI/MS)
bolo zistené, Ze vacSina analyzovanych spotov vykazuje prvky zmieSanych vzoriek viacerych
proteinov. Po fragmentacii (MALDI/MS/MS) a porovnani s proteinovymi kniznicami bolo
mozné identifikovat proteiny ako analogickeé proteiny:

e AER184Wp [Ashbya gossypii ATCC10895]
e ADP/ATP carrier [Leishmania mexicana amazonensis]
- protein synthesis elongation factor 1-alpha [Rhodotorula mucilaginosa]

K identifik&cii dalSich proteinov doslo pocas naslednych analyz. Pre ukédZku na nasledovnych
obrazkoch uvadzam ukéazky vysledkov 2D analyz proteinov kvasinky Rhodotorula glutinis,
postupne od kontrolnej vzorky, cez proteiny izolované zo stresovanych buniek.
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Ako proteinovy Standard bol u v3etkych analyz pouzivany Precision Plus Protein Standard
(BioRad), ktory obsahuje 10 Standardnych proteinov o molekulovych hmotnostiach 10, 15, 20,
25, 37, 50, 75, 100, 150, and 250 kDa.
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Obr. 55 2D elektroforéza bielkovin, RG — 2mM H,0,,, farbenie striebrom
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Obr. 57 2D elektroforéza bielkovin, RG 2% NaCI, farbenie striebrom
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Obr. 58 2D elektroforéza bielkovin, RG 5% NacCl, farbenie striebrom

Na zéklade analyz bolo moZné roztriedit’ proteiny do troch z&kladnych skupin:
ktoré boli detekované len zo stresovanych buniek, ale neboli

- proteiny,

75 .

identifikované v kontrole

- proteiny, ktoré boli jasne v stave nadexpresie alebo podexpresie

-~

- proteiny, ktorych stupefi expresie ostal nezmeneny

V nasledovnej tabulke su rozdelené pocty spotov proteinov, u ktorych doslo k nadexpresii Ci
podexpresii v porovnani s kontrolou av jednom pripade doSlo k porovnavaniu so slabSim

stresom.

Tab. 38 Kvantitativna analyza proteinov z kvasinky Rhodotorula glutinis

RG 2mM H,0; | RG 2% NaCl | RG 5% NaCl | RG 5% NaCl
vs. kontrola vs. kontrola vs. kontrola | vs. 2% NaCl

celkovy pocet
spotov/pocet 315/310 172 204 204
vyhodnocovanych
nadexpresia 63 92 63 60
podexpresia 247 80 141 144
nad 1 rad 38 46 31 43
pod 1 rad 116 44 56 46
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nad 2 rady 7 3 5 1
pod 2 rady 2 3 3 3

Boli zaznamenané jasné zmeny protedmu kvasinky R. glutinis zistené pomocou 2D
elektroforézy a naslednej MS analyzy. NajvacSie zmeny boli pozorované u oxidacnych stresov
(2mM H,0,), kde bolo podexprimovanych az 247 spotov z 310 vyhodnocovanych. 116 proteinov
malo zniZen expresiu o jeden rad, 2 aZ o dva rady. ZvySenu expresiu vykazalo 63 proteinov,
z nich 38 bolo exprimovanych o 1 r&d a 7 dokonca o 2 rady. Vcelku vyrovnand stresova odozva
(pomer nadexpresie a podexpresie proteinov) bola zaznamenana u 2% NaCl — adaptacia kvasinky
na tieto stresové podmienky mala pozitivny vplyv aj na produkciu karotenoidov (kap. 5.1.5.1),
takZe je mozné, Ze sa bude tymto smerom uberat’ aj cielena priemyselna produkcia karotenoidov.
Pri zvySeni koncentracie sol'ného stresu (5% NaCl) doSlo k podexpresii u dalSich 67 spotov
bielkovin oproti 2% NaCl.

Doslo tiez k porovnaniu dvoch druhov sol'ného stresu navzdjom (2% NaCl a 5% NaCl). Oproti
2% NaCl doslo u5% NaCl k nadexpresii u60 proteinov a podexprimovanych bolo az 144
proteinov. Z tychto vysledkov vyplyva, Ze kvasinka sa lepSie adaptuje jemnejSiemu vplyvu
stresovych faktorov. Ukazka kvantitativneho vyhodnotenia proteinov z R. glutinis (porovnanie
2% NaCl vs. 5% NaCl) je v prilohe 4.

U oboch stresovych faktorov je mozné najst’ skupiny proteinov, ktoré vykazuji zmeny expresie
podobného typu, pravdepodobne sa jedna o proteiny, ktoré boli zdruzené v zonach proteinov na
1D géloch. VyraznejSie zmeny expresie vykazovali najma enzymy zahrnuté v primarnych
metabolickych drahach kvasinky, ako je citratovy cyklus, glykolyza, proteosyntéza a stresova
odozva.

5.1.4.2 Rhodotorula rubra

Ako druhy analyzovany kmen bola vybrata Rhodotorula rubra. Aj v tomto pripade sa jednalo
najma o zaznamenanie rozdielov v proteinovych profiloch medzi kontrolnou vzorkou a proteinmi
izolovanymi z organizmov ovplyvnenych oxidacnym a osmotickym stresom (kap. 4.2.1.2). 2D
elektroforéza (kap. 4.4.6) a MS analyzy (kap. 4.4.7) boli prevedené v spolupréci s Laboratériom
funkénej genomiky a proteomiky Prirodovedeckej fakulty MU. KedZe R. rubra vykazala
zvysenu odolnost’ voci stresovym podmienkam, ¢o bude vidiet” pri analyze karotenoidov v kap.
5.1.5.2, bude zaujimaveé zistit, aké zmeny nastali v proteomickom zloZeni tejto kvasinky.
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Obr. 59 2D elektroforéza bielkovin, RR kontrola, farbenie striebrom, prva testovacia analyza
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Obr. 60 2D elektroforéza bielkovin, RR kontrola, farbenie striebrom
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Obr. 61 2D elektroforéza bielkovin, RR 2mM H,0,, farbenie striebrom

Obr.

62 2D elektroforéza bielkovin, RR 5mM HZOZ, farbenie striebrom
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Obr. 65 2D elektroforéza bielkovin, RR 5% NacCl, farbenie striebrom
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Obr. 66 2D elektroforéza bielkovin, RR 5% NacCl, farbenie striebrom
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Boli zaznamenané zmeny protedbmu u kvasinky R. rubra (kontrolna vzorka vs. stresované
bunky osmotickym a oxidacnym stresom). NajvacsSie zmeny boli pozorované u solnych stresov,
kde pri 2% NaCl bolo podexprimovanych 89 spotov a u 5% NaCl 83 spotov proteinov.
Nadexprimovanych bolo 45 spotov u 2% NaCl a 38 spotov u 5% NaCl. U oxidacnych stresov
bola zaznamenana lepSia adaptana schopnost’ nez u solnych stresov. Hoci bolo u oboch typov
stresov viac podexprimovanych spotov (57 u 2mM H,0,, 65 u 5mM H,0;), pocet
nadexprimovanych bol na podobnej Grovni (33 u 2mM H,0; a 45 u 5mM H,0,).

Tab. 39 Kvantitativna analyza proteinov z kvasinky Rhodotorula rubra

RR 2% | RR 5%
RR RR RR2% | RR5% SFnFIQ\/I E(Z 2% 5%
2mM 5mM 2% 5% H.0 NaCl NaCl NaCl
H,0, vs. | H,O, vs. | NaCl vs. | NaCl vs. 2~2 VS. VS.
vs.2mM | vs. 2%
kontrola | kontrola | kontrola | kontrola H.0 NaCl 2mM 5mM
2~z H,0, H,0,
celkovy
pocet
spotov,
pomer
90/68 110/72 | 128/104 | 121/75 62/48 | 102/83 | 73/59 40/26
kontrola vs.
stres, alebo
stres vs.
stres
nadexpresia 33 45 45 38 23 46 30 13
podexpresia 57 65 89 83 40 71 29 13
nad 1 rad 20 23 32 26 11 31 8 5
pod 1 rad 20 20 46 36 18 32 13 11
nad 2 rady 1 0 0 0 0 4 0 0
pod 2 rady 0 2 1 2 0 2 0 0

V proteomickej analyze kvasinky R. rubra bolo detekovanych menej proteinov a zmeny
v zloZeni protedbmu nie su tak viditelné ako u R. glutinis. Pri naraste koncentracie stresovych
faktorov dochadza aj k zmenam proteému, obvykle v tom istom smere. U oboch kvasiniek bolo
ndjdenych cca 5 skupin proteinov, ktoré vykazuju podobné zmeny pocas vplyvu stresovych
faktorov. NajCastejSie sa jedna o proteiny skupiny HSP.

5.1.4.3 ldentifikacia proteinov
Sucastou proteomickych experimentov bola aj snaha identifikovat' u Studovanych kvasiniek
jednotlivé proteiny, u ktorych doSlo vplyvom stresu k vyznamnej zmene expresie a je mozné

oCakavat, Ze budl majoritne zapojené v metabolickych drahach slvisiacich so stresovou
odozvou. V ramci opakovanych experimentov, pri ktorych boli gély hodnotené triplicitne,
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proteiny analyzované pomocou hmotnostnej spektrometrie a porovnané s dostupnymi
databazami, sa podarilo identifikovat’ priblizne 25% zo spotov, u ktorych doSlo k vyznamnej
zmene expresie (najmenej 3x vysSia alebo niZSia intenzita spotu, Image analyza).

Proteiny boli analyzované vyberom z 2D gélov na zéaklade vyhodnotenia z Image analyzy
(hodnotené boli spoty so zmenou intenzity > 3 proti kontrole), dalej bola prevedend in-gel
digescia ((trypsin, 40°C, 2 hod, 45 min) a analyza vratane identifikacie niektorou s nasledovnych
kombinacii: MALDI MS, MALDI MS/MS NCBI, MALDI MS/MS EST, LC-MS/MS NCBI a
LC-MS/MS EST _others. Proteinové hity boli hl'adané proti NCBI-Fungi a EST-Fungi databaze.
Prednostne boli uvadzané hity z NCBI databazy, pokial’ boli zhodné s hitmi z EST databazy.
Pokial bol nazov proteinu v NCBI databaze prilis vSeobecny (“hypotetical protein...” a podobne)
a zhodné peptidy boli pozorované aj pri hladani proti EST databaze, je uvedeny ekvivalent
pozorovany Vv EST databaze. V pripade potreby, pre zaistenie pravdepodobnej funkcie
proteinového hitu, bol u pozorovanych peptidov prevedeny blast search proti NCBI databaze.
Prehl'ad identifikovanych proteinov podla databaz a prehlad dalSich udajov tykajucich sa
detailov analyzy, je uvedeny v nasledovnych tabulkach.

Tab. 40: Prehlad proteinov identifikovanych u kvasinky Rhodotorula glutinis

Proteiny
Spot nazov . p - Teor. |Teor. Mr | . met.c?dc,: . zodpovedaj'u
p .| organizmus | Pristup €. identifikaci | ce rovnakej
# proteinu/popis pl (Da) e sérii
peptidov
Blrljdég%-ﬁég,—im- Paracoccu
3 |transport systems | .S | QLEZIDI3 N 65 1 37004 | LoMsMS
. denitrifican 0
inner membrane s
component
hypothetical Bacillus
17 protein ”qsiré’;g’veorf’ ' 49:'7854 48 | 19047 | LCMSMS
BT9727_3871 . =
konkukian
23 N/R
. gi| 9909824;
Bradyrhizo .
ATP synthase . . gi| 9909826;
2404 beta subunit . tgl’:/irgum 19909582 | 6.2 16110 LCMSMS gi| 27375551
Jap ai 38639178
Coprinopsis | .
2404 ATP syn’rhqse cinerea i 1698526 57796
beta chain 76
okayama
hypothetical . .
3306 protein eRSﬁ;O”h’g ' 72838399 98 | 21853 | LCMSMS
Reut_C6180 P e
gi| 58258349;
. . . gi| 11650707
3306 hypo‘rhe'hcol Yorrowlo 115055460 53 34585 LCMSMS 6:
protein lipolytica 3 gi| 13410622
9
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Cryptococ

phosphoribosyla Cus
3306 m|d<?|m|dozole— neoforman | gi| 5825834 90454
succinocarboxa svar. 9
mide synthase | neoforman
s
COG0553:
Superfamily I . .
4003 | DNA/RNA | Escherichial allZSSTIZ11 56 | 409747 | LCMSMS
. coli 7
helicases, SNF2
family
tetratricopepftid . . .
6223 | e repeat domain | Microscilla [ ail 1240082 | o, | 47157 | | cmsms
. marina 14
protein
hypothetical
protein Debaryom | .
6223 | DEHAOC18106g |  yces '50;]977 40582
(Isocitrate hansenii =
dehydrogenase)
homoisocitrate
dehydrogenase, . .
6223 | mitochonarial | C@ndida | ail 2236450 90454
dubliniensis 80
precursor,
putative
mitochondrial
NAD-homo- . .
6223 | isocitrate taccaria | il 1700870 38496
bicolor 14
dehydrogenase
LysB
6407 pred|c’(ed Las:ccmo Qi 1646510 6.3 44001
protein bicolor 31
Cryptococ
cus
6407 isocitrate neoforman | gi| 5826695 6.9 39391 LCMSMS g||134.11074
dehydrogenase s var. b 4;
neoforman
s
6407 pred|c’(ed Las:ccmo Qi 1646378 55 65563 LCMSMS
protein bicolor 39
6416 N/R
6507 N/R
Cryptococ
cus
6605 adenylosuccinat | neoforman | gb | AAW44 53413
e lyase s var. 699.1
neoforman
S
6607 N/R
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gi|4151289;

gi|4151291;
gi|4151295;
gi|4151297;
mutant gi|4151299;
Neurospor | . gi| 28800025;
6804 ’rrz/pr;rﬁ%r;:n a Crassa 14151285 | 8,8 LCMSMS gi | 46138457
Y gi|85110137;
gi| 11620560
7;
gi| 14560856
6
bifunctional . .
6804 |  tryptophan L‘;If:coclg’ro gl st 162087] 76055
synthase TRP1 -
hypothetical . ]
6901 protein Coprinopsis | QILT165028 |, 5 | 119950 | LCMSMS
CCIG_12439 | ©nered 2
Cryptococ
oxoglutarate cus
6901 dehydrogenase | neoforman | gi| 5826286
(succinyl- s var. 2
fransferring) neoforman
s
2-oxoglutarate
4901 dehydrogenase | Laccaria |XP_0018760 113161
complex E1 bicolor 81.1
component
hypothetical . .
7201 protein Malassezia | Qi 1646578 |, 3 | 54749 | LCMSMS
MGL_3020 globosa 16
hypothetical . .
7201 protein Malassezia | Qi 1646549 | 4o | 33890 | LCMSMS
MGL_4227 globosa 72
Cryptococ
. cus
Gene info 20S
7201 proteasome neif\cla(;rrnon w 27067
subunit ’ -
neoforman
s
7404 N/R
8213 N/R
gi|61676647;
gi| 11650173
. . Schizosacc | . 5;
6 AD]f;’ gfgrsfr‘??on haromyces | <" WS]”] 58 | 20606 | LCMSMS | gi| 16464854
pombe = 3;
gi| 16465834
1
ARF small Cryptococ | .
6 monomeric cus ! 58226975 20462
GTPase neoforman =
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svar.

neoforman
S
Cryptococ
cus
60s ribosomal | neoforman | Qi | 5826001
6 . 19651
protein 111 svar. 2
neoforman
S
9 N/R
. Nitrosopum | .
j02 | fRNAinfron ilus QULT6IS279 | o | 23500 | LCMSMS
endonuclease iy 58
maritimus
. . | Rhodotorul
14 protein syrﬂheas a b | AABSY
elongation S gb|AABEY
(XY) mucilagino 702.1
factor 1-alpha sa
14 elongation Rhodoforul dbj|BAD74
(XY) factor-1 alpha - 126.1
armeniaca
Cryptococ
ATP synthase cus
14 alpha chain, neoforman | XP_571326. 57912
(XY) mitochondrial s var. 1
precursor neoforman
S
Cryptococ
14 eukaryotic Cus ab | ABB728
(XY) | ADP/ATP carrier | neoforman 49.1
s var. grubii
. . | Rhodotorul
protein synthesis a
XY elongation mucilagino Qi| 2367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sq
FOF1 ATP Geobacter | .
XY | synthase subunit | sulfurreduc 9”% 57 | 54718 | LCMSMS
alpha ens PCA =
Cryptococ
cus
303 GTPase ”e‘iffgr”"” Q82177 58226]77 48 | 26763 | LCMSMS
neoforman
s
inorganic . .
303 | diphosphatase, | ASPergilus | QILIZI7051 1 53 | 55498 | [CMSMS
. clavatus 20
putative
303 GTP-binding Lentinula | gi] 1513370
protein RABS edodes 03
hypothetical | Coprinopsis
303 protein cinerea XP%C;% 27296
CC1G_03651 okayama -
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protein synthesis

Rhodotorul

503 elongation muci% ino Qi| 2367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
hypothetical | Coprinopsis| .
503 protein cinerea |112§51OO 6,2 53618 LCMSMS
CC16G_03705 okayama -
. Dictyosteliu gi| 11649778
hypothetical . .
503 protein om o Q66821 | 44316 | LoMsMs |
DDB 0191262 discoideu 5 gi| 16464737
- m 4
6-
503 phosphoglucon | Laccaria | gi| 1700977
ate bicolor 31
dehydrogenase
6-
503 phosphoglucon | Candida | gi| 2236412
ate dubliniensis 62
dehydrogenase
. Dictyosteliu gi| 11649778
hypothetical . ]
607 protein om o Q66821 | 44316 | LoMsms |
DDB 0191262 discoideu 5 gi| 16464737
- m 4
Coprinopsis | _.
o7 | ATPsynthase | = o req |68 1o o | 57091 | LcMsMs
beta chain 14
okayama
gi| 66969461;
profein synthesis Rhodotorul gi|78100257;
607 | elongation muciggmo 112367625 | 85 | 43821 | LCMSMS 9'|]]J1?8385
factor 1-alpha sq gi| 11128388
4
franslation Rhodé)forul b | ABHO9
607 elongation aai g—liz 5
factor 1-alpha mucliagino 212.1
sa
Coprinopsis | .
607 ATP symhqse cinereq i]11698526 57796
beta chain 76
okayama
Schizosacc
1105 YPT]r'(;f(';r:ed haromyces | gil5146 | 59 | 23145 | LCMSMS
P pombe
1105 GTP-binding Laccaria | XP_0018813 99815
protein bicolor 82.1
1107 60S nbgsomol Bofryo_fmlo Qi| 1543028 103 | 25356 LCMSMS
protein L10 fuckeliana 10
hypothetical .
1107 protein Neurospor | i|8509080 | 55 | 19705 | LCMSMS
NCU09442 acrasa E
Thermotog | .
1107 ABC transporter a i]1482698 59 30144 LCMSMS
related . 38
petrophila
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hypothetical . .
1201 orotein Lr’:,':’j’c’g‘; ' 711022” 10,2 | 28122 | LCMSMS
UMO5139.1 Y -
1901 N/R
heat shock Schizosacc
1911 . haromyces | gi| 623613 | 49 80725 LCMSMS | gi| 19115277
protein 90
pombe
cyt P-450-9- . )
1911 | deoxo-FK506 | STEPTOMYC | i1 1500693 | 49 | 42078 | LcMmsms | 917481902
es sp. gi| 9280399
hydroxylase e
Cryptococ
1911 heat-shock cus ab | AAN76
protein 90 neoforman 525.1
s var. grubii
hypothetical | Coprinopsis| . .
2802 protein cinerea | < ]35‘55053 49 | 79755 | LCMSMS 9'“6‘;"’467]
CC1G_03927 okayama -
Cryptococ
2802 heat-shock Cus agb | AAN76
protein 90 bacillisporu 524.1
s
Cell Division Caenorha | .
2804 Cycle related bditis |]7553]53 52 89729
family member elegans =
hypothetical | Coprinopsis| _. .
2804 protein cinerea | < ]LZSOW 49 | 89678 | LCMSMS 9'“6‘;"’502]
CC1G_09879 okayama -
heat shock L .
2804 | protein of HsP70 | Hichia | Q12627411 5y | 77530 | | cmsms
. stipitis 05
family
gi| 70995752;
Qi | 83773051;
gi| 11549182
3;
gi| 11650789
4;
hypothetical Aspergillus | Qi | 6751773 gi| 11949543
2804 protein AN1047.2 | nidulans 1 > 81096 LEMSMS 5;
Qi| 12170146
5;
gi| 14524000
1;
gi| 16464744
5
Di- and . .
2804 | tricarboxylate | Lactobacill| ailT166291 | ¢ o | 55400 | LCMsMS
us gasseri 70
fransporter
hypothetical
protein Malassezia | XP_0017324
2804 1 ML o198 globosa 23.] 85649
(ATPases)
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Chain 1, Refined
Structures Of
Two
Insertion(Slash)d

Escherichia

3105 | eletion Mutants coli Qi | 809263 5,1 39897 LCMSMS
Probe Function
Of The
Maltodextrin
Binding Protein
Staphyloco | .
3106 | Plaregulator cous | Q3247036 | o 0| ge050 | LeMSMS
protein blaR1 7
aureus
subunit of the
. Chlamydo | .
3110 signal monas | HLIS24783 1 g5 | 74845 | LCMSMS
recognition ; . 18
. reinhardtii
particle
Cryptococ
uracil cus
3110 | phosphoribosylir ”e‘szgr”o” ATS7UE7E 57]0874' 25456
ansferase 1 ) -
neoforman
s
3207 N/R
Qi|46136347;
A gi| 11619660
ubiquitin- Neurospor | gi| 8507828 4;
3901 activating 5,0 | 115288 | LCMSMS . : .
enzvme E1 1 a crassa 1 Qi | 39951533;
4 gi| 11106260
5
Syntropho
hypothetical monas .
3901 protein wolfei | S22 51| gag97 | LCMsMs
Swol_0169 subsp. =
wolfei
Cryptococ
ubiquitin cus
3901 | activating | "€eforman | XP_566574. 112491
svar. 1
enzyme
neoforman
s
6104 N/R
hypothetical | Coprinopsis| .
7802 protein cinerea IH](;SMO 6,0 82419 LCMSMS
CCI1G_10805 okayama —
hypothetical Coprinopsis | _. .
7802 protein cinerea | SO | go | gasag | Lomsms | 9116385122
CC16G_00401 okayama -
7802 predlc‘(ed Lo;cor:o Qi| 1646486 6.2 84677 LCMSMS
protein bicolor 50
Cryptococ
7802 aconitase cus w 85833
neoforman -
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svar.

neoforman
S
> Cryptococ
methyltetrahydr wc):us
opteroyltriglutam
7802 ate- neoforman | XP_567704. 85231
. s var. 1
homocysteine S- -
neoforman
methyltransferas s
e
franslation . .
7903 | elongation | Sandida Q47176811 55 | 51953
norvegica 2
factor
Chain 1, Refined
Structures Of
Two gi|2623823;
Insertion(Slash)d Escherichia gi|2654021;
7903 | eletion Mutants coli ai809263 | 5,1 39897 LCMSMS gi|3983122;
Probe Function gi| 4930066;
Of The gi| 13787059
Maltodextrin
Binding Protein
cengcien, | saccnaro
7903 also encoded by myces Qi| 6320593 | 5.9 93230 LCMSMS | gi| 55670150
cerevisiae
EFT1
Cryptococ
hypothetical cus .
7903 protein neoforman |1C§21102 6,0 92562 LCMSMS
CNBDO0200 svar. -
neoforman
franslation . .
7903 | elongation | Candida [all4717681 | 55 | 51953 | LCMSMS
norvegica 2
factor
hypothetical . .
7903 protein Asperglivs | ALLLAS2325 | g5 | 93589 | LCMSMS
An02g05700 9 £
hypothetical Parameciu
protein Qi| 1455021
7903 GSPATT00038104 m 0 4,9 | 114275 | LCMSMS
fetraurelia
001
eukaryotic
franslation Postia gb | EED796
7903 :
elongation placenta 33.1
factor 2
Elongation Candida .
7905 factor 2 (EF-2) albicans 113023682 | 6.1 93295
hypothetical | Coprinopsis| .
protein cinerea ,
7905 tei ' : 12)25094 62 | 93645 | LCMSMS
CCI1G_00516 okayama —
hypothetical | Coprinopsis | XP_0018293
7905 S ;
protein (similarfo | cinerea 37.1
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elongation okayama
factor 2)
9201 |  AER184Wp Ashbya | Qil4519078 | o | 33108 | LCMSMS
gossypii YA
hypothetical . .
9201 protein Lrj;’g"fﬁg ' 7]9023]5 92 | 31895 | LCMSMS
UM05662.1 4 z
Cryptococ
cus
9207 ATE:ADP neoforman | XP_568302. 33666
antiporter s var. 1
neoforman
S
elongation Lyophyllum | gb | ABR12
9201 ;
factor 1-alpha favrei 247.1
Cryptococ
voltage- Ccus
9201 depende‘n’r ion- | neoforman | Qi| 5826529 30506
selective s var. 6
channel neoforman
S
likely cytosolic . .
9201 ribosomal Caﬁd’do 116847508 26742
. albicans 3
protein $2
hypothetical
protein . .
9201 | UMO5139.1 (305 | Usflago | ail 7102211 28009
. maydis 1
ribosomal
protein S5P)

Tab. 41: Prehl'ad proteinov identifikovanych u kvasinky Rhodotorula rubra

Proteiny
Spot nazov . , . Teor. |Teor. Mr .met.gdg. zodpovedajy
, . | organizmus | Pristup €. identifikaci | ce rovnakej
# proteinu/popis pl (Da) P
e seri
peptidov
protein synthesis Rhod(;aforul
0501 elongation mucilagino Qi| 2367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
elongation Rhodotorul | gi | 5637782 gi| 56377830;
1502 factor-1 alpha a marina b 6.7 25136 LCMSMS gi| 56377834
franslation Uromyces .
1502 elongation sommerfelfi| < 1317260
factor 1-alpha i —
L0 ;ﬁggz‘;?gr‘] Armillaria | qil 1661594
factor 1-alpha ectypa 61
1502 elongation Mlcrsrgofry Qi 1295603
factor 1 alpha . 21
violaceum
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protein synthesis

Rhodotorul
a

1502 elongation o Qi| 2367625
factor 1-alpha muc:slggmo
franslation Rhod(;aforul b | ABHO9
1502 elongation S gb | ABHO?
factor 1-alpha mucilagino 219.1
sa
protein synthesis Rhod(;aforul
1510 elongation mucilagine 12367625 | 8.5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
franslation Rhodospori | _.
1510 elongation dium ' ];333823
factor 1-alpha foruloides =
protein synthesis Rhod(;aforul
1517 elongation mucilagino 12367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
protein synthesis Rhod(;aforul
2513 elongation mucilagine 12367625 | 8.5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
franslation Uromyces .
2513 elongation sommerfelfi| <" 1317260
factor 1-alpha i —
0513 ;ﬁ‘;gzﬂg; Armillaria | gil 1661594
factor 1-alpha ectypa 6l
9513 elongation Mlcr;)rtsofry Qi 1295603
factor 1 alpha . 91
violaceum
franslation Rhodé)forul b | ABHO9
2513 elongation aai g—liz 5
factor 1-alpha mucliagino 212.1
sa
Cryptococ
glyceraldehyde- neo;:oursmon Qi | 5826894
3313 3-phosphate R 5 36160
dehydrogenase ’ =
neoforman
s
Cryptococ
methionine neor(‘:ourinon Qi| 5825867
3313 | adenosyliransfer 43063
ase s var. 9
neoforman
s
Cryptococ
3gp4 |  CYtoplasm cus | QiloB26481 | 5o | gangs | LCMSMS
protein neoforman 0

S
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Cryptococ

Cus
3804 | 5-oxoprolinase neoforman | gi| 5826779 81964
svar. 4
neoforman
s
4310 homoisocitrate fvgf:gr?vsicei Qi| 2134020
dehydrogenase | . Y 13
japonicus
Cryptococ
Cus
4310 isocitrate neoforman | XP_570634. 39084
dehydrogenase s var. 1
neoforman
S
gi| 15027826;
gi| 15027827;
Isocitrate . g! | 67525083;
4407 | dehydrogenase | ASPET9MUS | i 13003999 | 85 | 55525 | Lemsms | 91183766186
[NADP] niger gill 1;1 7748
gi| 14523399
7
NADP- Saccharo
4407 dependent myees Qi 1519410
isocitrate cergvisioe 18
dehydrogenase
nadp-specific
4407 isocitrate OA;edesﬁ w 45707
dehydrogenase gyp —
isocitrate . .
4407 | dehydrogenase COOQ'dO. 112236418
[nadp] dubliniensis 49
similar to . .
4407 | isocifrate ﬁg,{rﬁ;fj,ﬁ | 1226668 46292
dehydrogenase P —
phosphoglucon Cry;;):fuoscoc (15826076
5408 ate neoforman gJ_é 6,0 53693 LCMSMS
dehydrogenase s =
6 Schizosacc
5408 phosp(k;c;glucon haromyces |21]24084
dehydrogenase Japonicus B
hypothetical Ajellomyce (11540748
5408 protein S gJ—S 5 55601
HCAG_05884 capsulatus -
6-
5408 phosphoglucon Las:ccmo Qi| 1700977 53007
ate bicolor 31
dehydrogenase
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6-

5408 phosphoglucon | Candida | gi| 2236412
ate dubliniensis 62
dehydrogenase
hypothetical . .
5408 protein Malassezia | gi| 1646555 53747
MGL_3885 globosa 2
protein synthesis Rhod(;aforul
7405 elongation mucilagino 12367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
protein synthesis Rhodé)forul
7501 elongation mucilagine 12367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
protein synthesis Rhod(;aforul
8501 elongation mucilagino 12367625 | 8.5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
protein synthesis Rhod(;aforul
8403 elongation mucilagine Qi| 2367625 | 8,5 43821 LCMSMS
factor 1-alpha sog
hypothetical Ustilago | gi| 7102458
2115 protein . gl.s - 55 | 21404 | LCMSMS
UMO06376.1 Y -
GTP-binding Laccaria | gi| 1646389
2115 orotein sarl picolor 26 57 21392 LCMSMS
. . Schizosacc | .
3303 The'fgi%%fg haromyces | <" ]987593 54 | 21178 | LCMSMS
P pombe =
Taiwanofu
3303 thioredoxin ngus Qi 4254058
peroxidase camphorat 0
us
Cryptococ
D-hydroxyacid cus Qi | 5825955
0027 dehydrogenase | neoforman S5 6.4 38566 LCMSMS
s
DEHA2C04312p
(similar to Debarvom
0027 Saccharomyces Cgs Qi 1994305
cerevisiae hgnsenii 34
pseudouridine
synthases)
unnamed
protein product |Kluyveromy | gi| 5030435
0033 (Ribosomal ces lactis 7 14880
protein L14)
. Cryptococ | .
0033 rlb?;?;:qm . | 58226022 15301
P neoforman =
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svar.

neoforman
S
. Coprinopsis | .
0033 40S rlbc?somol cinereq | < 1698569 15870
protein S14 64
okayama
hypothetical
protein .
0033 MGL._ 3654 Malassezia | XP_0017291 16262
. globosa 87.1
(Ribosomal
protein $9/516)
0034 G—profem‘befo _Pl_tha Qi| 1508663 6.6 48694 LCMSMS
subunit stipitis CBS 06
3720 N/R
6114 N/R
hypothetical
protein (NAD | Coprinopsis| _.
6415 | dependent | cinerea |9 “;28625 42244
epimerase/dehy | okayama =
dratase family)
predicted
protein (NAD . .
6415 | dependent | @ccana | all1/700957 39611
) bicolor 27
epimerase/dehy
dratase family)
Heat shock Puccinia .
1011 orofein HSS1 graminis Qi| 2495359 | 5.1 70538 LCMSMS
HS70_TRIRU Heat . .
1011 | shock 70 kDa | ASPerailus | Qil6753791 | 5 | sog74 | LCMSMS
. nidulans 8
protein
1011 GTP—bmghng Usfllcrgp XP_759980. 99801
protein maydis 1
franslation Rhodotorul
2018 elongation a il 1112838
mucilagino 54
factor 1-alpha sa
ubiquitin- Chaetomiu | _.
3002 conjugating m 11162034 5,9 16416
47
enzyme E2 globosum
. . Schizosacc | .
3ppg | fhioredoxin 1 o vees | SHI207998 1 5 4 | 51178 | LeMsMS
peroxidase Tpx| 0
pombe
. Cryptococ
ubiquitin- .
3002 conjugating cus 1] 5682684]
neoforman 6
enzyme s
peroxiredoxin,
3002 putative; Candida | gi| 2236428
thioredoxin dubliniensis 57
peroxidase,
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putative
0019 N/R
Cryptococ
cus
0032 rlbosomol neoforman | XP_567521. 15301
protein s var. 1
neoforman
S
0034 N/R
1023 N/R
protein arginine
130] N- Los:ccmo Qi| 1700933 38610
methyltransferas bicolor 45
e
1313 argininosuccinat Logcono Qi| 1701049 46053
e synthase bicolor 08
Mesenchyt | .
0606 | beta-tubulin raeus | SHZZ062 | 55 | 39873
solifugus -
0606 | betatubulind | ramefes |QIL6047773 | 5a | 43000 | LCMSMS
versicolor YA
2014 N/R
Heat shock Puccinia .
2509 orofein HSS1 graminis i12495359 | 5,1 70538 LCMSMS
hypothetical
protein
5509 'UMO3791.1 Ushlogo Qi| 7101941 70202
(similar to heat maydis 5
shock protein 70
family)
Cryptococ
cus
3417 heat shpck neoforman | gi| 5825868 66996
protein s var. 9
neoforman
s
Imidazoleglycer X(I]Onr;hiigyl
6018 | ol-phosphate Y qi| 7387765
dendrorho
dehydratase Us

Identifikované proteiny su lokalizované vo vsetkych Castiach bunky. Z hlavnych proteinov
cytoplazmy boli opakovane identifikované napr. 6-P-glukonatdehydrogenaza (gil223641262),
anorganicka difosfataza (gil121705190), ubiqutinin-aktivujuci enzym (gil85078281), tryptofan-
synthaza (gil170087106), glycerladehyd-3-P-dehydrogenaza (gil58268942), peroxiredoxin
(0il223642857) a niektoré HSP proteiny (HSP90, HSP70). Z jadrovych proteinov boli Casto
identifikované DNA/RNA helikazy.
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Mitochondrialne proteiny zahffiaju najméa Casto sa opakujlcu beta podjednotku ATP synthazy
(0il9909582, l169852676...), homoizocitrat-dehydrogenazu (gil223645080), 2-oxoglutarat-
dehydrogenéazu (gil58262862), transportny systém ATP-ADP (ghlABB72849.1), akonitazu (XP
570245.1) a NADP dependentnu izocitrat-dehydrogenazu (gil151941018). V endoplazmatickom
retikule sa vyskytujia mnohopocetne identifikované elongacné faktory - translatny elongacny
faktor (gil47176812), elongacny faktor -alfa, elongacny faktor 2 a ribozomalny protein 60S
(gil58260012).

VSeobecne je mozné zhrnat, Ze v oboch analyzovanych kmenoch rodu Rhodotorula boli
pozorované niektoré podobné zmeny expresie vyvolanej stresom, ¢i uz iSlo o zmeny proteinov
zapojenych v proteosyntéze (napr. elongacné faktory, ribozomalne proteiny), v primarnom
metabolizme (napr. ICDH, ATP-synthdza, ATP-ADP mitochondrialny transportny systém) i
v samotnej stresovej odozve (napr. HSP70, HSP90; ubiquitin-aktivacny enzym, thioredoxin
peroxidaza a dalSie). ZvySena expresia bola pozorovana u niektorych metabolickych enzymov
hlavnych drah primarneho metabolizmu: enzymy Krebsovho cyklu (ICDH, akonitaza, 2-
oxoglutarat-dehydogenaza); beta-oxidacia mastnych kyselin (dehydrogenadza hydroxy-kyselin),
metabolizmu aminokyselin i faktorov zapojenych v proteosyntéze. Nadexprimované boli tiez
samotné stresoveé proteiny (HSP70, HSP 90; HSS1, thioredoxin-peroxidaza) a proteiny zapojené
v regulacii obratu proteinov (ubiquitin-aktivujaci enzym). Naopak vyznamne zniZena expresia
bola zaznamenana u enzymov glykolyzy (glyceraldehyd-3P-dehydrogenaza), syntézy mastnych
kyselin (dehydrataza MK) atiez u niektorych stresovych a regulacnych proteinov (napr. beta-
podjednotka G-proteinu a niektoré HSP).

Niektoré z identifikovanych proteinov budld v dalSich navézujucich pracach Studované
podrobnejSie na molekulovej Grovni.

5.1.5 Analyza antioxidacnych latok v kvasinkovych mikroorganizmoch

Karotenogénne kvasinkové kmene maju velky potencial v pripadnom priemyselnom vyuZiti
v oblasti mikrobialnej nadprodukcie vybranych metabolitov, v tomto pripade karotenoidov.
NajvysSie zastlpenie ma v bunkéach analyzovanych kmenov B-karotén. Vhodnymi Gpravami
kultivacnych podmienok (napr. aplikaciou exogénnych stresovych faktorov) dochadza k narastu
biomasy a aj k zvySenej syntéze karotenoidov. Analyzy boli prevedené na kvasinkach rodov
Rhodotorula, Sporobolomyces a Cystofilobasidium. Kultivatné podmienky pre kvasinky rastlce
za Standardnych podmienok si popisané v kap. 4.2.1.1, podmienky rastu pre kvasinky
kultivované za stresovych podmienok su uvedené v kap. 4.2.1.2. lzolacia karotenoidov bola
prevedend viacstupfiovou extrakciou organickymi rozpustadlami (kap. 4.5.1). Nésledne boli
karotenoidy analyzované pomocou HPLC so spektrofotometrickou detekciou (kap. 4.5.5).
Kvantifikécia bola prevedena pomocou kalibra¢nych kriviek externich Standardov. Identifikacia
jednotlivych pigmentov bola verifikovand pomocou on-line LC-MS [115].

Tab. 42 Kalibracné krivky pre metabolity izolované z karotenogénnych kvasiniek [119]
metabolit regresna krivka

B-karotén A[mV.s] = 14,237%Cgaroten [HQ/MI]
lykopén A[mV.s] = 25,25%Ciykopen [UG/MI]
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5.1.5.1 Rhodotorula glutinis

KedZe Rhodotorula glutinis je hlavny modelovy organizmus celej prace, boli preto analyzy
antioxidacnych metabolitov izolované a analyzované najprv z tohto kmena. Suhrn nameranych
dat je mozné vidiet' v Tab. 43, prehl'adne su data spracované v grafe 8.

Tab. 43 Sahrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky R. glutinis vratane mnozZstva
biomasy

stresovy B-karotén lykopén biomasa
faktor Hg /g susiny ug /g susiny g/l
kontrola 207,52 2,92 10,09
2% NaCl 404,55 11,57 9,23
2 mM H,0, 233,40 14,54 8,41
5% NaCl 329,02 1,79 10,30
5 mM H,0, 138,24 3,55 7,21

Obsah biomasy u stresovanych buniek bol oproti kontrolnej vzorke okrem jedného pripadu
(2mM H,0,) niZsi, avSak pokles nebol vo vélSine pripadov vyrazny. Ztohto vyplyva, Ze
aplikacia stresovych faktorov nevplyva az tak na rast buniek, ako skér na deje, ktoré prebiehaju
v bunke. Najmensia biomasa bola zistena u vzorky s pridavkom 5% NaCl.
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DOb-karotén

200 W lykopén

150+

100+
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RG kontrola RG 2% NaCl RG 2mM RG 5% NacCl RG 5mM
H202 H202

Graf 8 Produkcia B-karoténu a lykopénu kvasinkou R. glutinis

Co sa tyka obsahu karotenoidov, tak pridavkom stresovych faktorov do Zivného média do3lo
k zvySenej produkcii vietkych sledovanych metabolitov. Zretelné je to najmé u B-karoténu, kde u
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2% NaCl vzrastol podiel takmer dvojnasobne oproti kontrole. Zaujimavy narast bol tiez
pozorovany u 5% NaCl. Z tychto zisteni vyplyva, Ze tato forma stresu sa da vyuZit' na cielenu
priemyselnu produkciu B-karoténu. U lykopénu bol najvyssi obsah zisteny pri 2mM H,O, strese
(takmer 5-nasobne). V tomto pripade nedoslo k Uplnej konverzii lykopénu na 3-karotén.

5.1.5.2 Rhodotorula rubra

Ako druhy bol analyzovany kmen Rhodotorula rubra. Suhrn nameranych dat je mozné vidiet
v Tab. 44, graficky su data spracované v grafe pod tabul'kou.

Tab. 44 Suhrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky R. rubra vratane mnoZstva
biomasy

stresovy B-karotén lykopén biomasa
faktor ug /g susiny Ug /g susiny g/l
kontrola 47,11 2,93 9,53
2% NaCl 45,95 1,58 8,09
2 mM H,0, 25,05 3,89 6,76
5% NaCl 58,64 1,74 6,09
5 mM H,0, 38,24 0,81 7,94

Nérast biomasy bol v tomto pripade u vSetkych stresovanych buniek niZsi nez v kontrolnej
vzorke. Najmensia biomasa bola zistena u vzorky s pridavkom 2 mM H,0,.

O b-karotén
W lykopén

RR kontrola RR 2% NacCl RR 2mM RR 5% NacCl RR 5mM
H202 H202

Graf 9 Produkcia B-karoténu a lykopénu kvasinkou R. rubra
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Obsah karotenoidov po aplikécii stresovych faktorov nevzrastol tak signifikantne ako u kmena
R. glutinis. Dokonca sa da povedat, Ze vysSSia produkcia sledovanych metabolitov bola len u
kmena stresovaného pridavkom 5% NaCl, kde doSlo k nadprodukcii B-karoténu. U vSetkych
ostatnych vzoriek nepresiahli obsahy metabolitov kontrolni vzorku, s vynimkou lykopénu u 2

mM Hzoz.

5.1.5.3 Rhodotorula aurantiaca

Suhrn nameranych dat pre kvasinku Rhodotorula aurantiaca je mozné vidiet' v Tab. 45.

Tab. 45 Suhrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky R. aurantiaca vratane
mnoZstva biomasy

stresovy B-karotén lykopén biomasa
faktor ug /g susiny Ug /g susiny g/l
kontrola 268,57 7,33 4,69
2% NacCl 298,87 12,21 6,11
2 mM H,0, 41,91 2,63 4,63
5% NaCl 256,61 11,31 7,02
5 mM H,0, 45,82 2,76 6,77
Utejto kvasinky bolo mnozstvo nakultivovanej

u predchadzajucich dvoch kmernov rodu Rhodotorula -
v produkcii pri peroxidovom strese, kde je mnozstvo biomasy vysSie nez u kontrolnej vzorky, ¢o
u predchadzajucich kmenov nebolo.
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Obsah karotenoidov izolovanych z kmefa R. aurantiaca je mensi neZz u R. glutinis, ale zasa

.....

v v

stresov. Z vysledkov jasne vyplyva, Ze na cielené ovlyvnenie produkcie vybranych metabolitov
su u tejto kvasinky vhodnejSie sol'né stresy zastupené 2% NaCl a 5% NacCl.

Z uvedenych vysledkov pre vsetky tri kmene rodu Rhodotorula vyplyva, Ze na priemyselnu
produkciu metabolitov je najvhodnejsi kmen R. glutinis. Naopak ako nevyhodné sa ukazalo
vyuzitie kmena R. rubra, pretoZze vtomto pripade kmen prejavil velkd odolnost’ voci
aplikovanym stresovym faktorom a produkcia metabolitov nebola uspokojiva. Celkovo
z vysledkov vyplyva, Ze vhodnym pouZzitim najma nizsich koncentracii stresovych faktorov je
mozné dosiahnut’ vyznamné ovplyvnenie produkcie karotenoidov, ato za ekonomicky

priaznivych podmienok.
5.1.5.4 Sporobolomyces salmonicolor

Analyza karotenoidov prebehla aj u kmenov rodu Sporobolomyces. Sthrn nameranych dat pre
kvasinku Sporobolomyces salmonicolor je mozné vidiet v Tab. 46. V tomto pripade bol

analyzovany len obsah [-karoténu a bola namerana biomasa.

Tab. 46 Suhrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky S. salmonicolor vratane
mnozstva biomasy

stresovy faktor B-karo'ft_én el
Hg /g susiny g/l
kontrola 174,33 5,83
2% NaCl 469,61 4,14
2 mM H,0, 734,61 3,13
5% NaCl 966,16 5,08
5 mM H,0, 830,81 1,95

Zistené mnozstvo biomasy u stresovanych foriem kvasinky S. salmonicolor je niZSie nez
v kontrolnej vzorke. V pripade 5 mM H,0, je to dokonca miniméalne mnoZzstvo.
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Graf 11 Produkcia B-karoténu kvasinkou S. salmonicolor

Co sa tyka obsahu B-karoténu, tak u vietkych stresovanych foriem bol zisteny vy3si obsah nez

v v /s

v kontrolnej vzorke. Najvyssi obsah bol namerany u 5% NaCl, kde bol podiel B-karoténu az 5-
nasobne vyssi nez u kontroly. Produkcia biomasy vSak bola natolko nizka, Ze tento kmen nie je

moZné doporucit’ ako potencialneho producenta pre biotechnologicke aplikacie.

5.1.5.5 Sporobolomyces roseus

Suhrn nameranych dat pre kvasinku Sporobolomyces roseus je mozné vidiet v Tab. 47.

Tab. 47 Sahrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky S. roseus vratane mnozstva

biomasy

stresovy B-karotén lykopén biomasa

faktor ug /g susiny Mg /g suSiny g/l

kontrola 491,80 18,42 9,04

2% NaCl 729,34 47,87 3,30

2 mM H,0, 336,93 2,90 3,32

5% NaCl 362,50 11,63 3,68

5 mM H,0, 734,23 25,93 3,89

V pripade kvasinky S. roseus bol narast biomasy v kontrolnej vzorke porovnatelny s kmenmi
rodu Rhodotorula. Prekvapujuci je vSak maly obsah biomasy u vSetkych stresovanych vzoriek.
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Graf 12 Produkcia B-karoténu a lykopénu kvasinkou S. roseus

U kvasinky S. roseus bolo najviac -karoténu zisteného v kvasinkach stresovanych 2% NaCl a
5mM H,0,, dokonca viac nez v kontrole. Hodnoty su relativne vysoké a su zrovnatelné

s kvasinkou R. glutinis. U zvy3Snych stresov bol obsah B-karoténu nizsi nez v kontrolnej vzorke.
V podobnom duchu st aj hodnoty pre lykopén.

5.1.5.6 Sporobolomyces shibatanus
Suhrn nameranych dat pre kvasinku Sporobolomyces shibatanus je mozné vidiet' v Tab. 48.

Tab. 48 Suhrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky S. shibatanus vratane
mnoZstva biomasy

stresovy B-karotén lykopén biomasa
faktor ug /g susiny Mg /g suSiny g/l
kontrola 517,42 15,56 3,58
2% NaCl 782,66 13,65 2,82
2 mM H,0, 12,29 24,07 2,39
5% NaCl 882,47 3,23 3,95
5 mM H,0, 10,25 1,78 2,85

V tomto pripade doSlo k malému néarastu biomasy aj u kontroly aj u stresovanych vzoriek.
Oproti kvasinkam rodu Rhodotorula sa jedna o velky rozdiel.
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Graf 13 Produkcia B-karoténu a lykopénu kvasinkou S. shibatanus

U kvasinky S. shibatanus su opat’ viac pouzitel'né sol'né stresy, kde v oboch pripadoch doslo
k vysSiemu podielu aj o- aj B-karoténu. Peroxidové stresy viedli k produkcii minimalneho
mnozstva metabolitov, vynimkou je len lykopén u 2 mM H,0,, kde bola zaznamenana najvyssia
hodnota zo vSetkych. Tento vysledok je dokladom, Ze peroxidovy stres ma negativny vplyv na
celkovy metabolismus a neumozfiuje dostateCny priebeh biosyntézy karotenoidov, blokuje
pravdepodobne celu izoprenoidnd drahu.

Z tychto vysledkov je patrné, Ze kvasinky rodu Sporobolomyces su horSi producenti
metabolitov, nez kvasinky rodu Rhodotorula, naviac citlivejSie reaguju na vplyv exogénnych
stresovych faktorov. Vhodnym stresovym faktorom je vSak mozné dosiahnut’ cielent produkciu
metabolitov, ale stresovy faktor musi byt zvoleny na mieru kazdej kvasinke, neda sa aplikovat’
jednotny postup na vSetky kmene, priCom je potrebné brat’ ohl'ad na metabolizmus kvasiniek,
pdvodné stanovisko, odkial' bola kvasinka izolovand aztoho vyplyvajluce adaptacné
mechanizmy, ktoré v nej boli aktivované. Vplyv stresovych faktorov na metabolizmus bol
pozorovany na zmenach protedmu, a to pomocou 2D elektroforézy (vysledky su v kap. 5.1.4).

5.1.5.7 Cystofilobasidium capitatum
Metabolity kmena Cystofilobasidium capitatum boli analyzované pre zrovnanie podobnosti

a rozdielov oproti rodom Rhodotorula a Sporobolomyces. Suhrn nameranych dat je mozné vidiet’
v Tab. 49, graficky spracované vysledky st v grafe 14.
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Tab. 49 Suhrn analyzovanych metabolitov analyzovanych u kvasinky C. capitatum vratane

mnoZstva biomasy

stresovy faktor B-karo'ft_én kaopévzp biomasa
ug /g susiny ug /g susiny g/l
kontrola 151,595 0,0302 8,04
2% NaCl 292,5039 0,2276 8,18
5 % NaCl 502,0043 0,095 6,86
2 mM H,0, 291,8641 0,1028 7.08
5 mM H,0, 374,3751 0,2159 8,39

Nérast biomasy pre kontrolu aj stresované vzorky o mnozstve 7 — 9 g/l sa d& povaZovat za
primeranu hodnotu pre karotenogénne kmene.
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Graf 14 Produkcia B-karoténu a lykopénu kvasinkou C. capitatum

Pridavok stresovych faktorov do Zivného média sa prejavil na zvySenej produkcii metabolitov.
Podiel B-karoténu bol u vSetkych stresovanych buniek vysSi nez v kontrolnej vzorke. Najvyssi
podiel bol namerany u 5% NaCl, kde bol narast oproti kontrole viac nez trojnasobny. U 2% NaCl
vzrastol podiel B-karoténu dvojnasobne. Pridavok 2mM a 5mM H,0, do Zivného média spdsobil
narast -karoténu tieZ minimalne dvojnésobne.

Pri produkcii lykopénu sa ukazal pozitivny vplyv stresovych faktorov, avSak celkovo je
lykopén produkovany len v minimalnom mnoZzstve (okolo 0,2 pg/g) pretoZe v ramci metabolickej
dréhy je dalej metabolizovany. NajvyssSie vytazky boli u 2% NaCl a 5mM H,0,, kde oproti
kontrole do$lo k narastu az patnasobne.

Celkovo je mozné konStatovat, Ze produkcné vlastnosti kvasiniek rodu Cystofilobasidium su
podobné viacej rodu Rhodotorula, ¢o odpoveda aj taxonomickému zaradeniu (oba rody patria do
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Celade Basidiomycetaleae). Reakcia na exogénny stres nevylucuje u cystofilobasidii pripadné
biotechnologické vyuZitie.

5.2 Analyza proteinov a antioxidacnych latok v rastlinnych vzorkach

Za ucelom aplikacie metod analyzy proteinov boli v prvej Casti predloZenej prace podrobne
analyzované proteiny z mikrobialnych buniek kvasinkovych kmenov s potencialnym
biotechnologickym vyuZzitim. V dalSom texte s0 uvedené iné moZnosti vyuZitia analyzy
proteinov pri charakterizacii metabolického stavu a odozvy organizmov na vonkajsi stres. Ako
material boli vyuZité rastlinné tkaniva, pretoZze karotogénne kvasinky poskytuju v dalej
prevadzanych analyzach nizku odozvu a neprodukuju vSetky zo sledovanych metabolitov.

Ako modelové organizmy pre sledovanie proteinového zloZenia a nasledne enzymovej aktivity
individulnych proteinov boli vybrané tkaniva ovocnych plodov — konkrétne jablk vystavenych
exogénnemu stresu vo forme dlhodobého uchovavania v atmosfére s regulovanym obsahom
kyslika. K analyze jedného z enzymov zapojenych v oxidacno-redukcnej rovnovahe rastlinnych
tkaniv boli okrem jabik pouZité aj vzorky ceredlii — konkrétne jaémefia. V tomto pripade sa
jednalo o dlhodobo skladovany jacmeri, kde hladina sledovaného enzymu suvisi s potencialnou
vhimavostou k exogénnej pliesiovej infekcii pri dlhodobom skladovani. Celkovo je tato Cast’
zamerand najma na optimalizaciu metdd stanovenia aktivity enzymovych antioxidantov a na
interpretaciu tych dat, ktoré su zapojené do stresovej odozvy rastlinnych organizmov.

5.2.1 Analyza proteinov z rastlinnych vzoriek

Jablkd obsahuju pomerne malé mnozZstvo proteinov, z antioxidacnych enzymov mozno
detekovat' len niektoré — superoxiddismutazu, katalazu a polyfenoloxidézu. Na proteiny z jablk
(kap. 4.3.2.1) boli aplikované rézne metody stanovenia, so zameranim na ciel’ experimentov.
Celkové proteiny boli stanovené Hartree-Lowryho metddou (kap. 4.4.1). Molekulova hmotnost’
proteinov bola sledovana pomocou mikroCipovej elektroforézy (kap. 4.4.5). atieZ pomocou 1D
elektroforézy (kap. 4.4.3). Pokusne bola prevedend aj presna identifikdcia SOD pomocou metddy
Western Blot (kap. 4.4.4).

5.2.1.1 Hartree-Lowryho metoda

Pre potvrdenie obsahu proteinov v jablkéch, spominanych v literatire bol pomocou Hartree-
Lowryho metédy (kap. 4.4.1) zmerany celkovy obsah proteinov vo vzorkach jabik (kap. 4.1.2.1).
KedZe bolo mozZné vyextrahovat' len rozpustné proteiny, tak obsah proteinov nie je Uplne presny.
Maly obsah celkovych proteinov vSak zodpoveda tabulkovym hodnotam v literattre [125].

Tab. 50 Obsah rozpustnych proteinov v jablkéach (vztiahnuté na gram jedlého podielu jablka)

rozpustné proteiny [mg/g]
normalna atmosféra modifikovana atmosféra
Idared 0,470 0,679
Jonagored 1,008 0,499
Golden Delicious 0,902 0,391
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Graf 15 Obsah rozpustnych proteinov vo vzorkéach jabik, ktoré boli uchované v normalnej
atmosfére a v modifikovanej atmosfére

Z vysledkov merani je vidiet, Ze najviac rozpustnych proteinov obsahuje odroda Jonagored,
ktorad bola skladovana v normalnej atmosfére. U druhu ldared malo skladovanie v modifikovanej
atmosfére pozitivny vplyv na stav proteinov, zatial’ o na obsah proteinov u ostatnych dvoch
odréd posobilo uskladnenie v modifikovanej atmosfére negativne. Ak uvaZzujeme, Ze u odréd
Jonagored a Golden Delicious mé skladovanie v normalnej atmosfére simulovat’ poCiatocné
podmienky pri zbere, tak je zrejmé, Ze v priebehu uchovania tychto odréd v modifikovanej
atmosfére doSlo k zniZeniu obsahu celkovych rozpustnych proteinov na polovicu.

Celkové proteiny boli stanovované najmé ako pomocny parameter pre hodnotenie enzymovych
aktivit a proteinoveho zloZenia v plodoch.

5.2.1.2 Analyza proteinov v jablkdch pomocou mikroCipovej elektroforézy
Analyzou na mikroCipovej elektroforéze, prevedenej’ na mikroCipe od firmy BioRad boli
kvalitativne urCené rozpustné proteiny vo vzorkach jablk (kap. 4.1.2.1), ktoré boli pripravené

podla postupu popisaného v kap. 4.3.2.2. Vyhodnotenie prebehlo v programe Experion, ktorého
vystupom su grafy a tabul’ky s hodnotami pre kazdu analyzovanu vzorku.
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Obr. 67 Mikrogipova elektroforéza vietkych odrdd jablk

Tab. 51 Popis nanasok k Obr. 67
dréha vzorky |popis vzorky

L proteinovy Standard
Idared (normélna atmosféra)
Idared (normalna atmosféra)
Golden Delicious (normalna atmosféra)
Golden Delicious (normalna atmosféra)
Jonagored (norméalna atmosféra)
Jonagored (norméalna atmosféra)
Idared (modifikovana atmosféra)
Idared (modifikovana atmosféra)
Golden Delicious (modifikovana atmosféra)
Jonagored (modifikované atmosféra)
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Predpokladalo sa, Ze proteinové profily jednotlivych odrod sa nebudu od seba velmi lisit,
preto na zistenie distribicie proteinovych frakcii bola vybrana ako reprezentativna vzorka ¢.5
(Obr. 67) (vid tiez priloha 2). Prioritne bola sledovana pritomnost’ enzymov SOD, CAT a PPO.
Po porovnani molekulovych hmotnosti jednotlivych proteinov s literatarou boli naznacené mozné
zhody so vzorkou. SOD méa molekulovd hmotnost’ v rozmedzi 22 — 32,5 kDa v zavislosti na type
kovu v molekule [108]. Molekulova hmotnost katalazy izolovanej z buniek cicavcov je
v intervale 230 — 250 kDa [126]. Namerané molekulové hmotnosti ako vystup z programu po
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mikroCipovej elektroforéze su v prilohe 3 na konci préace. Z dat vyplyva, Ze SOD by zodpovedal
pik €.7 naznaCeny na Obr. 68, ktory méa podla vysledkovej tabul’ky molekulovi hmotnost 34,04.
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Obr. 68 Naznaceny pik enzymu SOD, vystup z programu Experion k mikroCipovej elektroforéze
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Kataldza bola identifikovana ako pik Cislo 17 o molekulovej hmotnosti 252,98, vid' naznacena
Sipka na Obr. 69.
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Obr. 69 NaznaCeny pik enzymu CAT, vystup z programu Experion k mikroCipovej elektroforéze
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Enzym PPO sa pomocou mikroCipovej elektroforézy nepodarilo identifikovat, kedZe jeho
molekulova hmotnost' je vysoka (cca 750 kDa pre enzym izolovany z jabik [127]), tak tato
hodnota je nad medzou detekcie mikroCipovej elektroforézy.

MikroCipova elektroforéza udava aj orientané hodnoty obsahu proteinov vo vzorke. Na
zaklade mikrocCipovej elektroforézy bol v analyzovanych vzorkach najvacsi obsah enzymu SOD.
Ako vSak bude uvedené vo vysledkoch v kap. 5.2.2.1, po€as enzymovej analyzy bola zistena vo
vzorkdch vysSia aktivita uenzymu katalaza. Rozdiel sa d& vysvetlit tym, Ze katalaza ma
molekulovd hmotnost’ blizko medzi detekcie v mikroCipovej elektroforéze, a preto mézu byt

vysledky skreslené.
5.2.1.3 Analyza proteinov v jablkdch pomocou 1D elektroforézy

Separécia proteinov z jablk pomocou 1D elektroforézy bola prevedena z &erstvej $tavy odrod
Golden Delicious a Sampion. KedZze v jablkach veobecne nie je vysoky obsah proteinov, tak
boli proteiny po separacii farbene striebrom, ktoreé je citlivejSie. Vdaka nemu je mozné detekovat’
aj nizke obsahy proteinov.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

116

97
66
:7 SOD
45
peroxidaza
22

Obr. 70 1D elektroforéza proteinov z jablk

Podmienky separacie: 12,5% PAGE gél, 120V, 2,5 hod
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Tab. 52 Popis nanasok k Obr. 70

draha vzorky | popis vzorky

komercny Standard, Siroky rozsah (BioRad), 2 pl
(200; 116; 97, 66; 45; 22 kDa)

komercny Standard, Siroky rozsah (BioRad), 5 pl
komercény Standard, Siroky rozsah (BioRad), 10 yl
proteiny z odrody Golden delicious, 5 pl
proteiny z odrody Golden delicious, 10 yl
proteiny z odrody Golden delicious, 15 yl
proteiny z odrody Sampion, 5 pl

proteiny z odrody Sampién, 10 p

proteiny z odrody Sampio6n, 15 pl

OO |IN|OO|O|R|WIN| -

Celkovy obsah proteinov v jablkdch je pomerne nizky (kap. 5.2.1.1). Majoritnymi proteinmi
jablk st antioxidaéné enzymy superoxiddismutaza, polyfenoloxidaza, katalaza a peroxidéaza.
KedZe katalaza a polyfenoloxidaza maju molekulové hmotnosti vacSie, nez bol limit analyzy
pomocou PAGE-SDS (230 — 250 kDa pre CAT [126], 750 kDa pre PPO [127]), neboli tym
padom identifikované. Ostatné zony proteinov mézu patrit’ superoxiddismutaze, pretoZe okolo M,
30 kDa [108] sa nachadza z6na proteinov, viditelrna najma u vzorky Sampion. V tejto oblasti
molekulovej hmotnosti by sa viak mala nach&dzat aj peroxidaza s molekulovou hmotnostou
26 kDa, 34 kDa a 40 kDa pre jednotlive izoméry [128]. Na géle su viditel'né 3 zény proteinov,
ktoré by mohli patrit’ prdve peroxidaze. Superoxiddizmutaza by tym padom mohla byt’ vyrazna
zOna proteinov medzi 60 — 70 kDa. Tuto teoriu by potvrdzoval aj vysledok Western blot analyzy,
kde bol enzym superoxiddizmutéza izolovany z jabik identifikovany tieZz v oblasti molekulovej
hmotnosti 60 — 70 kDa (kap. 5.2.1.4).

5.2.1.4 Analyza proteinov v jablkach pomocou Western Blotu
Celd analyza bola prevedena podla postupu popisaného v kap. 4.4.4. v spolupréci

s laboratériami Max F Perutz, Vieden, oddelenie chromozomovej bioldgie.Vysledky nie s
presvedCivé, avSak z Casovych dévodov nebolo mozné analyzu zopakovat'.
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Obr. 71 Western blot vzoriek z jabik

Na vysledku western blot analyzy by mal byt enzym superoxiddismutaza. Podla literatury
[108] by ale jeho molekulova hmotnost’ mala byt okolo 30 kDa.

5.2.2 Enzymova analyza

5.2.2.1 Analyza antioxidatnych enzymov vo vzorkéch jabik

Vo vzorkach jablk (kap. 4.1.2.1) boli analyzované aktivity antioxidaénych enzymov —
superoxiddismutazy (SOD), kataldzy (CAT) a polyfenoloxidazy (PPO). Vzorky pre analyzu boli
pripravené podla postupu v kap. 4.3.2.2 a postupy analyz vSetkych enzymov s popisané v kap.
4.48.1.

Stanovenie SOD

Enzym SOD bol stanoveny pomocou kitu Ransod od firmy Randox. Kvéli finan¢nej naro€nosti
bola kaZzda vzorka analyzovana len dvakrat, a preto vysledky nie st vyhodnotené Statisticky. Po
namerani boli hodnoty prepocitané na aktivitu v medzinarodnych jednotkach (mnoZstvo
premeneného substrdtu v pmol za jednotku Casu v minutach) av kataloch (mnoZstvo
premeneného substratu v moloch za jednotku ¢asu v sekundach) v grame jedlého podielu jablka.
Hodnoty aktivit st uvedené v Tab. 53.

Tab. 53 Aktivity SOD v jednotlivych odrodach jablk v gramoch jedlého podielu

normalna atmosféra modifikovana atmosféra
U [umol/min] | katal [mol/s] | U [umol/min] | katal [mol/s]
Idared 4,130 6,883.10°° 5,346 8,911.10°®
Jonagored 4,817 8,028.10° 5,054 8,424.10°
Golden Delicious 3,629 6,048.10°° 1,437 2,395.10°
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Graf 16: Porovnanie hodndt SOD v jednotlivych odrodéach jabik (v kataloch)

Graf 16 udava hodnoty aktivit enzymu SOD v troch skimanych odrodéch jablk porovnéavajic
dva druhy skladovacich atmosfér. NajvyssSia aktivita SOD bola namerana u odrody Idared vo
vzorke uchovavanej v modifikovanej atmosfére. Potvrdzuje to tedriu, Ze modifikovana atmosféra
naopak uvzorky Golden Delicious, opat uchovavanej v modifikovanej atmosfére. Rozdiel
v aktivitach méze byt spbsobeny nevhodnym terminom zberu danej odrody. Aktivita SOD
v odrode Jonagored bola pri uchovani v modifikovanej atmosfére na podobnej Grovni ako odroda
Idared.

Pri porovnani aktivit SOD u jablk uchovavanych v normélnej atmosfére vykazovala najlepsie
vysledky odroda Jonagored, za ktorou bola v tesnom zavese odroda Idared. NajmenSiu aktivitu
vykézala opét’ odroda Golden Delicious.

Ak budeme vychadzat' z predpokladu, Ze skladovanie jabik v modifikovanej atmosfére je pre
zachovanie SOD najvhodnejsie a Ze, pri znanom zjednoduseni, aktivita enzymu pri dlhodobom
uchovavani klesa vo vsetkych odrodach rovnako rychlo, méZzeme sumarizovat, Ze v Cervenych
odrodach (ldared, Jonagored) je SOD zastupené viac neZz v zelenych odrodach (Golden
Delicious). TieZz je moZzné uvaZzovat, Ze v normalnej atmosfére dochadza k degradacii enzymu
u odrody Idared rychlejsie nez u jablk Jonagored.

Stanovenie CAT

Vo vsetkych dodanych odrodach bol stanovovany aj enzym kataladza. Aktivita bola merana 3x,
vysledky su zhrnuté v nasledovnych tabul'kach.
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Tab. 54 Priemerné vysledky stanovenia kataldzy v odrodach skladovanych v normalnej

atmosfére, prepocitané na gram jedlého podielu

priemer U | priemer katal smerodatna smerodatna

[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 20,918 3,486.10°" 0,904 1,507.10°
Jonagored 19,068 3,178.10°7 0,523 8,720.107
Golden Delicious 17,383 3,109.10°7 0,495 3,718.10°

Tab. 55 Priemerné vysledky stanovenia katalazy v odrodach skladovanych v modifikovanej

atmosfére, prepocitané na gram jedlého podielu

priemer U | priemer katal smerodatna smerodatna
[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 19,175 3,196.10” 1,769 2,948.10°
Jonagored 17,796 2,966.10” 1,131 1,885.10°
Golden Delicious 16,741 2,790.10” 0,837 1,395.10°
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Graf 17: Porovnanie hodnét CAT v jednotlivych odrodéch jabik (v kataloch)

Z vysledkov je patrné, Ze aktivita katalazy bola vysSia vo vzorkach uchovavanych v normalnej
atmosfére. Vzorky uchovavané v modifikovanej atmosfére vykazovali nizsie hodnoty aktivit. Da
sa predpokladat’, Ze jablka skladované v normalnej atmosfére maju viac aktivovane antioxidacné
systémy. NajvysSiu aktivitu vykazovala odroda Idared, nasledne odroda Jonagored a najmenSiu
aktivitu zo sledovanych vzoriek mala odroda Golden Delicious. Rozdiely vSak nie su tak
znatel'né ako napriklad u enzymu SOD. Ak predpokladame, Ze plody z norméalnej atmosféry
simulujd situaciu po odtrhnuti jablka, tak mdzeme povedat’, Ze v Cervenych odrodach (ldared
a Jonagored) je enzym katalaza zastUpeny vo va¢Som mnoZstve nez v odrodach zelenych (Golden
Delicious).
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Stanovenie PPO

Vo vzorkach jabik bol stanovovany aj enzym polyfenoloxidaza. Namerané data si povaZzované
len za orientacne, pretoZe v dobe merani nebola metdda stanovenia dostatoCne overena. Praca
s PPO je vel'mi naroCna, jeho aktivita na vzduchu rychlo klesa, v zavislosti na mnoZstve
pritomnych substratov v biologickom materiale. V jablkach st pre PPO vhodnymi substratmi
katechin, epikatechin a kyselina chlorogenova. Ich oxidaciou doché&dza k neZiadicemu hnednutiu
duziny [104]. Tiez substrat pouzivany na stanovenie aktivity enzymu (methylkatechol) na
vzduchu oxidoval, preto musel byt spolone so vzorkami uchovavany za temna. Préve pre
stanovenie PPO bola délezita uprava vzorky pomocou Tritonu X-100 a polyvinylpyrolidonu
(kap. 4.3.2.2). PPO sa totiZ silno viaze na membrany. Preto si extrakcia enzymu vyZaduje
pouZitie detergentu. Druhy problém v izolacii enzymu je pritomnost’ chinénov a ich endogénnych
fenolickych prekurzorov surovom extrakte enzymu. Je d6lezité minimalizovat’ tvorbu formovanie
chindnov, ktoré mézu reagovat’ s enzymom, vysledkom ¢oho su straty v aktivite enzymu. Tento
problém riesi pouZzitie polyvinylpyrolidonu, ktory navézuje fenoly [104].

Aktivita bola merand 3x, v tabulkach su zhrnuté priemerné hodnoty v3etkych stanoveni.

Tab. 56 Priemerné hodnoty PPO v odrodach skladovanych v normélnej atmosfére, prepocitané
na gram jedlého podielu

priemer U | priemer katal smerodatna smerodatna

[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 0,093 1,543.107 9,735.10° 1,622.10%°
Jonagored 0,038 6,405.10™° 1,677.10° 2,795.10™
Golden Delicious 0,017 2,874.10™° 5,369.10°° 8,948.10™!

Tab. 57 Priemerné hodnoty PPO v odrodach skladovanych v modifikovanej atmosfére,
prepoCitané na gram jedlého podielu

priemer U | priemer katal smerodatna smerodatna

[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 0,018 3,031.10% 7,412.10" 1,235.10
Jonagored 0,023 3,898.10™%° 4,198.10°° 6,997.10™
Golden Delicious 0,025 4,234.10" 7,055.10° 1,176.10™%°

152



1,6E-09 I
1,4E-09 I
1,2E-091 I
1,0E-09 I
8,0E-10- 1
6,0E-10 I
4,0E-10 I
2,0E-10- 1
0,0E+00

Idared Jonagored Golden Delicious

‘D normalna atmosféra @ modifikovana atmosféra ‘

Graf 18: Porovnanie hodnét PPO v jednotlivych odrodéch jabik, v kataloch

Pri porovnani vzoriek je jasné, Ze najvyssi obsah PPO bol v odrode Idared uskladnenej
v normalnej atmosfére. NajmenSia aktivita bola namerané v odrode Golden Delicious, ktoré bolo
skladovana v normalnej atmosfére. U odrdd Idared a Jonagored mé regulovanad atmosfére skor
negativny vplyv na aktivitu PPO, uodrody Golden Delicious ma naopak pozitivny vplyv.
Doévodom moze byt zvySend mobilizadcia obrannych enzymovych systémov v Cervenych
odrodach jabik vo faze postupnej degradacie plodov. PouZité Eervené odrody maju totiz kratsiu
dobu uchovatelnosti, nez zelena odroda.

Ak predpokladame, Ze aktivita PPO namerana vo vzorkach uchovanych v normalnej atmosfere
simuluje podmienky pri zbere (okrem odrody Golden Delicious), mdZzeme uvazovat, Ze aktivita
enzymu v modifikovanej atmosfére je niZSia u odrody Idared neZ u odrody Jonagored. TieZ
mdzeme povedat, Ze v Cervenej odrode ldared je ovela viac enzymu PPO neZ v druhej Cervenej
odrode Jonagored. Tieto vysledky su dalSim dokladom pre pravdepodobnd dlohu PPO
v obrannom systéme chraniacom plody pred poSkodenim oxidaciou.

Porovnanie enzymov v jednotlivych odrodach

Pre lepSie vyhodnotenie avacSiu prehladnost je v nasledovnych tabulkdch uvedené
porovnanie aktivit vetkych enzymov v jednotlivych odrodach.
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Graf 19 Porovnanie enzymovych aktivit v jednotlivych odrodach skladovanych v normalnej
atmosfére

NajvysSia aktivita bola zaznamenana vo vSetkych troch odrodach uenzymu kataldza, ako
druhy v poradi je enzym superoxiddizmutaza a najmensiu aktivitu vykazovala polyfenoloxidaza.
Co sa odrdd tyka, tak najvysSiu enzymovu aktivitu celkovo vykazovala odroda Idared, kde boli
namerané najvysSie hodnoty u CAT aPPO. U odrody Jonagored bola namerana najvyssia
hodnota SOD. Najmensie hodnoty v celkovom meradle vykazovala odroda Golden Delicious.
Tieto hodnoty mdzu mat’ stvis s uchovavanim odréd, kde Cervené odrody su uchovavané kratsie,

neZz odrody zelené. NiZSia uchovavatel'nost moze suvisiet’ s vyssimi hodnotami aktivit, pretoZe
u jablk dochadza k aktivacii obrannych systémov, najma CAT a PPO.
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Graf 20: Porovnanie enzymovych aktivit v jednotlivych odrodach skladovanych v modifikovanej
atmosfére

U vzoriek uchovavanych v modifikovanej atmosfére je vidiet' podobny vysledok ako u jabik
z normalnej atmosféry — najvyssie aktivity boli zaznamenané u CAT. Druhym enzymom v poradi
je SOD a najmensie aktivity vykazovala PPO. Na aktivitu antioxidacnych enzymov méa okrem
odrodovych vlastnosti vplyv aj stupen zrelosti plodu pocas zberu. Vyznamnu ulohu zohréva aj
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pritomnost’ nizkomolekulovych antioxidantov, ktoré napomahaji regenerovat’ enzymové
antioxidanty. Z vysledkov potom vyplyva, Ze Cervend odroda Idared vykazuje najviac
antioxidacnych latok roznych typov, ¢o mo6Ze znamenat' najvyssSi stupen zrelosti a zaroven
najvyssiu mieru mobilizacie obrannych systémov v bunkach pred deStrukciou plodu. Tymto
vysledkom by zodpovedali niZSie namerané hodnoty V&CSiny antioxidantov u plodov
skladovanych v modifikovanej atmosfére.

5.2.2.2 Analyza antioxidacnych enzymov vo vzorkach jacmenov a sladov
Stanovenie LOX

Enzym lipoxygenaza (LOX) bol stanovovany v 20 vzorkdch jaCmena (kap. 4.1.2.2) apo
procese sladovania aj v naslednych vzorkach sladu v ramci projektu ,,Studium enzymatické
aktivity pro zlepdeni biologického potencialu jarniho sladovnického je¢mene®. Ciastonym
cielom prace bolo zaznamenat' aktivitu LOX (kap. 4.4.8.2) vo vSetkych odrodach jamena
asladu, kedze Cast’ odrdd bola nova a dovtedy netestovana. Z technologického hladiska totiz
ovplyviuje vyskyt LOX senzorick( kvalitu piva, kedZe sa enzym tazko inaktivuje a jeho aktivita
je vysoka aj pri nizkych teplotach [129].

Sacastou experimentu bolo sledovanie zmien enzymovej aktivity jednotlivych jaCmenov
asladov v Case, tj. ihned po dodani vzorky a jej spracovani, po 1 mesiaci a po 3 mesiacoch.
NajvysSie aktivity boli zaznamenané vo vzorkach hned po dodani, ¢o je vidiet' aj na prilozenom
grafe. Doba skladovania vyznamne vplyva na aktivitu izoformy LOX-1 [132], preto vSetky
dalSie analyzy boli prevedené hned’ po dodani vzoriek.

Tab. 58 Zmeny aktivity LOX-1 z jaCmena pocas skladovania

aktivita (umol/minv L) aktivita (umol/minv L)
vzorka po .| 1 mes. | 3 mes. vzorka po .| 1 mes. | 3 mes.
namleti namleti

1 Wikingett 429,6 76,8 0 11 Marthe 652,8 153,6 0
2 Troon 506,4 64,8 2,4 12 Maltasia 621,6 355,2 2,4
3 Cruiser 535,2 72 2,4 13 Lissane 556,8 26,4 4,8
4 Bellevue 480 127,2 7,2 14 Musikant 751,2 81,6 7,2
5 Biatlon 170,4 177,6 2,4 15 Xanadu 993,6 252 14,4
6 Mauritia 141,6 175,2 2,4 16 Jersey 660 345,6 9,6
7 Ebson 480 326,4 2,4 17 Malvaz 134,4 307,2 19,2
8 NFC Tipple 568,8 182,4 2,4 18 Binder 686,4 297,6 16,8
9 | Westminster 124,8 160,8 2,4 19 Tepelsky 916,8 115,2 12
10 Publican 487,2 232,8 4,8 20 | Rathorsky 79,2 324 38,4
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Graf 21 Zmeny aktivity LOX-1 v jaCmeni pocas skladovania

Vysoké hodnoty LOX-1 boli namerané najmé vo vzorkach 15 (Xanadu), 19 (Tepelsky), 14
(Musikant), 16 (Jersey), 18 (Binder) a 11 (Marthe). Najvacsi pokles aktivity enzymu bol
zaznamenany u vzoriek, u ktorych bola po namleti namerand najvysSia aktivita. Cielom je

vyslachtit’ postupne taky jacmen, ktory bude mat” minimalne obsahy LOX-1.

Tab. 59 Aktivita LOX-1 vo vzorkéach sladov

aktivita aktivita
vzorka . vzorka .
(umol/minv L) (umol/minv L)

1 Wikingett 0 11 Marthe 4,8
2 Troon 21,6 12 Maltasia 12
3 Cruiser 7,2 13 Lissane 7,2
4 Bellevue 7,2 14 Musikant 7,2
5 Biatlon 16,8 15 Xanadu 9,6
6 Mauritia 9,6 16 Jersey 7,2
7 Ebson 19,2 17 Malvaz 7,2
8 NFC Tipple 2,4 18 Binder 9,6
9 | Westminster 9,6 19 Tepelsky 12
10 Publican 12 20 Ratbofsky 12
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Graf 22 Aktivita LOX-1 vo vzorkach sladov

Aktivita LOX-1 v slade bola 2 — 3x vysSia neZz vo vzorkach jaCmena. Tu v8ak nie si zndme
presné podmienky skladovania, kedZe boli dodavané tretou stranou (VUPS). Najvyssia aktivita

bola zistena vo vzorkach 1 (Wikingett), 5 (Biatlon) a 7 (Ebson).

JaCmen aj slad méZu prirodzene obsahovat’ latky, ktoré maju inhibi¢ny efekt na pésobenie LOX
[133]. Preto bol testovany inhibi¢ny efekt dodatocnymi pridavkami Standardu LOX do vzoriek
jaCmenov a sladov.

Tab. 60 Percento inhibicie u jamenov a sladov

% inhibicie % inhibicie
vzorka vzorka

jaémen slad jaCmen slad
1 Wikingett -20 -36 11 Marthe -6 48
2 Troon 44,4 -21,6 12 Maltasia -6 69,6
3 Cruiser 50 -69,6 13 Lissane -18 98,4
4 Bellevue 45 -45,6 14 Musikant 68,4 144
5 Biatlon 44 -28,8 15 Xanadu 46,8 127,2
6 Mauritia 60 79,2 16 Jersey 20,4 134,4
7 Ebson 51 74,4 17 Malvaz -8,4 141,6
8 NFC Tipple 62 91,2 18 Binder 8,4 -28,8
9 Westminster 60 79,2 19 Tepelsky 39,6 -36
10 Publican 68,4 76,8 20 Ratborsky 23 -31,2
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Graf 23 Inhibi¢na aktivita vzoriek jaCmeriov
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Graf 24 Inhibi¢né aktivita vzoriek sladov
Inhibicna aktivita extraktov sladu bola 2 — 3x vy3Sia nez inhibi¢nd aktivita u extraktov

jamenov. Vo vacsine vzoriek s vysSou aktivitou LOX bol zaznamenany tiez vysoky inhibicny
efekt voci Standardnému pridavku LOX.
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5.2.3 Analyza ostatnych antioxidacnych latok z rastlinnych vzoriek

5.2.3.1 Stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity
Jablka

Podla postupu popisaného v kap. 4.5.4 bola stanovena celkova antioxidacna aktivita vo
vzorkach jabik pomocou kitu TAS od firmy Randox. Meranie bolo prevedené na vzorkach, ktoré
boli Cerstvo dodané a tiez vo vzorkéach, ktoré boli 158 dni uloZené v modifikovanej alebo
normalnej atmosfére.

Tab. 61: Vysledky merania ABTS pre jablka dodané Cerstvo a po 158 diioch skladovania

ABTS [umol/g]
. po 158 dnoch
po dodani - . — " -
normalna atmosféra modifikovana atmosféra
Idared 3,836 13,151 14,894
Jonagored 2,815 12,365 12,983
Golden Delicious 2,321 12,533 13,039
16
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10 [ |
N ||
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‘D po dodani do skladu O normalna atmosféra @modifikovana atmosféra ‘

Graf 25 Porovnanie hodnét celkovej antioxidacnej aktivity v jablkach dovezenych za Cerstva a po
158 dnoch skladovania

v v

jablk za gerstva. Toto mohlo byt spdsobené nedostatotnou zrelostou pocas zberu, ¢omu by
potom zodpovedali aj vy$sie hodnoty u jabik, ktoré boli uchovévané v atmosférach. U tychto
vzoriek boli hodnoty TAS ovela vysSie, kedZe jablka dozreli az v sklade. Dalsim vplyvom mézu
byt’ disimilacné procesy a vyplavovanie v bunke viazanych latok pod ich vplyvom. Vo vSetkych
troch pripadoch bola najvyssSia aktivita zaznamenana u vzoriek uchovanych v modifikovanej
atmosfere, Uplne najviac u odrody ldared. U vzoriek dodanych za Cerstva mali obe Cervené
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odrody (ldared, Jonagored) véacSiu hodnotu TAS neZ odroda zelena (Golden Delicious). Pomery

boli nasledkom skladovania zmenené, pricom najvysSia hodnota TAS ostala u odrody Idared.

JaCmene a slady

Podl'a postupu popisaného v kap. 4.5.4 bola stanovenad celkova antioxidacna aktivita v 20
vzorkach jaCmenov a nasledne aj sladov pomocou kitu TAS od firmy Randox. Vysledky su

uvedené v Tab. 62.

Tab. 62 Antioxidacnd aktivita u vzoriek jaCmenov a sladov

ABTS [mmol/l]

ABTS [mmol/l]

vzorka vzorka

jaCmen slad jaCmen slad
1 Wikingett 0,080 0,022 11 Marthe 0,112 0,220
2 Troon 0,056 0,091 12 Maltasia 0,088 0,035
3 Cruiser 0,026 0,045 13 Lissane 0,127 0,114
4 Bellevue 0,053 0,236 14 Musikant 0,175 0,114
5 Biatlon 0,136 0,365 15 Xanadu 0,186 0,568
6 Mauritia 0,085 0,083 16 Jersey 0,215 0,652
7 Ebson 0,139 0,114 17 Malvaz 0,056 0,088
8 NFC Tipple 0,103 0,091 18 Binder 0,056 0,017
9 Westminster 0,165 0,053 19 Tepelsky 0,023 0,105
10 Publican 0,157 0,518 20 Ratbofsky 0,041 0,070
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Graf 26 Porovnanie hodn6t celkovej antioxidacnej aktivity v jacmenoch a v sladoch

U vzoriek s vysokou aktivitou LOX boli namerané aj vysSie hodnoty antioxidacnej aktivity,
z Coho vyplyva, Ze aktivita LOX mbZze mat slvis s celkovym antioxidaCnym statusom.
V porovnani vzoriek jatmenov a sladu je vySSia antioxidacnd aktivita u sladov, kedZe vplyvom
sladovacich procesov dochadza k zvySeniu obsahu antioxidaCnych latok v slade. NajvysSie
hodnoty TAS boli namerané medzi jacmefnmi u vzoriek 14 (Musikant), 15 (Xanadu) a 16
(Jersey), u sladov to su vzorky 5 (Biatlon), 10 (Publican), 15 (Xanadu) a 16 (Jersey).

5.2.3.2 Stanovenie celkovych polyfenolov
Jablka
Podl'a postupu popisaného v kap. 4.5.2 bola prevedena analyza celkovych polyfenolov vo

vzorkach jablk dovezenych za Cerstva a tiez vo vzorkach uskladnenych 158 dni v roznych
druhoch atmosfér. Vysledky st uvedené v Tab. 63.
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Tab. 63 Celkové polyfenoly v jablkach (prepoCitané na mg obsahu celkovych polyfenolov v grame
jedlého podielu jablka)

celkové polyfenoly [mg/g]
. po 158 dnoch
po dodani - . — ; ;
norméalna atmosféra | modifikovana atmosféra

Idared 0,328 0,610 0,677
Jonagored 0,162 0,419 0,470
Golden Delicious 0,313 0,386 0,222
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Graf 27 Porovnanie obsahu polyfenolov v jablkach dodanych za Cerstva a po 158 dfoch
skladovania

Podobne ako u celkovej antioxidacnej aktivity, aj v pripade analyzy celkovych polyfenolov
bolo zistené, Ze na zaCiatku skladovania, tj. po dodani vzoriek za Cerstva, bol obsah polyfenolov
nizsi, nez po 158 dnoch uskladnenia. Dévody su pravdepodobne rovnakée. U plodov dochadza
k postupnému dozrievaniu v sklade, alebo pdsobia disimilacné procesy a polyfenoly sl postupne
uvolnované z bunkovych Struktdr. Vo vSetkych troch stanoveniach boli najvysSie hodnoty
namerané u odrody ldared. Zaujimavé je, Ze po dodani do skladu boli vy3Sie hodnoty celkovych
polyfenolov u odrody Golden Delicious, ale po skladovani boli hodnoty vysSie u odrody
Jonagored. Jablkd Golden Delicious boli pravdepodobne dodané v inom stupni zrelosti, nez
ostatné dve vzorky. Z vysledkov sa da usudit', Ze z danych typov uskladnenia je najvhodnejSie
skladovanie v modifikovanej atmosfére.

5.2.3.3 Stanovenie celkovych flavonoidov
Jablkéa

Ako Cast’ polyfenolov bol merany aj obsah flavonoidov podla postupu v kap. 4.5.3. Vysledky
su uvedené v Tab. 64.

162



Tab. 64 Celkové flavonoidy v jablkach (prepocCitané na mg obsahu celkovych polyfenolov
v grame jedlého podielu jablka)

celkové flavonoidy [mg/g]
. po 158 dnoch
po dodani - p - - -
normélna atmosfera modifikovana atmosféra
Idared 0,181 0,431 0,427
Jonagored 0,101 0,331 0,294
Golden Delicious 0,171 0,279 0,317
0,5
0,4]
0,31
0,2]
01 «—]
0,0 : : :
Idared Jonagored Golden Delicious
‘l:l po dodani do skladu @ normélna atmosféra @ modifikovana atmosféra ‘

Graf 28 Porovnanie hodnét celkovych flavonoidov vo vzorkach dodanych za Cerstva a po 158
dioch skladovania

v v

skladovania. NajvysSie hodnoty boli zistené opat’ u odrody Idared ato vo vSetkych typoch
merania. Odroda Jonagored méa vysSi podiel flavonoidov v normalnej atmosfére nez odroda
Golden Delicious, naopak je to pri uskladneni v modifikovanej atmosfére. U odrody Idared boli
hodnoty celkovych flavonoidov u oboch typov skladovania takmer rovnaké. Aj v tomto pripade
boli hodnoty flavonoidov na podobnej Urovni ako v literatare [135].

Po namerani dat boli vypracované porovnavacie grafy jednotlivych hodnotiacich parametrov.
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Graf 29 Porovnanie celkového obsahu polyfenolov a celkového obsahu flavonoidov vo vzorkach
dodanych za Cerstva

Graf 29 uvadza porovnanie celkovych polyfenolov a celkovych flavonoidov ihned' po zbere,
Cize po dodani do skladu za Cerstva. Flavonoidy tvorili priblizne dve tretiny z celkového obsahu
polyfenolov.
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‘Dcelkové polyfenoly @ celkové flavonoidy ‘

Graf 30 Porovnanie celkového obsahu polyfenolov a celkového obsahu flavonoidov vo vzorkach
uchovanych 158 dni v normalnej atmosfere

Graf 30 porovnava pomerny obsah polyfenolov a flavonoidov v jablkach po 158 dnoch
uchovania v normalnej atmosfére. Bolo zistené, Ze u odrdod Idared a Golden Delicious tvorili
flavonoidy cca tri Stvrtiny z celkového obsahu polyfenolov. U odrody Jonagored to boli priblizne
Styri patiny.
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Graf 31 Porovnanie celkového obsahu polyfenolov a celkového obsahu flavonoidov vo vzorkach
uchovanych 158 dni v modifikovanej atmosfére

Graf 31 porovndva pomer celkovych polyfenolov a flavonoidov u jablk skladovanych
v modifikovanej atmosfére. Z vysledkov vyplyva, Ze uodréd Idared aJonagored tvorili
flavonoidy cca dve tretiny z celkovych polyfenolov a u odrody Golden Delicious to boli Styri
péatiny.
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6 DISKUSIA

Zmena Zivotnych podmienok ovplyviiuje kazdy organizmus. Niektoré zmeny vplyvaju
pozitivne, niektoré naopak negativne. Organizmus ma schopnost’ adaptovat’ sa nepriaznivym
podmienkam v zaujme preZzitia, ak su vSak posobiace podmienky extrémne, tak moze nastat
namiesto adaptacie smrt’ organizmu. V tejto praci je popisany pozitivny vplyv stresovych
faktorov na vybrané organizmy — karotogénne kvasinky a vybrané rastlinné materidly. Zmeny
vyvolané pésobenim stresovych latok je moZzné zaznamenat' na réznych Urovniach, najCastejSie
sa sleduju zmeny proteOmu agendomu, avSak do popredia sa tlaCi aj pozorovanie zmien
metabolomu. Stresova odozva organizmu na nepriaznivé podmienky méZe byt rézna, pozitivna
zmena sa prejavi napriklad v nadprodukcii metabolitov, ktoré je mozné priemyselne vyuZzit'.

Hlavnu Cast’ préce tvori sledovanie vplyvu osmotického a oxidacného stresu na karotenogénne
kmene kvasiniek. Pridavok latok vyvolavajucich stresovd odozvu mal za ciel vyvolat
nadprodukciu karotenoidov, ktora by mohla byt' priemyselne vyuZitel'nd. Na analyzy boli pouZité
kmene kvasiniek z rodov Rhodotorula (Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 a CCY 20-2-33,
Rhodotorula rubra (mucilaginosa) CCY 20-7-28 a CCY 20-7-31, Rhodotorula aurantiaca CCY
20-9-7) Sporobolomyces (Sporobolomyces salmonicolor CCY 19-4-8 aCCY 19-4-6,
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3)
a Cystofilobasidium (Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 a CCY 10-1-2). Osmoticky stres
je reprezentovany pridavkom 2% a 5% NaCl do produkéného média pocas kultivacie. Oxidacny
stres bol vyvolany pridavkom 2mM a 5mM H,0,, tieZz do produkéného média (kap. 4.2.1).
Ziskana biomasa bola dalej analyzovana. Hlavny déraz bol kladeny na analyzu proteému
a metabolomu.

Nevyhnutnou sucastou experimentov bolo pozorovanie morfoldgie a rastovych vlastnosti
pouZitych kvasinkovych kmenov za normalnych podmienok, aj po aplikacii stresovych faktorov
(kap. 5.1.1). Porovnanim buniek bolo zistené, Ze bunky maju schopnost’ sa adaptovat’ novym
Zivotnym podmienkam. Tvar buniek u vSetkych kmeriov bol po aplikacii stresovych latok vel'mi
podobny kontrolnym vzorkdm, na ktoré neboli aplikované stresové faktory. U stresovanych
buniek dochadza k stenceniu bunkovej steny. M6Zu za to karotenoidy, ktoré sa vo vysSej miere
produkuju. Zmeny boli zaznamenané aj pri porovnani mnoZzstva kultivovanej biomasy. U
niektorych kmenov doSlo k zvySenému rastu atym padom k zvySenej produkcii biomasy
vplyvom stresovych latok, u inych bol zaznamenany rast porovnatelny s kontrolnou vzorkou.
Bunky boli dobre adaptované voci stresu a produkcia biomasy bola porovnatel'na s kultivaciou za
Standardnych podmienok. Za optimalnych podmienok maju vSetky pouZité kmene dvojstupriovy
charakter rastovej krivky, kde maximum produkcie dominantného pigmentu B-karoténu bolo
okolo 80h rastu, priblizne na zaciatku stacionarnej fazy. Z tohto dévodu boli vSetky metabolity
izolované z 80h kultivacii.

Hlavnou népliiou prace bolo skimanie proteému. Proteiny kaZzdého organizmu su stcast'ou
dynamického systému. Na zmenach protedbmu sa daju sledovat’ vplyvy Zivotného prostredia,
v ktorom sa sa organizmus nachadza. Protedm sa meni, reaguje na vnatorné aj vonkajsie podnety,
vplyvaja nan posttranslatné zmeny ainé modifikacie. KaZzdad aj mala zmena Zivotnych
podmienok sa prejavi na zmene proteinového zloZenia. Aplikacia exogénnych stresovych
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faktorov v Zivnom médiu vyvolava zmeny protedmu, ktoré boli pozorované najprv pomocou 1D
elektroforéz (kap. 5.1.2) a neskér aj pomocou 2D elektroforéz (kap.5.1.4) s detekciou vybranych
spotov proteinov pomocou MS (kap. 5.1.4). Bola testovana aj separacia proteinov pomocou
mikroCipovej elektroforézy (5.1.3). U 1D elektroforéz boli ako prvé prevedené experimenty,
ktorymi bola prevedend optimalizécia izolacnych technik s cielom n4jst’ najucinnejSiu techniku
pre ziskanie dobre viditelnych zén proteinov. Ako porovnavaci kmen bola pouzita kvasinka
Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-88. Boli testované rozne techniky (0,2M NaOH, SDS,
sklenené gul'6cky, inhibitory protedz). Z vysledkov vyplyva, Ze najvhodnejSou formou izolacie
proteinov z kvasinkovych mikroorganizmov je metéda s pouZzitim NaOH [103] (kap. 4.3.1.2),
ktora sa u vSetkych testovanych mikroorganizmov ukazala ako UcinnejSia metdda, nez s pouzitim
SDS (kap. 4.3.1.3). Najlepsie viditeI'né zény proteinov boli ziskané u porovnavacieho kmena. Je
vSak nutné poznamenat, Ze Saccharomyces cerevisiae méa odlisne zloZenie bunkovej steny nez
karotogénne kmene kvasiniek, preto bola izolacia jednoduchSia. Vo vSetkych izolacnych
experimentoch boli aplikované zakazdym obe techniky, aj s NaOH aj s SDS, aby ich bolo mozné
aj nadalej porovnavat'.

Analyza proteinov z karotogennych kmenov kvasiniek pomocou 1D elektroforézy u rodu
Rhodotorula potvrdila zistenia z optimalizéacie, ked' najvhodnejsi izolany postup bol s pouzitim
NaOH v kombinécii so sklenenymi guldckami. U vSetkych kmeriov boli ziskané podobné
proteinové profily s majoritnymi zénami proteinov v rovnakej oblasti molekulovej hmotnosti.
Hlavné proteinové frakcie maju molekulové hmotnosti okolo 67 kDa, 45 kDa, 35 - 29 kDa,
24 kDa, 18 kDa, 15 kDa a 10 kDa. Je to aj tym, Ze u rodu Rhodotorula je pravdepodobne stavba
bunkovych Struktdr na podobnej trovni a moc sa nelisi.

Proteiny rodu Sporobolomyces boli izolované rovnakou technikou ako proteiny rodu
Rhodotorula. U tychto buniek sa ukazalo, Ze m6zu byt’ pouzité oba hlavné izolacné postupy — aj
s pouzitim NaOH, aj s SDS. Vynimku tvori len kmer Sporobolomyces shibatanus, ktora ma skor
vlastnosti podobné kmernom rodu Rhodotorula. Je mozné predpokladat’, Ze zloZenie povrchovych
Struktdr u kvasiniek Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces salmonicolor je odlisné a menej
komplexné, nez u ostatnych doteraz Studovanych kmernov. Rod Sporobolomyces ma dominantné
zoény proteinov 0 molekulovej hmotnosti cca 85 kDa, 60 kDa, 48 kDa, 35 kDa, 32 kDa, 24 kDa,
15 kDa a 10 kDa.

U kmenia Cystofilobasidium capitatum bola analyza protedmu prevedena z ¢asovych dévodov
len 1x alen u kontrolnej vzorky, pretoZze stresované bunky neboli k dispozicii. K izolacii boli
pouZité rovnaké metddy ako u ostatnych buniek, tj izolacia s pouzitim NaOH a SDS a navyse
bola otestovand metoda izolacie pomocou TCA (kap. 4.3.1.4). Separécia izolovanych proteinov
v8ak nebola tak presvedciva ako u ostatnych kmenov.

Analyza proteinov pomocou mikroCipovej elektroforézy bola snahou zachytit’ aktualny trend
minimalizcie procesov v analytickych metodach. Cielom tiez bolo najst dobrG arychlu
porovnavaciu metédu k zdihavej 1D elektroforéze. Pre analyzu bol vybrany jederi kmefi z rodu
Rhodotorula (Rhodotorula aurantiaca) a jeden kmen z rodu Sporobolomyces (Sporobolomyces
shibatanus). Po analyze sa vSak ukazalo, Ze separacna ucinnost’ na takto komplexné vzorky je
nedostatocna, a preto pre dalSie analyzy proteinov z kvasiniek nebola pouZivana.

Jednoznacné rozdiely v proteinovom zloZeni po aplikacii stresovych faktorov je mozneé zistit’
najma pomocou 2D elektroforézy. Tato metdda je v st€astnosti najpouzivanejSou separacnou
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technikou. Proteiny sa delia na zaklade ich izoelektrickych bodov pomocou izoelektrickej
fokusacie a nasledne podla molekulovej hmotnosti PAGE-SDS elektroforézou [4, 136]. Pre
analyzu komplexnych vzoriek kvasinkového protedmu boli vybrané dva kmene karotogénnych
kvasiniek — Rhodotorula glutinis a Rhodotorula rubra. R. glutinis bola vybrand ako hlavny
modelovy organizmus s ciefom sledovat’ zmeny metabolizmu po aplikécii stresovych faktorov na
proteinovom zlozZeni, R. rubra bola vybrana pre zistenie rozdielov proteinového zloZenia
kvasinky rovnakého rodu, ale odlisného druhu. Cela analyza vratane naslednej identifikéacie bola
prevedena v spolupraci s Laboratoriom funkénej genomiky a proteomiky P¥F MU v Brne.
Separéciou zmesi proteinov boli ziskané zony proteinov, z ktorych Cast’ bola analyzovana
pomocou hmotnostnej spektrometrie. Problémom je vSak doteraz nesekvenovany genom
Cervenych kvasiniek, preto identifikacia pozostava z porovnavania s proteinmi v databdzach uz
sekvenovanych kmenov kvasieniek, ako napr. S. cerevisiae.

U kvasinky R. glutinis boli pomocou 2D elektroforézy a naslednej MS analyzy zistené jasné
rozdiely v proteinovom zlozeni medzi jednotlivymi druhmi stresov a kontrolou. Najvacsie zmeny
boli pozorované u oxidacnych stresov (2mM H,0,), kde bolo podexprimovanych 247 spotov
z 310 vyhodnocovanych. 116 proteinov malo zniZzenu expresiu o jeden rad, 2 aZ o dva rady.
Zvysenu expresiu vykazalo 63 proteinov, z nich 38 bolo exprimovanych o 1 rad a 7 dokonca o 2
rady. Vyrovnana stresova odozva bola zaznamenana u 2% NaCl, pricom adaptécia kvasinky na
tieto stresové podmienky vplyvala pozitivne aj na produkciu karotenoidov. Pri zvySeni
koncentracie sol'ného stresu (5% NaCl) doslo k podexpresii u dalSich 67 spotov bielkovin oproti
2% NaCl. U oboch stresovych faktorov boli najdené skupiny proteinov, ktoré vykazujd zmeny
expresie podobného typu. VyraznejSie zmeny expresie vykazovali najma enzymy zahrnuté
v primarnych metabolickych drahach kvasinky, ako je citratovy cyklus, glykolyza, proteosyntéza
a stresova odozva.

U kvasinky R. rubra boli najvacSie zmeny pozorované u solnych stresov, kde pri 2% NaCl
bolo podexprimovanych 89 spotov a u 5% NaCl 83 spotov proteinov. Nadexprimovanych bolo
45 spotov u 2% NaCl a 38 spotov u 5% NaCl. U oxidacnych stresov bola zaznamenana lepSia
adaptacna schopnost nez u solnych stresov. Hoci bolo u oboch typov stresov viac
podexprimovanych spotov (57 u 2mM H,0,, 65 u 5mM H,0,), pocet nadexprimovanych bol na
podobnej trovni (33 u 2mM H,0; a 45 u 5mM H,0,). V proteomickej analyze kvasinky R. rubra
bolo detekovanych menej proteinov a zmeny v zloZeni protedmu nie su tak viditeIné ako u R.
glutinis. Pri naraste koncentracie stresovych faktorov dochadza aj k zmenam proteému, obvykle
v tom istom smere. U oboch kvasiniek bolo najdenych cca 5 skupin proteinov, ktoré vykazuju
podobné zmeny pocas vplyvu stresovych faktorov. NajCastejSie sa jedna o proteiny skupiny HSP.

Identifikécia jednotlivych proteinov u oboch analyzovanych kmernov rodu Rhodotorula
ukazala podobné zmeny expresie vyvolanej stresom, ¢i uz iSlo 0 zmeny proteinov zapojenych
v proteosyntéze (napr. elongacné faktory, ribozomalne proteiny), v primadrnom metabolizme
(napr. ICDH, ATP-synthdza, ATP-ADP mitochondrialny transportny system) i v samotnej
stresovej odozve (napr. HSP70, HSP9O0; ubiquitin-aktivacny enzym, thioredoxin peroxiddza a
dalSie). Zvysena expresia bola pozorovana u niektorych metabolickych enzymov hlavnych drah
primarneho metabolizmu: enzymy Krebsovho cyklu (ICDH, akonitdza, 2-oxoglutarat-
dehydogenaza); beta-oxidacia mastnych kyselin (dehydrogenaza hydroxy-kyselin), metabolizmu
aminokyselin i faktorov zapojenych v proteosyntéze. Nadexprimované boli tieZ samotné stresové
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proteiny (HSP70, HSP 90; HSS1, thioredoxin-peroxidaza) a proteiny zapojené v regulacii obratu
proteinov (ubiquitin-aktivujuci enzym). Naopak vyznamne zniZena expresia bola zaznamenana
uenzymov  glykolyzy (glyceraldehyd-3P-dehydrogenaza), syntézy mastnych  kyselin
(dehydrataiza MK) atiez u niektorych stresovych aregulacnych proteinov (napr. beta-
podjednotka G-proteinu a niektoré HSP). Vybrané skupiny proteinov, ktoré boli identifikované,
budl detailne analyzované na molekulovej Grovni v navézujucich pracach k tejto téme.

Dalsou Castou prace bolo sledovanie produkcie karotenoidov v kvasinkovych
mikroorganizmoch. Aplikéciou stresovych latok je mozné zmenit’ metabolizmus natolko, Ze je
mozné dosiahnut’ nadprodukciu vybranych metabolitov (napriklad B-karoténu) [115], Co je
priemyselne vyuZitelné. Analyzy boli prevedené na kvasinkach rodov Rhodotorula,
Sporobolomyces a Cystofilobasidium. Karotenoidy (B-karotén, lykopén) boli izolované
viacstupiovou extrakciou organickymi rozpustadlami (kap. 4.5.1). Ich analyza bola prevedena
pomocou HPLC so spektrofotometrickou detekciou (kap. 4.5.5). ldentifik&cia jednotlivych
pigmentov bola verifikovana aj pomocou on-line LC-MS [115].

Kvasinka R. glutinis ako hlavny modelovy organizmus preukédzala zvySent produkciu
sledovanych metabolitov. Najmé aplikacia 2% NaCl do Zivného média spdsobila takmer
dvojnéasobny narast (404,55 pg/g) v obsahu B-karoténu oproti kontrolnej vzorke (207,52 ug/g).
ZvySena produkcia bola zaznamenana aj u 5% NaCl, takZe tato forma osmotického stresu sa
ukazala jako vhodny stimulant. Naopak pri aplikécii oxidacného stresu (2mM a 5mM H,0,) bol
zisteny vysSi obsah lykopénu, ¢o znamena, Ze nedoSlo eSte k uUplnej konverzii na p-karotén.
U kvasinky R. rubra bola zistend odolnost’ voci vplyvu stresovych faktorov, takze produkcia
karotenoidov nebola dostatocnad a pravdepodobne tento kmen nie je vhodny na priemyselné
vyuZzitie. Celkovo je mozné zhodnotit', Ze aplikacia niZSich koncentracii stresovych faktorov
ovplyviuje pozitivne produkciu karotenoidov a ti je mozné aj priemyselne vyuZzit, pricom nie su
potrebné vysoké naklady.

Kvasinky rodu Sporobolomyces preukazali nizSiu schopnost’ produkcie karotenoidov, nez
kvasinky rodu Rhodotorula. Tiez bolo zistené, Ze citlivejSie reaguju na aplikované stresové
faktory, takze pripadné priemyselné vyuzitie bude zaloZené na navrhu ,,na mieru® pre kazdu
kvasinku zvl&St. Toto plati aj pre rod Rhodotorula. Vhodnym stresovym faktorom je mozné
dosiahnut’ vysSiu produkciu vybranych metabolitov, je ale potrebné mysliet na metabolizmus
kvasinky a jej prirodzené Zivotné prostredie, pretoze ztoho sa daju odvodit adaptacné
mechanizmy, ktoré boli aplikéaciou stresu aktivovane.

Druhu Cast’ préace tvori aplikacia metod analyzy proteinov na rastlinné vzorky — ovocné plody a
ceredlie. Aj vtomto pripade bola skimana stresova odozva organizmov. Vzorky ovocia —
konkrétne jablk boli vystavené exogénnemu stresu vo forme dlhodobého uchovavania
v atmosfére s regulovanym obsahom kyslika. V cerealiach — konkrétne v jacmeni, bol sledovany
enzym lipoxygenaza, ktory je zapojeny v oxidacno-redukénej rovnovahe a ktorého hladina
v rastline ovplyvnuje kvalitu jamena poCas dlhodobého skladovania. Hlavna pozornost’ prace
bola venovana najma optimalizacii metdd pre stanovenie aktivity antioxidacnych enzymov
a interpretacii dat, ktoré su zapojené v stresovej odozve rastlinnych organizmov.

Na vzorky zjablk odrod Idared, Jonagored a Golden Delicious boli najprv aplikované
Standardné metddy urcenia celkového obsahu proteinov (Hartree-Lowryho metoda). Po potvrdeni
nizkeho obsahu proteinov [125] bola prevedena aj 1D elektroforéza a mikroCipova elektroforéza
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izolovanych proteinov. Cielom bolo potvrdenie predpokladaného obsahu antioxidacnych
enzymov superoxiddismutaza, katalaza a polyfenoloxiddza aspon na zaklade molekulovej
hmotnosti. K presnejSej identifikacii bola vyuZita metoda Western Blot, ktorou bol potvrdeny
obsah enzymu superoxiddismutaza.

Enzymovou analyzou boli u vzoriek jabik stanovené aktivity enzymov superoxiddismutaza,
katalaza a polyfenoloxidaza. Vzorky boli uchované v normalnej aj modifikovanej atmosfére.
NajvysSia aktivitaenzymu SOD bola zaznamenand uodrody Idared uchovévanej
v modifikovanej atmosfére. Potvrdzuje to teoriu, Ze modifikovana atmosféra je vhodna na
uchovanie €o najvacsieho mnozstva antioxidacnych latok. Pri porovnani aktivit SOD u jabik
uchovavanych v normalnej atmosféere vykazovala najlepsie vysledky odroda Jonagored, za ktorou
bola odroda Idared. NajmenSiu aktivitu v oboch typoch atmosfér vykazala odroda Golden
Delicious, z ¢oho mozno usudzovat, Ze zelenej odrode je menSie zastupenie SOD nez
u Cervenych odréd. Enzym CAT mal vysSiu aktivitu vo vzorkach uchovavanych v normalnej
atmosfere. D& sa ztoho odvodit, Ze jablka uchovavané v normalnej atmosfére maju viac
aktivované antioxidacné systémy, nez jablka, ktoré boli uchovavané v modifikovanej atmosfére.
NajvysSia aktivita enzymu PPO bola namerand vo vzorke Idared uchovanej v normalnej
atmosfére. Najmensia u zelenej odrody Golden Delicious. U ¢ervenych odréd bol zaznamenany
skor negativny vplyv modifikovanej atmosfery na aktivitu PPO. Dévodom moze byt zvySena
mobiliz4cia obrannych enzymovych systémov v ervenych odrodach jablk vo faze postupnej
degradacie plodov. Pouzité Cervené odrody maju totiz kratSiu dobu uchovatelnosti, nez zelena
odroda.

Enzym lipoxygenéza bol sledovany v 20 vzorkach sladovnickeho jamefia (dodané z VUPS).
anasledne aj v slade. Z technologického hladiska ovplyviuje vyskyt LOX senzorickd kvalitu
piva, kedZe sa enzym tazko inaktivuje a jeho aktivita je vysoka aj pri nizkych teplotach [129].
Enzym poSkodzuje uz uskladneny jaémen. Jeho zhorSena kvalita po pésobeni lipoxygenazy sa
prejavuje Skrablavou a horkou chutou [130]. V jaCmeni sa vyskytuje len jedna forma
lipoxygendzy, ato LOX-1, LOX-2 sa objavuje aZ v priebehu klienia. Kvantitativne sa nachadza
v zelenom slade 80% LOX-1 a20% LOX-2 [131]. V experimente boli sledované zmeny
enzymovej aktivity jednotlivych jaCmefiov asladov v Case - ihned’ po dodani vzorky a jej
spracovani, po 1 mesiaci a po 3 mesiacoch. NajvysSie aktivity LOX-1 u vzoriek jaCmena boli
zaznamenané vo vzorkach hned po dodani. Aktivita LOX-1 v slade bola 2 — 3x vy3Sia nez vo
vzorkach jaCmena. JaCmen a slad mézu obsahovat’ latky, ktoré maju inhibicny efekt na pdsobenie
LOX [133]. Tento inhibi¢ny efekt bol testovany, pricom inhibi¢na aktivita extraktov sladu bola 2
— 3x vysSia nezZ inhibi¢na aktivita u extraktov jaCmenov. Vo vacsSine vzoriek s vysSou aktivitou
LOX bol zaznamenany tieZ vysoky inhibi¢ny efekt voci Standardnému pridavku LOX.

Kvéli vyskytu antioxidacnych latok boli rastlinné vzorky testované na celkovu antioxidacnu
aktivitu. U jablk bola najnizsia celkova antioxidatna aktivita namerand po dodani jablk za
Cerstva. Priinou mdZe byt nedostatoCna zrelost' pocCas zberu. VysSie hodnoty boli namerané
u jablk, ktoré boli uchovavané v atmosférach. U tychto vzoriek boli hodnoty TAS ovela vyssie,
kedZe jablké dozreli aZ v sklade. Dal$im vplyvom mdzu byt disimilaéné procesy a vyplavovanie
v bunke viazanych latok pod ich vplyvom. Vo vSetkych troch odrodach bola najvysSia aktivita
zaznamenana u vzoriek uchovanych v modifikovanej atmosfére, Uplne najviac u odrody Idared.
U jaCmenov boli zistené vysoké hodnoty antioxidaCnej aktivity u vzoriek svysokou aktivitou

170



LOX, z ¢oho vyplyva, Ze aktivita LOX mo6Ze mat savis s celkovym antioxidanym statusom.
V porovnani vzoriek jamenov a sladu je vysSia antioxidacna aktivita u sladov, kedZze vplyvom
sladovacich procesov dochadza k zvySeniu obsahu antioxidacnych latok v slade.

U vzoriek jablk boli zantioxidaénych latok stanovené aj celkové polyfenoly a celkové
flavonoidy. Podobne ako u celkovej antioxidacnej aktivity, aj v pripade analyzy celkovych
polyfenolov sa zistilo, Ze na zaCiatku skladovania, tj. po dodani vzoriek za Cerstva, bol obsah
polyfenolov niZsi, nez po 158 diioch uskladnenia. Dévody su pravdepodobne rovnaké. U plodov
dochadza k postupnému dozrievaniu v sklade, alebo pdsobia disimilacné procesy a polyfenoly su
postupne uvolfiované z bunkovych Struktdr. Vo vsetkych troch stanoveniach boli najvysSie
hodnoty namerané u odrody Idared. Z vysledkov sa da usddit, Ze z danych typov uskladnenia je
najvhodnejSie skladovanie v modifikovanej atmosfére. Z literatry tiez vyplyva, Ze obsah
polyfenolov pocas dlhodobého skladovania stupa [134]. V porovani s dalSou literatirou [135]
boli hodnoty polyfenolov v jablkach na podobnej trovni. U celkovych flavonoidov boli vysledky
vel'mi podobné.
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7 ZAVERY

e PredloZena praca sa da rozdelit na dve hlavné casti. Prvu tvori testovanie vplyvu
exogénnych faktorov na kvasinkové mikroorganizmy, s dérazom kladenym na sledovanie
zmien protedbmu a metaboldmu so zameranim na vypracovanie metodiky analyzy
proteinov. Druhu tvori analyza proteinov a antioxidacnych latok v rastlinnych vzorkach,
pricom tiez boli zavedené nové metodiky pre enzymovu analyzu.

e Vramci prve] Casti bolo testovanych sedem aerébnych kmenov karotenogénnych
kvasiniek (Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Rhodotorula aurantiaca,
Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces shibatanus
a Cystofilobasidium capitanum). Kultivécia prebehla za optimalnych podmienok a k tomu
boli na vietky kmene aplikované exogenne stresové faktory vo forme pridavku NaCl (2%
a 5% NaCl) a H,0, (2mM a 5mM H,0,) do produkéného meédia.

e Kuvasinky za optimalnych podmienok vykazuju dvojstupfiovy charakter rastovej krivky,
kde maximum produkcie pre majoritny pigment p-karotén je okolo 80h na zaCiatku
prediZenej stacionarnej fazy. Preto vietky metabolity (karotenoidy aj proteiny) boli
izolované z 80h kultivécii.

e 'V ramci optimalizacii boli testované rdzne metddy izolacie proteinov pre separaciu 1D
PAGE-SDS elektroforézou. Ako porovnavaci kmen pouZitd kvasinka Saccharomyces
cerevisiae, popri ktorej bol na prvotné analyzy pouZzity aj kmen S. salmonicolor ako
zastupca rodu Sporobolomyces a R. glutnis ako zastupca rodu Rhodotorula. Testovany bol
aj vplyv pridavku inhibitorov proteaz, Ci vplyv lyofilizacie buniek na neskorsiu izolaciu
proteinov. Za najvhodnejSiu metddu izolécie bola ur€end metoda s pouZzitim 0,2M NaOH
spolocne s mechanickou dezintegraciou sklenenymi gul'6¢kami. Pre porovnanie vSak bola
pouZzivana aj metdda s 10% SDS.

e Po optimalizacii boli izolované proteiny zo vSetkych kmenov. Okrem buniek
kultivovanych za optimalnych podmienok boli proteiny izolované aj z buniek, na ktoré
boli aplikované exogénne stresové faktory. Cielom bolo porovnat proteinové profily
kontrolnych vzoriek a stresovanych vzoriek.

e lzolované proteiny boli separované pomocou 1D PAGE-SDS na 10% a 12,5% géloch.
Vizualizacia bola prevedena pomocou Coomassie Briliant Blue a pomocou farbenia
striebrom, ktoré je citlivejSie a je schopné detekovat’ aj malé mnozstva proteinov. Zony
separovanych proteinov boli porovnavané s proteinovymi Standardami. V mnohych
pripadoch boli ziskané jasne viditelné zony proteinov, kde bola urCena orientacna
molekulova hmotnost’ na z&klade proteinovych Standardov. Na presnejSiu identifiké&ciu
proteinov vSak bola aplikovana 2D elektroforéza, aj ked' len u vybranych kmeriov.
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V ramci testovania bola pouZitd na separovanie proteinov aj mikroCipova elektroforéza,
ktord bola aplikovana na jeden kmen z rodu Rhodotorula (R. aurantiaca) a jeden kmen
zrodu Sporobolomyces (S. shibatanus). Aj vtomto pripade boli separované proteiny
z kontrolnej vzorky aj zo stresovanych buniek. Tato analyza vSak nepreukazala
dostatocnu separacnu Gcinnost’ a potvrdila vyuZitie mikroCipovej elektroforézy len pre
vzorky menej komplexného charakteru.

2D elektroforéza bola aplikovana na proteiny izolované z kvasiniek R. glutinis a R. rubra.
Pre izoléciu proteinov boli pouZzité lyofilizované bunky. Po izoelektrickej fokus&cii
a PAGE-SDS boli gély farbené bud striebrom alebo farbivom Sypro Ruby. Ziskané
proteinové profily uk&zali rozdiely v proteomickom zloZzeni medzi kontrolnymi
a stresovanymi vzorkami. Vyrovnana stresova odozva bola zaznamenana u kvasinky R.
glutinis pri 2% NaCl strese, kde bol pomer nadexpresie a podexpresie proteinov relativne
vyrovnany. Dobra adaptacia kvasinky tomuto druhu stresu sa ukazala aj pri produkcii
karotenoidov. U peroxidovych stresov bolo u R. glutinis vacSie mnoZstvo proteinov
podexprimovanych. U kvasinky R. rubra nebolo tol'ko zmien v protedme ako u R. glutinis
a celkovo bolo detekovanych menej proteinov.

Cast’ préace tvorila aj snaha identifikovat u Studovanych kvasiniek jednotlivé proteiny,
u ktorych doslo vplyvom stresu k vyznamnej zmene expresie. V ramci opakovanych
experimentov sa podarilo identifikovat priblizne 25% zo spotov, u ktorych doslo
k vyznamnej zmene expresie (najmenej 3x vysSia alebo niZSia intenzita spotu).
Identifikované proteiny boli lokalizované vo vSetkych Castiach bunky.

U oboch analyzovanych kmernov rodu Rhodotorula boli pozorované niektoré podobné
zmeny expresie vyvolané stresom, ¢i uz iSlo ozmeny proteinov zapojenych
v proteosyntéze (napr. elongacne faktory, ribozomalne proteiny), Vv primarnom
metabolizme (ICDH, ATP-synthdza, ATP-ADP mitochondrialny transportny systém) i
v samotnej stresovej odozve (napr. HSP70, HSP90; ubiquitin-aktivaCny enzym,
thioredoxin peroxidaza a dalSie). ZvySend expresia bola pozorovand u niektorych
metabolickych enzymov hlavnych drdh primarneho metabolizmu: enzymy Krebsovho
cyklu (ICDH, akonitaza, 2-oxoglutarat-dehydogenaza); beta-oxidacia mastnych kyselin
(dehydrogenaza hydroxy-kyselin), metabolizmu aminokyselin i faktorov zapojenych
v proteosyntéze. Nadexprimované boli tieZ samotné stresové proteiny (HSP70, HSP 90;
HSS1, thioredoxin-peroxidadza) a proteiny zapojené v regulécii obratu proteinov
(ubiquitin-aktivujuci enzym). Naopak vyznamne zniZzena expresia bola zaznamenana u
enzymov glykolyzy (glyceraldehyd-3P-dehydrogenaza), syntézy mastnych kyselin
(dehydratdaza MK) a tiez u niektorych stresovych a regulatnych proteinov (napr. beta-
podjednotka G-proteinu a niektoré HSP).

Sucast'ou experimentov bolo tiez sledovanie zmien produkcie karotenoidov u vietkych
kmenov, na ktoré boli aplikované exogenne stresové faktory. Stres bol vyvolany
pridavkom chemickych stresovych faktorov - 2% NaCl, 5% NaCl, 2mM H,0, a 5mM
H.0, do produkéného media. Ich ucinok bol sledovany na produkcii 3-karoténu a luteinu.
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Ako najvhodnejsi producent sa ukézala kvasinka R. glutinis, ktord v kombincii najmé
s 2% NaCl stresom mala optimalny pomer narastu biomasy, obsahu karotenoidov a tiez
proteomicka analyza ukézala v tomto pripade dobrd schopnost’ adaptéacie. DalSiu moznost’
dobrého pomeru produkcie karotenoidov a adaptacie kvasinky na nové podmienky
poskytuje kvasinka R. glutinis spolo¢ne s 5% NaCl stresom. Zaujimavé hodnoty boli
namerané u kvasinky S. salmonicolor, kde napriek nizkemu narastu biomasy bol zisteny
vysoky obsah B-karoténu u vSetkych stresovanych buniek oproti kontrole.

V druhej Casti prace bol sledovany vplyv rozdielnych skladovacich podmienok u troch
odrod jablk na aktivitu antioxidaénych enzymov (superoxiddismutaza, Kkatalaza,
polyfenoloxidaza), antioxidacnych latok (celkové polyfenoly, celkové flavonoidy)
a celkovu antioxidacnd aktivitu. Pred enzymovymi analyzami boli prevedené zakladné
metddy urCenia obsahu celkovych proteinov. Hartree-Lowryho metdda potvrdila
tabul'kovy obsah proteinov vo vzorkach jabik. Pomocou mikrogipovej elektroforézy a 1D
elektroforézy boli na zaklade molekulovej hmotnosti orientatne uréené majoritné proteiny
z jablk. Potvrdenie enzymu superoxiddismutazy prebehlo aj pomocou metédy Western
Blot.

Pre analyzu enzymovych aktivit bola kompletne zavedena nova metodika analyz. Vo
vzorkach uchovavanych v normalnej atmosfére bola najvysSia aktivita zaznamenana
vo vSetkych troch odrodach uenzymu kataldza, ako druhy v poradi je enzym
superoxiddizmutaza a najmensiu aktivitu vykazovala polyfenoloxidaza. V odrodovom
zastlpeni vykazovala najvySiu enzymov( aktivitu odroda ldared, kde boli namerané
najvyssie hodnoty uCAT aPPO. Podobné vysledky boli namerané aj u jabik
uchovavanych v modifikovanej atmosfeére. Na aktivitu antioxidalnych enzymov ma
okrem odrodovych vlastnosti vplyv aj stupen zrelosti plodu poCas zberu a pritomnost’
nizkomolekulovych antioxidantov.

v v

zbere, skladovanim stupala. Rovnaki tendenciu vykazali aj obsahy celkovych
polyfenolov a celkovych flavonoidov. Merania potvrdili spustanie antioxidacnych
mechanizmov po zbere pre dosiahnutie zachovania maximalno obsahu Zivin a trvanlivosti
jablk.

U vzoriek jaCmenov asladov bola sledovand enzymova aktivita enzymu lipoxygenaza,
ktory ma vplyv na senzoricke vlastnosti piva. Bolo zistené, Ze najvyssia aktivita enzymu
u vzoriek jaémernov bola hned po dodani vzoriek, so skladovanim aktivita rapidne
klesala. Tiez bol zistovany inhibicny efekt jamenov a sladov na Standardny pridavok
prirodzené procesy sladovania. Tiez bola namerand celkova antioxidacna aktivita.
U vzoriek, kde bola namerana vysoka aktivita LOX, bol vysoky aj celkovy antioxidacny
status.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

BPB Bromfenolova modra

CAT katalaza

CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-dimetylamonio ]-propan-sulfonat)

CcC Cystofilobasidium capitatum

DTT dithiothreitol

DMSO dimethylsulfoxid

HSP heat shock proteins

19G imunoglobulin G

LOX lipoxygenaza

MALDI-TOF-MS  Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation — Time of Flight, Mass
Spektrometry

MU Masarykova univerzita

NaOH hydroxid sodny

PMSF fenylmethanesulfonyl fluorid

PPO polyfenoloxidaza

PVDF polyvinyliden fluorid

RA Rhodotorula aurantiaca

RG Rhodotorula glutinis

ROS reactive oxygen species

RR Rhodotorula rubra

SAV Slovenské akadémia vied

SDS dodecylsulfat sodny

SOD superoxiddismutaza

SR Sporobolomyces roseus

SS Sporobolomyces salmonicolor

SSh Sporobolomyces shibatanus

TAP tandem affinity purification

TCA kyselina trichléroctova

TEV tobacco etch virus

VUPS Vyskumny Ustav pivovarsky a sladarsky

YPD yeast-peptone-dextrose
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10 PRILOHY

Priloha 1: MozZnosti pouzitia digescie pomocou enzymov pred MS analyzou proteinov [69]
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Priloha 2: Kvalitativne vyhodnotenie mikrogipovej elektroforézy pre analyzu proteinov z jablk,
vzorka Cislo 5
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Priloha 3: Tabulka molekulovych hmotnosti proteinov izolovanych z jablka odrody Jonagored
(uchovavanej v normalnej atmosfére), separovanych pomocou mikroci

ovej elektroforézy
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g 2984 783 102569.5 9.4
9 3459 B7.72 3594951 3B
10 34.96 V.30 173324 18
11 3540 kel 218386 20
12 IBET 14 188732 1.7
13 3599 Ta.08 151327 14
14 3642 gz.00 18997.0 1.7
15 3680 8543 11687 4 11
16 CFRct 90.33 228737 21
17 51.41 252598 888 oo

= 18 51.95: Upper Marker
13 B1.44
20 £1.98
Al g3.10
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Priloha 4 Ukazka kvantitativneho vyhodnotenia proteinov z R. glutinis (porovnanie 2% NaCl
vs. 5% NacCl)

% _B%_parow

2% 5% porow Elo- Rad Laboratorss

Blo- Rad Laboratonss
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