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VSetky zive organizmy su v priebehu svojej existencie vystavené r6znym druhom
stresu, endogénneho 1 exogénneho. Schopnost’ odolavat’” zmenenym metabolickym
a zivotnym podmienkam a adaptovat’ sa je potom zdkladnou podmienkou pre
prezitie a Casto aj vyznamnym evolunym faktorom. U Zivych organizmov bol
postupne vyvinuty rad mechanizmov stresove] odozvy, zktorych niektoré st
spolo¢né alebo vel'mi podobné pre cely zivy svet (produkcia enzymov a niektorych
endogénnych stresovych metabolitov primarneho metabolizmu), zatial' ¢o iné st
Specifické pre ur€ity druh organizmu €i typ stresu. Stresovi odozvu mozno sledovat’
na roznej urovni (genomicka, proteomickd, metabolomickd) a niekedy moézu byt
stresové mechanizmy aj priemyslovo vyuZite.

Aktudlnym trendom v hodnoteni vplyvu stresovych faktorov na organizmus je
analyza protedmu. Kazda aj mal4d zmena sa prejavi na zmene proteinového zloZenia,
alebo dochadza k zmene expresie proteinov. Tieto zmeny s najlepSie viditeI'né
porovnavanim proteinového zloZenia kontrolnych vzoriek so vzorkami
stresovanymi, kde sa na ziskanie proteinovych profilov pouziva 2D elektroforéza,
ktora rozdeli proteiny na zdklade ich pl a molekulove; hmotnosti. Vybrané spoty
bielkovin sa nasledne analyzuji pomocou hmotnostne; spektrometrie
a porovnavanim s proteinovymi kniznicami sa postupne zistuje nas cieleny protein.
Je vSak potrebné podotknut’, Ze rychla analyza proteinov vysSie spomenutymi
metodami je moZna najmd u organizmov, ktoré uZ maju sekvenovany genom, tj.
u vedeckych kmenov kvasiniek. U priemyselnych kmenov je situacia horSia a presna
identifikacia proteinu Casto nie je mozna a vysledky si len priblizné, na zdklade
porovnania s uzZ existujuacimi proteinmi.

Zmeny protedmu odrazaja realnu situaciu v bunke a akceptuji vSetky
mechanizmy zapojené v produkcii proteinov vratane posttranslaénych modifikacii.
Zmeny produkcie a funkcie metabolickych enzymov sa potom priamo prejavia
v zmene zloZenia metabolitov, ¢o je d’alSia moZnost’, ako sledovat’ priebeh stresove;j
odozvy. Analyza zmien produkcie vybranych stresovych metabolitov moze byt
Specifickej§ia, ale ma obmedzenej§iu vypovednii hodnotu. Co je viak velmi
dolezité, moze byt vyuzitd priemyslovo, pokial’ Studovany metabolit ma potencidlne
technologické aplikicie. Stresové mechanizmy vyuZitelné v biotechnologickych
vyrobach sa v si€asnej dobe uplatiiuji hlavne u mikroorganizmov a rastlin.

Vhodné je vyuZitie takych mikroorganizmov, ktoré prirodzene produkuju Ziadany
metabolit. Z priemyseln¢ho hl'adiska je vSak potrebné, aby obsah metabolitu bol ¢o
najvysSi. To sa da dosiahnut' cielenou zmenou gendému alebo ovplyvnenim
zivotnych podmienok latkami, ktoré dokazu vyvolat’ nadprodukciu nami Zelan¢ho
metabolitu. U Cervenych druhov kvasiniek st Ziadanymi metabolitmi karotenoidy,
ktoré maji antioxidacny charakter. Cielenou aplikdciou exogénnych latok do
zivného meédia je mozné u kvasinkovych buniek vyvolat’ stresovl reakciu, ktorej
vysledkom je zvySena produkcia karotenoidov. Je vSak potrebné sledovat vplyv
stresovych latok na bunku ako tak(. Znalost' fyziologie buniek ide ruka v ruke
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zékladnych predpokladov uspesnej produkcie.
VylepsSenia technologlckych procesov sa netykaju len mikroorganizmov. Zatial’ o
u kvasiniek sa jednd o navySenie produkcie vybranych metabolitov, u rastlinnych
vzoriek 1de najmd o zachovanie maximalnej Cerstvosti a uchovatelnosti Zivin
a antioxida¢nych latok v ¢ase, s dorazom na zachovanie organoleptickych vlastnosti
potravin. Sledovanim zmien obsahu antioxida¢nych latok a aktivity antioxida¢nych
enzymov sa da pozorovat vplyv okolia na rastlinné vzorky, priCom je nasledne
mozn¢é navrhnit’ vylepSené spdsoby uchovavania existujucich druhov, ¢i genetickou
modifikaciou vyslachtit’ nové odrody a druhy, ktoré¢ moézu byt nasledne odolnejSie
voci vonkaj$im vplyvom uZ pocas rastu, €1 naslednej distribucie a uchovavania.
Pozitivom je, Ze nove biotechnoldgie a vylepSenia technologickych postupov sa
postupne zapracovavaju aj do praxe, pricom ich dopad na Zivotné prostredie je ovel'a
mensi neZ pri zastaralych procesoch.
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1.1 Proteomika, genomika a ich vztah

Medzi uchovanou genetickou informéciou — génom a funkénym reprezentantom —
proteinom prebiecha niekol’ko vysoko komplexnych dejov, ako je transkripcia
génovej sekvencie a translacia v proteiny, transportné javy 1 posttranslaéné
modifikéacie. Zatial' o 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 genomom najma preto, ze akykol'vek environmentalny alebo
biologicky parameter ovplyviiuje expresiu proteinu. Koncentracie jednotlivych
proteinov sa menia podl'a aktualnych potrieb organizmu [1, 2].

Znalost’ genomu je zakladom pre porozumenie funkcie génov, ktoré prebichaju
v bunkach. AvsSak tieto data opisuju len staticky stav zdedenej informdcie. Pre
porozumenie dynamickych procesov v bunke, napriklad pocas diferenciacie bunky a
regulacie, je dolezité prestudovat aj proteiny, ktoré si zahrnuté. Ich pritomnost’,
aktualna koncentracia a mozné modifikacie musia byt zname, aby bolo mozné zistit’
ich funk¢né aktivity. To znamend, Ze su analyzované celé¢ bunkové extrakty, aby
bolo mozné ziskat’ stupne expresie proteinov za urcitych podmienok [3].

Proteom je Studovany priebezne v roznych fyziologickych situaciach. Tie
odhal'uji odlisSni expresiu proteinov za rdoznych situacii — nastavaji rozdiely
v molekulovych drahach. Mnoho faktorov moéZe ovplyvnit' expresiu proteinov,
medzi ne patri napriklad stres, zmeny teploty, r6zne kultivatné podmienky a pod

13].

1.2 Vplyv stresovych faktorov na metabolizmus mikroorganizmov
a inych organizmov

Vicsina organizmov rastie za Specifickych podmienok. Ak vSak nastanu
nepriaznivé podmienky, mikroorganizmy maji schopnost’ sa tymto podmienkam
prispdsobit’. Stres vyvolany tymito podmienkami, je nadhla environmentalna zmena,
ktora zahfna poskodenia na molekulovej, bunkovej aj organizmovej Grovni. Zmeny,
ktoré¢ moZu v bunke nastat’, nie su len enzymoveho charakteru, ale bunka je schopna
do urCite] miery zmenit' svoje chemické zloZenie alebo tvar, aby boli bunky voci
novému prostrediu odolnejSie. Mikroorganizmy rastlice za inych nez fyziologickych
podmienok vykazuju rad tzv. stresovych odpovedi. Tieto vedu k modulcii
enzymovych aktivit a ku zmene génovej expresie a prejavia sa okrem iného aj
zmenami protedmu. VSetky tieto schopnosti mikroorganizmov st 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 stresovd tolerancia.
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1.2.1 Produkcia proteinov a inych metabolitov v stresovych podmienkach

Kazdy zivy organizmus vykazuje molekulovi odozvu vo€i nepriaznivym
podmienkam. Ked’Ze rozne druhy stresu maju podobné efekty, mézeme tieto odozvy
povazovat’ za vSeobecnu bunkovi odozvu voci metabolickym naruSeniam. Poznanie
adaptacnych mechanizmov pocas posobenia stresu je dolezity nielen z vedeckého,
ale aj z biotechnologického vyznamu [8].

1.2.1.1  Vplyv teploty

Vplyv vysSej teploty na bunky vedie kich denaturdacii — dochadza k rozpadu
vodikovych vizieb a ruseniu hydrofobnych interakcii. Cim vysSia teplota na bunky
posobi, tym k vicSiemu poskodeniu dojde. Vplyvom zvySenych teplot prejavuji
mikroorganizmy komplexni molekularnu odozvu. Tato odozva sa nazyva ,heat-
shock response aje regulatnym fenoménom vo vSetkych Zivych bunkach.
Pdsobenie vysSich teplot na kvasinky vedie k syntéze Specifickych skupin proteinov,
tzv. ,,heat-shock* proteinov (HSP). HSP st casto uvadzané ako stresové proteiny
a ich regulacia je niekedy opisovana ako jeden z mechanizmov vSeobecnej stresovej
odozvy [4].

Vplyv nizkych teplot na smrt’ buniek je stale nevyjasneny. PreZitie nizkych teplot
zavisi na genetickych, fyziologickych a environmentalnych faktoroch. Napriklad pri
uchovavani buniek za nizkych teplot (tekuty dusik, -196°C) je dolezity postup
mrazenia a potom aj postupného rozmrazovania. ZaleZi tieZ na pritomnosti alebo
nepritomnosti  ochrannych latok — glycerol atrehaléoza znizuji vplyv
nizkoteplotného stresu. Nizke teploty vyvolavaji v bunkach Sok, ktory indukuje
tvorbu Specifickych proteinov [4].

1.2.1.2  Vplyv osmotického stresu

Zmeny osmotického tlaku vplyvaji v bunkich na expresiu jednotlivych génov.
Zvysena salinita prostredia vedie k produkcii stresovych faktorov vyvolanych
rastom intraceluldrnej koncetracie Na'. Adapticia kvasinkovych buniek na tieto
stresové podmienky je obvykle sprevadzand akumulaciou osmoticky aktivnych
zluCenin, ktoré sluZia k vyrovnaniu externého osmotického tlaku a premienaju
membranovy transportny systém tak, aby doslo k vylideniu Na' zbunky do
prostredia. VysSia koncentracia NaCl pdsobi ako stresovy faktor, zatial ¢o malé
koncentracie soli s inym stresovym faktorom v kultivatnom médiu mozno vyuZzit
k stimulécii rastu, pripadne ku produkcii Ziaduceho metabolitu [4, 9].
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Bunky organizmov su vystavené chemickému stresu z prirodzenych aj
priemyselnych aktivit. PoCas rastu na bunky vplyva jednak stres zo zlu€enin, ktoré
mozZu byt priamo v Zivnom médiu a jednak toxické metabolity, ktoré¢ bunky samy
produkuji. Rozne chemické mutageny sposobuju destrukcie DNA [4].

Oxidacny stres

Oxidacny stres je sposobovany volnymi radikdlmi a oxidantami. PoOsobenie
toxického kyslika tvorbou volnych radikalov je hlavne poc€as aerobneho rastu.
Vol'né radikaly su tvorené pocas bunkového metabolizmu alebo tiez vznikaji ako
sekundarne kyslikaté reaktanty. Sposobuju oxidativne poskodenie proteinov, lipidov
a DNA [4].

Receptor Protein

'“' SH
| E | o Yo

Factor Channels ¥ SH ¥— (E} —Phosphotyrosine

—Reactive T{;ﬂ—ﬁnﬂ i Cytoskebetal e Fe5| — bron
‘ fHs2 Spuieg ’E\Fmtnms r{{t":_upidgtF [Fe3] Rt ity

Obr. 1 Ciele reaktivnych molekul v bunke [10]

Struktura proteinov a ich funkcia moze byt zmenena vplyvom reaktivnych foriem
kyslika (ROS), ktoré produkuju organizmy, alebo st vyvolané vonkajSimi
stresovymi faktormi. Hoci antioxidaéné enzymy prispievaju  k udrziavaniu
netoxickej urovne, napriek tomu dochadza k modifikacii aminokyselinovych
retazcov [11].

ROS tvori subor molekul odvodenych z molekulového kyslika, zatial' o vol'né
radikaly s molekuly sjednym alebo viacerymi nesparenymi elektronmi. Hoci
molekulovy kyslik obsahuje dva nesparené elektrony, nie je velmi reaktivny,
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yslik redukovany jednym elektronom, tvori sa
superox1dovy radikdl O,-, ktory je relativne stabilny medziprodukt. AvSak
superoxidovy radikal je prekurzorom vidcSiny vznikajicich ROS a medidtorom
v reakciach v oxidacnom retazci. Dizmutdciou superoxidoveho radikalu vznika
peroxid vodika H,0O,, ktory moéze byt plne redukovany na vodu roéznymi
peroxiddzami. Avsak v pritomnosti redukujucich kovov ¢iastocna redukcia peroxidu
vodika tvori hydroxylovy radikdl OH-, jeden z najsilnejSich oxidantov v prirode. Za
fyziologickych podmienok je hlavnym zdrojom ROS v bunke unik elektronov
z mitochondridlneho elektrénového transportu [11].

Na obranu vo¢i reaktivnym formam kyslika obsahuju bunky antioxidaéné enzymy
— superoxiddismutaza, kataldza, rozne peroxiddzy, a tieZ antioxidanty — kyselina
askorbova, tokoferol, ¢i glutathion [12].

Unlimited Pa ge:

Ethanolovy stres

Ethanol je hlavny produkt pri fermentécii u kvasiniek. Hromadenie ethanolu pocas
fermentacie je tiez forma chemického stresu. Pri raste kvasiniek zohrava ethanol
funkciu inhibitora rastu za relativne nizkych koncentracii. Klesa aj pocet buniek.
Sposobuje tiez denaturaciu intracelularnych proteinov a glykolytickych enzymov
a tiez indukuje tvorbu stresovych proteinov [4].

1.3 Karotogénne kmene kvasiniek

Karotogénnymi kvasinkami sa oznacuji kvasinky, ktoré si schopné produkovat’
karoténoveé pigmenty. Tieto pigmenty spdsobuju zlt€, oranzove, ruzoveé az Cervené
sfarbenie kolonii. Druhovo patria tieto kvasinky do celadi Rhodotorulaceae
a Sporobolomycetaceae [4].

Ich najvdac¢si 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, najmd B-karotén, ktory sa prejavuje
oranzovou 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 zloZzka kfmnych zmesi a tiez ako prirodné farbiva v potravinarstve [13].

1.4 Enzymy zapojené do stresovej odozvy u mikroorganizmov a
rastlin

Bunky maju vyvinuté enzymové stratégie na to, ako sa branit’ vplyvu reaktivnych
foriem kyslika (ROS). Jedna skupina enzymov méa priamo funkciu ROS
detoxifikatorov, zatial ¢o druha skupina pozostiva zenzymov, ktoré slizia ako
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1 Oriklad v cytosole a v mitochondriach [11].

Superoxiddismutaza, kataldza a peroxiddza, tzv. antioxidacné enzymy, su
povazované¢ za obranny tym buniek, ktorého ulohou je chranit’ bunky pred
reaktivnymi formami kyslika. Tieto enzymy maju vyznamnu ulohu v ochrane
rastlinnych buniek pocas rastu, dozrievania aj starnutia [14].

Vplyvom niektorych skupin enzymov dochédza k zmenam senzorickych vlastnosti
potravin. Polyfenoloxidaza spOsobuje zmenu farby napriklad uovocia (tzv.
enzymové hnednutie). Lipoxygenazy, lipazy a proteazy zasa sposobuji zmeny chute
a vone potravin [15].

1.5 Proteomika a zivotné prostredie

Proteomicka analyza so zameranim na Zivotné prostredie rieSi prevazne otazky
vplyvu polutantov a cudzich latok na mikroorganizmy a organizmy. Avsak ddleZitou
oblastou je tieZz skimanie latok, ktoré na prvy pohlad pre organizmus nie su
nebezpecné, avSak pri vyskyte v nadlimitnych koncetracidich moézu organizmus
nenavratne poskodit’, ¢i spdsobit’ jeho smrt’.

Porovnanie proteinov vznikajicich za stresovych podmienok s kontrolou
umoziuje detekciu Specifickych zmien v protedme. Identifikacia proteinov, ktoré st
indukované alebo potlacené umozZnuje vysvetlenie molekulovych mechanizmov
stresove] odozvy. Tento postup predstavuje novy pristup v molekuldrnej biologii.
Skor neZz o cielené pomenovanie konkrétnych proteinovych skupin ide aktudlne
o zabezpecenie kvalitativneho aj kvantitativneho pohl'adu na cely proteém, ktory je
dolezity pre Zivot afunkcie organizmu. Kombinaciou s genomickymi
a metabolomickymi datami podava znalost’ proteinov pravdivy obraz o funkovani
zivotneho cyklu [16, 17]. Vo vSeobecnosti pontka proteomika v analyze Zivotn¢ho
prostredia niekol’ko vyhod, ako je napriklad rychlejsi screening toxickych vplyvov
a moznost’ detekovat’ toxické efekty vo vyznamne nizSich davkach za pouzitia
citlivych analytickych technik [18].

Organizmy vystavené vplyvu polutantov vykazuju odozvy, napriklad formou
indukcie biotransformujucich enzymov. Tie, ktoré patria k faze I ako napr.
cytochromy P450, pridavaji polarnu skupinu materskej zlic¢enine. Enzymy fazy II
konjugujii ich produkty na endogénne metabolity. Iné¢ inducibilné enzymy, ako
napriklad HSP a metalothioniny, opét’ zvijaji denaturované proteiny alebo chrania
organizmus pred toxicitou kovmi. Primarne antioxidaéné enzymy ako napriklad
superoxiddismutaza ¢i glutathionperoxidaza, a sekundarne antioxidacné enzymy ako
thioredoxiny ¢i glutaredoxiny st indukované po vystaveni vplyvu polutantov [19].

Mnohé reakcie vyvolané polutantmi st pouzivané ako biomarkery, hoci ich
pouzitie vyzaduje hlbSiu znalost’ ich toxického mechanizmu a tieto biomarkery st
len Ciasto¢ne aplikovatelné. Aj ked sa zameriavaju na zname proteiny, vylucuju
z analyzy zaroven tie, ktoré mozu byt zmenené, hoci ich vzt'ah k zne€isteniu je
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organizmov, €o robi nésledne problémy pri identifikacii proteinov pomocou
MALDI-TOF [19].
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analyzu niektorych proteinov, celého proteomu a vybranych sekundarnych
metabolitov. Hlavna pozornost’ bola venovana enzymom a metabolitom zapojenym
v antioxidacnej odozve. Jednotlivé  diel¢ie  utlohy boli rieSené s vyuZitim
najmodernejSich dostupnych metdd a pristrojov.

e Prevedenie kultivaénych technik na réznych druhoch kvasinkovych
mikroorganizmov

e Vyuzitie reguldcie produkcie biomasy a tvorby stresovych metabolitov
u kvasinkovych mikroorganizmov

e Zavedenie postupov Setrnej dezintegracie buniek karotenoidnych a inych
druhov kvasiniek, optimalizicia izolacnych postupov proteinov zréznych
biologickych materidlov

e Optimalizdcia 1D, 2D a mikrofluidnej separacie pri deleni proteinovych
vzoriek; pokus o identifikdciu hlavnych proteinov exprimovanych v strese
pomocou metdd hmotnostnej spektrometrie

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

e Zrovnavacia Studia vplyvu exogénnych stresovych faktorov na vybrané druhy
priemyslovych kvasinkovych mikroorganizmov produkujucich vyznamné
sekundarne metabolity

e Analyza enzymovych aktivit a antioxidacnej charakteristik vo vybranych
typoch technologicky vyznamného rastlinného materidlu — v jablkach,
jaémenoch a sladoch

12


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

PDE

Complete

Your complimentary
use period has ended.
Thank you for using
PDF Complete.

DY

Click Here to up

Unlimited Page:

nny material

V praci boli pouzité kvasinkové kmene 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 salmonicolor (CCY 19-4-8
a CCY 19-4-6), Sporobolomyces roseus (CCY 19-6-4), Sporobolomyces shibatanus
(CCY 19-20-3) a Cystofilobasidium capitatum (CCY 10-1-1 a CCY 10-1-2). Ako
porovnavaci kmen bola pouzita kvasinka Saccharomyces cerevisiae (CCY 21-4-88).

Na analyzu proteinov z jabik boli testované jablka zakupené v beznej obchodnej
sieti (odrody Jonagold, Topaz, Gloster, Melinda, Sudtirol, Sampién). Pre analyzu
antioxidaénych enzymov boli pouzité tri odrody jabik — Idared, Golden Delicious
a Jonagored.

Pre enzymovl analyzu a celkovi antioxida¢nu aktivitu jaémenov a sladov boli
pouzité nasledovné vzorky (Tab. 1).
Tab. 1 Zoznam pouzitych jamefiov a sladov (dodané z VUPS)

oznaégnie oznacenie AZL Odroda oznaégnie oznacenie AZL 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
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 Ratbotsky

3.2 Kultivacné podmienky

Vsetky kvasinkové kmene boli kultivované za rovnakych podmienok, aby bolo
mozn¢ porovnanie produkcii jednotlivych kmenov medzi sebou. V ramci kultivacie
boli testované r6zne kultivacné média (zakladné a bohaté). Postup kultivacie bol dve
inokula¢né média (2x24 hod) a jedno produkéné (80 hod). Ako inokulacné médium
sa pouzivalo médium bez pridavku kvasni¢ného autolyzatu, produkéné médium bolo
namieSané podla

Tab.2 a
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i V priebehu celej kultivacie bolo stale osvetlenie,
ktoré aktivovalo tvorbu karotenoidov.

Tab. 2 kultivacné médium zékladné

Zlozka Inokulum Produkcia
Glukosa 40 g 40¢g
(NH,),SO4 5g 5¢g
KH2PO4 5 g 5 g
MgSO, 0,34 ¢ 0,34 ¢
kvasni¢ny autolyzat 7¢g -
Voda 1000 ml 1000 ml
Tab. 3 kultivacné médium bohaté
Zlozka MnoZstvo
Kvasni¢ny autolyzat 5g
Glukoza 40¢g
(NH,),SO4 10 g
KH2PO4 1 g
KzHPO4 0,2 g
MgSO, 0,5¢g
NaCl 0,1g
CaClz 0,1 g
Mikroelementovy roztok 0,25 ml
Destilovana voda 1 000 ml
Tab. 4 ZloZenie mikroelementového roztoku
B ZIISO4.
zlozka H;BO; | CuS0,.5H,0 KI | MnSO, | FeCl;.6H,O | (NH)¢M07;0,4.4H,0 TH,0
2
R 1 25 0,1 025 | 1 0,5 0,5 1
(9/1)

3.2.1 Kultivécia v pritomnosti stresovych faktorov

Vsetky uvedené kmene kvasiniek boli vystavené pri kultivacii r6znym druhom
exogénneho stresu. NajCastejSie bol pouzity chemicky stres vo forme pridavku NaCl
a H,O, do produkéného média. Tato forma stresovych faktorov bola pouzita na
zéklade nasich predchadzajucich stadii [20-22].

K indukcii oxida¢ného stresu boli pouzit¢ 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 zékal kvasinkovej suspenzie turbidimetricky
(630 nm) a tiez bola pod mikroskopom pozorovana morfologia buniek a Cistota
mikrobialne; kultury.
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3.3.1 Kvasinky

Po r6znorodej optimalizacii metdd boli pre izolaciu proteinov z kvasiniek vybrané
dve hlavné techniky — s pouzitim NaOH a SDS.

Izol4cia proteinov pomocou NaOH

Kcca 0,5 g vlhkej vahy buniek bol pridany 1 ml 0,2 mol/l NaOH acca 2 — 3
Spachtle sklenenych gul'd6¢ok o priemere 160 pum, ¢o zodpoveda velkosti
kvasinkovych buniek. Po premieSani na vortexe bola zmes inkubovana 10 min pri
laboratdrnej teplote. Po tejto dobe bola zmes opat’ dokladne premieSana 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 [23].

Izol4cia proteinov pomocou SDS

Vsetky kroky pri izolacii pomocou SDS boli prevedené za chladu. Kcca 0,5 g
vlhkej vahy buniek bol pridany 1 ml 10% SDS acca 2 — 3 Spachtle sklenenych
gul’6¢ok, rovnako ako pri izolacii s NaOH. Nasledne bola zmes mieSana v pomere 1
— 2 min vortex/5 min inkubdcia v chlade. Tento postup bol opakovany 4krat. Potom
bol kcelému objemu pridany vzorkovy pufer, zmes bola opit premieSana
a povarena. Takto pripravené vzorky boli nasledne analyzované alebo uchované pri -
20°C.

3.3.2 Jablka

Priprava vzoriek pre analyzu proteinov

Zvazené jablka boli zbavené jadier aza chladu dezintegrované spolocne so
Supkou. Rozomleté jablka boli pretlaené cez gazu a stava bola centrifugovana
v chladenej centrifige pri 4°C a 10 000 ot/min po dobu 5 min. K sedimentu bol
pridany vzorkovy pufer apo 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 dezintegracnom
kroku. Dalej boli vzorky upravované rovnako ako v predchadzajucom pripade.

Priprava vzoriek pre analyzu antioxidacnych enzymov

Kedze sledované antioxidacné enzymy rychlo reaguju so vzdusnym kyslikom,
pricom prechddzaji do oxidovanej formy, Uprava vzorky musela byt maximalne
Setrna a zaistujica C€o najviacSie mnozstvo uchovanych aktivnych enzymov. Na
zéklade toho bolo vyskuSanych viacero postupov upravy vzorky.
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Tab. 5 1zolagné postupy pre antioxidatné enzymy z jablk

Po nastruhani sa vytlacena Stava nechala urychlene zamrazit. Potom bola vzorka
lyofilizovana a nasledne podrobend analyze.

Spracovanie ako v postupe 1, avSak pred vytlacenim Stavy pridavok 2 g
polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu X-100 [24].

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

Spracovanie ako v postupe 3, ale s pridavkom 2 g polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu
X-100 do zmesi [24].

Po takomto spracovani materidlu boli vzorky uchovdvané v mraznicke pri teplote -
18°C.

Postup 1

Postup 2

Postup 4

3.3.3 Jaémen a slad

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

3.4 Metody analyzy proteinov

3.4.1 Kvasinky

Proteiny z kvasiniek boli po izolacii separované pomocou 1D elektroforézy
(vSetky kmene, 10 a 12,5% gély) a 2D elektroforézy (R. glutinis a R.rubra). Vybrané
zony proteinov po 2D elektroforéze boli nasledne charakterizované pomocou
hmotnostnej spektrometrie. Testovana bola aj metoda separacie proteinov pomocou
mikro€ipovej elektroforézy. 2D a MS analyzy boli prevedené v spolupraci
s Laboratoriom funkénej genomiky a proteomiky PfF MU v Brne.

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. Pristroj pri zbere MS dat pracoval
v reflektronovom mode s detekciou pozitivnych 16nov. Jednotlivé vzorky (1 pl) boli
nanesené na vzorkovaciu dosticku s hydrofilnymi ,,.kotvami® AnchorChip a nasledne
boli prekryté¢ roztokom matrice (1 pl). Ako matrica bola pouZzitd o-kyano-4-
hydroxyskoricova kyselina (CHCA). Zmes sa ponechala schnut’ pri laboratornej
teplote. Po Uplnom zaschnuti bola vzorka analyzovand. Kalibracia bola prevedena
metodou externej kalibracie. Vyhodnotenie dat bolo prevedené pomocou programov
Flex Analysis 3.0 a MS Biotools 3.1 (Bruker Daltonic).

Na spracovanie MS a MS/MS dat bol pouzity vyhl'adavaci program MASCOT 2.2
(MatrixScience, UK). K databazovému vyhl'adavaniu bola pouzitda NCBI proteinova
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3.4.2 Jablka

Proteiny zo vzoriek jablk boli analyzované roznymi metédami. Na celkové
proteiny bola pouzitd Lowryho metdda, separacia proteinov bola prevedena
pomocou 1D elektroforézy a mikroCipovej elektroforézy, priCom na presnejSiu
identifikaciu bola pouZzita aj metoda Western Blot (v spolupraci s laboratoriami Max
F Perutz, University Wienna, oddelenie chromozomovej bioldgie). Enzymovou
analyzou boli namerané aktivity enzymov superodiddismutiza, katalaza
a polyfenoloxiddza. Aktivita enzymu superoxiddismutdza bola stanovovana
pomocou kitu Ransod od firmy Randox. Stanovenie aktivity kataldzy bolo
prevedené spektrofotometricky pri 240 nm, spektrofotometricky prebehlo aj
stanovenie polyfenoloxidazy pri 400 nm. Princip stanovenia spociva v reakcii
roztoku 4-methylkatecholu s kyslikom aPPO za vzniku oranZového roztoku
benzochindnu, ktory sa nasledne pomalou reakciou s vodou meni na hnedy melanin.

3.4.3 Jaémen

Vo vzorkdch ja¢mena a nasledne sladu bol stanoveny enzym lipoxygenaza,
spektrofotometricky v UV oblasti pri 234 nm. Princip metddy spociva v reakcii
nenasytenych mastnych kyselin s kyslikom a lipoxygenazou za vzniku peroxidov
nenasytenych mastnych kyselin [25].
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4.1 Analyza proteinov izolovanych z kvasinkovych mikroorganizmov

Analyza protedmu u kvasinkovych mikroorganizmov bola prevedena najmi kvoli
sledovaniu stresovej odozvy buniek. Bunky po vystaveni rdéznym stresovym
podmienkam syntetizuji stresové proteiny (napr. HSP), ktoré chrania bunku pred
d’al§$im vplyvom nepriaznivého prostredia. Dochédza tiez k zrychleniu a spomaleniu
urCitych metabolickych drah, ktoré st zodpovedné za adaptacné mechanizmy
v bunke. K izolacii proteinov boli pouZzité bunky, ktoré boli vystavené vplyvu
exogénnych stresovych faktorov pocas rastu.

V predlozenej praci boli pouzité¢ dva druhy stresu — osmoticky stres indukovany
vplyvom NaCl a oxida¢ny stres vyvolany vplyvom H,0,. Sady proteinov boli
porovnavané s proteinmi vyizolovanymi z buniek kultivovanych za normalnych
podmienok. Po izolécii proteinov boli najprv boli prevedené 1D elektroforézy, kde
boli sledované proteinové profily vyizolované z jednotlivych druhov kvasiniek,
ale ked’Ze nebolo mozné uz po 1D elektroforézach vybrat’ jednotlivé proteiny na MS
analyzu, boli nasledne prevedené aj 2D elektroforézy.

Sledovanie stresovej odozvy bolo zaznamenavané aj na metabolomovej Grovni,
zhrnutie tejto Casti je uvedené v zaveroch autoreferatu. Ako hlavny modelovy
organizmus bola vybratd kvasinka Rhodotorula glutinis, proteinové profily
a antioxidacné latky vSak boli sledované aj na ostatnych karotogénnych kmenoch.

Taziskom experimentov bolo sledovanie vplyvu stresovych faktorov v Zivnom
meédiu na rast kvasiniek. Pozorovanie morfologickych zmien signalizuje schopnost’
buniek adaptovat sa novym Zivotnym podmienkam tak, aby nedochadzalo
k usmrcovaniu buniek, ba ¢o viac, vybrané¢ druhy exogénneho stresu podnietili
kvasinky k zvySenému rastu aj k zvySenej produkcii vybranych metabolitov. Zmeny
morfologie je mozné vidiet’ u kvasinky Rhodotorula glutinis (Obr. 2).

O\

Obr. 2 Morfoldgia buniek Rhodotorula glutinis po raste v pritomnosti stresovych faktorov, zl'ava:
5mM HzOz, 2mM HzOz, 2% NaCI, 5% NaCl

o

Oxidacny stres vo forme pridavku peroxidu vodika do Zivného meédia sposobuje
elipsoidny tvar buniek, ktoré st ale vel'mi podobné kontrolnej vzorke. Pritomnost’
osmotického stresu vo forme pridavku NaCl spdsobuje gulaty tvar buniek, ktoré su
v8ak na priloZenych mikroskopickych snimkach eSte v procese delenia, a preto maji
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tavené rastu v stresovych podmienkach maji
enie bunkovej steny z dovodu vysSieho obsahu
pvych podmienok produkuju. Zmeny morfologie
u ostatnych kmenov boli porovnatel’ne so zmenami u kvasinky Rhodotorula glutinis.

4.1.1 1D elektroforéza uproteinov z R.glutinis a ostatnych cervenych
kvasiniek

Bunky kmena Rhodotorula glutinis kultivované za normalnych aj stresovych
podmienok boli dezintegrované za pouzitia sklenenych guli¢iek, NaOH a SDS.
Proteinove extrakty boli po predpriprave so vzorkovym pufrom nanesen¢ na gél pre
1D elektroforézu. Na vyhodnotenie elektroforetogramov boli pouzit¢ dva druhy
farbenia — Coomassie Briliant Blue (CCB) a striebro.

1 234 56 7 89 1011 1213 1 23 45 6 78 910111213

Obr. 3 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 g¢l, 60 V, 100 mA, 8 hod

Tab. 6 Popis nanaSok k Obr. 3 (pozn. popisy linii v tejto tabul'ke st zhodné pre oba gély, vzorky na
obr. vliavo 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%NaCl, 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, SmM H,0,, lyof.b.
11 proteiny z R.glutinis, SmM H,0,, nelyof.b.
12 proteinova zmes 5
13 proteinova zmes 4
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Tato metoda 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 ma citlivost’ v rovnakom rozsahu ako modernd hmotnostnad spektrometria,
¢o robi tento druh farbenia jednou z najatraktivnejSich technik vizualizacie proteinov
[26]. Vplyv stresovych faktorov na proteiny nie je pri 1D elektroforéze az tak
viditeI'ny. NajlepSie proteinové profily boli okrem kontroly viditené u kvasiniek
kultivovanych v pritomnosti 2% NaCl a SmM H,0,.
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Aj proteiny z kvasiniek rodu Sporobolomyces boli podrobené separacii pomocou
1D elektroforézy. Preto je uvedena ukazka elektroforetogramov u kmena
Sporobolomyces shibatanus. Elektroforetogramy boli farbené s Coomassie Briliant
Blue a striebrom.
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Obr. 4 Elektroforeza bielkovin izolovanych zo Sporobolomyces shibatanus, vlavo farbenie CCB,
vpravo farbenie striebrom

Podmienky separacie: 12,5% PAGE g¢l, 65V, 100mA, 9 hod
Tab. 7 Popis nanaSok k Obr. 4

97400

-_—

g 67002 -
5 45000
]
- 29000

21000
r 12500

6500

—

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 4
2 proteinova zmes 5
3 proteinova zmes 6
4 proteiny z S.shibatanus - kontrola, izolacia NaOH
5 proteiny z S.shibatanus - kontrola, izolacia SDS
6 proteiny z S.shibatanus — 5mM H,0,, izolacia NaOH
7 proteiny z S.shibatanus — 5SmM 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
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Vyizolované proteiny boli pekne viditeI'né u vSetkych vzoriek. Pri farbeni s CCB
(Obr. 4, vl'avo) su dobre patrné len proteiny izolované s NaOH (linie 4, 6, 8, 10, 12).
Jedna sa o kontrolu aj stresované vzorky, pri€om proteiny su viditeI'né¢ v celom
rozsahu molekulovych hmotnosti. Pri tomto farbeni neboli proteiny izolované s SDS
viditeI'n€é, vynimkou je 5% NaCl (linia 12). Po zopakovani analyzy s naslednym
farbenim striebrom (Obr. 4, vpravo) bol ziskany lepSi vysledok. Ked'ze farbenie
stricbrom vykazuje vysSiu citlivost, tak boli viditeI'né aj zony proteinov po izolécii
s SDS (linie 5, 7, 9, 11, 13).

Celkovo je mozné zo ziskanych 1D elektroforéz usudit, Ze proteinové profily
medzi kmenimi jednotlivych rodov su si vel'mi podobné, aj ked” moznost’ pozorovat
zmeny proteinového zlozenia pred a po aplikécii stresovych faktorov je mald a
lepsie vysledky podava v tomto pripade 2D elektroforéza. Je mozné vidiet’ rozdiely
v rozlozeni proteinov podla M; medzi rodmi. Rod Rhodotorula ma hlavné
proteinové frakcie o molekulovej hmotnosti 67 kDa, 45 kDa, 35 -29 kDa, 24 kDa,
18 kDa, 15kDa a 10 kDa. Rod Sporobolomyces ma dominantné zény proteinov
o molekulove; hmotnosti cca 85 kDa, 60 kDa, 48 kDa, 35 kDa, 32 kDa, 24 kDa,
15 kDa a 10 kDa, pricom sa da predpokladat’, ze zloZzenie povrchovych Struktur u S.
roseus a S. salmonicolor je menej komplexné nez urodu Rhodotorula. Vynimku
tvori kmen S. shibatanus.

12 13 14 15

Obr. 5 Porovnanie proteinovych zloZeni testovanych kvasiniek
Tab. 8 Popis nanaSok k Obr. 5

draha vzorky | popis vzorky
1 proteinova zmes 6
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S proteiny z S. roseus - izolacia SDS

6 proteiny z R. glutinis - izolacia NaOH
7 proteiny z R. glutinis - izolacia SDS
8

9

proteiny z S. shibatanus — izolacia NaOH
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 sucast'ou tejto prace
13 proteiny z P. rhodozyma — nie je sucast'ou tejto prace
14 proteinova zmes 4

15 proteinova zmes 5

Ked’ze Rhodotorula glutinis je kvasinka, uktorej sa priemyselné vyuzitie na
produkciu karotenoidov javi zatial ako najviac vhodne, bolo proteinové zloZenie
anajmi zmeny protedmu po aplikacii stresovych faktorov, sledované aj pomocou
2D elektroforézy a vybrané proteiny boli identifikované pomocou MS.

4.1.2 2D elektroforéza proteinov z kvasinkovych organizmov

2D elektroforéza je moderny nastroj vizualizicie stoviek proteinov v €ase, pricom
spojenie s hmotnostnou spektrometriou vedie kich identifikacii. Proteiny
z kvasiniek maji izoelektrické body vrozmedzi od 3,1 do 12,8 a molekulové
hmotnosti od 10 kDa do 470 kDa. Je preto nemozné separovat’ Uplne vSetky proteiny
na jednom gele [27, 28].

Problémom identifikécie proteinov z Cervenych kvasiniek je najmé fakt, Ze tieto
kmene nemaji doteraz sekvenovany gendm. Tym padom prevazna Cast’ identifikacie
stoji na porovnavani s proteinmi v databdzach uz sekvenovanych kmenov (ako napr.
S. cerevisiae).

V ramci tejto prace bola 2D elektroforéza bielkovin prevedend prioritne u kmena
Rhodotorula glutinis, kedze sa jednda o hlavny modelovy kmen. Tento kmen
preukézal najvacsiu odolnost’” voci stresovym podmienkam pri produkcii biomasy
a karotenoidov, pricom produkcia karotenoidov 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. 3.2.1, ¢ize do
produkéného média boli priddvané 2mM a SmM peroxid vodika a 2% a 5% NaCl.
Ciel'om bolo zistenie rozdielov proteinovych profilov medzi proteinmi z kontrolne;j
vzorky a proteinmi zo stresovanych kvasiniek a ich suvislost’ s metabolomickymi
zmenami v bunkach. 2D elektroforéza a MS analyzy boli prevedené v spolupraci
s Laboratoriom funkénej genomiky a proteomiky Prirodovedeckej fakulty MU.
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Obr. 6 Jedna z prvych 2D elektroforéz proteinov z kvasinky Rhodotorula glutinis, testovanie metod
farbenia gélov

Ako proteinovy Standard bol u vSetkych analyz pouZivany Precision Plus Protein
Standard (BioRad), ktory obsahuje 10 Standardnych proteinov o molekulovych
hmotnostiach 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, a 250 kDa.

Obr. 7 2D elektroforéza bielkovin, RG — kontrola, farbenie striebrom
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Obr. 8 2D elektroforéza bielkovin, RG — 2mM H,0,,, farbenie striebrom

Obr. 9 2D elektroforéza bielkovin, RG — 5mM H,0,, farbenie striebrom
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br. 10 2D elektroforéza bielkovin, RG 2% NacCl, farbenie striebrom; vyhodnotenie.

o

250

150

100

75

¥ T

50

37

(

25

Obr. 11 2D elektroforéza bielkovin, RG 5% NaCl, farbenie striebrom, vyhodnotenie.

Na zéklade analyz bolo mozné roztriedit’ proteiny do troch zakladnych skupin:
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e v stave nadexpresie alebo podexpresie
- protemy, ktorych stupeni expresie ostal nezmeneny.

V nasledovnej tabulke si rozdelené¢ pocty spotov proteinov, uktorych doslo
k nadexpresii €1 podexpresii v porovnani s kontrolou a v jednom pripade doSlo
k porovndvaniu so slab$im stresom.

Tab. 9 Kvantitativna analyza proteinov z kvasinky Rhodotorula glutinis

RG 2mM RG 2% RG 5% RG 5%
H,0, vs. NaCl vs. NaCl vs. NaCl vs.
kontrola kontrola kontrola 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
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 ndslednej MS analyzy. NajvacSie zmeny boli pozorované
u oxidaénych stresov 2mM H,0,), kde bolo podexprimovanych az 247 spotov
z 310 vyhodnocovanych. 116 proteinov malo zniZenu expresiu o jeden rad, 2 az
o dva rady. ZvySenu expresiu vykazalo 63 proteinov, z nich 38 bolo exprimovanych
ol rad a7 dokonca o2 rady. Vcelku vyrovnand stresovda odozva (pomer
nadexpresie a podexpresie proteinov) bola zaznamenana u 2% NaCl — adaptacia
kvasinky na tieto stresoveé podmienky mala pozitivny vplyv aj na produkciu
karotenoidov, takZe je moZné, Ze sa bude tymto smerom uberat’ aj cielena
priemyselnd produkcia karotenoidov. Pri zvySeni koncentracie sol'ného stresu (5%
NaCl) doslo k podexpresii u d’alSich 67 spotov bielkovin oproti 2% NaCl.

Doslo tiez k porovnaniu dvoch druhov sol'ného stresu navzajom (2% NaCl a 5%
NaCl). Oproti 2% NaCl doSlo u5% NaCl knadexpresii u60 proteinov
a podexprimovanych bolo az 144 proteinov. Z tychto vysledkov vyplyva, Ze
kvasinka sa lepSie adaptuje na nizsiu koncentraciu soli.

4.1.3 ldentifikacia proteinov pomocou MALDI/MS a LC/MS/MS

Sucast’ou proteomickych experimentov bola aj snaha identifikovat’ u Studovanych
kvasiniek jednotlivé proteiny, u ktorych doSlo vplyvom stresu k vyznamnej zmene
expresie a je teda mozné oCakdvat, ze budi majoritne zapojené v metabolickych
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vnan¢ s dostupnymi databazami, sa podarilo
identifikovat’ pr1b11zne 25% zo spotov u ktorych doslo k vyznamnej zmene expresie
(naymenej 3x vySSia alebo niZSia intenzita spotu, Image analyza). Identifikované
proteiny st lokalizované vo vSetkych Castiach bunky.

Z hlavnych proteinov cytoplazmy boli opakovane identifikované napr. 6-P-
glukonatdehydrogenaza (gil223641262), anorganickd difosfatdza (gil121705190),
ubiqutinin-aktivujici enzym (gil85078281), tryptofan-synthaza (gil170087106),
glycerladehyd-3-P-dehydrogenaza (gil58268942), peroxiredoxin (gil223642857) a
niektor¢ HSP proteiny (HSP90, HSP70). Z jadrovych proteinov boli casto
identifikované¢ DNA/RNA helikazy.

Mitochondridlne proteiny zahriiuji hlavne ¢asto sa opakujucu beta podjednotku
ATP synthazy (gil9909582, 11169852676...), homoizocitrat-dehydrogenazu
(g11223645080), 2-oxoglutarat-dehydrogenazu (gil58262862), transportny systém
ATP-ADP (gblABB72849.1), akonitazu (XP 570245.1) a NADP dependentn
izocitrat-dehydrogenazu (gil151941018). V endoplazmatickom retikule sa vyskytuju
viacpocetne identifikované elongacné¢ faktory - transla¢ny elongaény faktor
(g1147176812), elongacny faktor -alfa, elonga¢ny faktor 2 a ribozomalny protein 60S
(gil58260012).

Vseobecne je moZzné zhrnut, Ze voboch analyzovanych kmenoch rodu
Rhodotorula boli pozorované niektoré podobné zmeny expresie vyvolané stresom, ¢i
uz i18lo o zmeny proteinov zapojenych v proteosyntéze (napr. elongacné faktory,
ribozomalne proteiny), v primarnom metabolizme (ICDH, ATP-synthaza, ATP-ADP
mitochondridlny transportny systém) i v samotnej stresovej odozve (napr. HSP70,
HSP90; ubiquitin-aktivatny enzym, thioredoxin peroxidaza a dalSie). ZvySena
expresia bola pozorovand u niektorych metabolickych enzymov hlavnych drah
primarneho metabolizmu: enzymy Krebsovho cyklu (ICDH, akonitaza, 2-
oxoglutarat-dehydogenaza); beta-oxidacia mastnych kyselin (dehydrogenaza
hydroxy-kyselin), = metabolizmu  aminokyselin 1  faktorov  zapojenych
v proteosyntéze. Nadexprimované boli tieZ samotné stresove proteiny (HSP70, HSP
90; HSSI1, thioredoxin-peroxiddza) a proteiny zapojené v regulacii obratu proteinov
(ubiquitin-aktivujici enzym). Naopak vyznamne zniZzend expresia bola zaznamenana
u enzymov glykolyzy (glyceraldehyd-3P-dehydrogenaza), syntézy mastnych kyselin
(dehydrataza MK) a tieZ u niektorych stresovych a regulaénych proteinov (napr.
beta-podjednotka G-proteinu a niektoré HSP).

Niektoré z identifikovanych proteinov budi v dalSich navédzujicich pracach
Studované prodrobnejSie na molekulovej Grovni.
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Mikro¢ipova elektroforéza, ako aktualny trend v rychlej separacii proteinov na
zéklade molekulovej velkosti, bola vybrand najmi ako metdda porovnavacia. Jej
pouzitim sa chcela docielit’ rychla separacia proteinovych extraktov z kvasiniek,
avSak separacna u€innost’ na takto komplexné vzorky sa ukazala ako nedostato¢na,
¢o bude vidiet' aj na nasledovnych prikladoch, preto d’alej nebola pouzivana. Pre
ukazku je uvedena analyza proteinov z R. aurantiaca.
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Obr. 12 MikrocCipova elektroforéza bielkovin izolovanych z R. aurantiaca

Tab. 10 Popis nanasok ku Obr. 12

draha vzorky | popis vzorky

komer¢ny Standard pre mikro¢ipovi analyzu
proteiny z R. aurantica - kontrola, izolacia NaOH
proteiny z R. aurantica - kontrola, izolacia SDS
proteiny z R. aurantica — SmM H,0,, izolacia NaOH
proteiny z R. aurantica - SmM 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% NaCl, 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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Za ucelom aplikicie metdd analyzy proteinov su v prvej Casti predloZenej prace
podrobne analyzované proteiny z mikrobidlnych buniek kvasinkovych kmenov
s potencialnym biotechnologickym vyuzitim. V d’alSom texte st uvedené in¢
moznosti vyuZitia analyzy proteinov pri charakterizacii metabolického stavu
a odozvy organizmov na vonkajsi stres. Ako materidl boli vyuzité rastlinné tkaniva,
pretoze karotogénne kvasinky poskytuji v d’alej prevadzanych analyzach nizku
odozvu a neprodukuji vSetky zo sledovanych metabolitov.

4.2.1 Jablka

Vo vzorkach jablk, ktoré boli vystavené roznym druhom uchovévania, boli okrem
Standardnych analyz (celkové proteiny, 1D elektroforéza) prevedené naymi analyzy
enzymovych aktivit utroch antioxidaénych enzymov — superoxiddismutaza,
kataldza a polyfenoloxidaza. V nasledovnych grafoch st porovnané hodnoty
enzymovych aktivit poc€as jednotlivych uchovavacich atmosfér.

3,5E-07
3,0E-071
2,5E-071
2,0E-071
1,5E-07
1,0E-07 <
5,0E-081 E

0,0E+00

katal

Idared Jonagored Golden Delicious

[@'SOD @CAT OPPO |

Graf 1 Porovnanie enzymovych aktivit v jednotlivych odrodach skladovanych v normalnej
atmosfére

Najvyssia aktivita bola zaznamenand vo vSetkych troch odrodach uenzymu
kataldza, ako druhy v poradi je enzym superoxiddizmutiza a najmensSiu aktivitu
vykazovala polyfenoloxidiza. Co sa odrdd tyka, tak najvyssiu enzymovu aktivitu
celkovo vykazovala odroda Idared, kde boli namerané najvysSie hodnoty u CAT
a PPO. U odrody Jonagored bola namerana najvys$Sia hodnota SOD. NajmenSie
hodnoty v celkovom meradle vykazovala odroda Golden Delicious. Tieto hodnoty
mozu mat’ suvis s uchovavanim odrdd, kde Cervené odrody st uchovavané kratSie,
neZ odrody zelené. NiZSia uchovavatelnost moéze suvisiet s vySSimi hodnotami
aktivit, pretoze ujablk dochadza k aktivacii obrannych systémov, najmi CAT
a PPO.
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Graf 2: Porovnanie enzymovych aktivit v jednotlivych odrodach skladovanych v modifikovanej
atmosfére

U vzoriek uchovavanych v modifikovanej atmosfeére (nizsi parcidlny tlak kysliku)
je vidiet' podobny vysledok ako u jabilk z normalnej atmosféry — najvyssie aktivity
boli zaznamenané u CAT. Druhym enzymom v poradi je SOD a najmensie aktivity
vykazovala PPO. Na aktivitu antioxida¢nych enzymov ma okrem odrodovych
vlastnosti vplyv aj stupeni zrelosti plodu pocas zberu. Vyznamnu ulohu zohrava aj
pritomnost’ nizkomolekulovych antioxidantov, ktoré napomahaji regenerovat
enzymové antioxidanty. Z vysledkov potom vyplyva, ze Cervend odroda Idared
vykazuje najviac antioxidacnych latok réznych typov, Co moZe znamenat’ najvyssi
stupenn zrelosti a zaroven najvy$Siu mieru mobilizdcie obrannych systémov
v bunkdch pred desStrukciou plodu. Tymto vysledkom by zodpovedali niZSie
namerané hodnoty vicSiny antioxidantov u plodov skladovanych v modifikovane;j
atmosfére, ktoré¢ suvisia pravdepodobne aj sniZzSou koncentraciou kysliku
v regulovanej atmosfére.

4.2.2 JaCmene

Enzym lipoxygenaza (LOX) bol stanovovany v 20 vzorkach jaémena a po procese
sladovania aj v naslednych vzorkach sladu v ramci projektu ,,Studium enzymaticke
aktivity pro zlepSeni biologického potencidlu jarniho sladovnického je¢mene®.
Ciastoénym cielom prace bolo zaznamenat aktivitu LOX vo vsetkych odrodach
jamena asladu, kedZe cast odrod bola novd adovtedy netestovana.
Z technologického hladiska totiz ovplyviiuje vyskyt LOX senzoricku kvalitu piva,
ked’Ze sa enzym t'azko inaktivuje a jeho aktivita je vysokd aj pri nizkych teplotach
[29]. Enzym poSkodzuje uz uskladneny ja¢men. Jeho zhorSend kvalita po pdsobeni
lipoxygenazy sa prejavuje Skrabl'avou a horkou chut'ou [30]. V jaCmeni sa vyskytuje
len jedna forma lipoxygenazy, ato LOX-1, LOX-2 sa objavuje az v priebehu
klicenia. Kvantitativne sa nachadza v zelenom slade 80% LOX-1 a20% LOX-2
[31].

Stcastou experimentu bolo sledovanie zmien aktivity jednotlivych ja¢metov
a sladov v Case, tj. thned’ po dodani vzorky a jej spracovani, po 1 mesiaci a po 3
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raznamenané vo vzorkach hned’ po dodani, ¢o je
pba skladovania vyznamne vplyva na aktivitu
_I d’alSie analyzy boli prevedené hned’ po dodani

vzoriek.

aktivita U pmol/min

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
vzorky

M po namleti 01 mesiac 003 mesiace

Graf 3 Zmeny aktivity LOX-1 v jacmeni pocCas skladovania

aktivita U pmol/min
vL

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
vzorky

Graf 4 Aktivita LOX-1 vo vzorkéach sladov
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PredloZena praca sa da rozdelit' na dve hlavné Casti. Prva tvori testovanie
vplyvu exogénnych faktorov na kvasinkové mikroorganizmy, s doérazom
kladenym na sledovanie zmien protedmu a metabolomu a so zameranim na
vypracovanie metodiky analyzy proteinov. Druhu tvori analyza proteinov
a antioxidac¢nych latok v rastlinnych vzorkach, pricom tiez boli zavedené nové
metodiky pre enzymovu analyzu.

Vramci prve] Casti bolo testovanych sedem aerdbnych kmenov
karotenogénnych kvasiniek (Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra,
Rhodotorula aurantiaca, Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces
roseus, Sporobolomyces shibatanus a Cystofilobasidium capitanum).
Kultivacia prebehla za optimalnych podmienok ak tomu boli na vSetky
kmene aplikované exogénne stresové faktory vo forme pridavku NaCl (2%
a 5% NaCl) a H;O, 2mM a 5mM H,0,) do produkéného média.

Kvasinky za optimalnych podmienok vykazuju dvojstupniovy charakter
rastovej krivky, kde maximum produkcie pre majoritny pigment B-karotén je
okolo 80h na zadiatku prediZenej staciondrnej fizy. Preto vietky metabolity
(karotenoidy aj proteiny) boli izolované z 80h kultivacii.

V rdmci optimalizicii boli testované r6zne metody izolacie proteinov pre
separaciu 1D PAGE-SDS elektroforézou. Ako porovnavaci kmen pouZzita
kvasinka Saccharomyces cerevisiae, popri ktorej bol na prvotné analyzy
pouzity aj kmen S. salmonicolor ako zastupca rodu Sporobolomyces aR.
glutnis ako zastupca rodu Rhodotorula. Testovany bol aj vplyv pridavku
inhibitorov protedz, ¢i1 vplyv lyofilizicie buniek na neskorSiu izolaciu
proteinov. Za najvhodnejSiu metoddu izolacie bola ur€end metdda s pouzitim
0,2M NaOH spolo¢ne s mechanickou dezintegraciou sklenenymi gul6c¢kami.
Pre porovnanie vSak bola pouzivana aj metdda s 10% SDS.

Po optimalizacii boli izolované proteiny zo vSetkych kmeniov. 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.

Izolované proteiny boli separované pomocou 1D PAGE-SDS na 10% a 12,5%
géloch. Vizualizicia bola prevedend pomocou Coomassie Briliant Blue
a pomocou farbenia striebrom, ktoré¢ je citlivejSie a je schopné detekovat’ aj
malé mnozstva proteinov. Zony separovanych proteinov boli porovnavane
s proteinovymi Standardami. V mnohych pripadoch boli ziskané jasne
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r¢za, aj ked’ len u vybranych kmenov.

V ramci testovania bola pouZitd na separovanie proteinov aj mikro¢ipova
elektroforéza, ktora bola aplikovana na jeden kmen z rodu Rhodotorula (R.
aurantiaca) a jeden kmen z rodu Sporobolomyces (S. shibatanus). Aj v tomto
pripade boli separované proteiny z kontrolnej vzorky aj zo stresovanych
buniek. Tato analyza vSak nepreukizala dostatocni separa¢ni ucinnost
a potvrdila vyuzitie mikroCipovej elektroforézy len pre vzorky mene;j
komplexného charakteru.

2D elektroforéza bola aplikovana na proteiny izolované z kvasiniek R. glutinis
aR. rubra. Pre izolaciu proteinov boli pouzité¢ lyofilizované bunky. Po
izoelektrickej fokusacii a PAGE-SDS boli gély farbené bud’ striebrom alebo
farbivom Sypro Ruby. Ziskané¢ proteinové profily ukézali 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 adapticia kvasinky tomuto druhu stresu sa ukézala aj pri
produkcii karotenoidov. U peroxidovych stresov bolo uR. glutinis vacsie
mnozstvo proteinov podexprimovanych. U kvasinky R. rubra nebolo tol'ko
zmien v protedome ako uR. glutinis a celkovo bolo detekovanych mene;]
proteinov.

Cast’ prace tvorila aj snaha identifikovat’ u §tudovanych kvasiniek jednotlivé
proteiny, uktorych doslo vplyvom stresu k vyznamnej zmene expresie.
V ramci opakovanych experimentov (hodnotenie gélov triplicitne, analyza
proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie, porovnavanie s dostupnymi
databazami), 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 €astiach bunky.

U oboch analyzovanych kmenov rodu Rhodotorula boli pozorované niektoré
podobné zmeny expresie vyvolané stresom, ¢i uz iS§lo o zmeny proteinov
zapojenych v proteosyntéze (napr. elongacné faktory, ribozomalne proteiny),
v primarnom metabolizme (ICDH, ATP-synthdza, ATP-ADP mitochondrialny
transportny systém) 1 v samotnej stresovej odozve (napr. HSP70, HSP9O0;
ubiquitin-aktivaény enzym, thioredoxin peroxiddza a dalSie). ZvySena
expresia bola pozorovanad u niektorych metabolickych enzymov hlavnych
drah primarneho metabolizmu: enzymy Krebsovho cyklu (ICDH, akonitaza,
2-oxoglutarat-dehydogenaza); beta-oxidacia mastnych kyselin
(dehydrogenaza hydroxy-kyselin), metabolizmu aminokyselin 1 faktorov
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Nadexprimované boli tieZ samotné stresove

roteinov (ubiquitin-aktivujuci enzym). Naopak
vyznamne zniZzena expresia bola zaznamenand u enzymov glykolyzy
(glyceraldehyd-3P-dehydrogenéaza), syntézy mastnych kyselin (dehydrataza
MK) a tiez u niektorych stresovych a regulacnych proteinov (napr. beta-
podjednotka G-proteinu a niektoré HSP).

Stcastou experimentov bolo tieZ sledovanie zmien produkcie karotenoidov
u vSetkych kmenov, na ktoré boli aplikované exogénne stresove faktory. Stres
bol vyvolany pridavkom chemickych stresovych faktorov - 2% NaCl, 5%
NaCl, 2mM H,0, a5mM H,0, do produkéného média. Ich U¢inok bol
sledovany na produkcii B-karoténu a luteinu. Ako najvhodnejsi producent sa
ukazala kvasinka R. glutinis, ktora v kombinacii najma s 2% NaCl stresom
mala optimdlny pomer narastu biomasy, obsahu karotenoidov a tiez
proteomickd analyza ukdzala vtomto pripade dobru schopnost’ adaptacie.
Dal$iu 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 ndrastu biomasy bol zisteny vysoky obsah B-karoténu
u vSetkych stresovanych buniek oproti kontrole.

V druhej casti prace bol sledovany vplyv rozdielnych skladovacich
podmienok utroch odréd jablk na aktivitu antioxidaénych enzymov
(superoxiddismutaza, kataldza, polyfenoloxiddza), antioxidaénych latok
(celkové polyfenoly, celkové flavonoidy) a celkovli antioxida¢nu aktivitu.
Pred enzymovymi analyzami boli prevedené zdkladné metddy urCenia obsahu
celkovych proteinov. Hartree-Lowryho metdda potvrdila tabulkovy obsah
proteinov vo vzorkach jablk. Pomocou mikrogipovej elektroforézy a 1D
elektroforézy boli na zadklade molekulove; hmotnosti orientatne urcené
majoritné proteiny z jabik. Potvrdenie enzymu superoxiddismutazy prebehlo
aj pomocou metody Western Blot.

Pre analyzu enzymovych aktivit bola kompletne zavedena novd metodika
analyz. Vo vzorkach uchovavanych v normalnej atmosfére bola najvyssia
aktivita zaznamenand vo vSetkych troch odrodach uenzymu katalaza, ako
druhy v poradi je enzym superoxiddizmutaza a najmensiu aktivitu vykazovala
polyfenoloxiddza. V odrodovom zastipeni vykazovala najvy$§iu enzymovu
aktivitu odroda Idared, kde boli namerané najvyssie hodnoty u CAT a PPO.
Podobné vysledky boli namerané aj u jabik uchovavanych v modifikovane;
atmosfére. Na aktivitu antioxida¢nych enzymov ma okrem odrodovych
vlastnosti vplyv aj stupent zrelosti plodu pocas zberu a pritomnost
nizkomolekulovych antioxidantov.
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dovanim stupala. Rovnaku tendenciu vykazali aj
obsahy celkovych polyfenolov a celkovych flavonoidov. Merania potvrdili
spusStanie antioxidaénych mechanizmov po zbere pre dosiahnutie zachovania
maximalneho obsahu Zivin a trvanlivosti jablk.

U vzoriek ja¢menov asladov bola sledovani enzymova aktivita enzymu
lipoxygenaza, ktory ma vplyv na senzorické vlastnosti piva. Bolo zistené, Ze
najvyssia aktivita enzymu u vzoriek jacmenov bola hned’ po dodani vzoriek,
so skladovanim aktivita rapidne klesala. Tiez bol zistovany inhibicny efekt
jaCmenov a sladov na Standardny pridavok lipoxygenazy. Inhibi¢ny efekt
sladov bol 2 — 3x Vic8i neZ u jamenov, ¢o zapriCinuju prirodzené procesy
sladovania. Tiez bola namerand celkova antioxida¢na aktivita. U vzoriek, kde
bola namerand vysoka aktivita LOX, bol vysoky aj celkovy antioxidacny
status.

Antioxida¢na obrana organizmu ako sucast’ vSeobecnej stresovej odozvy patri
k najkomplexnejSim systémom v eukaryotickych bunkach, je do nej zapojeny
cely rad mechanizmov a molekul a ovplyviiuje va¢sinu Zivotnych pochodov v
bunke. Tato aktualna problematika je Studovand intenzivne v ramci
celosvetove] odborne; komunity. Cielom predloZenej prace bolo prispiet
k poznatkom o priebehu a regulacii niektorych antioxidacnych mechanizmov
a moZznosti ich potencialneho priemyselného vyuZitia.
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