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1. Uvod

Téma inhibitord protedz se dostalo do poptedi zajmu v ne€kolika poslednich letech, a to
diky svym pozitivnim dietetickym a moznym protirakovinnym u¢inktim. Inhibitory proteaz
(PI's) ptredstavuji mozny nastroj prevence a 1é€by chorob, jako je AIDS ¢i dermatitidy. V
oblasti biologického nebo biochemického vyzkumu slouzi PI's jako uziteCny nastroj pro
studovani tiid a vlastnosti proteaz. Z hlediska piisobeni v rostlinach zaujimaji PI's velmi
Siroky okruh, a to od zasobnich proteint k slozkam obranného mechanismu rostlin.

PI's se vyskytuji ve vSech typech Zivych organismi od Zivocichii pfes rostliny az
k mikroorganismui. Tvoii tedy zna¢né heterogenni skupinu. Orientaci v této skupiné latek
nezjednodusuje ani rozdéleni PI's do skupin. Divodem jsou dva riizné piistupy k této
problematice, které se ve svém =zakladu dosti lisi. Vysledkem je potom znacné
komplikovany piehled.

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou Ctvrtou nejrozsifengjsi plodinou, péstovanou
pro lidskou vyzivu. Péstujeme je pro jejich jedlé hlizy, které jsou zdrojem Skrobu, vysoce
kvalitniho proteinu a ostatnich dulezitych latek jako polysacharidy, vitaminy, enzymy,
minerdly a organické kyseliny. Mezi tyto latky patfi rovnéz inhibitory protedz (PI’s).
Inhibitory protedz, vyskytujici se v hlize bramboru, nejsou v zddném ohledu vyjimkou.
Jejich klasifikace rozhodné nepatii k tém jednodus$im. I jejich pole plsobnosti se
rozprostira od zapojeni do obranného mechanismu rostlin, obzvla§t¢ v obrané proti
hmyzim skiidct, az ke studiu vyuziti v humanni medicin€. Protoze brambory piedstavuji
béZnou soucdst nasi stravy, pohlizi se na né¢ jako na jeden z vyhodnych zdrojit PI's pro
1écbu celé¢ tfady chorob. Jako velmi atraktivni se rovnéZz zdd moznost vyuziti PI's
z bramboru pro tvorbu transgennich rostlin s odolnosti vii¢i hmyzim sktidctim.

U brambor existuje v soucasnosti cela fada raznych odrtd, at' konzumnich, ¢i
primyslovych. Aby bylo vyuziti PI's z bramboru efektivni, je nutno zjistit, zda se
jednotlivé odridy od sebe kvalitativné ¢i kvantitativné li§i v zastoupeni jednotlivych PI’s.
Proto je potfeba vyvinout nedestruktivni, rychlou a spolehlivou metodu pro detekci PI's. V
soucasné dobé dochazi k velkému rozvoji metod, vyuzivajicich ovladani a vyhodnocovani
pomoci pocitace a s minimalnimi ndroky na lidskou préaci. Mezi tyto metody patii i vysoce

ucinné kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography - HPLC).



Tato metoda se jiz hojn¢ vyuziva ke stanovovani rtiznych latek, avSak moznosti jejiho
vyuziti pro detekci PI's byly doposud dosti opomijeny.

Koneénym krokem by mélo byt zavedeni metody do bézné praxe, kde by mohla slouzit
jako vychodisko pro primyslové ziskavani PI's z hliz bramboru. V primyslovych
podnicich se ovSem hlizy vétSinou nezpracovavaji podle odriid, ale podle ceny ¢i
dodavatele. Z toho vyplyva nutnost ovéfit moznost pouzitelnosti vzniklé metody na
materidlu z primyslové vyroby. Jako odpad pii primyslové produkci Skrobu se ziskava
Stava obsahujici proteiny a celou fadu dalSich latek. Jeji vyuziti jako vychozi suroviny pro
izolaci PI's se proto jevi jako logické. Podafilo - li by se nalézt spolehlivou, rychlou
a levnou metodu pro izolaci PI's z této Stavy, témef nic by dale nebranilo moznosti

ziskavat dostatecné mnozstvi PI's pro vyuziti v huméanni medicing.



2. Literarni prehled

2.1. Historie péstovani bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)

vvvvvv

po ryzi, pSenici a kukufici. Hraje vyznamnou roli jak ve zpracovatelském primyslu, tak ve
vyzive lidi 1 hospodaiskych zvitat. Uplatituje se zejména v rozvojovych oblastech, kde pfi
nedostatku zivocisné produkce tvoti hlavni zdroj zivin, a obzvlasté proteinu, rostliny. Pies
nesporny vyznam ceredlii a legumindz se do popiedi stale vice dostavaji i hliznaté plodiny.

Z hlediska produkce patfi brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) mezi
plodin (Pouvrau, 2004). Divodem ziejm¢ bude moznost péstovat jej v tropickych,
subtropickych 1 mirnych klimatickych podminkach. To ma zfejmé piimou souvislost
s pivodnim centrem péstovani, kterym byly horské oblasti jihoamerické pohoti Andy. Zde
byly brambory domestikovany pfiblizné pted 4 az 5 tisici let ve dvou centrech
biodiverzity: andském a chilském.

V prvni poloving 16. stoleti po dobyti incké fise Spanély byly brambory dovezeny do
pouzivat jako potravinu, zejména pro zabranéni kurd€jim. V Evropé mezi prostym lidem
vSak byly brambory pfijimany s velkou nedivérou a povazovaly se za zdravi ohrozujici.
Péstovaly se tedy pouze jako okrasna exoticka rostlina na dvorech §lechticii a v klasternich
zahradach. Az v 18. stoleti doSlo ke zmén¢, kdyz Bedtich II. Veliky v roce 1740 natidil
jejich péstovani v Prusku (Messer, 2000).

Brambory vSak byly dovezeny v 16. stoleti, zcela nezéavisle, rovnéz do Anglie. Na
rozdil od kontinentalni Evropy se v Anglii, a zejména v Irsku, zacaly brambory péstovat na
vetsich plochach jiz ve druhé poloving 17. stoleti, a to zfejmé diky pfirodnim podminkam,
které jsou zde velmi podobné podminkam pivodni oblasti péstovani. Postupné se staly
hlavnim zdrojem obzivy pro chudsi vrstvy. V 19. stoleti doslo k velké netrod¢, kterd méla
za nasledek hladomor, pii kterém zemfelo pfiblizné mezi pul a jednim a ptl milionem Irt
z celkového poctu 8 milionti. Lidé prchajici pred hladomorem s sebou odvezli brambory do

Severni Ameriky. Postupné doslo k rozsifeni brambor do ostatnich ¢asti svéta (Lee, 2006).



2. 2. Chemické sloZeni hlizy

Brambor je tedy péstovan pro své hlizy, které predstavuji jedinou vyuzitelnou ¢ast celé
rostliny. Z morfologického hlediska se tyto hlizy zatfazuji mezi ztlustlé stolony. A to i
ptesto, Ze jsou uloZeny prevazné pod povrchem zemé (Vokal et al., 2003).

Nejvétsi podil z celkové hmotnosti hlizy bramboru Ize pfic¢ist vod€. Jeji obsah v hlize
dosahuje primérné 75 % z celkové hmotnosti hlizy. Zbylych 25 % tedy pifipada na suSinu.
se kromé vyzivy uplatiuje i v pramyslu. Podil Skrobu v hlize kolisd v zavislosti na
genotypu (odrid¢€) a byva uvadén mezi 13 az 24 % susiny (Vokal et al., 2003).

Dusikaté latky (vCetné proteinli) byvaji vzhledem ke svému nizkému obsahu
povazovany za okrajové. Jejich obsah byva zpravidla uvadén kolem 2 % v Cerstvé hmoté
hliz. (Lisinska et al., 1989; Pouvreau et al., 2001). Tento udaj odpovida obsahu kolem
10 %v susing hlizy.

Dusikaté latky Ize rozdélit do dvou zékladnich skupin: na proteiny a neproteinové
dusikaté latky. V zévislosti na genotypu muize podil proteinli v rdmei dusikatych latek
znacné kolisat mezi 34 do 70 % (Shewry, 2003). Budeme — li uvazovat 50% zastoupeni
proteint v obsahu celkovych dusikatych latek, jsou neproteinové dusikaté latky ¢lenény na
volné aminokyseliny (15 %), amidy asparagin a glutamin (23 %) a ostatni dusikaté latky

(12 %) (Barta et Curn, 2004).

2.2.1. Klasifikace proteinii z hlizy bramboru

Ptes zjevnou dillezitost bramborovych hliz pro potravinaisky a Skrobarensky priimysl
zustava detailni znalost o hlizovych proteinech pouze kusa. V soucasné dob¢ se rozpustné
hlizové proteiny rozdéluji do 3 zakladnich skupin na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.
Témito skupinami jsou: patatin, inhibitory proteaz (PI's) a skupina ostatnich proteint
(Pouvreau, 2004). Patatin a inhibitory protedz, které tvoii nejvétsi Cast rozpustnych
hlizovych proteintl, jsou povazovany za zasobni proteiny. VéEtsina izoforem téchto proteinti
vykazuje rovnéz enzymatické a inhibi¢ni aktivity, které mohou byt fyziologicky vyznamné

(Bauw et al., 2006). Jednotlivé skupiny rozpustnych hlizovych proteinii jsou popsany nize.
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2.2.1.1. Skupina ostatnich proteint

V soucasné dob¢ jsou o skupiné tzv. ostatnich proteini dostupné pouze nelplné
informace a rovnéz nebyl podniknut zddny systematicky vyzkum gend ¢i sekvenovani
proteint. Proteiny, zatazené do této skupiny, tvofi pfiblizné jednu tietinu vSech hlizovych
proteind. Jsou zde zahrnuty proteiny s celkovou molekulovou hmotnosti vyssi nez 40 kDa
(s vyjimkou PI’s) (Bauw et al., 20006).
zapojeni do obranného mechanismu rostlin, kde navozuji shlukovani (aglutinaci) bunék.
Nekteré z lektinit jsou v piipadé poziti toxické rovnéz pro savce, nebot’ prochazeji
gastrointestindlnim ustrojim takika beze zmény a dokazi proto ptivodit fadu odlisSnych
systemickych ptiznakti (Carlini and Grossi — de S4, 2002). DalSimi ptiklady proteina této
skupiny jsou polyfenoloxidazy (Partington and Bolwell, 1996), enzymy podilejici se na
produkci skrobu (Marshall et al., 1996) a isoenzymy fosforylazy (Gerbrandy et Doorgeest,
1972).

2.2.1.2. Patatin

Patatin (nebo-li patatinovy komplex ¢i rodina patatinovych proteini) byl poprvé
izolovan a pojmenovan v roce 1980 (Racusen and Foote, 1980). Ocekavany podil patatinu
na celkovém rozpustném proteinu se pohybuje mezi 20 a 40 % (Pouvreau, 2004; Racusen
and Foote, 1980). Existuje vSak i daleko vyssi odhad, pohybujici se kolem 60 % (Pots et
al., 1999.; Barta et Curn, 2004). Paiva et al. (1983) demonstroval existenci linearni
pribuznosti mezi mnoZstvim patatinu, vyjadieného jako procenticky podil z celkového
rozpustného proteinu), a logaritmem hmotnosti hlizy.

Ve své nativni form& se glykoprotein patatin vyskytuje jako dimer (pfesnéji
homodimer), tvotici 2 identické podjednotky o molekulové hmotnosti 40 ¢i 43 kDa (Park
et al., 1983; Pouvreau, 2004). Celkova hmotnost patatinu je tedy 80 kDa, resp. 88 kDa
(Racusen et Weller, 1984). Aminokyselinova sekvence monomeru ¢itd 366 aminokyselin
(Barta et Curn, 2004).

Z hlediska celé rostlin 1ze zachytit vyznamny obsah patatinu pouze v hlizach, jsou — li
tvofeny. Za téchto podminek se vyskytuje patatinu v ostatnich ¢astech rostliny, konkrétné

v kotfenech, stonku a listech, pouze ve stopovém mnozstvi. Tato skutecnost je
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charakteristicka pro zasobni proteiny hliz (Shewry, 2003). S ohledem na mnozstvi a oblast
jeho vyskytu v rostlin€ je patatin povazovan za hlavni zasobni bilkovinu hliz i rostliny jako
celku (Racusen et Foote, 1980). Toto tvrzeni je podepieno rovnéz skutecnosti, Ze se obsah
patatinu (¢i patatinovych bilkovin) béhem skladovani a kli¢eni hliz postupné snizuje (Barta
et Curn, 2004).

Patatin zastava rovnéz celou fadu dalSich funkci — enzymatickych aktivit. Jako prvni
byla studovana jeho lipid acyl hydrolazova aktivita (LAH) pro deacylaci lipidi a tvorbu
estertt vosku (Andrews et al.; 1988, Galliard et Dennis, 1974; Racusen, 1986; Anderson et
al., 2002). Dalsi enzymatickou aktivitou, pfipisovanou patatinu, predstavuje fosfolipazova
aktivita. Latka, oznaCovand jako cytosolova fosfolipaza A, (PLA;), katalyzuje hydrolyzu
esterové vazby mastnych kyselin v pozici sn-2 u diacylfosfolipidi. Enzym uvadény jako
PLA; vykazuje stejné vlastnosti jako patatin. Konkrétné¢ jde o molekulovou hmotnost,
ktera je v obou pripadech 40 kDa, dale o pI 4,75 a v neposledni fad¢ o vysokou homologii
N-koncové sekvence. Z téchto skutecnosti odvozuji Hirschberg et al. (2001) i Senda et al.
(1996), zZe se v ptipadé PLA, u brambor v podstaté jedna o patatin.

Patatinu-podobny protein s galaktolipdzovou aktivitou byl nalezen rovnéz v listech
vigny (Vigna unguiculata), ktera byla podrobena stresu ze sucha (Matos et al., 2000).
Tento protein katalyzuje hydrolyzu  monogalaktosyldiacylglycerolu (MGDG),
digalaktosyldiacylglycerolu (DGDG) a sulfoquinovosyldiacylglyceroli. Enzym, schopny
odstépovat mastné kyselin z obou sn pozic, byl nazvan galaktolipaza. Postupné bylo
zjisténo, ze jeho vlastnosti jsou velmi podobné vlastnostem patatinu. Z tohoto udaje je
odvozovana pravdépodobnost podobné schopnosti patatinu v hlize bramboru (Matos et al.,
2001).

Vyse uvedené aktivity naznacuji mozné zapojeni patatinu v mechanismu obrany rostlin
proti patogenim. Tato skuteCnost byla podpofena provedenim zkousek s biologickym
materidlem. Shewry (2003) vyuzil patatinu jako umélého krmiva pro hmyz, konkrétné
druhu Diabrotica, coz mélo za nasledek potlaceni rustu larev. Poté, co byl patatin oSetfen
di-isopropylfluorofosfatem, doslo k inhibici jeho fosfolipazové, galaktolipazové a lipid
acyl hydrolazové aktivity. Soucasné byl potlaten negativni vliv patatinu na rist larev.
Srovnani enzymatickych a inhibi¢nich vlastnosti patatinovych frakci z odliSnych odrad
bramboru prokéazalo, Ze inhibice riistu larev je v pozitivni korelaci s galaktolipazovou

aktivitou, zatimco fosfolipazova a acylhydroldzova aktivita zadny vztah k potlaceni ristu
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larev nevykazuje. Na zakladé tohoto srovnani Shewry (2003) dospél k zavéru, Ze patatin
muze svym pusobenim na metabolismus lipida pasobit jako obrana vii¢i hmyzim skiidctm.

Dalsi ndznak mozné role patatinu v obranném mechanismu rostlin pochdzi ze studii
provedenych na tabdkovych listech , infikovanych virem mozaiky tabaku. Infekce silné
podpofila projev tii geni kdédujicich patatinu-podobné proteiny, pfi¢emz jeden z téchto
proteinii vykazuje fosfolipdzovou Ap aktivitu (PLAj). K naristu PLA» doSlo pied
nahromadénim obrannych signali odvozenych od mastnych kyselin. To naznacuje ze

PLA» spousti syntézu téchto transduktivnich signali uvolilovanim mastnych kyselin

z membranovych lipidi (Dhont et al., 2000). Matos et al. (2000) potvrdili nalez patatinu
podobného proteinu v listech vigny, kterou nejprve podrobili stresu ze sucha. Na zakladé
tohoto zjisténi Ize usuzovat na moznou §irs$i roli patatinu v odpovédi rostliny na stres.

Dalsimi enzymatickymi aktivitami patatinu jsou aktivita enzymu acyl transferaza
a rovn¢z aktivita B - 1,3 — glukanasy. B - 1,3 — glukanaza zptisobuje hydrolyzu B - 1,3-
glukanti v bunéénych sténach hyf patogennich hub, ¢imz obecné pfispiva k ochrané
rostliny proti témto patogentim (Barta et Curn, 2004).

V neposledni fad¢ je potieba upozornit i na mozné pozitivni G¢inky patatinu, které jsou
zpusobeny jeho antioxidacnimi vlastnostmi. Mezi antioxida¢nimi latkami, obsazenymi
v hlizach bramboru, zaujimd svym vyznamem patatin druhé misto, hned za kyselinou

askorbovou (Al-Saikhan et al., 1995; Barta et Curn, 2004).

2.2.1.3. Inhibitory proteaz

vvvvvv

Treti skupinu hlizovych proteinti, zpohledu naseho vyzkumu nejdilezitéjsi,
predstavuje skupina inhibitorti proteaz (P1's). Zastoupeni PI’s v hlizach je odhadovéano na
20 — 30 % celkového mnozstvi proteint v hlize (Melville et Ryan, 1972). Pouvreau (2004)
stanovila tento podil z celkového proteinu ve S§tave z hlizy bramboru u odridy Elkana az
na hodnotu 50 %.

Proteolytické enzymy (proteazy) zastavaji dilezitou funkci v organismu rostlin.
Katalyzuji $tépeni molekuly proteinu na mensi fetézce a v zavéru az na jednotlivé
aminokyseliny. Tento proces se nazyva proteolyza a je kli¢ovym procesem vSech zivych
organismu. Jako takova tedy musi byt pec¢livé kontrolovana. Nepiekvapi nas tedy existence
prirozené se vyskytujicich latek, které tuto kontrolni funkci zastavaji. Témito latkami jsou

inhibitory prote4z (PI’s).

13



2.2.1.3.1. Klasifikace PI’s

Ve srovnani s patatinem tvoii PI’s vice heterogenni skupinu proteint. OdliSuji se od
sebe molekulovou hmotnosti, aminokyselinovym sloZenim, pl a inhibi¢ni aktivitou.

PI’s jsou primarn¢ klasifikovany na zakladé své inhibi¢ni activity, tj. na zékladé typu
¢i typt proteaz, které inhibuji (Ryan, 1990; Bode et Huber, 2000). Proteazy samotné jsou
vétSinou klasifikovany podle aminokyselinového zbytku, které maji ve svém aktivnim
misté. Existuji celkem 4 tfidy protedz: 1) serinové protedzy (v aktivnim misté je serin ¢i
histidin), 2) cysteinové protedzy ( s cysteinem v aktivnhim mistg), 3) aspartatové proteazy
(s aspartatovou skupinou v aktivnim misté) a 4) metaloproteazy ( s kovovym iontem, napf.
Zn” & Mn”, v aktivnim mists) (Neurath, 1984).

Rozd¢leni inhibitord proteaz (PI's) do tfid pak vychazi z predchozi klasifikace protedz,
napf. inhibitory serinovych protedz. V nékterych ptipadech je rozdé€leni PI's do rodin dale
komplikovéno strukturou aktivniho mista. V tomto ptipad¢ se jednd o tzv. double - headed
PI's, které maji ve své struktufe 2 odliSna aktivni mista a proto mohou inhibovat 2 odlisné
enzymy. Tento jev se vSak pii klasifikaci PI's nebere v tivahu. PI’s ze stejné rodiny mohou
byt tedy single - i double-headed (Pouvreau, 2004).

PI's mohou byt dale klasifikovdna na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti, stavbé
proteinu (monomer ¢i multimer), hodnoté¢ izoelektrického bodu (pl) a poctu disulfidickych
mustkl v molekule. Na zaklad¢ téchto kritérii 1ze PI's rozdélit do 7 nésledujicich rodin:
potato inhibitor I (PI -1), potato inhibitor II (PI - 2), potato carboxypeptidase inhibitor
(PCI), potato aspartate protease inhibitor (PAPI), potato cysteine protease inhibitor (PCPI),
potato Kunitz-type protease inhibitor (PKPI) a "ostatni inhibitory serinovych protedz"
(OSPI). Nejvice zastoupenymi rodinami jsou PI - 2 a PCPI, které predstavuji 22 a 12 % ze
vSech proteinil v hlize bramboru (Pouvreau, 2001). Vlastnosti vSech vyse uvedenych rodin

PI’s jsou popsény v tabulce 1.
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Pocet MW

Skupina podiednotek (kD) pl Inhibované enzymy

PI-1 5 35-40 g’é_ chymotrypsin, trypsin

PI-2 2 20,5 5,5-5,9 trypsin, chymotrypsin

PCPI 1 20,1-22,8 5,8-9,0 papain, trypsin, chymotrypsin
PAPI 1 19,9 8,2 trypsin,chymotrypsin,cathepsinD
PKPI 1 20,2 8,0-9,0 trypsin, chymotrypsin

PCI 1 43 - karboxypeptidasa A

Ostatni 1-2 21-24 7,5-8,8 trypsin, chymotrypsin, elastasa

Tab. 1. Vlastnosti rodin PI’s, pfitomnych v hlize bramboru (Hlavni inhibovany enzym je

podtrzen.)

Vyse zminéné rozdéleni PI's neni pfili§ hojné vyuzivano. Doposud se PI's z hlizy
bramboru rozdélovaly spiSe do 3 odliSnych tiid a skupin (Richardson, 1991). Prvni tfidu
tvofi potato inhibitor I (PI - 1), coz je inhibitor serinovych proteaz. Tento inhibitor je
pentamer, slozeny z isoinhibitorovych promotorovych podjednotek. Jeho celkova
molekulova hmotnost je 40 kDa (Richardson et Cossins, 1974). Predstavitelem druhé tiidy
je potato inhibitor II (PI - 2). Tato tfida je tvofena dimerickymi inhibitory serinovych
protedz. Obé podjednotky jsou spojeny disulfidickymi mistky na N konci. Protein se
chova jako jednodoménovy protein.(Lee ef al., 1999; Beekwelder et al., 2000).

Proteiny o molekulové hmotnosti 20 az 22 kDa jsou Cleny treti tfidy. Tato tfida se dale
deéli do 4 odlisnych skupin: 1) inhibitory protedz Kunitzova typu (Walsh et al., 1991),
2) inhibitory cysteinovych protedz (Brzin ef al., 1988; Krizaj et al., 1993), 3) inhibitory
aspargdgovych protedz (Mares et al, 1989; Ritonja et al., 1990) a 4) inhibitor
karboxypeptidazy (Hass et al., 1975; Hass et al., 1976).VSechny PI’s zatazené do této tiidy
jsou monomery. Lisi se typem proteazy, kterou inhibuji a poctem cysteinovych zbytka na
podjednotku.

Tabulka 2 ukazuje ptehled vSech vyse popsanych PI’s, pfitomnych v hlize bramboru,
které jsou zde rozdéleny jednak podle hlavni klasifikace PI's a dale podle klasifikace
specifické pro PI’s z hlizy bramboru (tzv. potato klasifikace PI’s).
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MW Cys / Inhibované Tfida a skupina v tzv.

Skupina Podjednotka
(kDa) sub. enzymy potato klasifikaci PI's
Ttida inhibitort serinovych proteas
Inhibitory Kunitzova typu 21-23 1 4 T,C 11,1
Inhibitor I z bramboru 40 4-5 2 T,C,S |
Inhibitor II z bramboru 20-21 2 14 T,C.E II
Ttida inhibitort cysteinovych proteas
Multicystatiny 85 1 0 P
Inhibitory Kunitzova typu 20-21 1 4 T,P,CB,CL 11,2

Ttida inhibitoru aspardgovych protea

Inhibitory Kunitzova typu 20-22 1 4 CD I11,3

T¥ida inhibitoru metalloproteas

Inhibitor karboxypeptidasy bramboru 4 1 6 CaP 11,4

Tab. 2. Rozdéleni PI's do skupin podle hlavni a specifické klasifikace PI's
Inhibované enzymy: T — trypsin, C - chymotrypsin, S — subtilisin, E — elastasa, P — papain, CB — kathepsin B, CL — cathepsin L, CD —
cathepsin D, CaP — karboxypeptidasa.
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2.3. Role inhibitori proteaz (PI’s)

PI's mohou zaujimat v rostlindch celou fadu odliSnych roli. Mohou pusobit jako
zasobni proteiny, regulatory endogenni proteolytické aktivity (Ryan, 1990) i jako soucést
mnoha vyvojovych procest véetné programované bunécné smrti (Solomon et al., 1999).
PI's tvoii dilezitou slozku obranného mechanismu rostlin, spojeného s resistenci rostlin
vici hmyzu a patogentim (Lu et al., 1998; Pernas et al., 1999). Vykazuji rovnéz mnoho
dalsich funkci mimo rostlinu. U fady PI's je studovana moznost jejich vyuziti pii 1é¢be

rakoviny, dermatitid, obezity ¢i AIDS (Pouvreau, 2004).

2.3.1. Uloha PI's v rostlinich

2. 3. 1. 1. PI''s jako soucast obranného mechanismu rostlin

vvvvvv

mechanismu rostliny. V odpovédi na mechanické poranéni nebo napadeni patogenem ¢i
Skiidcem dochazi u rostlin k nariistu obsahu PI's. Tento nartist mize byt pozorovan jednak
v okoli poranéni (lokalni) a rovnéz v celé rostliné (systemicky). Z toho lze odvodit mozné
zapojeni PI v obranném mechanismu (Lawrence et Koundal, 2002; Valueva ef al., 2003).

Prvni zminka o mozné roli PI's v obrané rostliny pochézi z roku 1947, kdy Mickel et
Standish zjistili, ze pokud jsou larvy rozlicného hmyzu udrzovany na produktech séji,
dochdzi u nich ke ztrat¢ schopnosti normalniho vyvoje. Toxicky efekt inhibitoru trypsinu
s0ji byl nésledné potvrzen pii pokusech s larvami brouka Tribolium confusum (Lipke et
al.,1954). Kromé téchto ranych studii byla uvedena celd tada ptikladt Sirokého spektra
inhibic¢ni aktivity PI's (Koiwa et al., 1997; Pannetier et al., 1997; Urwin et al., 1997; Vain
et al., 1998). Jako priklad lze uvést puisobeni proti motylim tadu Lepidoptera, plosticim
tadu Hemiptera ¢i had’atkiim. PI’s maji rovnéz schopnost potlacovat rist mycelia a zrani
spor nékterych houbovych patogent (Hraska ef al., 2006).

Z hlediska jednotlivych tfid inhibitorii proteaz je asi nejprostudovanéjsi skupinou
v této oblasti skupina inhibitorti serinovych protedz. Zde hraje zna¢nou roli skute¢nost, ze
serinové proteazy nejsou vyuzivany v procesech primarniho metabolismu,. Proto nelze

pritomnost inhibitori téchto protedz ptisoudit jejich roli v regulaci vnitfnich pochodi
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rostliny. Nejvice prozkoumanou skupinou jsou poté inhibitory trypsinu (Hraska et al.,
2006). V souvislosti s touto skutecnosti a PI's obsaZzenymi v hlize bramboru je nutné
zminit praci Johnsona a spolupracovnikii (1989), kteti prokazali, ze larvy Manduca sexta
krmené listy transgenniho tabéku s transgenem pro PI - 2, dulezity inhibitor chymotrypsinu
a trypsinu, mély v porovnani s larvami t¢hoz druhu krmenymi netransgennim materialem
znacn¢ retardovany rist. Podobné pokusy s listy transgenniho tabdku s transgenem pro
inhibitor]l z rajcete, ktery patii do rodiny PI- 1 inhibitorti a je dulezitym inhibitorem
chymotrypsinu, prokdzaly, ze tento inhibitor ma pouze maly vliv na rist larev. Z téchto
vysledki 1ze odvodit, Ze nejvétsi vliv na rist larev Manduca sexta ma inhibi¢ni aktivita
vuci trypsinu (Pouvreau, 2004). Podobné vysledky byly pozorovany pii pokusech
s larvami druhu Teleogryllus commodus a stravou obsahujici PI- 2 (Sutherland et al.,
2002).

Druhou dulezitou tfidu PI's predstavuji inhibitory cysteinovych protedz, a to i piesto,
Ze jsou podstatné méné Casté neZ inhibitory serinovych proteaz (Pefia - Cortés et al., 1995;
Botella et al., 1996; Bergey et al., 1996). Cysteinové protedzy se nachazeji v travicim
traktu cel¢ fady hmyzich druhl, napt. zavije¢ Callossobruchus macalatus ¢i mSice
Zabrotes subfaceatus. Cysteinova proteaza je rovnéz hlavni protedzou v travicim traktu
Diabrotica undecimpunctata howardi  Tento hmyzi druh poslouZzil jako biologicky
materidl pii pokusech s inhibitorem cysteinovych protedz Kunitzova typu (PKPI),
vyskytujicim se v hlizach bramboru. Zac¢lenéni PKPI do stravy larev tohoto druhu mélo za
nasledek nartist mortality a v podstaté rovnéz potlaceni rastu (Fabrick ef al., 2002). Role
cysteinovych protedz v obranném mechanismu byla potvrzena i praci Alvarez — Alfageme
et al. (2007), ktefi pomoci transgenoze zvysili podil cysteinovych protedz v bramboru. Na
zakladé¢ biologickych pokusi s broukem Podisus maccliventris zjistili, ze v ptipadé krmeni
larev tohoto hmyzu transgennimi bramborami dochazi ke zvySenému uhynu.

Zbylych dvou skupin PI's jsou znalosti o jejich ptisobeni mnohem mensi. Aspartatové
protedzy byly nalezeny u zéstupcti skupiny plostic Hemiptera. Z metaloproteaz byly
u rostlin dosud identifikovany pouze dvé skupiny, a to rodina P metaloproteaz u bramboru
a rajCat a skupina cathepsin D PI bramboru (Ishikawa et al., 1994; Wu et al., 2000; Hraska
et al.,20006).
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2. 3. 1. 2. PI''s jako zasobni proteiny

Pfitomnost PI’s v hlizach bramboru v relativné vysokém mnozstvi i bez predchozi
indukce zranénim ¢i patogenem nasvédCuje tomu, Ze PI'mohou slouZit 1 jako zasobni
proteiny. Tuto moznou roli naznacil poprvé Pusztai (1972). Dokazal ¢asovou shodu mezi
obdobim maximalni proteolyzy a obdobim maximalniho obsahu inhibitoru proteaz
v prub¢hu kli¢eni fazolu Sarlatového.

Derbyshire a spolupracovnici (1976) stanovili jako hranici pro zasobni protein obsah
proteinu 5 % z celkového mnozstvi proteinu. Jelikoz PI's tvoii 30 % vSech rozpustnych
proteind v hlize bramboru, mohly by byt povazovany za zasobni proteiny. Problémem je
vSak fakt, Ze PI's netvoii homologni skupinu, ale patii do rozdilnych tfid a rodin, a ze
dochdzi ke zménam jejich koncentrace v pribéhu zrani. Proto PI's nenapliuji zcela
definici zasobniho proteinu.

Pouvreau et al. (2001) stanovili hodnotu podilu PI “s v rozpustnych bilkovinach hlizy
bramboru u odridy Elkana na hodnotu 50 %. Podle téchto autord by 5% hranici pro
zasobni bilkoviny piekrocily celkem 4 rodiny PI's: PI — 2, PCPI, PKPI a PAPI. U rodiny
PI-2 byl jeji obsah stanoven na 22,3 %. Vzhledem k tomu, Ze bylo zjisténo 10 izoforem,
které¢ jsou do této rodiny zafazeny, nenapliiuje ani tato rodina definici zasobniho proteinu.
PCPI rodina je tvofena 8 riiznymi inhibitory, které se li$i v molekulové hmotnosti a pl.
Dohromady zaujima 11,9 % z celkového obsahu proteinu ve Stavé z hlizy bramboru.
Nejcastéjsi varianta PCPI inhibitoru, tj. PCPI - 8,3, vSak tvofi pouze 3,6 % celkového
mnozstvi proteinu. Zde je dal§i potvrzeni pro teorii, Zze PI's nejsou zasobnimi proteiny
v pravém slova smyslu. U zbyvajicich 2 rodin je situace podobna.

PI's mohou slouzit rovnéz jako zdroj siry, nezbytné pro kliceni semen. Obecné jsou
PI's velmi bohaté na zbytky cysteinu, jak je zfejmé z Tab. II. Jak lze dale vysledovat, to

plati predevsim pro PI’s s nizkou molekulovou hmotnosti (3 - 13 kDa) (Jongsma, 1995).

2. 3. 1. 3. PI''s jako kontrola endogennich proteaz

Shain et Mayer (1965) studovali interakce mezi trypsinu-podobnymi protedzami a PI's
v semenech salatu. Tyto studie prinesly dikaz, ze PI's mohou byt aktivni vii¢i endogennim
proteazam. Dal§im ptikladem regulace aktivity endogennich protedz je exprese inhibitorQ
cysteinovych proteaz v kukufici, kde se vyskytuji paralelné s hromadénim glutelinu. To je

znamkou zapojeni PI's do ochrany glutelinu proti hydrolyze (Abe ef al., 1987). Déle byla
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popsana schopnost inhibitori Bowman-Birkova a Kunitzova typu ze so6ji inhibovat
purifikovanou serinovou protedzu rovnéz ze s6ji (Morita et al., 1996). Inhibitory
cysteinovych proteaz, které jsou pfitomné v semenech a hlizdch v mensich mnozstvich nez
inhibitory serinovych protedz, se ucastni regulace fyziologicko-metabolickych procesii
(Valeski et al., 1991). Na tuto roli PI's odkazuje 1 Solomon et al. (1999), ktery popisuje
ulohu PI's v programované bunéfné smrti a naznacuje jejich vliv skrze kontrolu

endogennich proteaz.

2. 3. 2. Vyuziti PI's v 1ékarstvi

PI's jsou zkoumany i z hlediska vyuziti v 1ékatském vyzkumu. Ackoliv byly dlouho
povazovany pouze za antinutriéni faktory, dostavaji se v poslednich letech do poptedi

z4jmu zejména diky svym moznym protirakovinnym a antidermatitickym vlastnostem.

2. 3. 2. 1. PI''s jako protirakovinna ¢inidla

PI's jsou uznéavana jako skupina protirakovinnych cinidel (Kennedy, 1998). Tuto
schopnost 1ze pozorovat u PI's pochézejicich z rtiznych skupin. Jako nejucinngjsi se jevi
PI's se schopnosti inhibovat chymotrypsinu-podobné proteazy, ke kterym patii
v soucasnosti nejstudovangjsi inhibitor Bowman - Birkova typu ze s6ji (BBI). PI's z hlizy
bramboru v této oblasti nezlistavaji pozadu. Obzvlasté perspektivnimi se zdaji byt PI-1
a PI-2 (Frenkel et al., 1987; Billings et al., 1989; Huang et al., 1997). Soucasn¢ nartsta
zdjem o ostatni skupiny PI's z hlizy bramboru, zejména o inhibitory aktivni vici
cysteinovym protedzam a karboxypeptidaze (Billings et al., 1989; Blanco - Aparicio et al.,
1998).

K nejrozsifenéjsim formam rakoviny patii karcinomy kize. V souvislosti s touto
formou rakoviny byly studovany u¢inky PI-1, PI-2 a PCI. Jednou z pficin naristu vyskytu
karcinomil lidské kize je slunecni UV zareni. Za aktivaci promotoru tumoru v savéich
buiikdch je zodpovédnéd aktivace aktivatorového proteinu (AP-1), coz je transkripéni
faktor. Pokusy s PI-1 a PI-2, aplikované na mysi epidermalni bunky, prokazaly, ze tyto
PI's jsou schopny blokovat UV zéafenim indukovanou aktivaci AP-1. Tato inhibice je navic
specificka pouze pro pfenos signalu pro aktivaci AP-1, ktery byl indukovan UV zafenim

(Huang et al., 1997).
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Jako znaéné perspektivni v 1écbé rakoviny se projevuje rovnéz inhibitor
karboxypeptidazy z hlizy bramboru (PCI), ktery je jedinym pfirozenym antagonistou
lidského epidermalniho riistového faktoru (EGF) (Blanco — Aparicio et al., 1998). EGF
spolu se svym receptorem (EGFR) tvofi soucast nékterych aspektii vyvoje nadoru, véetné
rustu nadorovych bunék, vaskularizace, invazivnosti a tvorby metastaz. PCI soupeti s EGF
o vazebné misto na EGFR. V pfipad¢, Ze dojde k navazani PCI na EGFR, je inhibovédna
jeho aktivace a nasledna proliferace bunck, kterou EGFR indukuje. Pfi¢inou tohoto jevu je
pravdépodobné disulfidickd smycka, tzv. T-knot, ktera se kromé PCI vyskytuje rovnéz
v mnoha rtistovych faktorech véetné EGF (Pouvreau, 2004).

Dal$i moznost vzniku rakoviny je spojena s funkci fagocytujicich bunck. Ty jsou
stimulovany invazi bakterii a nasledné vytvareji aktivni kyslikové druhy. Weitzman
a spolupracovnici (1985) popsali podil téchto aktivnich druhii na vzniku zanétlivych
onemocnéni, nekrdz okolnich tkani, mutagenité a karcenogenité. Nasledné bylo dokdzéano,
ze inhibitory chymotrypsinu, obzvlast¢ PI-1, jsou schopny inhibovat tvorbu aktivnich
kyslikovych druhti v priibéhu oxida¢niho hotfeni ve stimulovanych lidskych leukocytech

s polymorfnimi jadry (Valeski et al., 1991).

2.3.2.2.PI's v1é¢bé dermatitid

Dals$i mozné vyuziti PI's v medicin¢ ptedstavuje jejich zapojeni do 1é€by koznich
onemocnéni (dermatitid). Zde se PI’s uplatiiuji pfedevsim v 1é€bé peri-anadlnich dermatitid.
Ty vznikaji ¢asto jako nasledek prijmovych nebo jinych gastrointestinalnich onemocnéni
¢i chirurgického zasahu v bfisni krajin€, kdy nedochazi k dostatecné redukci a natedéni
protedz, pochézejicich z potravy a ze Stav z zaludku, slinivky a tlustého stfeva. Piebytecné
protedzy jsou nasledné vyluCovany exkrementy a navozuji vznik dermatitid v okoli
konec¢niku. Pro odstranéni této pfiCiny je potieba ziskat zdroj, ktery zahrnuje PI's schopné
inhibovat vSechny typy protedz. Jak bylo uvedeno vySe, hlizy bramboru obsahuji PI's
vSech 4 typil (z pohledu inhibovanych protedz). Brambory jsou tedy vhodnym rostlinnym
zdrojem, spliiujicim uvedeny pozadavek a schopnym zabranit vzniku téchto dermatitid

(Ruseler — van Embden et al., 2004).
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2.3.2.3. PI's alécba obezity

Bylo popséno, ze PI's ovliviiuji pocit sytosti. Klicovou roli v mechanismu nasyceni
hraje cholecystokinin (CCK), peptid slozeny z 33 aminokyselin, ktery stimuluje kontrakce
zluéniku a vylucovani trypsinogenu ze slinivky. Trypsinogen se ve dvanactniku pfeménuje
na aktivni trypsin, ktery mechanismem negativniho zpétného kroku ovlivituje uvoliiovani
CCK. Piesny mechanismus tohoto ovliviiovani nebyl dosud v lidském organismu
dostate¢né prozkouméan (Owyang et al., 1986). Vysoké hladina CCK zpisobuje redukci
piijmu potravy. Hlavnim efektem podavani CCK pied jidlem je diivéjsi nastup pocitu
sytosti a lidé proto piestanou diive jist (Pi — Sunyer et al., 1982). Nejprve bylo tedy
vyzkouSeno intravendzni podavani CCK obéznim lidem. Tento zpiisob mél ovSem fadu
negativnich vedlejSich Gcinkd., jako naptiklad nauseu (Smith et Gibbs, 1987). Owyang
a spolupracovnici (1986) zjistili, Ze inhibitory serinovych protedz jsou schopny udrzovat
vys$i hladinu CCK v organismu. Pouziti PI-2 jako dopliiku stravy zplisobuje tedy nartist
hladiny CCK a tim i redukci piijmu potravy. Soucasné zmizely zmifiované negativni

vedlejsi priznaky (Hill et al., 1990).

2.4. Metody detekce a charakterizace proteinii a PI’s

Metody vyuzivané k detekci a charakterizaci proteinii (P1's) 1ze v podstaté rozdélit do
dvou zdkladnich skupin: na metody zaloZené na dvoudimenzionalni (dvojrozmérna) gelové
elektroforéze (2-DE) a metody nevyuzivajici 2-DE (Collinsova et Jiracek, 2004).

Zakladem prvni skupiny je dvojrozmérna gelova elektroforéza (2DE) — konkrétné
dvojrozmérna polyakrylamidova elektroforéza (2 DE- PAGE). Tato metoda byla poprvé
popséna vroce 1975 (Bouchal et Kucera, 2003). Principem je rozd¢leni jednotlivych
proteinii  na polyakrylamidovém gelu h podle dvou nezéavislych biochemickych
charakteristik. Nejprve jsou proteiny rozdéleny v prvnim sméru podle svych elektrickych
naboji (pl) a poté v kolmém sméru podle svych molekulovych hmotnosti. Vysledkem je
tzv. proteinova mapa, v niz kazdy protein zaujiméd charakteristickou pozici. Nejvyssi
citlivost této metody je dosazena pfi barveni gelu stiibrem (Kovarova, 2005). Postupné se
ovSem zacaly objevovat nové postupy jako je technika diferen¢niho fluorescen¢niho
znaceni proteinti (DIGE) ¢i fluorescencni detekce separovanych proteinti (Collinsova et

Jiracek, 2004).
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Ptes vSechny inovace neumoznuje metoda 2DE kvalitni identifikaci proteind. Proto se
2 — DE vyuZziva nejcastéji ve spojeni s metodou hmotnostni spektrometrie (MS) a jejich
dvou zakladnich typl: ,, Matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight*“ MS
(MALDI-TOF MS) a ,Electrospray — ionization“ MS (ES — MS). Principem téchto metod
je méfeni hmotnosti molekuly (pfesnéji poméru hmotnosti k nédboji) po jeji predchozi
ionizaci a preneseni do vysokého vakua piistroje. Na zakladé spojeni metod 2 — DE a MS
lze zjistit s relativni piesnosti molekulovou hmotnost ur€ovaného proteinu a tu posléze
porovnat s ptislusnou databazi (Sedo et Havel, 2003; Kovarova, 2005).

Do této skupiny lze zaradit i metody imunochemické, konkrétné Western-blotting.
Proteiny z2 — DE jsou pfeneseny na blotovaci membranu. Ta je posléze inkubovéana
s protilatkou A proti hledanému proteinu. Nasledné probéhne inkubace s protilatkou B
proti protilatce A. Je-li protilatka B zna¢ena chromogenni znackou, je misto s hledanym
proteinem na membran¢ barevné oznaceno (Bouchal et Kucera, 2003).

Druhou zékladni skupinu tvoii metody, které nemaji zdklad ve dvojrozmérné gelové
elektroforéze. Sem se fadi metody chromatografické. Tyto metody jsou ve své zakladni
form¢ vyuzivany piredevS§im pro purifikaci. Zakladem téchto metod je afinitni
chromatografie (AC), kterd pouziva sloupcovych gravitacnich kolon. Principem je vyuziti
schopnosti proteinli vazat se na specifické latky. Jednou z modifikaci je kovalentni
chromatografie, kdy se vyuZziva schopnosti proteinti tvofit kovalentni vazby v mistech SH
skupin (Zouhar, 1999; Glatz, 2000). Srozvojem techniky se postupné stavaly
sofistikovangj$i a jejich modifikaci ve formé¢ vysokoucinné kapalinové chromatografie
(High Performance Chromatography - HPLC) lze vyuzit i1 k detekci a charakterizaci
proteinii. Do této skupiny lze zatadit i vyuZiti tzv. proteinovych Cipi (protein arrays).
Specifické proteiny, jako jsou napft. protilatky schopné rozpoznavat a vazat jiné proteiny,
jsou imobilizovany na Cipy se specialné upravenymi povrchy. Na povrch Cipu je posléze
aplikovéan vybrany proteinovy vzorek. Na Cipy zlistanou navdzany pouze ty proteiny, které
se vazou na odpovidajici protilatky. Ty lze posléze odeCist pfimo na ¢ipu hmotnostni

spektrometrii (Pandey et Mann, 2000; Collinsova et Jiracek, 2004).

2. 4. 1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda HPLC se vyskytuje vfadé modifikaci. Nejcastéjs§imi jsou: size exclusion

HPLC (SE - HPLC), iontovda vyménnd HPLC (HPIEC), reverse phase HPLC
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(RP - HPLPC). Size exclusion chromatografie (SE-HPLC) je zalozena na rozdilné
velikosti, pfesnéji rozdilném hydrodynamickém objemu, proteini ve vzorku. VeEtsi
molekuly nemohou prochazet péry ve sloupci €astic a jsou rychleji vyluCovany. Mensi
molekuly mohou prostupovat poéry v stacionarni fazi, ¢imz dochazi k jejich zdrzeni a tim
k rozd€leni molekul vzorku do frakci v zavislosti na jejich velikosti (Welling et Welling —
Wester, 1998).

Iontova vyménnd HPLC (HPIEC) proteinti a peptidi je technika, kterd vyzaduje
pouziti kolon s vysokou hustotou castic, tvofenych tuhym, polymerickym substratem.
Nabité skupiny jsou vice ¢i méné trvale vazany na kolonu (pevné vazby) a k nim mohou
byt pomoci pfevazn€ iontovych interakci vazany proteiny a peptidy (mobilni ionty).
Mobilni faze, tvofend pufrem o znamém pH a iontov¢ sile prochazi kolonou s vlastnostmi,
shodnymi s pufrem. Vzorek je poté vstfikovan na iontovy vyménny obal (nebo vaznou
fazi) za podminek, které umoznuji reversibilni, nedenaturac¢ni vazbu proteinu nebo peptidu,
o ktery se zajimame (Henry, 1998).

Zakladnim vazebnim mechanismem reverse phase HPLC (RP-HPLC; chromatografie
na reverzni fazi) jsou hydrofobni interakce. Jako stacionarni faze je pouzivano kapaliny
zakotvené na pevném nosi¢i — silikagel, agarosa atd. Povrch téchto vysoce polarnich
hydrofilnich nosic¢ii je chemicky upraven a je na ném zakotvena stacionarni féze.
V ptipadé, ze je stacionarni faze nepolarni a jako mobilni faze jsou pouzivany vzorky
proteint v polarnim rozpoustédle, mluvime o reverzni fazi ¢i chromatografii reverzni faze
(RP- HPLC) (Corran, 1998). Prvni pokusy o pouziti RP-HPLC pro separaci proteina
a peptidd byly zaméfeny na malé molekuly. Srozvojem HPLC a narlGstem z4jmu
o pramyslové vyuziti RP-HPLC doSlo i k narGstu vyuzivani v biotechnologiich
a proteomice (Chmelik, 2005). RP-HPLC je dnes vyuzivana rovnéz pro purifikaci PI napt.
u slunecnice (Regente et de la Canal, 2000). Pouziti u PI u brambor bylo popsano
u inhibitoru karboxypeptiddzy (Bronsoms et al., 2003) a u inhibitoru cysteinovych protedz
(Krizaj et al., 1993). Déle bylo popsano pouziti této metody u inhibitoru patficimu ke

skupiné potato inhibitor I, nalezenému u dyn¢ (Christeller ef al., 1998).
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3. Cile prace

1. Nalézt vhodnou metodu HPLC pro detekci a identifikaci inhibitort proteaz (PI's) ve

§t’aveé z hliz bramboru.

2. Stanovit chromatografické profily v oblasti inhibitorti proteaz (PI's) u vybranych

odrid bramboru pomoci metody HPLC.

3. Ovéfit moznost vyuziti metod HPLC pro detekci a identifikaci inhibitord protedz

(PI's) v priimyslovée ziskané st’ave z hliz bramboru.

Tato prace je zaméfena na moznost vyuziti metod HPLC pro detekci a identifikaci
inhibitorti protedz (PI's) ve $tavé z hliz bramboru. Cela prace je rozd€lena do 3 ¢asti.
V prvni ¢asti je potieba nalézt takovou metodu HPLC, kterd by byla vyuzitelna k detekci
a identifikaci PI's, a potvrdit jeji vhodnost pomoci komer¢né dostupnych standardd.
V druhé ¢asti budou pomoci vybrané metody HPLC ziskdny chromatografické profily
vybranych odriid bramboru. Tyto chromatografické profily budou zahrnovat reten¢ni Casy
jednotlivych skupin PI’s a jejich procentické zastoupeni v celkovém obsahu PI's ve stave
z hliz bramboru. Zjisténé vysledky budou statisticky vyhodnoceny. V posledni ¢asti bude
ovéfena moznost vyuziti metod HPLC pro identifikaci a detekci PI's ve §téavé zhliz

bramboru, ktera vznika jako odpad pfi primyslovém ziskévani Skrobu.
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4. Material a metody

4. 1. Material pro analyzy

Analyzy byly provadény na dvou typech materidlu — hlizové S§téave ziskané
z individudlnich hliz analyzovanych odriid a hlizové §taveé ze Skrobarenského provozu.
Analyzy byly provadény na celkem 17 vzorcich registrovanych odrid brambor.
Analyzovany material byl ziskdn vramci pripravy katalogu biochemickych
a molekularnich markerd odrid brambor, uloZeném na Biotechnologickém centru
Zemédelské fakulty JihoCeské univerzity. Konkrétné se jednalo o odridy: Amylex,
Delikat, Ditta, Fambo, Futura, Innovator, Kariera, Katka, Korneta, Livera, Marena, Satina,
Sinora, Tomensa, Vineta, Vivaldi a Vladan. DalSim analyzovanym materialem byla
prumyslové ziskana hlizova Stava.
Jako standardy byly pouZzity komeréné pfipravené inhibitory proteaz od
firmy Merck. Konkrétné se jednalo o Chymotrypsin Inhibitor I, Potato (katalogové Cislo
217359) a Carboxypeptidase Inhibitor, Potato (katalogové ¢islo 230906).

4.1.1. Popis vybranych odrid

Pivod, rok uvolnéni pro péstovani a rodicovské komponenty dané odridy jsou
uvedeny v tabulce 3. Ze 17 odrad pochazi po 5 odriidach z Nizozemi, Spolkové republiky
Némecko a Ceské republiky. Skupina je dile doplnéna po 1 odridé zRakouska a
Slovenské republiky. Rozmezi let, kdy byly tyto odriidy zafazeny na seznam povolenych
odrtd, se pohybuje mezi lety 1989 (odriida Ditta a Tomensa) a 2004 (odrida Kariera).
Z rodiCovskych komponent je nejCastéji zastoupena odriida Agria, celkem u 2 odrid:
Futura a Sinora.

Na zéklad¢ porovnani rodokmenl byla zjiSténa jistd podobnost mezi vybranymi
odridami. Budeme-li sledovat jejich piivod az do 5. generace ptedkil, zjistime, Ze
u 7 odrid se vyskytuje v rodokmenu stejny predek: odriida Saskia. Konkrétné se jedna
o odrtidy Delikat, Fambo, Innovator, Korneta, Vladan, Vineta a Vivaldi. U dalSich 4 odrud,
odrida Amylex, Korneta, Vineta a Vivaldi, je v rodokmenu spolecnym ptedkem odrida

Aquila. Odridy Tomensa, Sinora a Vladan maji v rodokmenu odridu Mittelfruhe. Dal$im
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spolecnym pfedkem u odrid Ditta, Marena a Sinora je odrida Quarta. Odridy Sinora,
Satina, Marena a Livera jsou spifiznény pies predka odridu Clivia. Odrida Katka ma
spole¢né predky, odridy Majestic a Jubel, s odridami Vivaldi Korneta, Futura a Fambo.
Pouze odrida Kariera nema v celém rodokmenu jediného spole¢ného predka s zadnou

dals$i vybranou odradou. Rodokmeny jednotlivych odrid jsou uvedeny v piiloze.

Odrtda Zemé Rok Rodi¢ovské komponenty
puvodu
Amylex Cz 1994 ZVIKOV x HR 126/11-67
Delikat SRN 1995 KARLENA x 2-70.4154 N
Ditta AUT 1989 BINTJE x QUARTA
Fambo HOL 1985 OSTARA x PROVITA
Futura HOL 1998 AGRIA x MORENE
Innovator HOL 1999 SHEPODY x RZ 84 — 2580
Kariera Ccz 2004 BETTINA x KE.74
Katka Ccz 1998 KARIN x KE 509/28
Korneta Cz 1996 ADRETTA x KE 025/21
Livera SLK 1996 LU.74.417/102 DH x LH 168/77
Marena SRN 1995 1325/77/2620 x AGRIA
Satina SRN 1993 PUNTILA x H99/73
Sinora HOL 1999 AGRIA x AM 70-2166
Tomensa SRN 1989 ST 155 x TAIGA
Vineta SRN 1994 2-75.1349 N x SOLINA
Vivaldi HOL 1998 TS 77-148 x MONALISA
Vladan Cz 1998 ASSIA x AUSONIA

Tabulka €. 3: Zakladni udaje o vybranych odriadach.

4.1.2. Primyslové ziskana hlizova $t’ava

Primyslové ziskana hlizova §t'ava byla ziskana za ptispéni Ing. Jana Barty, Ph.D. Tato

prumyslové ziskana hlizova S§tava je vedlejSim produktem pii zpracovani hliz ve

Skrobarenském primyslu. Konkrétné se jednalo o hlizovou §tavu, ktera vznikla ze smési
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nekolika odrad v zavodé Lyckeby Amylex Horazd’ovice. Tato smés byla analyzovana

v roce 2006.

4.2. Pristrojové vybaveni

Pro analyzy byl pouzit kapalinovy chromatogram Finnigan SpectraSYSTEM Narrow-
bore HPLC (High Performance Liquid Chromatography) od firmy Thermo Separation
Products. Pfistroj je slozen z degasseru (Finnigan SpectraSYSTEM SCM1000 Solvent
Degasser), pumpy (Finnigan SpectraSYSTEM P4000 Quaternary Pump pump),
autosampleru (Finnigan SpectraSYSTEM AS3000 Autosampler), PDA detektoru
(Finnigan UV6000LP Photodiode Array Detector) a komunikacniho modulu SN 4000.
V tomto systému je byla pouZita nastiikovd smycky o objemu 10 pl. Jako ovladaci
a vyhodnocovaci program je pouzivan ChromQuest 3.0, dodany rovnéz firmou Thermo
Separation Products. Dale byla pouzita preparativni kolona PLRP-S/4000 A (10 pm,
250 x 4,6 mm, napli sorbentu polystyren/divinylbenzen) (Polymer Laboratories). Pro
ochranu kolony byla vyuzivana pfedklonka Guard Column PL (Polymeric) RP Micro Blue

(Michrom Resources, Inc.).

4. 3. Metody

4. 3. 1. Priprava standardi a vzorku pro analyzy

Standardy byly pfipraveny v koncentraci 1 mg a 0,5 mg standardu na 1 ml 0,1% TFA.
U vzorkidl jednotlivych odrid bramboru jsem pro analyzu vyuZzila hlizovou S$tavu
izolovanou z individudalnich hliz pfislusnych odrid. Omyté, zdravé a plné¢ vyzralé hlizy
byly zmrazeny v -80°C a po jejich rozmrznuti (pies noc, v laboratorni teploté¢) byla
extrahovana hlizova §tava (Sykorova et al., 2006). Hlizova Stava byla poskytnuta Ing.

Janem Bartou. Pro jednotlivé analyzy bylo vyuZzito po 5 ul jednotlivych roztokii.
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4. 3. 2. Metody pro analyzu vzorki

Na zéklad¢ studia odborné literatury bylo navrzeno a testovano celkem 5 odlisnych
metod, které byly oznaceny jako Inhibitory 1, Inhibitory 2, Inhibitory 3, Inhibitory 4
a Inhibitory 5.

4.3.2.1. Metoda Inhibitory 1

Tato metoda vychazela z metody autori Regente et Canal (2000). Zékladem byl
nasledujici linedrni gradient: 0-10 min., 0.1% TFA; 10 — 50 min., 0-50 % acetonitrilu
v 0,1% TFA; 50 — 55 min., 50 — 100 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 55 — 57 min., 100 %
acetonitrilu; 57 — 60 min., 100 — 0 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 60 - 75 min., 100 % 0,1%
TFA. Pratok byl 1 ml/min. Vzhledem k vyS$§i molekulové hmotnosti inhibitorG proteaz
byla tato metoda modifikovana , a to prodlouzenim ¢ast jednotlivych fazi. Vysledkem byl
potom nasledujici linearni gradent: 0-10 min., 0.1% TFA; 10 — 61 min,. 0-50 %
acetonitrilu v 0,1% TFA; 61 — 65 min., 50 — 100 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 65 — 67 min.,
100 % acetonitrilu; 67 — 70 min., 100 — 0 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 70-85 min., 100 %
0,1%TFA; 85 — 100 min., 4% methanolu a 96 % Milipore H>O. Rychlost pritoku kolonou

zlstala na 1 ml/min., od 85 minuty pak doslo ke snizeni na 0,4 ml/min. Zavérecna faze od
85. minuty byla pfidana kvili promyti kolony pfed néstfikem nového vzorku. Jednotlivé

slozky smési byly detekovany pti 254 a 280 nm.

4.3.2.2. Metoda Inhibitory 2

Zakladem této metody byla upravena metoda dle Konarev et al. (2000). Pivodni
linearni gradient, 0 - 60% acetonitril v 0,1% TFA, byl zménén nasledujicim zplisobem:
0 — 70 min., 0-60 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 70 — 90 min., 60 — 0 % acetonitrilu v 0,1%
TFA. Pratok byl nastaven na rychlost 1 ml/min. Detekce probihala ptfi vinovych délkach
254 a 280 nm.
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4.3.2.3. Metoda Inhibitory 3

Metoda dle Regente et Canal (2000), popsana v metod¢ Inhibitory 1, byla
modifikovana do nasledujiciho protokolu: 0 — 10 min., 0,1% TFA; 10 — 15 min., 0 -15 %
acetonitrilu v 0,1% TFA; 15 — 75 min,. 15 — 45 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 75 — 80 min.,
45 — 100 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 80 — 82 min., 100 % acetonitrilu; 82 — 85 min.,
100 — 0 % acetonitrilu v 0,1% TFA; 85 — 95 min., 0,1% TFA; 95 — 110 min. 4 %
methanolu a 96 % Milipore H>O. Rychlost pritoku byla 1 ml / min. Od 95. minuty byla

tato rychlost sniZzena na 0,4 ml/min. Monitorovani probihalo pfi vlnovych délkach 254

a 280 nm.

4.3.2.4. Metoda Inhibitory 4

Nejprve byla pouzita metoda dle Bronsoms et al. (2003). Zakladem této metody je
linearni gradient, kdy se v podstaté¢ jednd o 20 - 40% podil acetonitrilu v 0,1% TFA,
kterého ma byt dosazeno ve 30. minuté. I tato metoda byla nasledné upravena. Upraveny
linearni gradient byl: 0 — 60 min., 0,1% TFA; 60 - 61 min., 25 — 75 % acetonitrilu v 0,1%
TFA; 62 min., 0,1% TFA; 70 min. - 100 min., 4 % methanolu a 96 % Milipore H>O.
Rychlost pritoku byla v obdobi do 0 do 70 min. 1 ml/min. a v obdobi od 70 do 100 min.
0,4 ml/min. Méfeni probihalo pii vinovych dalkach 245 a 280 nm.

4.3.2.5. Metoda Inhibitory 5

U této metody se vychdzelo z upravené metody Inhibitory 3. Vysledkem uprav byl
tento linearni gradient: 0 - 10 min., 100% 0,1% TFA; 10 - 10,5 min., 0 - 12% acetonitril
v 0,1% TFA; 10,5 - 11 min., 12 - 27% acetonitril v 0,1% TFA; 11 - 90 min., 100%
0,1% TFA; 90 - 90.5 min., 0 - 27% acetonitril v 0,1% TFA; 90,5 - 91 min., 27 - 39%
acetonitril v 0,1% TFA, 91 - 100 min., 100% acetonitril; 100 - 110 min., 4% methanol
a 96 % Milipore H>O. Pritokova rychlost byla nastavena na 1 ml/ min., mezi 100.

a 110. minutou na 0,4 ml/min. Monitorovani probihalo pfi vinovych délkach 245 a 280 nm.
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4.3.2.6. Porovnani metodik

Na zéklad¢ ziskanych chromatogram byly vybrany nejvhodnéjs$i metody pro analyzu

inhibitord protedz u brambor ze vzorka hlizové stavy.

4.3.3. Ziskani chromatogrami jednotlivych odriad

Nasledn¢ byla provedena analyza celkem 17 odrid z katalogu odrad
Biotechnologického centra Zeméddlské fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych
Budéjovicich. Ziskané chromatografické profily jednotlivych odriid byly statisticky
vyhodnoceny pomoci anyalyzy variance (ANOVA) s néslednym testem rozdilii praméri
(LSD test). Pro zjisténi rozdili mezi procentickymi obsahy PI’'s v zavislosti na vybrané

metod¢ detekce byl pouzit parovy t - test.

4. 3. 4. Analyza priumyslové ziskané $t’avy z hliz bramboru

Vzorky primyslové ziskané §tavy z hliz bramboru byly analyzovany pomoci metod
Inhibitory 1, Inhibitory 3 a Inhibitory 5, které byly navrZzeny na zékladé¢ vysledkil

ziskanych pfi analyze individudlnich odrid. Ziskané chromatogramy byly hodnoceny

z hlediska vyuzitelnosti téchto metod pro stanoveni mnozstvi inhibitort.
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5. Vysledky

5.1. Vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych metod HPLC pro detekci a identifikaci

PI's pomoci standardu

V odborné literatuie byly postupné vyhledany celkem 3 rizné metodiky pro detekci
inhibitord protedz (PI's) pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).
Z téchto metodik byly néasledné vytvofeny metody, oznacené Inhibitory 1, Inhibitory 2
a Inhibitory 4. Nasledné byly Upravou metody Inhibitory 1 vytvoreny dalsi 2 metody,
oznacené jako Inhibitory 3 a Inhibitory 5. Protoze nalezené metodiky nebyly primarné
uréeny pro detekci PI's z hliz bramboru, bylo nutné nejprve provést vyhodnoceni jejich
vhodnosti pro detekci téchto PI’s. Toto vyhodnoceni bylo provedeno na zékladé
vyhodnoceni chromatogramti pro specifické standardy. Témito standardy byly
Chymotrypsin Inhibitor I, Potato (katalogové ¢islo 217359) a Carboxypeptidase Inhibitor,
Potato (katalogové ¢islo 230906) od firmy Merck.

5.1.1. Metoda Inhibitory 1

Prvnim analyzovanym standardem byl Chymotrypsin Inhibitor I, Potato (Merck).
Prvni zkoumanou metodou byla metoda Inhibitory 1. Vysledny chromatogram vykazoval
1 pik s retencnim Casem 59,525 minuty. Retencni ¢as pouzitého standardu Chymotrypsin
Inhibitor I, Potato (Merck) byl potvrzen opakovanymi analyzami. Odecet retencniho Casu
byl komplikovan skute¢nosti, Ze piky v urcitych ptipadech neostry vrchol. Dalsi problém
pfedstavovalo zna¢né kolisavé pozadi, které¢ Casto zasahovalo i1 do piku detekovanych latek
(viz. chromatogram ¢. 1). Vzhledem k tomu, Ze pfi¢in kolisavého pozadi mize byt cela
fada véetn¢ chyb detektoru, pouzitého gradientu ¢i bublinami v mobilni fazi, nepodafilo se
jej zcela odstranit. Toto pozadi by mohlo zptsobovat potize pfi celkové analyze PI's ze
Stavy z hlizy bramboru.

Metoda Inhibitory 1 byla déle testovana pomoci analyz standardu Carboxypeptidase
Inhibitor, Potato (Merck). Metoda Inhibitory 1 byla opét vyhodnocena jako vhodna. Na
chromatografu byly zfeteln¢ odliSitelné dva piky. Prvni pik mél reten¢ni ¢as 37,043 minuty
a druhy pik mél retencni pik 80, 150 minut. Tento druhy pik se jiz vyskytoval v oblasti

chromatogramu, ktery odpovidd dobé, kdy u této metody dochazi k vymyvani rezidui.
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Proto byl jako retencni Cas pro Carboxypeptidase Inhibitor, Potato (Merck) urcen retencni
¢as 37,043 minuty. Tento ¢as byl potvrzen opakovanymi analyzami. Metoda Inhibitory 1
vykazovala dobrou opakovatelnost. Ve vSech ptfipadech byly stanoveny téméi totozné

retenéni Casy pro pouzité standardy.
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Chromatogram ¢. 1: Standard Chymotrypsin Inhibitor I, Potato (Merck)
analyzovany metodou Inhibitory 1. V oblasti 59. minuty je pik pro Chymotrypsin
Inhibitor I.

ProtoZze metoda Inhibitory 1 poskytovala relativné¢ dobry odecet retencnich cast
u obou testovanych standardd, byla tato metoda pouzita jako zaklad pro upravené metody

Inhibitory 3 a Inhibitory 5. K tpravé bylo piistoupeno pro odstranéni rusivého pozadi.

5.1.2. Metoda Inhibitory 2

Dalsi metodou, ktera byla testovana pro moznost vyuziti k analyze PI’s, byla metoda
Inhibitory 2. Tato metoda byla ptivodné vyvinuta pro analyzu PI’s ze semen slunecnice.
V ptipad¢é pouziti plvodni nemodifikované metody se nepodatilo detekovat standard
Chymotrypsin Inhibitor I (Merck). Po modifikaci metody se v 60. minuté objevil pik pro
prislusny inhibitor. Problém vSak predstavovala nedostatend moznost ptresného odectu
retenéniho Casu. Vzhledem ke narGstajicimu rusivému pozadi béhem analyzy nebyla tato
metoda shleddna jako dostatené¢ vhodna. Pii opakovanych analyzach standardu
Carboxypeptidase Inhibitor (Merck) se tato metoda chovala, jako by byla analyzovana
smes inhibitori a nikoliv pouze standard. V chromatogramu se vyskytovaly piky
v retencnim Case 12., 15., 20., 35., 42., 56., a 67. minuté. Vzhledem k tomu, ze pfi

analyzach obou standardii nebyl ani v jednom piipadé zachycen pik pro dany inhibitor,
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ktery by umoznoval dostatecné presny odecCet retencniho Casu, byla tato metoda z dalSich

pokust vyloucena jako nevhodna.

5.1.3. Metoda Inhibitory 3

Tato metoda vznikla jako modifikace metody Inhibitory 1. Celkem byly provedeny
dvé modifikace. V kapitole Materidl a metody je uvedena jiz finalni Uprava metody
Inhibitory 3.

Pii analyzach Chymotrypsin Inhibitoru I (Merck) byl v ptipad¢ prvnotni modifikace
detekovan jeden pik. Retencni ¢as tohoto piku byl 83,795 minuty, coz odpovida dobé&, kdy
u této metody dochdzelo jiz k vymyvani rezidui zkolony. Po druhé modifikaci se
v chromatogramu objevovaly celkem dva piky, jeden pik na misté piku ptivodniho v Case
83,795 minuty a druhy pik s retenénim casem 59,320 minut. Reten¢ni ¢as druhého piku
odpovida retenénimu casu pro Chymotrypsin Inhibitor I (Merck), zjiSténému pomoci
metody Inhibitory 1.

V ptipad¢ analyz standardu Carboxypeptidase Inhibitoru I (Merck) méla tato metoda
podobné nedostatky jako metoda Inhibitory 2. Ackoliv byl detekovan standard, tj.
jednotliva latka, chovala se tato metoda, jako by byla detekovana smés. Vysledkem pak byl
chromatogram zachycujici celou fadu pikli v riiznych reten¢nich ¢asech (viz chromatogram
¢. 2). Navic se voné Skale retencnich Casti nevyskytl ani jeden zretenCnich casi
Carboxypeptidase Inhibitoru (Merck), ur€enych pomoci metody Inhibitory 1. Tento jev je

zpisoben odlisSnym gradientem jednotlivych elu¢nich pufra.
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Chromatogram ¢. 2: Detekce standardu Carboxypeptidase Inhibitoru I (Merck)

metodou Inhibitory 3. Piky se vyskytuji po celé délce chromatogramu.
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5.1.4. Metoda Inhibitory 4

V ptipad¢ vyuziti této metody pro analyzu standardu Chymotrypsin Inhibitor I (Merck)
nedoslo k zachyceni zadného piku. Pfi¢ina mtze byt v primarnim zaméteni této metody,
ktera byla pivodné urcena pro detekci inhibitoru karboxypeptiddzy. Pti pouziti metody
Inhibitory 4 na standard Carboxypeptidase Inhibitoru (Merck), byly na vysledném
chromatogramu zaznamenany dva piky (viz chromatogram ¢. 3). Prvni pik s reten¢nim
casem 3,265 minut odpovida dobé, kdy dochazi k vyplaveni zbytkd promyvaciho pufru
z kolony. Druhy pik mél retenéni cas 64,617 minut a urCuje tedy retencni cas
Carboxypeptidase Inhibitoru v ptipad¢ pouZiti této metody.

Vzhledem k tomu, ze metoda Inhibitory 4 dokéze detekovat pouze Carboxypeptidase
Inhibitor I a druhy standard se touto metodou detekovat nepodatilo, byla tato metoda

z dalsich analyz vyloucena jako nevhodna.
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Chromatogram ¢. 3: Vzorek $tavy z hlizy bramboru analyzovany metodou
Inhibitory 4.Ve 3,265 minuté je pik rezidui promyvaciho pufru. Pik v 64,617 minuté je
pik detekujici Carboxypeptidase Inhibitor I.

5.1.5. Metoda Inhibitory 5

Tato metoda vznikla jako modifikace metody Inhibitory 3 a jejim zédkladem tedy byla
metoda Inhibitory 1. Chromatografické profily, ziskané analyzou standardu Chymotrypsin
Inhibitoru I (Merck), vykazovaly jeden pik sretencnim casem 60,125 minuty. Tento

retencni Cas je velmi blizky reten¢nimu Casu pro stejny standard, ktery byl ziskdn pfi
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vyuziti metody Inhibitory 1. Drobna odchylka je zpiisobena zménou pocatecni rychlosti
nariistu koncentrace eluc¢nich pufri.

Chromatogramy pro standard Carboxypeptidase Inhibitor (Merck) vykazovaly celkem
tii piky (viz chromatogram ¢. 4) Jeden znich se vyskytoval vretenénim Case
60,405 minuty a jedna se pravdépodobné o reziduum elu¢niho pufru. Dalsi dva piky se
vyskytovaly v reten¢nich Casech velmi blizkych sobé. Konkrétné se jednalo o ¢asy 36,978
a 37,048 minuty. Oba retencni casy se téméf shoduji sretenénim cCasem pro
Carboxypeptidase Inhibitor (Merck), ktery byl ziskdn pii analyze stejného standardu
pomoci metody Inhibitory 1.
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Chromatogram ¢. 4: Standard Carboxypeptidase Inhibitoru I detekovany
metodou Inhibitory 5. V oblasti 36. a 37. minuty jsou zobrazeny piky Carboxypeptidase

Inhibitoru I.. Pik v 60. minuté odpovida reziduum elu¢niho pufiru.

5.1.6. Porovnani jednotlivych metod HPLC a vybér nejvhodnéjsi metody pro

dalsi analyzu.

Vysledky analyz standardl jednotlivymi metodami byly nasledné porovnany. Jako
porovnavaci kritéria byla zvolena: moznost pfesného odectu retencniho Casu, ostrost
vrcholu piku, schopnost detekovat oba pouzité standardy a velikost rusivého pozadi. Na
zéaklad¢ téchto kritérii byly jako nejvhodné€jsi metody pro dalsi analyzy jednotlivych odrid
a prumyslové ziskané $tavy z hliz bramboru vybrany metody Inhibitory 1 a Inhibitory 5.
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5. 2. Ziskani chromatografickych profilii jednotlivych odrud z katalogu odrud

Nésledn¢ byly ziskdny chromatografické profily u 17 odrid z katalogu odrad,
ulozeného v Biotechnologickém centru Zemédé¢lské fakulty Jihoceské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. Jmenovité se jednalo o odriidy: Amylex, Delikat, Ditta, Fambo,
Futura, Innovator, Kariera, Katka, Korneta, Livera, Marena, Satina, Sinora, Tomensa,
Vineta, Vivaldi a Vladan. Ziskané chromatografické profily byly porovnany a byly zjiStény
odli$nosti mezi jednotlivymi odridami.

Pro analyzy stav ziskanych z hliz jednotlivych odriid byly pouzity metody Inhibitory 1
a Inhibitory 5. U kazdé metody bylo provedeno 7 opakovani. Vzhledem k tomu, ze ke
stanoveni optimalni metody pro detekci PI's byly jako standardy pouzity inhibitory
s nejmensi a nejvétsi molekulovou hmotnosti, lze ocekavat, Ze se retencni Casy
jednotlivych skupin inhibitor protedz budou nachézet v oblasti mezi reten¢nimi Casy
téchto standardl. Konkrétné se jedna o oblast mezi 37. a 60. minutou. U vSech ziskanych
chromatogramli se v této oblasti nalézalo celkem 7 skupin pikli, coZz odpovidalo
jednotlivym skupinam PI’s. Navic se zde nachazel jeden pik ve 22. minuté. Tento pik tvofi
pravdépodobné skupina ostatnich proteinti, které by mohly vykazovat nizkou afinitu
k sorbentu pouzité kolony.

Na zaklad€ porovndni 7 chromatogramii jednotlivych odrid byly zjistény primeérné
reten¢ni ¢asy PI’s u dané odrtid a zaroven procenticky podil jednotlivych skupin inhibitorii
protedz, a to zvIast’ pro pouzité metody Inhibitory 1 a Inhibitory 5.

Primémé retencni Casy pro 17 odrad brambor jsou uvedeny v tabulce 4 (metoda
Inhibitory 1) a tabulce 6 (metoda Inhibitory 5). Retencni ¢as 1 je urCen pro inhibitor
karboxypeptidazy (PCI), retencni ¢as 2 pak pro skupinu inhibitord aspartatovych proteaz
(PAPI). Retencni cas 3 odpovida skupin€ inhibitort proteaz Kunitzova typu (PKPI). Potato
inhibitor — 2 (PI-2) ma retencni Cas oznaceny jako Retenc¢ni Cas 4. Reten¢ni ¢as 5 zahrnuje
skupinu inhibitorti cysteinovych proteaz (PCPI). Skupina ostatnich inhibitor serinovych
proteaz (OSPI) odpovidd svou molekulovou hmotnosti retenénimu casu 6. Nejvyssi
molekulovou hmotnost a soucasné nejvyssi pocet podjednotek se nachazi u potato
inhibitoru 1 (PI-1). Vzhledem k tomu, Zze standard Chymotrypsin Inhibitor I je z této
skupiny, odpovida retencni ¢as 7 potato inhibitoru 1 (PI-1).

Procenticky podil jednotlivych skupin inhibitor protedz byl stanoven na zakladé

vypoctu, ktery provedl vyhodnocovaci software ChromQuest 3.0 (Thermo Separation
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Products). Tyto procentické podily jsou uvedeny v tabulce 8 (metoda Inhibitory 1)
a tabulce 10 (metoda Inhibitory 5). Absolutni obsah jednotlivych inhibitord protedz nemohl
byt stanoven. Divodem je skutecnost, ze byly dostupné pouze 2 standardy inhibitori
prtoedz, a to Carboxypeptidase Inhibitoru (Merck) a Chymotrypsin Inhibitoru I (Merck).
Pro ostatni skupiny PI's nejsou tyto standardy dostupné a nelze tedy provést piepocet
procentického podilu na absolutni mnozstvi jednotlivych inhibitord ve S§tavé hliz

bramboru.

5.2.1. Stanoveni reten¢nich ¢asti metodou Inhibitory 1

V pocateni fazi metody byl zobrazen pik ve 22. minuté. Tento pik s nejvetsi
pravdépodobnosti odpovida skupiné tzv. ostatnich proteinti, nachdzejicich se ve §tave hlizy
bramboru. Divodem muze byt, ze nckteré proteiny ztéto skupiny mohou vykazovat
alespoit minimalni afinitu k danému sorbentu kolony.

U reten¢nich Cast pro inhibitor karboxypeptidazy se vyskytuje rozpéti retencnich cast
mezi 37,003 minuty (odrida Innovator) a 37,454 minuty (odrida Kariera). Reten¢ni Casy
2, tj. retencni Casy pro PAPI, se pohybovaly mezi 49,454 minutou (odrida Innnovator)
a 49,694 minutou (odrida Kariera). Rozmezi reten¢nich ¢asi pro skupinu PKPI je

ohrani¢eno 52,224 minutou (odrida Innovator) a 52,291 minutou (odrida Korneta).

L4
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minuté. V chromatogramech odridy Kariera se nachézel pik snejvyssi hodnotou
retenéniho Casu pro PI — 2, konkrétné 55,567 minuty. Skupina ostatnich inhibitord
serinovych proteaz (OSPI) vykazovala u jednotlivych odrid retencni ¢asy mezi 57,149
minuty (odriida Tomensa) a 57,173 minuty (odrida Vineta). Retencni ¢asy posledniho
piku, odpovidajicimu PI — 1, se pohybovaly kolem 59,5 minuty. Nejkratsi retencni Cas
59,452 minuty byl nalezen u odridy Innovator, nejdelsi pak s hodnotou 59,634 minuty
u odrady Kariera.

Innovator, u které byly zaznamendny 4 piky s absolutné nejkrat§imi primérnymi
retencnimi Casy. Naopak za odridu s nejvy$simi hodnotami retencnich Cast lze oznacit

odridu Kariera s 5 piky s absolutné nejdelSimi reten¢nimi Casy.
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. Retencni | Retencni | Retenéni | Retencni | Retencni | Retencni | Retencni
Odruda Cas 1 Cas 2 Cas 3 Cas 4 cas 5 cas 6 cas 7
Amylex 37,145 49, 647 52,238 54,054 55,486 57,163 59,605
Delikat 37,075 49,607 52,236 54,022 55,474 57,154 59,587

Ditta 37,085 49,598 52,251 54,035 55,487 57,170 59,537
Fambo 37,125 49,654 52,243 54,061 55,490 57,166 59,541
Futura 37,099 49,666 52,287 54,039 55,483 57,158 59,555

Innovator | 37,003 49,454 52,224 54,019 55,472 57,147 59,452
Kariera 37,454 49,694 52,241 54,078 55,567 57,168 59,634
Katka 37,124 49,608 52,266 54,029 55,523 57,160 59,614
Korneta 37,111 49,621 52,291 54,044 55,491 57,159 59,518
Livera 37,136 49,691 52,256 54,026 55,511 57,154 59,504
Marena 37,198 49,638 52,228 54,057 55,506 57,159 59,497

Satina 37,078 49,672 52,264 54,016 55,498 57,164 59,513

Sinora 37,156 49,639 52,248 54,053 55,561 57,157 59,520
Tomensa 37,178 49,624 52,251 54,051 55,474 57,149 59,526
Vineta 37,196 49,650 52,234 54,048 55,483 57,173 59,529
Vivaldi 37,134 49,602 52,242 54,041 55,462 57,152 59,581
Vladan 37,158 49,643 52,249 54,050 55,489 57,151 59,534

Tab. 4 Primérné reten¢ni Casy u jednotlivych odrid, stanovené metodou Inhibitory 1.

Ziskané retencni Casy byly statisticky vyhodnoceny pomoci metody ANOVA.

U jednotlivych skupin PI’s byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

odridami.Hodnoty testovacich kritérii F a p pro jednotlivé skupiny PI’'s jsou uvedeny

v tabulce 5. Nejvétsi rozdily mezi odridami byly zjistény u retencnich ¢ast pro inhibitor

karboxypeptidazy. Nejméné odlisné jsou retenéni Casy pro skupinu inhibitori PI — 2.

Nasledny test rozdili pramért (LSD test) urcil jako odriidu, kterd je nejméné podobna

odstatnim odridu Kariera, u které byly prokdzdny vyznamné rozdily vici ostatnim

odridam u vsech skupin PI’s.
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Reten¢ni | Retenéni | Retencni | Retenéni | Retenéni | Retencni | Retenéni
cas 1 ¢as 2 ¢as 3 Cas 4 cas 5 cas 6 Cas 7
F 493,37 25,66 12,84 8,79 35,35 295,38 163,83
p< 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab. 5 Zjisténé hodnoty testovacich kritérii metody ANOVA pro retencni Casy stanovené

metodou Inhibitory 1.

5.2.2. Stanoveni reten¢nich ¢asti metodou Inhibitory 5

Pfi stanoveni retenCnich casti metodou Inhibitory 5 doSlo k mirnému posunu
reten¢nich ¢ast jednotlivych skupin inhibitorti proteaz ve srovnani s metodou Inhibitory 1.
Tento posun je diisledkem pomalejSiho nartastu koncentrace elu¢niho pufru v pocatecni
fazi metody, a tudiz rovnéz celkového prodlouzeni doby trvani této metody. Retencni Casy
jednotlivych skupin PI’s jsou uvedeny v tabulce 6.

I tato metoda vykazuje pik v pocateéni fazi, konkrétné ve 23. minuté, ktery
pravdépodobné oznacuje skupinu ostatnich proteinit ve $taveé hlizy bramboru. Primérné
retencni Casy pro jednotlivé skupiny inhibitorti protedz jsou vypsany v tabulce 5. Reten¢ni
¢asy pro inhibitor karboxypeptidazy se nachazi v rozptylu mezi 37,196 minuty (odriida
pro PAPI byl popsan u odridy Innovator, konkrétn¢ 49,873 minuty. Odridou s nejvyssi
hodnotou primérného retenéniho Casu pro tuto skupinu inhibitorli pfedstavuje odrida
Vivaldi, kde se pik objevoval v primémém retencnim case 50,012 minuty. Primérné
retencni Casy pro skupinu PKPI se pohybuji v rozmezi 52,791 minuty (odrtida Innovator)
primérného retencniho ¢asu 54,705 minuty u odridy Delikat. Nejdelsi primérny retencni
cas 54,759 minuty se poté vyskytoval u odridy Kariera. Dolni hranici primérnych
retenénich c¢asti pro skupinu inhibitori PCPI piedstavoval primérny retencni cas
56,114 minuty, odpovidajici odrad¢ Katka. Horni hranici poté predstavuje odriida Vladan
s hodnotou primérného retencniho ¢asu 56,139 minuty. Odriida Innovator méla s hodnotou
inhibitorti serinovych protedz (OSPI). Odriidu s nejvyssi hodnotou primérného reten¢niho
Casu pro tuto skupinu piredstavovala odrida Vladan s hodnotou 59,027 minuty. Posledni
pik, odpovidajici PI-1, m¢l hodnoty retencnich Casi v rozmezi mezi 60,433 minuty

u odridy Futura a 60,547 minuty u odridy Vladan.
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stanoveny nejniz§i primérné retencni Casy pro celkem 3 skupiny inhibitorii protedz.
Nejvyssi retencni ¢asy méa odrida Vladan nejvys$§imi primérnymi retencnimi ¢asy pro

3 skupiny inhibitori proteaz.

Retencni | Retencni | Retenéni | Retenéni | Retencni | Retenéni | Retencni
Odrada
Cas 1 ¢as 2 cas 3 ¢as 4 éas 5 ¢as 6 cas 7

Amylex | 37,363 49,987 52,823 54,743 56,125 59,012 60,507

Delikat 37,267 | 49,995 52,811 54,705 56,117 59,006 60,523

Ditta 37,294 | 49,876 52,804 54,724 56,126 59,016 60,496

Fambo 37,304 | 49,881 52,812 54,747 56,128 59,019 60,487

Futura 37,309 | 49,913 52,819 54,768 56,137 59,024 60,433

Innovator | 37,214 | 49,873 52,791 54,748 56,119 58,997 60,517

Kariera 37,633 | 49,917 52,826 54,759 56,127 59,009 60,521

Katka 37,346 | 49,921 52,823 54,742 56,114 59,014 60,514

Korneta | 37,307 | 49,934 52,809 54,753 56,121 59,01 60,512

Livera 37,324 | 50,007 52,832 54,749 56,118 59,004 60,497

Marena | 37,395 | 49,963 52,83 54,756 56,124 59,013 60,493

Satina 37,276 | 49,899 52,822 54,729 56,113 58,999 60,514

Sinora 37,362 | 49.941 52,814 54,749 56,129 59,019 60,501

Tomensa | 37,385 | 49,983 52,82 54,752 56,136 59,024 60,503

Vineta 37,196 | 49,977 52,817 54,743 56,13 59,018 60,521

Vivaldi 37,339 | 50,012 52,808 54,746 56,132 59,02 60,519

Vladan 37,347 | 49,988 52,815 54,757 56,139 59,027 60,547

Tab. 6 Primérné retencni Casy u jednotlivych odrid , stanovené metodou Inhibitory 5.

Po vyhodnoceni ziskanych retencnich Casti pomoci metody ANOVA byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily v retenCnich casech jednotlivych skupin PI's mezi
sledovanymi odriidami. V tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty testovacich kritérii F a p pro
jednotlivé skupiny PI’s. Nejvétsi rozdily v retencnich Casech se vyskytuji v ptipadé

retenéniho Casu skupinu ,,ostatnich inhibitorti serinovych proteaz (OSPI)“. Skupinou
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inhibitort, ve které byly zjistény nejmensi rozdily mezi jednotlivymi odridami, je skupina

inhibitort Kunitzova typu (PKPI). LSD test stanovil 1 v tomto pfipad¢ nejvice odliSnou

odrudou odrudu Kariera.

Retencni | Retencni | Reten¢ni | Retencni | Retencni | Reten¢ni | RetenCni
Cas 1 Cas 2 Cas 3 Cas 4 cas 5 ¢as 6 Cas 7
F 66,78 29,64 18,30 26,87 23,97 194,34 142,65
p< 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab. 7 Zjisténé hodnoty testovacich kritérii metody ANOVA pro retencni Casy stanovené

pomoci metody Inhibitory 5.

5.2.3. Procenticky podil jednotlivych skupin inhibitori proteiz u metody
Inhibitory 1

Nejvyssi procentické zastoupeni mezi inhibitory ve S§tavé zhlizy bramboru ma
inhibitor PI-2. Tento podil byl vypocten na 44 %. Nejnizs$i podil PI-2 mezi inhibitory
proteaz byl nalezen u odriidy Satina, kterd obsahuje pouze 43,989 % PI-2. Odridou
s nejvyssim zastoupenim PI-2 je odrida Vladan se 44,602% podilem PI-2. Druhou
nejpocetnéjsi skupinou PI’s predstavuje skupina inhibitorti skupiny PCPI. Priimérny podil
této skupiny mezi PI's se pohybuje kolem 22 %. Nejvyssi podil 1ze nalézt u odridy Katka,
kterd obsahuje 22,909 % PCPI mezi PI's ve §tave z jejich hliz. Na opa¢ném konci stoji
odrida Fambo, kde skupina PCPI zaujima 22,348 % ze vSech PI’s. Tteti nejpocetngjsi
skupinu PI's tvoii PKPI. Analyzy prokazaly ptiblizn¢ 12% podil této skupiny na celkovém
mnozstvi PI's v §tave z hliz bramboru. Dolni hranice obsahu PKPI je 12,097 %, ktera byla
nalezena u odridy Livera. Horni hranici pak tvofi odriida Katka s 12,648% podilem PKPI.
Posledni skupinou PI's, piekracujici 10% podil, je skupina PAPI. Zde se rozmezi pohybuje
mezi 10,122 % u odrtidy Vladan a 10,567 % u odridy Sinora.

Dalsi tfi skupiny jsou jiz pod hranici 10% podilu z celkového obsahu PI's ve §taveé
z hliz bramboru. Zde nejvyssi podil zaujimad skupiny PI-1 s obsahem pfiblizné 4,5 %.
Nejnizsi obsah 4,216 % byl stanoven u odrudy Satina, nejvyssi 4,781 % pak u odridy
Korneta. Podil skupiny ostatnich inhibitord proteaz (OST) se pohybuje v rozmezi od
3,308 % (odrida Tomensa) do 4,956 % odriida Satina. NejmenSi procenticky podil
z celkového obsahu PI's ve §tavé bramboru lze pfisoudit inhibitoru PCI. Tento inhibitor

zaujima ptiblizné 1,5% podil. Nejmensi podil PCI je u odridy Vladan, konkrétné 1,02%.
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Odrtda Delikat s 1,781% podilem PCI ptedstavuje odriidu s nejvys§im podilem PCI mezi

nami vybranymi odridami.

Odrtda PI-2 PCPI PKPI PAPI PI-1 PCI OSPI
Amylex 44,259 22,696 12,214 10,421 4,601 1,62 3,9
Delikat 44,215 22,755 12,138 10,351 4,597 1,781 4,1
Ditta 44,156 22,863 12,361 10,416 4,416 1,694 3,956
Fambo 44,432 22,348 12,512 10,419 4,493 1,725 3,859
Futura 44,268 22,659 12,243 10,394 4,591 1,596 4,183

Innovator | 44,369 | 22,781 12,313 10,369 | 4,615 1,449 | 4,096

Kariera 44,598 22,875 12,569 10,256 | 4,429 1,366 3,7
Katka 44,478 22,909 12,648 10,241 4,329 1,2 4,159
Korneta 44,059 22,816 12,149 10,348 4,781 1,364 | 4,215
Livera 44,136 22,791 12,097 10,487 | 4,533 1,348 4,448
Marena 44,016 22,843 12,233 10,516 | 4,481 1,577 | 4,207
Satina 43,989 22,568 12,151 10,464 | 4,216 1,384 | 4,956
Sinora 44,223 22,769 12,306 10,567 | 4,319 1,121 4,652
Tomensa 44,75 22,815 12,297 10,396 4,42 1,563 3,308
Vineta 44,319 22,639 12,438 10,51 4,351 1,6 4,008
Vivaldi 44,681 22,865 12,248 10,453 4,372 1,597 3,586

Vladan 44,602 22,817 12,625 10,122 | 4,381 1,02 4,21

Tab. 8 Procentické podily jednotlivych skupin PI's u vybranych odrtid bramboru,

stanovené pomoci metody Inhibitory 1

Analyza zjisténych procentickych podilt jednotlivych skupin PI's metodou ANOVA
odhalila statisticky vyznamné rozdily mezi sledovanymi odridami. Zjist€éné hodnoty
testovacich kritérii F a p pro jednotlivé skupiny PI’s jsou uvedeny v tabulce 9. Nejvice
rozdili mezi jednotlivymi odrtidami se vyskytuje ve skupiné inhibitor potato inhibitor II
(PI — 2). Nejnizsi rozdily mezi sledovanymi odridami se vyskytuji u procentickych

vvvvvv

odruda Katka.
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PI-2 PCPI PKPI PAPI PI-1 PCI OSPI
F 2362,32 | 801,00 102,99 101,76 | 269,98 26,00 1357,66
p< 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab. 9 Zjisténé hodnoty testovacich kritérii metody ANOVA pro procentické obsahy

jednotlivych skupin PI’s stanovené pomoci metody Inhibitory 1.

5.2.4. Procenticky podil jednotlivych skupin inhibitori proteaz u metody
Inhibitory 5

Tato metoda potvrdila potadi jednotlivych skupin v zavislosti na jejich procentickém
zastoupeni. Soucasné byly ovétreny procentické podily téchto skupin na celkovém obsahu
PI's ve stavé z hlizy bramboru. V ptipadé konkrétnich procentickych podila u jednotlivych
skupin byly zaznamenany malé rozdily oproti procentickycm podilim zjisténym metodou
Inhibitory 1. Tyto rozdily mohou byt zpiisobeny horS§im odectem chromatografit pomoci
softwaru.U PI- 2 byl stanoven nejvy$s$i podil tohoto inhibitoru u odridy Tomensa
(44,658 %), nejnizsi pak u odridy Satina (44,016 %). U skupiny PCPI byl nejvyssi podil
nalezen opét u odridy Tomensa, konkrétné se jednalo o 22,912% podil. Odradou
s nejniz$im podilem PCPI je odriida Livera s podilem 22,35 %. Jako odriida s nejvysSim
podilem PKPI byla metodou Inhibitory 5 zjiSténa odrida Kariera s 12,607% podilem.
Nejnizsi podil PKPI byl zaznamendn u odridy Korneta s 12,013% podilem PKPI. Dalsi
skupinu PI's tvoti skupina PAPI. Tato skupina je nejméné zastoupena u odrudy Vladan,
u které byl spocten pouze 10,098% podil PAPI. Nejvyssi, tj. 10,641% podil PAPI, byl
spocten u odridy Marena. Podil PI-1 se pohybuje mezi 4,163 % u odriidy Satina po 4,79 %
u odridy Korneta. V ptipadé skupiny ostatnich inhibitorti (OST) ptedstavuje nejnizsi podil
3,208 % (odrida Tomensa). Na opaéném konci stoji odrida Livera se 4,623% podilem
ostatnich inhibitor protedz na celkovém podilu PI's ve S§tavé zhlizy bramboru.

cvwr

1,098 % (odrtda Sinora) po 1,609 % (odrida Delikat).
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Odrtda PI-2 PCPI PKPI PAPI PI-1 PCI OSPI
Amylex 44,267 | 22,546 | 12,325 | 10,561 4,565 1,515 4,01
Delikat 44,286 | 22,613 12,1 10,463 4,63 1,625 4,026
Ditta 44,241 | 22,891 | 12,519 | 10,537 4,453 1,758 3,597
Fambo 44,383 | 22,491 | 12,492 | 10,538 4,538 1,7 3,622
Futura 44,286 | 22,548 | 12,395 | 10,467 4,421 1,514 4,2
Innovator | 44,352 | 22,507 | 12,465 | 10,416 4,628 1,467 4,03
Kariera 44,486 | 22,837 | 12,607 | 10,312 4,536 1,378 3,741
Katka 44,456 | 22,691 | 12,592 | 10,269 4,452 1,263 4,081
Korneta | 44,169 | 22,638 | 12,013 10,517 4,79 1,432 4,291
Livera 44,201 22,35 12,151 10,491 4,562 1,357 4,623
Marena 44,259 | 22,296 | 12,305 | 10,641 4,503 1,6 4,29
Satina 44,016 | 22911 | 12,152 | 10,508 4,163 1,406 4,8
Sinora 44,264 | 22,843 12,46 10,603 4,264 1,098 4,351
Tomensa | 44,658 | 22,912 | 12,364 | 10,412 4,457 1,609 3,208
Vineta 44,325 | 22,649 | 12,523 10,493 4,386 1,587 3,891
Vivaldi 44,586 | 22,859 | 12,211 10,537 4,381 1,602 3,615
Vladan 44,524 | 22,591 | 12,564 | 10,098 4,418 1,107 4,59

Tab. 10 Procentické podily jednotlivych skupin PI's u vybranych odriid bramboru,

stanovené pomoci metody Inhibitory 5.

Metodou ANOVA byla stanovena testovaci kritéria F a p pro procentické podily
jednotlivych skupin PI's u sledovanych odrad (Tab. 11). I v tomto piiadé byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily v procentickych obsazich jednotlivych skupin PI's mezi
sledovanymi odridami. Podle téchto kritérii je skupinou inhibitorti s nejvétsimi
meziodrudovymi rozdily opé€t skupina inhibitord PI — 2. Nejmensi rozdily byly potom

stanoveny u skupiny PI — 1. LSD test stanovil odrtidu Kariera jako odriidu s nejvétSimi

rozdily.

PI-2 PCPI PKPI PAPI PI -1 PCI OSPI
F 3775,35 | 107242 58,83 125,19 26,17 35,30 258,61
p< 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tab. 11 Zjisténé hodnoty testovacich kritérii metody ANOVA pro procentické obsahy

jednotlivych skupin PI’s stanovené pomoci metody Inhibitory 5.
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Po provedeni parového t-testu nebyly v ptfipadé procentickych obsahli jednotlivych
skupin PI's zjiStény Zadné statistické rozdily mezi obéma pouZzitymi metodami. V tabulce
12 jsou uvedeny hodnoty testovacich kritérii pro jednoltivé skupiny PI's. Témito
testovacimi kritérii jsou u dané skupiny PI’s primérny obsah X; stanoveny metodou
Inhibitory 1, a primérny obsah Xo, stanoveny metodou Inhibitory 5.Dal§imi testovacimi

kritérii jsou hodnoty t a hladina vyznamnosti p.

PI-2 PCPI PKPI PAPI PI-1 PCI OSPI
X1 44,33 22,75 12,33 10,40 4,47 1,47 4,09
X2 44,34 22,66 12,37 10,46 4,48 1,47 4,06
t -0,18 1,67 -0,66 -1,59 -0,27 -0,01 0,25
p 0,86 0,11 0,51 0,12 0,79 0,99 0,81

Tab. 12 Zjisténé hodnoty testovacich kritérii parového t — testu.

5.3. Vyhodnoceni vhodnosti vybranych metod HPLC pro detekci a identifikaci

PI’s s vyuzitim primyslové ziskané §t’avy z hliz bramboru

Jako posledni byla provedena analyza priamyslové ziskané $tavy z hliz bramboru.
Cilem této ¢asti dizertacni prace bylo ovétit, zda by bylo mozné pouzit metodu HPLC pro
ziskavani jednotlivych skupin inhibitord proteaz ze smési bilkovin, kterd zistane ve §tave
po prumyslovém vytézeni Skrobu.

Jako prvni byla vyzkouSena metoda Inhibitory 1. Tato metoda dokdzala dobte
detekovat patatin. Dikazem je pfitomnost piku ve 22. minuté. Tento pik je dobfe odd¢len
od ostatnich, tudiz umoznuje dobrou izolaci patatinu ze vzorku (viz chromatogram ¢. 5).
Ptitomnost PI byla detekovana v oblasti retencnich ¢asti mezi 30. a 70. minutou. Tato
oblast pokryva vSechny retencni Casy pro jednotlivé skupiny inhibitori proteaz. Drobny
problém ptedstavuje mirny ptekryv vrchola pika v oblasti mezi 50. az 70. minutou. Tento
piekryv je zplsoben tim, ze pii ziskdvani Skrobu primyslovou metodou dochdzi k
pomichani jednotlivych odrid brambor. Vyslednd S§tava tedy obsahuje smés Pl's
pochazejici z riznych zdrojii. Ten problém vSak nemd vliv na moZznost odchytu frakei,

obsahujicich jednotlivé inhibitory, jejich naslednou analyzu a purifikaci.
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Chromatogram ¢. 5: Detekce vzorku bramborové $st’avy metodou Inhibitory 1. Ve
22. minuté je pik patatinu. Oblast od 50. do 70. minuty odpovidd oblasti inhibitort

proteaz.

Metoda Inhibitory 5 vykazoval rovnéz dobrou detekci PI's v primyslové ziskané stave
z hliz bramboru. Problém zde ptedstavovaly mirné zvysené ptekryvy pikli pro jednotlivé
skupiny PI’s. Tato skute¢nost zhorSuje moznost Cisté izolace jednotlivych skupin PI’s.
Problém by pravdépodobné bylo mozno odstranit prodlouzenim elu¢ni doby. V tomto
ptipad¢é vSak doba 1 analyzy pfesdhne 2 hodiny, coz je maximdalni doba, po kterou lze
udrzet kolonu dostate¢né Cistou. Po uplynuti této doby by mohlo dochézet k problémiim se
znecisténim nasledujicich vzorkd.

Celkové¢ lze fici, ze metody HPLC je vhodnd k vyuziti pro detekci a identifikaci PI's
v prumyslové ziskané $tavé z hliz bramboru. Pfi pouZziti metody Inhibitory 1 je mozné

izolovat jednotlivé skupiny PI’s.
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6. Diskuze

YV wew

Nejbéznéjsi technika, kterd je pouzivana v soucasné dobé pro detekci inhibitora
protedz (PI's) v hlizdch bramboru, je zaloZena na principu dvojrozmérné gelové
elektroforézy (2-DE). Collinsova et Jiracek (2005) vSak ptiznavaji nedostatecnou citlivost
této metody i metod, na ni zaloZzenych. Pravé nedostatecna citlivost zptisobuje, ze jsou tyto
metody nevhodné pro analyzu PI's ze §tavy z hliz bramboru. Metody 2-DE neumoziiuje
dostateéné odlisit jednotlivé skupiny PI’'s, pokud maji velmi podobnou molekulovou
hmotnost. Z tohoto diivodu bylo vyuZito moznosti pouzit pro detekci PI's metod HPLC.
Vzhledem ke schopnosti PI's vazat se na specifické latky, byla jako nejvhodnéjsi zvolena
modifikace HPLC na reverzni fazi (reverse-phase HPLC, RP — HPLC). Bylo nutno ovéfit
vhodnost vybranych metod pro detekci a identifikaci PI’s.

6.1. Vhodnost jednotlivych metod HPLC pro detekci a identifikaci PI’s ve Stavé

z hliz bramboru

V odborné literatute byly nalezeny celkem 3 metody pro RP — HPLC, které by mohly
byt pouZity pro stanoveni inhibitorii proteaz (PI's) ve §avé z hliz bramboru. Upravami
jedné z téchto metod byly vytvoreny dalsi 2 metody.

Prvni metoda, nazvand Inhibitory 1, byla vytvotfena na zdkladé¢ metody, kterou popisuji
Regente et Canal (2000). Ti tuto metodu vyuzili k detekci lipid-transferového proteinu Ha-
AP10, ktery se vyskytuje vsemenech slunecnice. Vzhledem k nékterym podobnym
vlastnostem, jako napft. sloZeni podjednotek ¢i antifungélni Gi¢inek, byla tato prace vybrana
jako vhodna pro vyuziti k detekci PI’s. Pivodni popisovand metoda vSak byla kvili vyssi
molekulové hmotnosti PI's upravena prodlouzenim doby vymyvéani a pozvoln&jSim
narGstem gradientu elu¢niho pufru. Po této upravé byla shledana vhodnou k vyuziti pro
detekci PI’s.

Dalsi metoda, Inhibitory 2, vznikla na zaklad¢ prace Konarev et al. (2000). Tato
metoda byly primarné urcena pro izolaci PI's ze semen slunecnice. PI's obsazené v téchto
semenech (Helianthus annus L.) se vSak svym slozenim odliSuji od PI’s ze §tavy v hlizach
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k prodlouzeni celkové doby eluce, nebot’ jsme ptredpokladali, ze nejvétsi problém bude
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zpusoben odliSnou molekulovou hmotnosti a odlisSnym pl. Bohuzel tato modifikace
nepfinesla oekavané vysledky. Metodu Inhibitory 2 jsme tedy museli z dal§ich analyz
vyloucit.

Posledni metodou, kterd byla odvozena pfimo zodborné literatury, je metoda
Inhibitory 4. Plvodni prace Bronsom et al. (2003) byla zaméfena piimo na analyzu
inhibitoru karboxypeptiddzy ze $tavy z hliz bramboru. Proto bylo moZzné ocekavat, ze tato
metody bude vhodna i pro detekci ostatnich skupin PI’s, pochdzejicich z téhoz zdroje.
Bohuzel se vsak tyto predpoklady ukazaly jako neopodstatnéné. Plivodni metodou se darila
detekce inhibitoru karboxypeptidazy. Ptistoupili jsem tedy k modifikaci. Pivodni metoda
Bronsoma et al. (2003) spocivala v pouziti 20 — 40 % podilu acetonitrilu v 0,1% TFA. Ke
zvySovani podilu acetonitrilu v TFA mélo dochédzet postupné, a to s vrcholem ve 30.
minuté. Vzhledem ktomu, Ze inhibitor karboxypeptiddzy ma nejmensi molekulovou
hmotnost, bylo nutné prodlouZit dobu nartistu podilu acetonitrilu v 0,1% TFA, spole¢né
s prodlouzeni doby eluce. Ani po této modifikaci se vSak nepodatfilo dosdhnout
jednoznacné detekce standardii. Proto byla i tato metoda vyloucena z dalSich analyz.

Dalsi 2 metody, Inhibitory 3 a Inhibitory 5, vznikly modifikacemi metody Inhibitory 1.
U obou metod byly prodlouzeny doby eluce a zménény nartisty eluc¢nich pufrii. Metoda
Inhibitory 3 méla problémy s detekci standardu Carboxypeptidase Inhibitor (Merck). Zde
by mohlo byt pravdépodobnou pficinou piili§ pozdni pocatek pfimichdvani acetonitrilu do
eluéni smési. Regente et Canal (2000) zminuji ve své praci mozné problémy s touto
metodikou pii pouziti pro inhibitory s niz§i molekulovou hmotnosti.

Rozdil mezi metodou Inhibitory 3 a Inhibitory 5 spociva v tom, Ze u metody Inhibitory
5 se acetonitril do elu¢ni smési pfimichdva jiz od 10. minuty. Tim se pfedejde problémiim
s detekci inhibitori protedz o nizsi molekulové hmotnosti, které jsou popisovany v praci
Regente et Canal (2000). PomalejSi nartst podilu acetonitrilu ve smési ve srovnani
s metodou Inhibitory 1 ma za nasledek prodlouzeni reten¢nich ¢asti jednotlivych standardi.

Celkové lze fici, Ze nejvice se osvédCily metody, které jsou zaloZzené na praci Regente
et Canal (2000). Tato skutecnost je s podivem, uvédomime — li si, ze autofi této studie
vyvinuli tuto metodu pivodné pro zcela jiny typ latek. Vysvétleni této skuteCnosti mtize
spocivat ve faktu, ze PI's 1 Ha-AP10 maji afinitu k podobnému druhu latek. Dalsi pficinu

lze spatfovat v podobnych pl obou typt latek.
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6.2. Chromatografické profily vybranych odrid bramboru

Pomoci vybranych metod RP — HPLC, Inhibitory 1 a Inhibitory 5, byly ziskany
chromatografické profily 17 odriid bramboru. Tyto profily zahrnuji jednak retencni Casy a
dale procenticky obsah jednotlivych skupin PI's u dané odriidy. Vzhledem k tomu, ze
dosud 74dna prace nepouzila metody HPLC pro stanoveni kompletnich
chromatografickych profili jednotlivych odrid, je mozné porovnavat nami zjisténé

vysledky pouze s vysledky ziskanymi jinymi metodami.

6.2.1. Retencni ¢asy jednotlivych skupin PI’s

I kdyz obé pouzité metody pochazeji ze stejného zakladu, kterym je metodika dle
Regente et Canal (2000), odlisSnym prodlouzenim linearnich gradientii obou metod doslo
k tomu, Ze se zjisténé retencni Casy jednotlivych skupin PI's u jednotlivych metod lisi.
Tato odchylka je v priméru 0,6 minuty. Dle Corrana (1998) ma kazdé prodlouzeni elu¢ni
doby o 1 minutu za nasledek zménu elu¢ni doby o pfiblizné 2 sekundy. Bereme — li
v avahu dobu od poc¢atku vymyvani do doby, kdy zacne promyv kolony smési 4 %
methanolu a 96 % Milipore H>O, doSlo u metody Inhibitory 5 k prodlouZeni této doby
0o 15 minut oproti metod¢ Inhibitory 1. Nami zjisténé vysledky tedy koresponduji
s teoretickym pfedpokladem zmény elu¢ni doby, ktery je 0,5 minuty.

Rozdily mezi retenénimi Casy jednotlivych skupin PI's u jednotlivych odriid jsou
statisticky vyznamné. Nejvétsi rozdily v reten¢nich casech jsou v pfipadé metody
Inhibitory 1 u reten¢nich Casii pro inhibitor karboxypeptidazy. Toto zjisténi podporuji
1 vysledky dosazené pfi testovani této metody pomoci komercnich standardi. Zde se
rovnéz vyskytovaly dva piky pro standard Carboxypeptidase Inhibitor. Je mozné, Ze
u jednotlivych odriild dochazi ke kolisani retencniho ¢asu v rozmezi mezi t€émito piivodné
zjisténymi retencnimi ¢asy. Divodem muize byt nizka molekulovd hmotnost v kombinaci
s vysSim poctem cysteinovych podjednotek. To milize mit za nasledek nedostatecné
navazdni na sorbent kolony a v nékterych ptipadech i ponékud rychlejsi vymyvani
zkolony. U metody Inhibitory 5 urcily vysledky ANOVY jako skupinu s nejvysSim
rozdilem v reten¢nich ¢asem u jednotlivych odrid skupinu ,,ostatnich inhibitort serinovych
proteaz® (OSPI). Tato skupina je znacné¢ heterogenni. Reten¢ni cCas se tedy muze liSit

v zavislosti na pfevazujicim inhibitoru.
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LSD test urcil odradu, kterd je nejméné podobna ostatnim. Touto odriidou je u obou
pouzitych metod odriida Kariera. Podivaime — li se na dosazené reten¢ni Casy, lze fici, ze
pravé PI's této odridy dosahuji nejdelSich retenc¢nich Casti a jsou tedy pravdépodobné
odlisné od PI's u dalSich odrad. Duvody Ize spatfovat v pfibuzenském vztahu mezi
jednotlivymi odridami. Pokud budeme sledovat rodokmeny jednotlivych odrad (viz
ptiloha), lze fici, ze téméf vSechny odriidy jsou spolu ptibuzensky spojeny. Kromé odridy
Kariera Ize u vSech ostatnich 16 odrid v rodokmenu nalézt podobné piedky. NejcastejSim
spoleénym piedkem je odriida Saskia, ktera se vyskytuje u celkem 7 odrid: Delikat,
Fambo, Innovator, Korneta, Vineta, Vivaldi a Vladan. U odriidy Innovator se Saskia
vyskytuje celkem 2x. V obou piipadech se nalézad v ,,mateiské* ¢asti rodokmenu. Lze se
domnivat, ze se odrida Saskia podili na zkracovani reten¢nich ¢asti PI's. Tuto domnénku
ponékud potvrzuje skute¢nost, ze pravé odrida Innovator s dvojim zastoupenim odriady
pouzitych metod HPLC. Pfi¢inou muize byt lehce odlisné zastoupeni jednotlivych
izoforem danych skupin PI’s, které se vyskytuji u odriidy Saskia. Tuto domnénku lze
ovérit ziskanim chromatografického profilu odriidy Saskia a jeho porovnanim s odridami

piibuznymi. ProtoZe vSak nebyla k dispozici, nebylo mozné provést potiebné analyzy.

6.2.2. Procentické podily jednotlivych skupin PI’s

Pomoci vyhodnocovaciho programu ChromQuest 3.0 (Thermo Separations Products)
byly stanoveny procentické podily jednotlivych skupin PI's na celkovém obsahu PI’s.
Hodnoty uvedené v kapitole Vysledky vychazeji ze stavu, kdy byl za zaklad vypoctu vzat
100% obsah PI's v analyzovaném vzorku. Tento stav byl dosazen vyloucenim pikl pro
patatin z vypoctu. V literatufe je podil PI's na celkovém obsahu rozpustnych hlizovych
proteini odhadovan mezi 30 (Melville et Ryan, 1972) a 50 % u odriidy Elkana (Pouvreau
et al., 2001; Pouvreau, 2004). Procenticky podil vSech skupin PI's byl dosud zkouman
pouze u jediné odrudy, a to odridy Elkana. Touto praci se zabyval Pouvreau et al. (2001),
ktery své poznatky shrnul pozd¢ji v praci z roku 2004.

Pro porovnani procentickych podili je tedy nutno nejprve ndmi zjisténé vysledky
pfepocitat na hodnotu odpovidajici skuteénému podilu PI's v celkovém obsahu
rozpustnych hlizovych proteini. Vezmeme za zaklad praci Pouvreau et al. (2001)

a prepoCteme zjisténé procentické podily pro 50% podil PI's na celkovém obsahu
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rozpustnych hlizovych proteini. U metody Inhibitory 1 budou tedy pfepoctené prumérné
procentické podily PI's nasledujici: skupina PI — 2 22,163 %, PCPI 11,377 %, PKPI
6,263 %, PAPI 5,198 %, PI — 1 2,233 %, PCI 0,735 % a OSPI 2,045 %. Metoda Inhibitory
5 potom vykazuje nésledujici prepoctené pramérné procentické podily PI's: PI — 2
22,169 %, PCPI 11,329 %, PKPI 6,183 %, PAPI 5,231 %, PI — 1 2,240 %, PCI 0,736 %
a OSPI 2,028%. Pouvreau et al. (2001) stanovili podily PI's na celkovém obsahu
rozpustnych hlizovych proteinti u odridy Elkana takto: skupina PI — 2 zaujima piiblizné
22,9 %, skupina PCPI 11,9 %, PKPI 3,6 %, PAPI 6,1 %, PI — 1 4,5 %, OSPI 1,5 % a PCI
0,9 %. Nase vysledky se s témito zjisténymi tdaji rozchazeji. U skupin PI — 2, PCPI, PAPI,
PI — 1 a PCI jsou ndmi zjisténé procentické podily nizs$i. U skupin PKPI a OSPI naopak
VysSi.

Pouvreau et al. (2001) ve své praci zminuje vlivy, které mohou zplsobit rozdily ve
zjisténych podilech proteinu. Mezi tyto vlivy patii zpisob ptipravy Stavy zhlizy
bramboru, dale rozsah vyvoje hlizy ¢i loupani brambor. Ryan et al. (1976) povazuje za
podstatny faktor pouziti rozdilnych odriid. Podle databaze rodokmend odriid brambor
(http://www.plantbreeding.wur.nl/potatopedigree/index.htm) ma odrida FElkana nékteré
spolecné predky snami analyzovanymi odrddami (viz piiloha). Lze zminit napf.
spoleéného predka s odridami Amylex, Korneta, Vineta a Vivaldi, kterym je odrida
Aquila. U odriidy Elkana jsou vSak mezi ptredky siln¢ zastoupeny odridy Libertas (celkem
4x) a Record (celkem 6x). Tyto odridy nejsou pfitomny v rodokmenu zadné znami
analyzovanych odrid. I zde lze tedy spatfovat moznou piic¢inu odliSnych zastoupeni
jednotlivych skupin PI’s u odridy Elkana a ndmi sledovanych odrid.

V dalSich pracich jsou zmiflovany i vlivy metody, kterd byla pouzita na stanoveni
koncentrace PI’s. Racusen et Foote (1980) pouzili metodu dle Kjeldahla. Touto metodou
stanovili podil patatinu jako hlavniho rozpustného hlizového proteinu na 20 %. Pouvreau
et al. (2001) pouzili aniontovou vyménnou chromatografii a stanovili podil patatinu na
40 %. Na tomto pfipad¢ lze vidét, Ze pouZzitd metoda analyzy muze ovlivnit vysledek
analyzy podstatnym zptisobem. Podobny vliv lze oCekavat i v tomto piipade€, kdy byla ve
srovnani s pracemi z posledni doby (Krizaj et al., 1993; Pouvreau et al., 2001; Pouvreau,
2004) pouzita sofistikovanéj$i metoda. Mezi obéma pouzitymi metodami Inhibitory 1
a Inhibitory 5 nebyly zjiStény statistiky vyznamné rozdily. Ob& metody tedy stanovuji

velmi podobné procentické obsahy jednotlivych skupin PI's ve sledovanych odriadach.
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I zde lze vysledovat vliv rodokmenu na podil jednotlivych skupin PI s v ramci
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s odridami Fambo, Futura, Korneta a Vivaldi. S témito odridami mé vSak pouze
2 spole¢né predky, a to az v 5. generaci predkl. Odrida Kariera potom nema zadného
spole¢ného predka s dal§imi sledovanymi odriadami.

Parovym t — testem nebyly zjiStény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
prumérnymi procentickymi obsahy jednotlivych skupin PI's , stanovenymi metodou
Inhibitory 1 a Inhibitory 5. Tato skute¢nost naznafuje, Ze na stanoveni procentického

podilu nema vliv pouzitd metoda HPLC.

6.3. Vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych metod HPLC pro detekcei a identifikaci

PI’s s vyuzitim prumyslové ziskané $t’avy z hliz bramboru
Yy A Yy

Metoda HPLC nebyla dosud v zadné praci pouzita jako metoda k detekci PI’s
z prumyslové ziskané $tavy zhliz bramboru. Metodu HPLC sice vyuzili k detekci
inhibitoru karboxypeptidazy u brambor Bronsom et al. (2003) a rovnéz tak i Krizaj et al.
(1993) pro analyzu inhibitorGi cysteinovych protedz. Ti vsSak pracovali s laboratorné
predc¢isténym roztokem stanovovaného inhibitoru.

Na zaklad¢ nami ziskanych vysledkid 1ze odvodit, ze detekce, identifikace a izolace
jednotlivych skupin PI's je mozna rovnou ze prumyslové ziskané §tavy z hliz bramboru
bez ptedchoziho precistovani. Dalsi vyuziti tato ziskanych PI’s je vSak zna¢né limitovana
pouzitym elu¢nim pufrem. V tomto ptipadé¢ byla dle praci Regente et Canal (2000) vyuzita
smés acetonitrilu a 0,1% kyseliny trifluorooctové (TFA). Tato smés je zna¢né toxicka.
Pokud se zamétfime na patatin, jehoz izolace vSak nebyla cilem této prace, lze fici, Ze
metoda HPLC umoziuje rovnéz dostatecnou moznost detekce a izolace patatinu
z primyslové ziskané $tavy z hliz bramboru.

Porovname — i mnou vyuzité metody HPLC s metodami bézné uZivanymi pro detekci
proteint z hliz bramboru, lze fici, Ze v tomto ptipadé se nevyskytuji problémy, které jsou
spjaty s bézné pouzivanymi metodami na bazi dvoudimenziondlni polyakrylamidové
gelové elektroforézy (2DE — PAGE). Collinsova et Jirdcek (2004) zmifuji predev§im

denaturaci proteind, analyzovanych touto metodou. Metoda HPLC s sebou toto omezeni
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nepiindsi. Béhem procesu analyzy nedochazi ke kone¢nému slouceni s jinou latkou a PI’s
si zachovédvaji své plvodni vlastnosti. Dal§i zmitiovanou nevyhodu pfedstavuje
nedostate¢na schopnost odlisit jednotlivé skupiny proteinti (Kovarova, 2005). Zde je
pri¢inou skuteCnost, ze na odeCtu zgelu se zvySenou mérou podili lidsky faktor.
Automatizovany proces odeCtu chromatogramti snizuje chybu lidského faktoru na
minimum. Nelze opomijet ani skutecnost, Ze pouhd metoda 2DE-PAGE neumoZziuje
kvantifikaci jednotlivych skupin PI's. Pro tyto ucely je nutno podrobit vzorek dal§imu
zkoumani, napf. pomoci Matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight* MS
(MALDI-TOF MS) a ,Electrospray — ionization“ MS (ES — MS) (Sedo et Havel, 2003;
Kovarova, 2005). I tento nepiijemny jev v piipad€ pouziti metody HPLC odpada, nebot’
vyhodnocovaci program dokaze na zaklad¢ svého nastaveni provést kvantifikaci PI's
pomoci porovnani se standardem. V pfipadé, ze standard neni dostupny, lze vyjadfit

alespon procenticky podil jednotlivych detekovanych latek.
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7. Zavér

Inhibitory proteaz (PI's) jsou nesmirné Sirokou skupinou proteinil, vyskytujici se
v rostlinach, zivociSich 1 mikroorganismech. Z hlediska klasifikace piedstavuji znacné
heterogenni skupinu. PI's maji jedno z nejuniverzalngjsich pouziti. Pisobnost PI's zaujima
velmi Siroky okruh od zasobnich proteinti k slozkdm obranného mechanismu rostlin. PI’s
z hlizy bramboru nejsou vyjimkou. Dva nejCastéji zmittované PI's (PI-1 a PI-2) jsou
studovany ve spojitosti s jejich zapojenim do 1écby celé fady chorob a s jejich rolemi
v obranném mechanismu rostlin, obzvlasté v obrané vici hmyzim sktdctm.

Hlizy bramboru ptedstavuji snadno dostupny zdroj PI’s. Protoze vS§ak nejsou inhibitory
proteaz dostatecné termostabilni, dochazi k jejich degradaci v prubéhu vareni. Existuje
vSak proces, pii kterém nejsou PI's degradovany. Timto procesem je ziskavani Skrobu ve
Skrobarenském primyslu. Bylo by tedy tfeba najit vhodnou metodu pro izolaci PI's ze stav
z hliz bramboru, které vznikaji pfi procesu ziskavani skrobu. Soucasné by bylo vyhodné,
aby tato metoda soucasn¢ dokézala jednotlivé PI's detekovat a umoznovala jejich
vzajemné oddéleni.

Az dosud se k izolaci a detekci proteinil z hliz bramboru vyuzivalo nejcastéji metod,
zalozenych na dvourozmérné gelové elektroforéze (2-DE). Tato metoda ani metody z ni
vychazejici vSak nemaji dostateCnou citlivost. Druhym moznym piistupem je vyuziti
metod, zalozenych na chromatografii. Z této skupiny se v soucasné dob¢ dostavaji metody,
které jsou zaloZeny na automatizaci celého postupu. Jednou z téchto metod je i High
Performace Liquid Chromatography (HPLC). Dosud nebyla vytvofena Zadna ucelena
prace, ktera by se pokusila ovéfit moznost pouziti této metody pro detekci a identifikaci
PI's ze §tavy z hliz bramboru. Navic se touto metodou podaftilo ziskat chromatografické

profily 17 vybranych odrid bramboru.
7.1. Vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych metod HPLC k identifikaci a detekci

inhibitori proteaz z hliz bramboru

Bylo celkem vytvofeno 5 riznych metod HPLC, potencialné vhodnych k identifikaci a
detekci inhibitorti proteaz (PI’s) z hliz bramboru. Z toho metody Inhibitory 1, Inhibitory 2

a Inhibitory 4 vychézely z plivodnich védeckych praci, zamétenych na detekci inhibitorii
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proteaz ¢i jim piibuznych latek. Metody Inhibitory 3 a Inhibitory 5 vznikly tpravou
puvodni metody Inhibitory 1.

Vsechny metody byly podrobeny testu pomoci komercnich standardti Chymotrypsin
Inhibitor I, Potato (Merck) a Carboxypeptidase Inhibitor, Potato (Merck). Na zaklad¢
ziskanych chromatografti doslo k vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych metod pro pouziti
k identifikaci a detekci PI’s z hliz bramboru.

Jako zcela nevhodné byly shleddny metody Inhibitory 2 a Inhibitory 3. U metody
Inhibitory 2 bylo diivodem znacné vysoké rusivé pozadi. Rovnéz se zde vyskytl problém
z identifikaci standardu Carboxypeptidase Inhibitor, Potato. Metoda Inhibitory 2 se
chovala, jakoby nebyla analyzovana Cisté latka, ale smés latek. Diivodem mtlize byt Spatné
nastaveni linearniho gradientu pro eluci inhibitoru karboxypeptidazy.

Metoda Inhibitory 3 vykazovala podobné potize jako Metoda Inhibitory 2, a to
zejména v pripad¢ detekce tandardu Carboxypeptidase Inhibitor, Potato. Dalsi problém
predstavovalo zdvojeni pikl v pfipadé standardu Chymotrypsin Inhibitor I, Potato. Toto
zdvojeni neumoznovalo piesny odecet retencniho ¢asu a vyloucilo tedy metodu Inhibitory
3 z dal$iho pouziti.

V ptipadé metody Inhibitory 4 dochazelo kpotizim pii detekci standardu
Chymotrypsin Inhibitor I, Potato. Zde je pravdépodobnou pii¢inou skutecnost, ze tato
metoda byla primarné urcena pro detekci inhibitoru karboxypeptiddzy. To mize mit za
nasledek neschopnost metody detekovat PI’s s vys$si molekulovou hmotnosti.

Jako vhodné metody byly tedy vybrany metody Inhibitory 1 a Inhibitory 5. Tyto
metody nevykazovaly zadné vyrazné problémy pfti detekci pouZzitych standardii. Retenéni

casy Sly vzdy dobte odecist a nevyskytovaly se ani potiZe s ruSivym pozadim.

7.2. Ziskani chromatografickych profili vybranych odrid bramboru.

Pomoci metod Inhibitory 1 a Inhibitory 5 byly ziskany chromatografické profily
17 vybranych odrid bramboru. Vybrany byly odridy: Amylex, Delikat, Ditta, Fambo,
Futura, Innovator, Kariera, Katka, Korneta, Livera, Marena, Satina, Sinora, Tomensa,
Vineta, Vivaldi a Vladan. U téchto odriid byly stanoveny retencni Casy a procentické
zastoupeni jednotlivych skupin PI's ve stave z hliz bramboru.

Jako prvni byla pouzita metoda Inhibitory 1. Reten¢ni ¢asy vSech 7 skupin PI's byly
dobfe odecitatelné. Retenéni casy jednotlivych skupin PI’s se mezi jednotlivymi odriidami

ptilis neliSily. Rozdily zde byly viadu 0,5 minuty. Tento posun lze vysvétlit mirné
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odlisnym slozenim jednotlivych skupin PI’s v rdmci jednotlivych odrid. Celkové lze fici,

Tvwr

Cvwr

retenénich casti. Naopak za odridu s nejvys$Simi hodnotami reten¢nich ¢asti pro tuto
metodu Ize oznacit odriidu Kariera s 5 piky s absolutné nejvysSimi hodnotami reten¢nich
casu.

Metoda Inhibitory 5 vykazovala celkovy posun v hodnotach retencnich ¢asii oproti
metod¢ Inhibitory 1. Tento posun lze zdGvodnit prodlouzenim linearniho gradientu eluce
oproti metod¢ Inhibitory 1. Rozmezi jednotlivych retenc¢nich ¢ast mezi odradami opét
nepiekrocilo 0,5 minuty. I u této metody byla odridou s celkové nejkrat§imi retencnimi
Casy odriida Innovator, u niz byly stanoveny nejkrats$i primérné retencni Casy pro celkem
3 skupiny PI’s. Nejdelsi reten¢ni ¢asy ma odrida Vladan. Tato odrida méla nejdelsi
prumérné retencni casy pro 3 skupiny PI’s.

Druhou ¢ast chromatografickych profill predstavuje procentické zastoupeni
jednotlivych skupin PI’s u jednotlivych odrid. Zde nebyl pozorovan vyrazny rozdil mezi
hodnotami, zjisténymi metodou Inhibitory 1, a hodnotami, zjiS§ténymi metodou
Inhibitory 5.

U obou metod byly zjistény podobna procenticka zastoupeni jednotlivych skupin PI's
u danych odrid. Skupinou PI’s s nejvyS$im zastoupenim je skupina PI -2 se 44 %
z celkového obsahu PI’s. Druhou nejpocetnéjsi skupinu piedstavuje skupina Druhou
nejpocetnéjsi skupinou PI’s predstavuje skupina inhibitora PCPI. Primérny podil této
skupiny mezi PI's se pohybuje kolem 22 %. Tteti nejpocetnéjsi skupinu PI's tvoii PKPI.
Analyzy prokdzaly pfiblizné 12% podil této skupiny na celkovém mnozstvi PI's v §tave
z hliz bramboru. Posledni skupinou PI’s, piekracujici 10% podil, je skupina PAPI. Zde se
rozmezi pohybuje mezi 10,122 % u odridy Vladan a 10,567 % u odridy Sinora.

Dalsi tfi skupiny jsou jiz pod hranici 10% podilu z celkového obsahu PI's ve §taveé
z hliz bramboru. Zde nejvyssi podil zaujimé skupiny PI-1 s obsahem pfiblizné 4,5 %. Podil
skupiny ostatnich serinovych inhibitord proteaz (OSPI) se pohybuje v rozmezi od 3,308 %
(odriidda Tomensa) do 4,956 % (odriida Satina). Nejmensi procenticky podil z celkového
obsahu PI's ve §tavé bramboru lze ptisoudit inhibitoru PCI. Tento inhibitor zaujima
pfiblizné 1,5% podil.

Zjisténé procentické podily odpovidaji procentickym podiliim PI’s, které jsou popsany

v praci Pouvreau (2001). V této praci jsou pii 50% podilu PI's mezi hlizovymi proteiny
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odhadovény podily PI- 2 na 22 % a PCPI na 12 %. Vezmeme-li v Gvahu, Ze byl za zaklad
vypoctu bran 100 % podil PI’s, jsou tyto vysledky ve vzajemné shodé.

7.3. Vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych metod HPLC pro detekci a identifikaci

PI's s vyuzitim primyslové ziskané §tavy z hliz bramboru

Jako posledni byla provedena analyza primyslové ziskané $tavy z hliz bramboru.
Cilem této ¢asti dizertacni prace bylo ovéfit, zda by bylo mozné pouzit metodu HPLC pro
ziskavani jednotlivych skupin inhibitorl protedz ze smési bilkovin, kterd zistane ve §tave
po priamyslovém vytézeni skrobu.

Metoda Inhibitory 1 je vhodna pro detekci patatinu. Dlikazem je ptitomnost piku piku
ve 22. minuté. Tento pik je dobie oddélen od ostatnich, tudiz umoznuje dobrou izolaci
patatinu ze vzorku. Pfitomnost PI byla detekovéana v oblasti reten¢nich ¢asi mezi 30. a 70.
minutou. Tato oblast pokryva vSechny retencni Casy pro jednotlivé skupiny PI’s. Drobny
problém predstavuje mirny ptekryv vrcholt pikl v oblasti mezi 50. az 70. minutou. Tento
piekryv je zplsoben tim, ze pii ziskavani Skrobu primyslovou metodou dochéazi k
pomichani jednotlivych odrid brambor. Vysledna Stdva tedy obsahuje smés inhibitori
proteaz pochazejici z rtiznych zdroji. Tento problém vSak nemé vliv na moZnost izolace
frakci,obsahujicich jednotlivé inhibitory, jejich naslednou analyzu a purifikaci.

Metoda Inhibitory 5 nebyla shleddna vhodnou pro detekci a identifikaci PI's z
primyslové ziskané §tavy z hliz bramboru. Pfi pouziti této metody nebylo mozno ptesné
odlisit piky pro jednotlivé skupiny PI's z divodu ptekryvu pikd. Divodem muze byt

nedostatecna citlivost této metody pro izolaci ze smési n€kolika odrud.
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8. Souhrn

Tato prace je zaméfena na moznost vyuziti metod vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) pro detekci a identifikaci inhibitori protedz (PI's) ve §tave z hliz
bramboru (PFJ).

Inhibitory proteaz (PI's) piedstavuji jednu ze tfi skupin rozpustného proteinu v hlizach
bramboru, a to spole¢né s patatinem a skupinou tzv. ostatnich proteint. PI's tvofi znané
heterogenni skupinu. Jejich klasifikace je znacné€ obtizna, se 2 odliSnymi pfistupy. Prvni
piistup vyuziva klasifikace do 7 skupin: potato inhibitor I (PI — 1), potato inhibitor II
(PI - 2), inhibitor karboxypeptidazy (PCI), inhibitory aspartatovych protedz (PAPI),
inhibitory cysteinovach protedz (PCPI), inhibitory protedz Kunitzova typu (PKPI)
a ,,ostatni inhibitory serinovych proteaz* (OSPI). Tato klasifikace vSak neni zcela typicka.
inhibitorem I (PI — 1). Druha rodina pak zahrnuje izomery potato inhibitoru II (PI — 2). Do
tieti rodiny jsou zaclenény proteiny s molekulovou hmotnosti 20 az 22 kDa. Tato rodina se
déli do 4 odlisSnych skupin: 1) inhibitory protedz Kunitzova typu, 2) inhibitory
cysteinovych protedz, 3) inhibitory aspartatovych proteaz, 4) inhibitor karboxypeptidazy.

V mnoha pracich byla naznacena celd fada moznych funkci PI's ve rostlinach. Mohou
pusobit jako zasobni proteiny, regulatory endogenni proteolytické aktivity ¢i se podilet na
celé fadé vyvojovych procesti, véetné programované bunécné smrti. PI's tvoii dilezitou
sloZzku obrannych mechanismt, spojenych s odolnosti rostliny vii¢i hmyzu a patogentim. PI
s mohou vykazovat celou fadu funkci i mimo rostlinu. Cela fada PI's je studovéna
v souvislosti s moznou 1é¢bou AIDS, rakoviny, dermatitid ¢i obezity.

Pro detekci proteinti (vCetné¢ PI’'s) se nejCastéji vyuzivd metod zaloZenych na
dvourozmérné elektroforéze (2 - DE). Tyto metody vSak nejsou pro svou nizkou citlivost
optimalni pro identifikaci jednotlivych proteinti. Dal§im moznym pfistupem je vyuziti
chromatografickych metod. Tyto metody vyuzivaji schopnosti proteinli véazat se na
specifické latky. Mezi tyto metody pak patii 1 vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC).

Tato prace byla rozdélena do tfi okruhll. V prvni ¢asti jsem se zaméfila na
vyhledavani vhodné metody HPLC pro identifikaci a detekci PI's. Z pouzivanych
modifikaci HPLC jsem na zaklad¢ odborné literatury vybrala metody zaloZené na reverzni

fazové HPLC (RP — HPLC). Celkem jsem sestavila 5 metod, které by potencionaln€ mohli
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byt vhodné pro identifikaci PI 's ze §t'avy z hliz bramboru. Tyto metody jsme oznacili jako
Inhibitory 1, Inhibitory 2, Inhibitory 3, Inhibitory 4 a Inhibitory 5. Na zaklad¢ provedenych
pokusii s komer¢nimi standardy jsem jako optimalni metody pro identifikaci a detekci PI s
zvolila metody Inhibitory 1 a Inhibitory 5.

V druhé ¢asti prace jsem pomoci vybranych metod ziskala chromatografické profily
17 vybranych odriid bramboru. Nejprve jsem zméfila pomoci obou metod retencni Casy
jednotlivych skupin PI's u dané odridy. Po statistickém zhodnoceni pomoci metody
ANOVA byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v retencnich casech jednotlivych
skupin PI's mezi vybranymi odridami. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny odliSnym
zastoupenim jednotlivych izomer dané¢ho inhibitoru. Z hlediska pouzitych metod lze fici,
ze se retencni ¢asy mezi obéma metodami znacné lisily. To je vSak zplsobeno odliSnym
gradientem eluce obou metod. V zasadé se vSak retencni Casy jednotlivych skupin PI’s
pohybovaly mezi 37. a 60. minutou.

Dale jsem pomoci vyhodnocovaciho systému ChromQuest 3.0 stanovila procenticky
podil jednotlivych skupin PI's na celkovém obsahu PI’s. Nejrozsifen&jsim PI’s je potato
inhibitor II (PI — 2). Tento inhibitor tvofi pfiblizné 44 % celkového obsahu PI’s. Druhou
nejrozsitenéjsi skupinou je potom skupiny inhibitorti cysteinovych proteaz (PCPI) s 22 %.
Dalsi dvé skupiny rovnéz piekro€ili 10% podil na celkovém obsahu PI’s. Jednd se
o skupinu inhibitord Kunitzova typu (PKPI), kterd tvoii 12 % celkového obsahu PI’s,
a skupinu inhibitorii aspartatovych proteaz (PAPI) s 10% podilem. Potato inhibitor I
(PI — 1) tvofi celkem 4,5 %. Podil skupiny ,,ostatnich inhibitori serinovych proteaz‘
(OSPI) byl stanoven na 4 %. Nejmensi podil pak tvofi inhibitor karboxypeptidazy (PCI)
s 1,5% podilem na celkovém obsahu PI's. ANOVA opét potvrdila vyznamné rozdily
v zastoupeni jednotlivych skupin PI's mezi vybranymi odridami. Z hlediska pouziti dvou
metod nebyl parovym t — testem zjiStén zadny rozdil ve stanoveni procentického podilu
mezi jednotlivymi metodami.

Treti a posledni ¢ast této prace je zaméfena na moznost pouziti vybranych metod
HPLC na detekci a identifikaci PI's z primyslové ziskané §tavy z hliz bramboru, ktera
vznikda jako odpad pfi prumyslové vyrobé Skrobu. Zde byla ze dvou vybranych metod,
Inhibitory 1 a Inhibitory 5, shledana vhodnou pouze metoda Inhibitory 1. V piipadé
metody Inhibitory 5 dochézelo k fadé probléml. Nebylo mozné spravné identifikovat

jednotlivé skupiny PI's. Divodem je pfitomnost znaéného rusivého pozadi.
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V zésadé¢ Ize konstatovat, ze metoda HPLC mtize byt pouzita pro detekci a identifikaci
PI's ze $t4vy z hliz bramboru. Pro komer¢ni vyuziti je vSak potieba nalézt vhodny elu¢ni
pufr. Nebot’ mnou pouzivana kyselina trifluorooctova je vysoce toxicka. Po odstranéni této

prekéazky predstavuje metoda HPLC mozny néstroj pro primyslovou izolaci PI’s.
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9. Summary

Identification of protease inhibitors

This work is focused on possibility of application of HPLC methods for detection and
identification of protease inhibitors (PI’s) from potato fruit juice (PFJ).

Protease inhibitors (PI) represent one of three groups of soluble protein in potato tuber,
together with patatin and group of other proteins. They are considerable heterogenous
group of proteins. Their classification is difficult, regarding two different approaches.
First approach uses classification into 7 groups: potato inhibitor I (PI-1), potato inhibitor II
(PI-2), potato carboxypeptidase inhibitor (PCI), potato aspartate protease inhibitor (PAPI),
potato cysteine protease inhibitor (PCPI), potato Kunitz-type protease inhibitor (PKPI) and
"other serine protease inhibitors" (OSPI). This classification isn’t so typical.

More common is classification into three families. First family contains potato
inhibitor I. Second family takes potato inhibitor II in. Third family consists from proteins
with molecular weight about 20 kDa to 22 kDa. This family is divided into four different
groups: 1) Kunitz type inhibitors, 2) cysteine protease inhibitors, 3) aspartate protease
inhibitors, 4) carboxypeptidase inhibitor.

It have been suggested many different roles for PI's in plants They can act as storage
proteins, as regulators of endogenous proteolytic activity, as participants in many
developmental processes, including programmed cell death. PI's constitute important
component of defence mechanism, associated with resistance of plants against insects and
pathogens. PI’s serve many other functions besides plants too. A number of PI’s is studied
for use in treatment for AIDS, cancer, dermatitis or obesity.

For detection of proteins (include PI’s) are mostly used methods, based on 2 —
dimensional electrophoresis (2 — DE). These methods are not optimal for identification of
proteins, because of its lower sensitivity. Other approach represents using of
chromatographic methods. These methods utilize binding of proteins to specific
substances. Among these methods, there belong High Performance Chromatography
(HPLC).

This work was split into three parts. In first part, optimal HPLC method for detection
and indentification of PI's was searching for. I found 5 methods, which could be used for
this purpose. All these methods were tested, using commercial standards. Finally, two

methods (named Inhibitory 1 and Inhibitory 5) were chosen like optimal.
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In second part of this work, I obtained chromatographic profiles of selected potato
varieties. Together, it was tested 17 varieties. Both optimized methods were used. First,
retention times for every PI's group for all varieties were measured. Using ANOVA
method, statistically significant differences among retention times among selected varieties
were found. Retention times of individual PI’'s group in the same variety differ in depence
of used method, Inhibitory 1 and Inhibitory 5. It can be explain by different speed of
elution in both methods. Generally, retention times of PI's rank between 50 and 70 minutes
of method.

Further, proportions of individual PI's groups on total contain of PI's in PFJ were
calculated. Results of these calculations do not differ in both methods. The most widely
fraction is created by potato inhibitor II (PI — 2). It includes about 44 % of total PI's
content. Second most widely fraction is potato cysteine protease inhibitor (PCPI) with 22
%. Next groups are potato Kunitz-type protease inhibitor (PKPI) with 12 % and potato
aspartate protease inhibitor (PAPI) with 10 %. Last three groups don’t get over 10% limit.
There belong potato inhibitor I (PI-1), "other serine protease inhibitors" (OSPI) and potato
carboxypeptidase inhibitor (PCI). These groups constitute 4,5 %, 4 % and 1.5 % from total
PI's content. ANOVA confirms significant differences in proportions of individual PI’s
groups between varieties.

Third and last part of this work was focused on possibility of using selected HPLC
method for detection and identification of PI's from potato fruit juice, which forms like
waste by industrial starch extraction. In this part, only method Inhibitory 1 was found to be
an optimal method. Method Inhibitory 5 embodied many problems. It wasn’t possible to
identify individual PI's. Reason is the presence of interfering background.

In general, HPLC method can be used for detection and identification of PI s from
potato fruit juice. For commercial using, there is necessary to find method with another
elution buffer. I used tri-fluoro-acetate acid, which is toxic for every organism. After
elimination of this obstruction, HPLC represents possible tool for industrial isolation of

PI's.
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AGM 63 .4230/15

Ptiloha ¢. 2: Rodokmen odridy Delikat

LU. 59.554/35

AXILIA

kA. 61.659/230

WE. 55.7:7d9 N

FRUHEBOTE

AMSEL

e 5
LU 56.102/59

ALUILA
SCHWALBE

CAPELLA

RODE EERSTELIMG
SASKIA

HERALD

CAPELLA
ORA

BRA 9059

AFTA
APTA x S%531.5/110

54.3/13511

ALUILA
GU 633

ERIKA

JOSEFH RIGALULT
JULT

PFLUCKHMAUS

GOLOBALL
SONNENRAGES

CARNER

CCCPOLANIM » EF XII-2) = JUBEL) x
ALUILA

KOMSURAGIS

ERDGOLD
FLAVA

JAUNE D7 OR
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unknown
MUMSTERSEM
EINT.JE
HgTA TN y]
JAUNE D-0OR
DITTA
CLIVIA
OFFEREINS 65-42
52.231
UURRTA
AURELIA
114671004 NT
CLIVIA

Ptiloha ¢. 3: Rodokmen odridy Ditta

zeedling 1

seedling 17

zeedling

ERDGOLD
FLAYA

JAUME DO70R
zeedling 1

zeedling 17
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ARI
OSTARA
SIENTJE
FAMBO
SASKIA
PROMITA

LOMAM M Gd-106-1

Ptiloha ¢. 4: Rodokmen odriady Fambo

3 ¥
TREMCTRIH
RECORD
ENERGIE

UshR 40D

KATAHDIN

UsDA 2dG82

landrace
GLORIA

UNICH

NEUE LIFPISCHE
MATADOR

NELUE LIPPISCHE

HILSOM

DE WET

COMMAMDANT

ZOMERROODEN

BUSOLA

RURAL MEW YORKER MO. Z
WHITE ROSE

SUTTOM"S FLOURBALL

EARLY PRIMROSE

DUKE OF “¥ERK_mutant

RODE EERSTELING

MAJESTIC
HERALD

ABLUNDANCE

MPT 19265
PH &5

MPI 19265

KING KIONEY

BRITISH QUEEM =eedling

MAGHUM  BOMUM

FOX"S SEEDLING

cms x HAMBURGER EIER x PARNASSIA
DEDDARA

dmz x HAMBURGER EIER x PARNASSIA
DEDDARA

CPC 1673-11 Cadgl

CPC 167311 cadg) x FUROIEX
FURORE

RODE STHRE
ALPHA
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! = 3 * Seedling 1

CLIVIA
zeedling 17
OFFEREIN:-65-42
52.231
QUARTA
zeedling
AURELIA
FLAMA
114671000 WT
seedling 1
CLIVIA
seedling 17
AGRIA
unknawn
MUNSTERSEN
BINTJE
urknawn
JAUME DO
SEMLO
GAERIELA
FUTURA
BINTJE
ROPTA ¥ 225
RECORD
NOPOL
dmz x HAMBURGER EIER x PARNASSIA
MPI 19265
DEODARA
REMONA
IVP 47-9d4-29
PH 112
IMP 47-9d-29
G 3014
RODE EERSTELIMNG
SASKIA
HERALD
MOREMNE
(0 24720 x ULSTER KWIGHT»1 x PROFIJT) 15
WTN B2-33=3
(WEM I-3 x PROFIJT) &
Al GE-42
dmz x HAMEURGER EIER x PARNASSIA
ms x HAMDORGER EIER x PARMASSIA x ROTKARAGIS
ROTHARAGIS
MPI 19268
DEUTSCHES REICH
DECDARA
JUBEL

Ptiloha ¢. 5: Rodokmen odrady Futura
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1 2
EBrARKE-KING
SHEPODY
FE5050
THMOMATOR
Al FE-37F5
RZ Sd4-2550

ROPTA C 0dla

Ptiloha ¢. 6: Rodokmen odridy Innovator

GREEM MOEMTAIM

MERRIMACH

Al 72-d443d

Al F1-973

ESTIMA

ALCHMAR IF

* BURBAMK =eedling

DUMMORE

STATE OF MAINE seesdling
EXCELSIGR

PAUL KRUGER
SARAMAC

KATAHOIN

UsDR 3595-13
Us0A 96-3&

EARLAIME

F.r7g
G.32

S BE-F-Z66

SIRTEMA
ALCHMARIFA

CSASKIA x (CPC 1673-20 Cadg) x FUF

WTH 62-33-3
AM 67-1235

WTH 62-39-17

WTH 62-33-3
AM G7-133

WTM 62-39-17

ROPTA ¥ 226
NOPOL

MPI 19265

PH 112
G 3014

SASKIA

DORST H 123AR
SIRTEMA

FRUHMOLLE

SASKIA
SASKIA x=tEPC 1673-20 Cadg) x FUROREDD
(CPC 1675-20 (acg) x FUROREX
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PAUL KRUGER

PAUL KRUGER » MAMDEL

MANOEL
KARIN
OSTEOTE
OSTEOTE =« MAJESTIC)
MAJESTIC
KATKA
KE G09/25

Ptiloha ¢. 7: Rodokmen odridy Katka

3
TMPERATOR

BARLY ROSE
PATERSON’S YICTORIA
DABER

ERSTE ¥OM FROMSDORF

WILHELM RERM

unknown

INOUSTRIE
HESSENLARHD

BOHM 15506

ISMENE
HINDEMELRG

JUBEL

UP TO DATE suynongm Cusal
ERITISH QOEEM seedling
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MPI &l1.3%5/ 39
FRAMZI
W ez2d6/ 18
BEETTINA

FR5/883

KARIERA

KE .74

Ptiloha ¢. 8: Rodokmen odriidy Kariera

)
MPI 54 .4i29/285

=pg 3435

W 8164302

W eodlos1or

RPI 49.767/7
MPI 44.1016/10

W 44361

W 4466/511
W 55072
W dde6/511
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LU. 99.534/3

AORETTH

AXILIA

KORNETHA

CH 3119

KE 0O 25471

LI.-zseedling

Ptiloha ¢. 9: Rodokmen odridy Korneta

LU S6.10z2/59

SCHWALEBE

SASKIA

ORA

AOUILA

CAPELLA

RODE EERSTELIMG

HERALD

CAPELLA

BRA 9055

CCCPOLANIM »x EF ®XII-2) x JUBEL) x
KONSURAGILS

EDDA

CINOUSTRIE x C(EF XII-Z2 x POLAMIMD!
DUKE OF Y0ORK mutant

MAJESTIC

ABUMDANCE

EDDA

CINDUSTRIE x CEF XII-2 x POLAMIMI:
CCCHILOTE = SWITEZ) x landracel
CCCHILOTE = SWITEZ) x landracel
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Lu. 74,417,102 OH

LIYERA
zeedling
COBRA
seedling
LORI
FICHTELGOLD
MAJA
zeedling 1
CLIVIA

zeedling 17
LH 165/77

LU. 62.184/130

Ptiloha ¢. 10: Rodokmen odridy Livera
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1325/ 77 2620
MARENA
CLIVIA
OFFEREINZ-65-42
02.231
LUARTA
AURELIA
114/ 67 1804 NT
CLIVIA
AGRIA
MUMSTERSEN
BINTJE
JAUME D 0H
SEMLO
GABRIELA

Ptiloha ¢. 11: Rodokmen odridy Marena

zeedling 1
seedling 17

zeedling
FLAVA
zeedling 1
seedling 17

unknown

unknown
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AULA
FUNTILA
H 1929/G7
SATINA
NAUSICA
H 99/73
GLORIA

Ptiloha ¢. 12: Rodokmen odrtdy Satina

H 6747 /53

CLIYIA

20461

HYDRA

THYRA

HYDRA

landrace

UMICA

T
IS0LA

H 3zo/56

zeedling 1

zeedling 17

2008 41

MPI S0.17Z400

H 1521/37

1144756

SAZKIA

TE9 40

H 1521/37

1144756

PrEssad
MPI 19175

BOMA

tldms = adg) x thr
H 645,55

MPI 44 .228/20
1629,/52

FINA

RODE EERSTELING
HERALD

H ad3,/95

MPI d4d.228/20
1629,52

FIMA
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1 2

QUARTA
AGRIA

SEMLD

SINORA

MTN 82-33-3
AM FO-2166

0200

Priloha ¢. 13: Rodokmen odriidy Sinora

] 4
CLIVIA

Zeedling 1

zeedling 17
OFFEREIME £5-42

52.231
zeedling
AURELIA
FLAYA
11467 /1804 NT
=eedling 1
CLIVIA
zeedling 17
unk.nowe
MUNSTERSEN
BINTJE
unk.nown
JAUME O-0K
GABRIELA

Y 2420 x ULSTER KNIGHT?1 x PROFIJT) 15

CWEN I-3 = PROFIJT> 5

coy 2420 w ULSTER RWIGHT>1 x PROFIJTILS

MTH B2-32=26
W eas102
MARITTA
MITTELFRUHE
I.341
AM 34-9
LIBERTAS
A.d67
OEERARNEACHER FRUHE
HANSA
FLAYA
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ST 155

TOMENSA

6431 ME

TAIGA

MARITTA

THYMIA

KAMERAZ

Priloha €. 14: Rodokmen odriidy Tomensa

(I P

MITTELFRIRE

JPEZ0CIzd
INIS 2
HIMDENEURG
EDELTRAUT
IMPERATOR

PHYTDPHTHUHDHSTDIJE&HIVY

SICKINGEHR

m= x GRAMATY x GRANAT
PEFD
CEMTIFOLIA
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2-75.1349 N

WINETH

SALUT

SOLIMA

AORETTA

Ptiloha ¢. 15: Rodokmen odrtidy Vineta

WE. 55.7349 N

S5T. 4140

LU. 59.&53Ed/3

AXILIA

APTA
APTA » G493 13/110

Od.3/13/11
AUUILA
GU 633
ERIKA
LU 5&.102/59
ALQUILA
SCHWALBE
CAPELLA
RODE EERSTELING
SASKIA
HERALD
CAPELLA
ORA
BRA 90359
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! 2 g * F 643,95
H 152157
MPI dd.228/20
HYDRA
1629/52
114456
FINA
B2/72/ 2206
NG &
TS 77-145
i DUKE OF WORK mutant
RODE EERSTELING
SASKIA
MAJESTIC
HERALD
ABUMDANCE
SIRCO
B dms w HAMBURGER EIER » PARNASSIA
m= % HAMOORGER EIER » PARNASSIA x ROTHARAGLS
ROTHARAG TS
MPI 19266
DEUTSCHES REICH
DEODARA
JUBEL
WIVALDI
BIERMA f 1-257
MONAL IS
TP S1-12-d0
WP M Sa=god
SASKIA
ZPC SE-156
DORST H 123
SIRTEMA
FRUHMOLLE
COLMD
PRIMULA
YERTH
AOUILA
ZPC 55-FF
USDA 40565
KATAHDIN
USDA 24642

Ptiloha ¢. 16: Rodokmen odrudy Vivaldi



MPI &5.316.9

ASSIA

UF 5.33Z410

YLADARM

WIL.A

AUSOMIA

KOMST 63=665

Ptiloha ¢. 17: Rodokmen odridy Vladan

MPI &4 .70d

MFPI g9 . 121610

62 .ahs 258

W 1455-°4%5

CLIMAX

KOMST 91=123

KOMNST 597200

DOORMEOS-52-117

)
MPI 55 .53 84

arag

MFPI 40 .13597°22

MITTELFRSHRE

W Gool AS52E

AURELIA

MARITTHA

WALUTA

API 50.140/5
MPI 44 1016/ 10
vt = APTAD
thr

HIKNDEMNEBURG
EDELTRAUT

=eedling
FLAWVA

W aa 10z
MITTELFRLUHE
W 497213535
W dde6,/ 501

urnknown

THE TOWSE =uynonym

CRAIGS BOUMNTY

PROFIJT

SWP M Sg=zod

RECORD

MARITTHA

KAMERAZ

FPRUMMEL I 264

MATADOR

IWPF S1-12-—d0

SASKIA

TREMCTRIA

ENMERGIE

W 65102

MITTELFRUHE

PHY TOPHTHOROUSTOITSCHIWY
SICKIMNGERN
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EHUD

MARA

LU. S5&.15d42/9

ELKAMNA

FRUMMEL “S54-235

FPROMIMNERT

FRUMMEL “S5-z59

Priloha ¢. 18: Rodokmen odridy Elkana

= + =
ERA 3430
PANTHER
WELKERZDORFER
TIGER
COLUMER
RECORD
LIBERTRAS

YEEMHUIZEM 351155
kA 149

RECORD
RECORD x=EPRPC 1673531 dadgil
CPC 167353-1 Cadglh

LU. 57 .1357/33

CCCPOLAMNIM x EF ®II-Z23 x JUBELY =x

AQUILA
KOMSURAGIS
Gl 633
JUBEL
ERIKA
=eedling
EFICURE
CRAIGES OCFIAMNCE
FPEPO
8340029
E3GC20
W. SOOCEF
BdZC20
dm= = HAMBURGER EIER x PARMASSIA
m= x HAMEBPEGER EIER = PARMASSIA x ROTHKARAGIS
ROTKARAGIS
MPI 1926E
DEUTSCHES REICH
DEODARA
JUBEL
RECORD
LIBERTAS
YEEMHUIZEM 31185
LIBERTAS = SIRTEMAX
DORST H 123A
SIRTEMA

FRUHMOLLE

CPC 1567353—1 Cadgh
CPC 16753=f adg) x RECORDX)

RECORD
CCPC 1673=1 radg) = RECO2I0) = LIBERTAS)

RECORD
LIBERTHAS
YEEMHUIZEW 31185
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