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SOUHRN

Inhibitory proteas (Pls, Protease inhibitors) piedstavuji jednu ze dvou majoritnich
skupin bramborovych hlizovych proteinii. Druhou majoritni skupinu zastupuji proteiny
patatinového komplexu a skupinu ostatnich proteint tvoii predevs§im bramborovy lektin,
annexin a enzymy lipoxygenasa, glyoxalasa, polyubikvitin nebo enolasa. Inhibitory proteas
v bramborovych hlizach plni tfi funkce. Hlavni funkci PIs spo¢ivd v inhibici, zejména
endogennich, proteas, jako je napiiklad trypsin, chymotrypsin, katepsin nebo papain.
Schopnost Pls inhibovat proteasy uzce souvisi s obranou rostlin proti mikrobialnim a hmyzim
patogenum, tim plni PIs druhou funkci. Tteti funkci Pls je spole¢né s proteiny patatinového
komplexu jejich pusobeni jako zasobni bilkoviny a hraji roli také pii mobilizaci dusikatych
latek ze zasobnich bilkovin, naptiklad pfi kli¢eni hliz. Jejich antimikrobialni pisobeni a dalsi
specifické vlastnosti a biologické aktivity umoziluje potencidlni vyuziti bramborovych Pls
v lékatstvi, fytofarmacii, potravinafstvi a krmivafstvi, kosmetickém pramyslu ¢i dalSich
aplikacich.

Pro pramyslovou izolaci hlizovych proteinu, vcetné Pls, stale ptevazuji metody
tepelné koagulace a isoelektrické precipitace. Aby vSak bylo mozno uplatnit veskery potencial
bramborovych Pls, je tieba pouzit techniky umoziiujici izolaci v nativnim stavu, kdy zlistavaji
zachovany podstatné funkcni vlastnosti a pfirozené biologické aktivity. Tato disertacni prace
pojednava v prvni fadé¢ o moznostech detailni izolace PIs v nativhim stavu pomoci
chromatografickych technik, druhou casti bylo studium vybranych aktivit bramborovych
inhibitor proteas. Pfed samotnou purifikaci a separaci bilkovin bylo také provedeno
hodnoceni vychoziho materialu - bramborové mouky a hlizové vody.

U vychoziho materialu byl zjistovan obsah suSiny v hlizdch péti kulturnich odrid
brambor. Jednalo se odridy pro pifimy konzum - Adéla, Laura a odridy
pro zpracovani - Eurostarch, Ornella a Sibu. Obsah dusikatych latek a bilkovin, obsah
polyfenolll a antioxidacni aktivity. Obsah suSiny v hlizach se pohyboval v rozmezi od 16,6 %
(Adéla) do 25,2 % (Ornella). Obecné byl vyssi u odriid pro zpracovani (polopozdni-pozdni)
oproti konzumnim odridam (rané). Obsah dusikatych latek v suSiné byl naopak vyssi
u konzumnich odrtid v rozmezi od 6,0 % (Ornella) do 13,1 (Adéla). Nepfimo umérny obsahu
dusikatych latek byl ale samotny obsah bilkovin. Nejvyssi hodnota obsahu bilkovin v hlizové
vodé (PFJ) byla zjisténa u odrudy Ornella (15,1 g/l) a nejmensi u odrady Adéla (10,0 g/l).
Proteiny odriidy Adéla byly zastoupeny predevsim Pls (53 % celkovych proteini), u odrudy



Eurostarch pfevazoval patatin (46,8 %). Nejvétsi podil PIs u obou odrid tvofily inhibitory
aspartaitovych proteas, zna¢ny byl také obsah neidentifikovanych proteinti patfici
pravdépodobné také mezi Pls. Obsah polyfenola byl nejvyssi opét u konzumni odrady Adéla
(2,53 g TPP/kg susiny) a nejnizs$i u odridy Eurostarch (1,26 g TPP/kg susiny). Obsahu
polyfenoll je pfimo iimérnd 1 antioxidacni aktivita vici radikalim DPPH i ABTS. Nejvyssi
zhéSeci aktivita byla zjiSténa u odridy Adéla (v priméru 66,0 %) a nejmensi u odridy Sibu
(v prameéru 34,6 %). V ramci vybranych odrid lze tedy potvrdit, Ze nejvyssi antioxida¢ni
potencial vykazuje velmi rozsifena odrida Adéla.

Pomoci dvoustupiiové purifikace (pomoci medii DEAE a Con A) doslo k oddéleni
inhibitori proteas a ziskdni jejich dvou frakci - bazické Pls (frakce ,,B*) a kyselych Pls
(frakce ,,D*). U odriidy Adéla a Eurostarch byly obé frakce PIs dale separovany na systému
FPLC pomoci monolitickych kolon. Bazické PIs byly pomoci kolony UNO S6 rozdéleny do 4
frakci a kyselé PlIs na koloné¢ UNO Q6 do 3-4 frakci. Ovéreni uspéSnosti purifikace a separaci
bylo provedeno pomoci SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrie. Proteinové frakce
po separaci na koloné UNO S6 byly zastoupeny piedevsim skupinami inhibitora
aspartdtovych proteas, neidentifikovanymi proteiny a inhibitory cysteinovych proteas.
Pritomny byly také nékteré inhibitory serinovych proteas. Po separaci na kolon¢ UNO Q6
byly separované frakce rovnéz zastoupeny nejvice bramborovymi inhibitory aspartatovych
proteas, ostatnimi inhibitory serinovych proteas a braborovym inhibitorem proteas II.
V souctu vSech inhibitorli serinovych proteas ptekraoval jejich obsah skupinu PAPI.
Priblizné¢ 10 % tvorily po separaci na UNO Q6 neidentifikované proteiny. Nezachycena
frakce byla tvofena zejména proteiny patatinového komplexu. Po separaci na iontové
vyménnych kolonach byla provedena separace bazickych i kyselych frakci na afinitni koloné
CHT5-I. Pomoci této kolony se pouze podafilo odd¢lit zachycenou (obsahujici celé spektrum
bramborovych Pls) a nezachycenou frakci. Doplitkovd separace byla provedena na gelové
permeacni koloné EnRich SEC 650 pomoci které bylo jesté mozno nerozdélené zachycené
frakce po separaci na CHT5-I rozdélit do 2-4 frakci. Na zakladé téchto vysledku lze
konstatovat ucinnou purifikaci PIs a jejich rozd€leni pomoci iontové vyménnych kolon.
Pomoci kolon Phenyl FF a Butyl HP, vyuzivajicich hydrofobni, nedoslo k separaci pouzitych
frakci bramborovych PlIs. V dal§im kroku by vhodny zptisob separace dil¢ich frakci mohly
zprostiedkovat optimalizované postupy gelové permeacni chromatografie a chromatografie
hydrofobnich interakci.

Tieti ¢ast prace byla zaméfena na studium antioxidacnich a antimikrobialnich aktivit

separovanych frakci Pls. Byla potvrzena antioxida¢ni aktivita bramborovych inhibitora



proteas. ZhaSeci aktivita byla zaznamenana pii vysoké koncentraci proteinu (60 mg/ml),
nejvyssi zhaseci aktivita byla zaznamenana u frakci ,,B*“ obou odrtud, kdy byla zmétena téméet
absolutni (pfes 96 %) zhaseci aktivita vic¢i radikalu ABTS. Zvysena zhaseci aktivita (> 50 %)
byly zaznamenéna také u frakci AS 12-15, ES 1-3 a EQ 8-9. Antioxidacni aktivita vyjadfena
zhasenim radikdlu DPPH byla podstatné nizsi, nejvyssi zhaseci aktivita (15-16 %) byla
zaznamenana u frakci AS 12-15, ES 1-3 a AQ 9-10 pfi koncentraci proteini 10 mg/ml.
Antimikrobidlni aktivita byla potvrzena pomoci biotesti provedenych viici patogeniim
Fusarium solani a Rhizoctonia solani. Antifungalni aktivita byla prokazana vaci F. solani
opét v pripadé frakci ,,B“ u obou odrid a pii vyssi koncentraci (> 40 mg/ml). Antifungalni
aktivita byla potvrzena v mens$i mife také v pfipad¢ frakce AS 12-15. V ramci tohoto cile byla
zjiSténa potencialni mozZnost vyuziti bramborovych Pls jako antioxidantl a antimikrobialnich
latek 1 u jednotlivych frakci, av§ak pouze pfi Setrném zptisobu jejich izolace kdy ztistavaji, co
mozna nejvetsi mife, V nativnim stavu a jsou tim padem maximalné zachovany vyse uvedené

biologické aktivity.



SUMMARY

Protease inhibitors (PIs) are one of two major groups of potato tuber proteins. The
second major group represents the patatin complex proteins. The third group of other proteins
is created mainly of potato lectin, annexin and lipoxygenase enzymes, glyoxalase, polyubicin
or enolase. Proteas inhibitors in potato tubers perform three functions. The primary function
of Pls is the inhibition, mostly endogenous proteases such as trypsin, chymotrypsin, cathepsin
or papain. The second function is an ability of PlIs to inhibit proteases and it is closely related
to plant defense against microbial and insect pathogens. The third function of Pls, together
with patatin complex proteins, is their function as supply proteins and they also play a role
in the mobilization of nitrogenous substances from storage proteins, for example, by the
germination of tubers. Their antimicrobial activity and other specific properties and biological
activities enable the potential use of potato Pls in medicine, phytopharmaceutics, food and
feed, cosmetics and other applications.

For the industry isolation of tuber proteins, including Pls, are still mostly used
methods of thermal coagulation and isoelectric precipitation. For utiliziation of the full
potential of potato PIs, it is necessary to use isolation techniques for obtain them in the native
state in which are preserved the essential functional properties and natural biological
activities. This thesis deals primarily with possibilities of detailed isolation of Pls in native
state by chromatographic techniques, the second part was the study of selected activities
of potato protease inhibitors. Before the purification and protein separation were evaluated
properties of the source material - potato flour and potato fruit juice (PFJ).

In the tubers of selected varieties were observed: the dry matter content, nitrogen and
protein content, polyphenols content and antioxidant activity. The dry matter content of tubers
was in the range from 16.6% (Adéla) to 25.2% (Ornella). Generally, it was higher in varieties
for processing in comparison to varieties for direct consumption. By contrast, the content
of crude protein was higher in varieties for direct consumption. The content of crude protein
was in the range from 6.0% (Ornella) to 13.1 (Adéla). It was observed the negative correlation
between crude proteins and true proteins. The highest protein content in potato fruit juice was
find out in the variety Ornella (15,1%) and the lowest in the variety Adéla (10%). Proteins
of the variety Adéla were represented mainly by Pls (53% of total proteins), while patatin
(46.8%) was dominant in the variety Eurostarch. The largest proportion of Pls in both

varieties consisted of aspartate protease inhibitors, and the amount of unidentified proteins



was also significant, and they are probably consists of protease inhibitors. The content of total
polyphenols was highest again in variety Adéla (2.53 g of TPP / kg of dry matter) and the
lowest in the variety Eurostarch (1.26 g of TPP / kg of dry matter). The amount
of polyphenols is directly proportional to the antioxidant activity against both DPPH and
ABTS radicals. The highest scavenging activity was found by the Adéla variety samples
(on average 66.0%) and the lowest in the Sibu's variety samples (on average 34.6%). Within
the selected varieties can be confirmed the highest antioxidant potential of the widely grown
variety Adéla.

By the two-step purification were separated protease inhibitors into two fractions - basic Pls
(fraction "B") and acidic Pls (fraction "D"). In the varieties Adéla and Eurostarch were both
Pl fractions further separated on the FPLC system by using monolithic columns. Basic Pls
were divided on the column UNO S6 into 4 fractions and acidic Pls on the column UNO Q6
to 3-4 fractions. Verification of the successfull purification and separation was performed
by SDS-PAGE and mass spectrometry. The protein fractions after separation on the UNO S6
column were mainly represented by aspartate protease inhibitor groups, unidentified proteins,
and cysteine protease inhibitors. Some serine protease inhibitors have also been present. After
separation on the UNO Q6 column, the separated fractions were also represented mostly
by the aspartate protease inhibitors and by other serine protease inhibitors and potato protease
inhibitor 2. The sum of all serine protease inhibitors exceeded the content of PAPI.
Approximately 10% of total protein were clasified as unidentified proteins after separation
on the UNO Q6 column. After the separation on the ion exchange columns, the basic and
acidic fractions were separated on the affinity column CHT5-1. This column separates only
the certain fraction into the bound (containing the whole spectrum of the potato PIs) and the
non-bound fractions. Additional separations were performed on the EnRich SEC 650 gel
permeation column. On this column were separated non-bound fractions after separation
to CHT5-I1, they were separated into 2-4 fractions. These results show the efficient of the Pls
purification and distribution by monolithic ion exchange columns. The hydrophobic
interaction colums Phenyl FF a Butyl HP weren't effective for the separations of applied
potato Pls fractions. In the next steps of separation it could be suitable to use optimalized
method of gel permeation or hydrophobic interaction chromatography.

The third part of the thesis was focused on the study of antioxidant and antimicrobial
activities of the separated Pls fraction. The antioxidant activity of potato protease inhibitors
has been confirmed. Scavenging activity was relevant particulary at high protein

concentration (60 mg / ml), the highest activity was observed in ,,B“ fractions of both



varieties, where the scavenging activity against ABTS radical was almost complete
(over 96%). Increased scavenging activity (> 50%) was also observed for the fractions
AS 12-15, ES 1-3 and EQ 8-9. The antioxidant activity, expressed by scavenging activity
of radical DPPH, was significantly lower, the highest scavenging activity (15-16%) was
observed for the fractions AS 12-15, ES 1-3 and AQ 9-10 at a protein concentration of 10
mg/ml. (Add anti-oxidative activity to DPPH). The antimicrobial activity was confirmed
by the bioassays performed against the pathogens of Fusarium solani and Rhizoctonia solani.
Antifungal activity was demonstrated against the F. solani again in case of the ,,B* fractions
of both varieties and at a higher concentration (> 40 mg / ml). The weaker antifungal activity
was also confirmed in the AS 12-15 fraction. Within this aim was find out the possibility
of potential use to the potato PlIs and their individual fractions as antioxidants and
antimicrobial agents, however it's important to isolate and keep PlIs in their native state to

preserve mentioned biological activities.
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1. UVOD

Brambor hliznaty, ¢i lilek brambor (Solanum tuberosum subsp. tuberosum) patii
celosvétové mezi nejvyznamnéjsi zemédelské plodiny. Za rok 2013 byla podle Organizace
pro vyzivu a zemédelstvi (FAO) odhadnuta produkce brambor na 368 096 000 tun, coz z ni
po pSenici, ryzi a kukufici €ini ¢tvrtou nejvyznamnéjsi plodinou z hladiska lidské vyzivy.
V roce 2016 bylo v Ceské republice, na bramborami osazené plose 23tis ha podle odhadu
CSU, sklizeno 689 tis. tun brambor, coz bylo 0 36,5 % vice v porovnani s rokem 2015. Vynos
¢inil v 29,43 tun na hektar, ¢ili o 7,17 tun vice nez v roce 2015. Nizsi vynos v roce 2015 byl
ovlivnén pedev§im vyraznym suchem, tudiz nelze potvrdit rostouci produkci brambor v CR.
Ve statni odrudové knize bylo v roce 2016 (15. 6. 2016) zapsano celkem 134 odrid brambor.
V réamci databdze Spole¢ného katalogu odrid bylo ke dni 4. 6. 2017 vyhleddno 1704
registrovanych odriild na tizemi Evropské unie. Pro konzum a zpracovani jSou vyuzivany
vyhradné¢ bramborové hlizy. Ty vznikaji pfeménou podzemnich modifikovanych stonkt
(stolonil) a slouzi k akumulaci rostlinou vytvoienych asimilatl, zejména Skrobti. Hlizy jsou
vyuzivany po tepelné tpraveé pro piimy konzum, pro vyrobu potravinaiskych a potravinovych
produktii a pro primyslové zpracovani, piedev§im pro vyrobu bramborového Skrobu
a v mensi mife lihu.

Bramborové hlizy obsahuji fadu nutricné, a zdravi, prospesnych latek. Pomérné vysoky
je obsah mineralnich latek, zejména drasliku (300-450 mg/100 g). Mezi latky vyznamné
pro zdravi konzumenta lze zaradit také antioxidanty. Jedna se zejména o polyfenoly (1,2-4,4
g/kg Cerstvé hmoty) a vitamin C, jehoz obsah ¢ini v priméru 170-990 mg/kg Cestvé hmoty.
Z ostatnich antioxidantt jsou zastoupeny karotenoidy (4-4,5 mg/kg u tetraploidnich odrud),
vitamin E (0,5-2,8 mg/kg) a v mensim mnozstvi selen (0,01 mg/kg). Bilkoviny jsou
v bramborovych hlizdch zastoupeny v pomérné malém mnozstvi (do 2 % v Cerstvych
hlizach), ptesto je vSak jejich vyznam v hlizdch nezanedbatelny z hlediska biologickych
vlastnosti, nutri¢ni kvality a obecné velké konzumace brambor ¢lovékem. Hlizové bilkoviny
jsou v lidské vyzivé kvalitni zejména z hlediska zastoupeni esencialnich aminokyselin.
Hodnotou indexu esencialnich aminokyselin (EAAI) pfed¢i o jednu tietinu bilkoviny soji
(Vokal et al., 2013).

Hlizové bilkoviny jsou déleny do tii skupin, patatiny a inhibitory proteas predstavuji dvé
majoritni skupiny, tieti skupinu tvoii ostatnimi proteiny. Patatiny slouzi piedevs§im jako

zasobni proteiny, ale vykazuji rovnéz nékteré enzymatické aktivity. Inhibitory proteas plni
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in vivo tii zakladni funkce: Reguluji aktivitu endogennich proteas, plni obrannou funkci proti
mikrobidlnim patogenim a hmyzim Skidcim a slouzi jako zasobni proteiny. Vyzkum
bramborovych bilkovin je diky jejich potencialu celosvétové rozsahly, nejen diky jejich
zminéné nutriéni hodnoté. Bramborové inhibitory proteas vykazuji specifické antimikrobidlni,
kancerostatické a dal$i vyznamné vlasnosti a aktivity, které predurcuji jejich vyuziti v oblasti
rostlinolékarstvi, medicing, farmaceutickém a potravindiském primyslu, pfipadné jinych
oblastech lidské ¢innosti.

Metody izolace a separace hlizovych bilkovin 1ze rozdélit do n¢kolika skupin, zejména
podle vyuziti purifikovanych bilkovin. V oblasti primyslové izolace bilkovin se nejcasteji
uplatiiuji metody tepelné koagulace nebo isoelektrické precipitace ¢i jejich kombinace, které
jsou nésledné nejcastéji vyuzivany v krmivaistvi ¢i ¢astecné potravinaistvi. Nevyhodou této
metody je ziskani bilkovin v denaturovaném stavu, v tomto stavu ztraci svoje biologické
aktivity, coz znemoziuje jejich vyuziti mimo potravinarskou/krmivarskou oblast. V soucasné
dob& pifechazi metody izolace z experimentalniho méfitka do primyslovych aplikaci,
ultrafiltraéni a chromatografické techniky, ¢i jejich kombinace jsou jiz dnes vyuZivany
pro vyrobu bramborovych bilkovinnych izolath pro lidskou vyZzivu potravinaiské vyuZziti.
Vzhledem ke zvySujici se potiebé hledat stale nové zdroje bilkovin s dobrymi a vyuzitelnymi
funkénimi vlastnostmi, 1ze pfedpokladat ¢im dal castéjs$i vyuZivani pravé bramborovych
bilkovin. Rostlinny ptivod ve spojeni s nutri¢ni kvalitou a funkénimi vlastnosti bramborovych
bilkovin jesté zvySuje jejich potencial diky pouzitelnosti ve vegetarianské a veganské vyzive,

predevsim ve formé kvalitnich bilkovinnych izolatt.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Biologické a nutri¢ni vlastnosti brambor

Brambor hliznaty ¢i lilek brambor (Solanum tuberosum L.) je viceleta, dvoudélozna
rostlina patfici do celedi lilkovitych. Pochdzi z Jizni Ameriky, kde byla jiz pfed ptichodem
Evropanti pomérné intenzivné péstovana puvodnimi obyvateli. Do Evropy byly brambory
dovezeny v 16. stoleti (Bradshaw & Ramsay, 2009). V soucasnosti jsou brambory ¢tvrtou
Z hlediska lidské vyzivy se diky svym nutricnim vlastnostem jednd o velice hodnotnou
plodinu. Kromé pievazujiciho Skrobu, slouzici v lidské vyzivé jako zdroj energie, obsahuji
bramborové hlizy celou fadu mineralti. Vyznamny je také obsah latek s funkci antioxidacni
ochrany (napf. vitaminy, polyfenoly a barviva) diky nimz piedstavuji brambory kvalitni zdroj
antioxidantli. Kromé uvedenych antioxidanti plni tuto ochrannou funkci také nékteré
bilkoviny, obsazené v bramborovych hlizach. Jednd se napiiklad o enzym superoxid
dismutasu (Ighodaro & Akinloye, 2017) nebo albumin (Gupta & Sharma, 2006). Albuminova
frakce hlizovych bilkovin je zastoupena jednou ze dvou majoritnich skupin hlizovych
bilkovin - inhibitory proteas (Waglay & Karboune, 2004). Bilkoviny brambor patii podle
indexu esencialnich aminokyselin (EAAI) mezi nejkvalitnéjsi rostlinné bilkoviny. Jak bylo
zminéno jiz v uvodu této prace, bramborové bilkoviny pied¢i se svoji hodnotou 83 %
bilkoviny semen séji (62 %) a hrachu. Co se tyka samotného zastoupeni aminokyselin,
vyznacuji se bramborové bilkoviny, zejména patatin, Vysokym obsahem lysinu. Limitujici
naopak mohou byt sirné¢ aminokyseliny, zejména methionin (Barta et al., 2015; Barta &
Bartova, 2007). Hlizy brambor obsahuji pfiblizné¢ 70-80 % vody. Zbytek hmoty tvoii suSina
zastoupena zejména polysacharidy - skrobem (Tab. 1).
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Tab. 1: Chemické slozeni hliz bramboru (pfevzato z Vokal et al., 2013)

Slozka (latka) Vyjadieni v Cerstvé hmot¢ Vyjadieni v suSingé
(% hmotnosti) (% hmotnosti)

voda 68-83 -

susina 17-32 100

Skrob 11-26 60-80

jednoduché cukry (glukoza, fruktoza, | 0,5 2,1

sachar6za)

vlaknina 1-2 4-10

dusikaté latky 1-3 6-15

bilkoviny (koagulované) 0,5-2 3-8

volné aminokyseliny (asparagin, 0,1-1 0,5-4

glutamin, prolin)

lipidy 0,1 0,4

popeloviny 1,1 4,6

2.2 Hlizové bilkoviny

Obsah koagulovatelnych bilkovin v susiné hliz brambor ¢ini pfiblizné 3-8,0 %. Obsah
bilkovin v ¢erstvé hlize je relativné maly, ¢ini piiblizné 0,5-2 % (Bradshaw & Ramsay, 2009).
Mira zastoupeni dusikatych latek (NL) a bilkovin v bramborovych hlizach ovliviiuje nékolik
faktord: Odrida, hnojeni dusikem, oblast péstovani a podminky skladovani. Rozhodujicim
faktorem urc¢ujici obsah bilkovin a dusikatych latek v hlizach je genotyp (odruda) a hnojeni
dusikem. P¥imy podil odridy na variabilitu v obsahu bilkovin a NL je asi 30-50 %, vliv
odridy spole¢né s prostfedim zvySuje tento podil na 35-75 %. Se zvySujici se davkou
dusikatych hnojiv aplikovanych pfi péstovani brambor nariistd obsah bilkovin i NL, avSak
obsah NL nartistd vyrazné¢ji (Barta & Bartova, 2007).

Z hlediska celkové spotfeby v Ceské republice piijme ¢lovék vice bilkovin z brambor
nez z luSténin, které jsou povazovany za hlavni zdroj vyznamnych rostlinnych bilkovin
v lidské vyzivé. Vyplyva to z faktu, ze primérna spotfeba brambor v CR na hlavu je piiblizné
26x vySsi nez spotieba lusténin (Tab. 2).

Pravé diky vysoké nutricni hodnoté obsazenych bilkovin a potencialu jejich vyuziti
a technologickym mozZnostem izolace a separace hlizovych proteinli z bramborové hlizové
vody (PFJ, Potato fruit juice) je tedy logické a lze diky t€émto dvéma divodim predpokladat
rozvoj slechténi novych odrid s vy$§im obsahem bilkovin (Dale & MacKay, 1994).
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Tab. 2: Primé&rna ro¢ni spotieba brambor a lu§ténin a v nich obsazenych bilkovin v CR na obyvatele
(upraveno podle situa¢nich zprav Ministerstva zemédélstvi)

. spotieba plodiny na osobu | Obsah bilkovin v susiné Prlbhz’na spptreba
Plodina [kg] [0/100) bilkovin
na osobu [kg]
Lusténiny 2,7 (zrala semena) 21-25 <0,68*
Bramory 70,1 ( Cerstvé hlizy) 1-3 0,7-2,1

* obsah bilkovin je snizen vlhkosti lu$ténninych semenen, ktera vSak nesmi byt podle vyhlasky ¢&.
369/2009 Sb. vyssinez 15 %

V hlizové vodé pievazuje zastoupeni dvou majoritnich skupin proteinti - patatini
a inhibitorti proteas, které dohromady tvofi az pies 80 % (Tab. 3) hlizovych bilkovin (Macrae
et al., 1998; Pots et al., 1999; Hoehenwarter et al., 2011).

Tab. 3: Relativni zastoupeni bilkovin a jednotlivych skupin bramborovych Pls v PFJ z odridy Elkana
(upraveno podle Pouvreau, 2004)

Skupina protein | Patatin | PI-L  PI-2 PCPI PAPI PKPI OSPI PCI | Ostatni

ObsahvPFI[%] | 375 | 45 223 119 59 36 15 09| 128

Bilkoviny hliz brambor rozd€lujeme v soucasnosti do 3 hlavnich skupin (Pots, 1999,

Pouvreau, 2004):

1) proteiny patatinového komplexu (patatin)
2) inhibitory proteas

3) ostatni proteiny

2.2.1 Patatin

Patatiny, diive také uvadéné jako tuberiny, piedstavuji jednu ze dvou majoritnich skupin
proteint a tvoii 20-60% celkového obsahu bilkovin hliz bramboru. Z hlediska rozpustnosti
patii patatiny mezi globuliny (Macrae et al., 1998; Pots et al, 1999; Waglay et al., 2014).
Patatiny jsou glykoproteiny plnici zasobni funkci, slouzi pfedevsim jako zdroj aminokyselin,
a vyskytuji se vbunécnych vakuolach parenchymatického pletiva v hlizdch a listech
(Sonnenwald et al. 1989). V nativnim stavu je patatin dimer, pfi¢emzZ molekulova hmotnost

identickych podjednotek patatinu kolisa v rozpéti 39-45 kDa podle jednotlivych isoforem
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(Pots, 1999). Primarni strukturu patatinu izolovaného ze Solanum tuberosum tvoii 387
aminokyselin, oproti tomu isoforma patatinu izolovana ztabaku je tvofena pouze 362
aminokyselinami (Brabcova, 2015) Piiblizné 4 % fetézce piedstavuje sacharidova cast
aminokyselin (Barta, 2015). Bilkoviny patatinového komplexu jsou pomérné¢ homologni
skupinou proteinti oproti bramborovym inhibitorim proteas. Krom¢ zasobni funkce bylo také
prokazano enzymatické pusobeni patatinu, jedna se zejména o lipidacylhyrolasovou a
fosfolipasovou aktivitu (Brabcova, 2015). Dal§imi enzymovymi aktivitami spojenych
S patatinem jsou B-1,3 glukanasova (Tonén et al., 2001) a B-xylosidasova aktivita (Peyer et
al., 2004).

Bilkoviny patatinového komplexu byly poprvé izolovany a purifikovany v roce 1980
za pomoci dvoustupiiové chromatografie (Obr. 1). V prvnim kroku byla provedena iontové
vyménna chromatografie za pouziti media DEAE celulosy a v druhém kroku byla pouzita
afinitni chromatografie s mediem Con A Sepharose (Racusen & Foote, 1980).

2.2.2 Ostatni proteiny

Mezi ostatni proteiny obsazené¢ v bramborovych hlizach, cili ty které nelze zaradit
mezi proteiny patatinového komplexu ani inhibitory proteas, patii skupina proteint tvofici
podil 20-45 % hlizovych bilkovin (Pots et al., 1999; Hoehenwarter et al., 2011). Mezi ostatni
hlizové proteiny patii zejména enzymy jako napiiklad lipoxygenasa, glyoxalasa, enolasa nebo
polyubikvitin (Bauw et al., 2006; Rajendran et al., 2016). Mezi dal$i vyznamny protein
spadajici do této skupiny patii annexin. Tento membranovy protein zprostfedkovava
v rostlinné buiice vazbu ionti Ca® na fosfolipidy v membran&. Predpoklada se, e se podili
na organizaci membranové asociovanych proteinovych komplexd a jejich interakci se
signalnimi molekulami, jsou tedy tim padem spojeny se Sirokym rozsahem bunécnych a
vyvojovych procesi (Baucher et al., 2012). Bramborovy annexin by se mohl stat v blizké
dobé pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Bylo prok4dzéno, Ze nadprodukce annexinu
vyznamné zvySuje odolnost vici abiotickym stresim, zejména suchu. Ovliviiuje rovnéz
toleranci ke stresu zpiisobenym svétlem, zavirani priduchii a pfijimani oxidu uhli¢itého.
Annexin potlacuje také pisobeni reaktivnich metaboliti kysliku, jeZ mohou byt cytotoxické a
vyvolavat mutagenezi. V budoucnosti by mohl annexin nalézt potencial v oblasti rezistentniho
Slechténi, kdy by jeho exprese v transformovanych rostlindich mohla zvySovat jejich toleranci

vii€i nepfiznivym stresovym podminkam (Szalonek et al., 2015).
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Dalsim studovanym zastupcem ostatnich hlizovych proteint je bramborovy lektin (STA,
Solanum tuberosum agglutinin). STA je glykoprotein slozeny ze dvou homolognich
podjednotek s molekulovou hmotnosti 65,5 kDa, pfi€emz 52,3 % podjednotky tvoii
sacharidova cast (Allen et al., 1996). Jiny zdroj uvadi molekulovou hmotnost STA
podjednotek 55 kDa (Kieliszewski & Orlando, 1997). Bramborovy lektin ma schopnost vazby
na chitin a zaroveii aglutinovat ¢ervené krvinky (Safafik et al., 2010). Byla prokazana
biologicka aktivita STA zptsobujici vysokou mortalitu larev blyskacka (Ahman & Melander,
2003).

2.3 Inhibitory proteas

Inhibitory proteas (Pls, Protease inhibitors) byly poprvé popsany v roce 1947. Mickel a
Standish pozorovali jejich negativni plisobeni na vyvoj larev hmyzu. Larvy byly chovany
na extraktech so6ji obsahujici pravé tyto bilkoviny. Pozdéji byly tyto bilkoviny klasifikovany
jako inhibitory proteas (Mickel & Standish, 1947). Soucasné¢ s objevem Pls bylo tedy
potvrzeno jejich insekticidni pusobeni. Inhibitory proteas jsou velice heterogenni skupinou
bilkovin. Jednotlivé skupiny PIs se od sebe lisi svoji katalytickou aktivitou, strukturou,
molekulovou hmotnosti, po¢ty podjednotek a isoelektrickymi body (Pouvreau, 2004). Jedna
se obecné o velice rozsifenou skupinu proteind. Jejich pfitomnost byla prokazana u Zivocichi,
rostlin, bakterii i hub (Habib & Fazilli, 2007). Zastoupeni inhibitorat proteas ¢ini 20-50 %
obsahu hlizovych bilkovin (Pots et al, 1999; Pouvreau, 2004).

Primarni funkci PIs je regulace proteolytickych procesi prostiednictvim inhibice,
zejména, endogennich proteas, jako je naptiklad trypsin, chymotrypsin, katepsin nebo papain.
Schopnost Pls inhibovat proteasy uzce souvisi s obranou rostlin, o ¢emz podrobnéji pojednava
kapitola 2.3.1. U brambor hraji PIs, jakozto jedna ze dvou majoritnich skupin hlizovych
bilkovin, vyznamnou roli také pfi mobilizaci dusikatych latek ze zasobnich bilkovin naptiklad
pii kliceni hliz, slouzi tedy také jako zasobni bilkoviny (Weeda et al. 2010, Barta et al., 2015).
Bramborové inhibitory proteas, diive oznaCovany jako tuberiny, patfi mezi bilkoviny
rozpustné ve vodé. V ramci hlizovych bilkovin jsou tedy soucasti albuminové frakce

(Waglay & Karboune, 2004).
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2.3.1 Piisobeni inhibitori proteas

Inhibitory proteas se mohou v rostlinném téle vyskytovat v riznych ¢astech, naptiklad
semenech a hlizach ale i v nadzemnich organech. (Habib & Fazilli, 2007). PlIs se v rostlinach
uplatiiuji v obran¢ proti mikrobidlnim patogenim a hmyzim Sktdcim, kde casto hraji
kli¢ovou roli jako jeden z prvka nespecifické imunity rostlin (Kim et al., 2009).

Obecny princip inhibice proteas spo¢iva v navazani inhibitoru na aktivni misto proteinu.
Dochéazi k vytvoreni kovalentni vazby, coz vede k inaktivaci proteasy. Vzhledem ke klicové
roli proteas v regulacnich kaskddach a tvorbé ¢i degradaci proteini bunééné membrany
prokaryotické buiiky, dochéazi vlivem inhibice proteolytickych procest k naruSeni reprodukce
bakterii (Farady & Craika, 2010; Dalbey et al., 2012).

U houbovych patogenii dochazi vlivem inhibice, zejména aspartatovych, proteas
k potlaceni vitalnich procest organismu (Santos et al., 2013). Rust hub je zpomalen vlivem
naruseni proliferace hyf, coz mizZe mit za nasledek az Uplné zastaveni Sifeni mycelia a
neschopnost Cerpat ziviny. Kromé antibakterialniho a antifungalniho ptsobeni bylo také
prokazano pusobeni rostlinnych PIs proti patogennim virim, napiiklad HIV, zloutenky a
herpetickym virim. Inhibitory proteas jsou schopny zamezovat reprodukci a Sifeni danych
viru (Patick & Potts, 1998; De Clercq, 2004).

Bylo zjisténo, ze k expresi antimikrobidlnich proteinii v listech brambor dochazi
bezprostiedné pii napadeni hmyzimi patogeny, naptiklad druhy Leptinotarsa decemlineata
nebo Macrosiphum euphorbiae (Duceppe et al., 2012). Experimentalné bylo prokazano
insekticidni plisobeni inhibitorti proteas u transgennich rostlin, obsahujici geny kodujici rizné
rostlinné Pls, naptiklad proti larvdm z fadi motyli a broukii (Lawrence & Koundal, 2002;
Ussuf et al., 2001). Mechanismus ptisobeni PIs proti hmyzim patogentim spociva v inhibici
aktivity jejich travicich enzymi. Dochazi ke ztrat€ enzymovych aktivit proteas, coz ma
za nasledek jejich nadprodukci. Zvysend produkce travicich enzyml zplsobuje nedostatek,
zejména sirnych, aminokyselin v organismu. Dochéazi ke zpomaleni vyvoje jedince a jeho
vycerpani, Coz muze v krajnim ptipad¢ vést az k jeho usmrceni (Rohrer et al., 2011).

Mezi zajimavé PIs bramborové Pls patii tfi zastupci inhibitord serinovych proteas
pusobeni bylo potvrzeno u inhibitoru Potide G. Je schopny inhibovat jak lidské, tak i rostlinné
mikrobialni patogeny, napfiklad Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli a Clavibacter michiganense subsp. michiganins, Candida albicans a Rhizoctonia solani

(Kim et al., 2006). Bylo zjisténo také jeho piisobeni proti bramborovému viru typu Y (PVY),
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(Tripathi et al., 2006). U inhibitoru AFP-J byla zjisténa inhibice patogenu Candida albicans,
zpusobujici néktera lidska kvasinkova onemocnéni (Lee et al., 2012; Park et al., 2005).
U proteinu PT-1 (potamin 1) bylo prokazano antimikrobialni ptisobeni také proti C. albicans,
ale také wvuci houbovému patogenu Rhizoctonia solani nebo fytopatogenni bakterii
Clavibacter michiganenensis (Kim et al., 2005).

Brambory kromé inhibitordi proteas obsahuji také dalsi peptidy a proteiny
s antimikrobialni aktivitou. Jedna se napfiklad o pseudothionin, ktery inhibuje rist bakterie
Clavibacter michigannesis subsp. sepedonicus a také Pseudomonas solanacearum a Fusarium
solani. Mezi dalsi antimikrobialni peptidy patii peptidy snakin-1 a snakin-2 aktivni proti C.
michiganensis a Botrytis cinerea a (Kim et al., 2013). Potencial vyuziti t€chto dvou peptidu
zvysuje také moznost chemické pfipravy jejich syntetickych analogi, které vykazuji stejnou
antifungalni aktivitu jako pfirozené peptidy snakin-1 a snakin-2 (Harris et al., 2014).

K expresi inhibitori proteas dochazi tak vlivem abiotickych strest, naptiklad
mechanickym poranénim nebo pii stresu zptisobenym suchem (Sanchez-Serrano et al., 1987;
Ledoigt et al., 2006).

2.3.2 Klasifikace inhibitora proteas

Jak jiz bylo uvedeno, inhibitory proteas jsou velice heterogenni a Sirokou skupinou
proteinti. Dle databaze MEROPS verze 9.13 bylo k ¢ervenci roku 2015 objeveno celkem
74 658 inhibitort peptidas (proteinti inhibujicich endopeptidasy/proteinasy i exopeptidasy)
zahrnujicich 1428 interakci mezi konkrétnimi inhibitory a jejich proteasami (Rawlings et al.,
2015). Jednotlivé skupiny podskupiny a zastupci se lisi svoji molekulovou svou hmotnosti,
pocty podjednotek, isoelektrickymi body, dle proteas které Pls inhibuji. PIs se lisi také v délce
fetézce (Bauw et al., 2000).

Klasifikaci komplikuje napiiklad struktura aktivnich mist a jejich pocet pti¢emz kazdé
misto muze inhibovat rGzné proteasy. Mohou se také vyskytovat homologni sekvence
v peptidovych fetézcich u podobnych inhibitorti. Problematické je zejména rozdéleni
inhibitort proteas Kunitzova typu, bylo zjisténo, ze az 70 % bramborovych Pls spada do této
,,super-rodiny“ proteini. Mnoho izolovanych bramborovych Pls Kunitzova typu navic
vykazuje homologni sekvence k inhibitorim Kunitzova typu izolovanych z jinych rostlin
(Pouvreau, 2003).

Z vyse uvedenych divodi je klasifikace inhibitorti proteas pomérné obtizna. V soucasné

dob¢ nejcastéji pouzivany zpusob rozdéleni bramborovych PIs do sedmi skupin provedeny
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dle Pouvreau (2004). Zohlednuje vice kriterii rozdéleni, mezi néz patfi pravé molekulova

hmotnost, pocet podjednotek, isoelektrické body a také dle toho, jaky typ proteasy inhibuji.

2.3.2.1 Bramborovy inhibitor |

Bramborovy inhibitor I (PI-1) byl poprvé popsan v roce 1962 autory Ryan a Balls. PI-1
je multimericky protein s molekulovou hmotnosti 40-45 kDa skladajici se z péti identickych
podjednotek (8 kDa). Kazda podjednotka obsahuje jeden disulfidicky mustek a obsahuje dvé
aktivni mista, diky ¢emuz dokaZze inhibovat trypsin a a-chymotrypsin. Nicmén¢ vyssi afinita
byla zjisténa k a-chymotrypsinu (Pouvreau, 2004).

Pl-1 lze definovat také jako skupinu proteinii. Proteiny s homologni sekvenci byly
objeveny pfedevsim v rostlinach. Vyskyt proteint z Pl-1 skupiny byl zaznamenan v rGznych
castech tabaku, napiiklad v etiolovanych listech a kvétnich pupenech tabaku, v apikalnich
meristtmech a kli¢icich semenech ryze, stoncich a semenech laskavce Cervenoklasého,
v mladych listech a plodech povijnice batatové a v rajéatech. Pritomnost PI-1 proteinu byla
zaznamenana také naptiklad v krouzkovei, pijavici 1ékaiské. Pozdé&ji byl pomoci
sekvenacnich analyz DNA potvrzen pravdépodobny vyskyt gent exprimujicich PI-2 také
u mnoha druht bakterii (Turra & Lorito, 2011).

K expresi PI-1 proteini u rostlin dochazi pfirozené pii vystaveni rostliny abiotickym
stresim jako je naptiklad mechanické poranéni, nedostatku vody, chladu, vysoké salinité
pudy a pii biotickych stresech — napadeni hmyzimi Skidci a virovymi, bakteridlnimi nebo
houbovymi patogeny. Exprese Pl-1 je obecné zvySovéana také indukci methyl-jasmonatu a

pii pusobeni kyseliny abscisové (Turra & Lorito, 2011).

2.3.2.2 Bramborovy inhibitor I1

Bramborovy inhibitor 2 (PI-2, Pin2) neboli Bramborovy inhibitor serinovych proteas |1
(PSPI) je nejvice zastoupenym proteinem v ramci bramborovych PI's (Pouvreau, 2004). Je
tvofen dvéma homolognimi podjednotkami o velikosti 10,2 kDa. Kazda podjednotka je
tvofena osmi cysteinovymi vazbami, které tvoii Ctyfi disulfidické mistky. Jednotlivi zastupci
z této skupiny se mohou liSit svoji velikosti nebo slozenim protomeru. V bramborovych
hlizach bylo identifikovano celkem 7 isoforem PI-2. Stejné¢ jako PI-1 vykazuje inhibi¢ni
aktivitu vaci trypsinu i chymotrypsinu. V ptipadé PI-2 dochazi vsak na rozdil od PI-1 k vyssi

inhibici trypsinu na rozdil od chymotrypsinu. U bramborového inhibitoru II byla zjisténa
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antikarcinogenni aktivita zpiisobena inhibici aktivity proteinu spojeného s tvorbou melanomu.
Podobné jako patatin maji schopnost inhibovat cholecystokinin a tim zpasobit navozeni
sytosti (Pouvreau, 2004, Lapointe et al., 2016).

Geny exprimujici PI-2 proteiny byly objeveny v kvétnich pupenech brambor, v plodech
rostlin Solanum melongena a Lycopersicon peruvianum, v kvétech Nicotiana alata,
ve stoncich a kvétech lilkovitych a ve stoncich, plodech a kvétech paprik. Stejné jako u PI-1
je exprese proteinti z této skupiny indukovana vlivem prostfedi v disledku abiotickych a
biotickych strest. V bramborach dochazi k expresi PI-2 v hlizach po celou dobu jejich rtustu a
jeho hladina klesa az pii tvorbé hlizovych klicka. PI-2 proteiny slouzi pfirozené k potlaceni
napadeni hmyzimi patogeny. Spolu s PI-1 byla prokazana jejich schopnost inhibovat rust
fytopatogennich hub a bakterii (Turra & Lorito, 2011).

2.3.2.3 Bramborové inhibitory cysteinovych proteas

Bramborové inhibitory cysteinovych proteas (PCPI) jsou v hlizach zastoupeny nejméné
v 9 isoformach. Ty se od sebe lisi svoji molekulovou hmotnosti a soustfed’uji se do dvou
urovni: 20,1 a 22,7 kDa. Isoelektrické body jednotlivych isoforem se pohybuji v pomérné
velkém rozpéti 5,8-9,0 (Pouvreau, 2004). Bramborové inhibitory cysteinovych proteas
pfedstavuji samostatnou skupinu, jejiz zdstupci nejsou homologni S jinymi zndmymi
inhibitory cysteinovych proteas nebo se skupinou cystatinll. Jejich struktura se vice podoba
sojovému inhibitoru trypsinu Kunitzova typu (STI). Krom¢ inhibice cysteinovych proteas,
zejména papainu, vykazuji nékteré proteiny v ramci této skupiny slabou inhibici trypsinu a
chymotrypsinu. Tato schopnost, ¢ili inhibovat proteasy vice skupin, je mezi PIs pomérné
vzacna (Gruden et al., 1997).

Inhibitory cysteinovych proteas byly objeveny predevsim u rostlin (brambory, kukufice,
ryze, séja, jablon), pfitomné jsou vsSak také u Zzivocicht v piipadé¢ nckterych savci.
V bramborovych hlizach se kromé inhibitorti cysteinovych proteas s homologni sekvenci s
proteiny Kunitzova typu, vyskytuje také dalSi skupina inhibitord cysteinovych
proteas - multicystatiny. Zastupci této skupiny maji 8 identickych podjednotek a hmotnost
celkového proteinu ¢ini 85 kDa. Kromé hliz brambor byly objeveny také v listech rajcete a
semenech slunecnice. Multicystatiny maji homologni sekvence s zivocisSnymi inhibitory
cysteinovych proteas (Pouvreau, 2004).

U PCPI bylo zjisténo také anti-metastatické plisobeni diky schopnosti inhibovat invazi

malignich bunék. Konkrétné bylo zjisténo plisobeni bramborového inhibitoru cysteinovych
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proteas proti Sifeni bunék melanomu B16 u hlodavcu. PCI se projevuje jako antagonista
epidermalniho rastového faktoru (EGF) diky vzajemné kompetici 0 vazbu k jeho receptoru
EGFR (Kérenlampi & White, 2009).

Tab. 4: Rozdéleni bramborovych inhibitord proteas do sedmi skupin podle jejich specifickych
vlastnosti a aktivit (upraveno podle Pouvreau, 2004).

nazev skupiny/proteinu MH podj. pl 1A
e trypsin
Bramborovy inhibitor proteas I :
(PI1-1; Potato inhibitor I) 7,719 5 51-78 Ch}g};‘;’;ggsm
e e trypsin
Bramborovy inhibitor proteas 11 .
(P1-2, Potato inhibitor I1) 102 2 5,5-6.9 Ch&g};ﬁggsm
Bramborovy inhibitor cysteinovych 'Pr?/gzllrr]l

proteas (PCPI, Potato Cystein 20,1-22,8 1 5,8-9,0

Protease Inhibitor) ch;;r:;c;‘;?ggsm
Bramborovy inhibitor Cai?epz;g D
aspartatovych proteas (PAPI, 19,9220 1 6,2-8,7 h myoﬂr .
Potato Aspartic Protease Inhibitor) {\Iastaiz
Bramborovy inhibitor Kunitzova trvosin
typu (PKPI, Potato Kunitz Protease 20,2 1 8,0-9,0 ch myoR[r sin
Inhibitor ymotryp
S trypsin
Ostatni serinové 1nh1b1t0ry_((_)SPI, 210-21.8 1-2 7588 chymotrypsin
Other Serine Protease Inhibitor) clastasa

Bramborovy inhibitor
karboxypeptidasy (PCI, Potato 4,3 1 neuréeno  Kkarboxipeptidasa A
Carboxypeptidase Inhibitor)

MH - molekulova hmotnost [kDa], podj. - pocet podjednotek, pI - isoelektricky bod, IA - inhibované
proteasy

2.3.2.4 Bramborové inhibitory aspartatovych proteas

V bramborovych hlizach odridy Elkana byl zjistén vyskyt Sesti rdznych inhibitorQ
aspartatovych proteas. Molekulova hmotnost jednotlivych proteini se pohybuje v rozmezi
19,9 az 22,0 kDa. Nejvyznamnéjs$i je inhibice proteasy cathepsinu D. Stejn¢ jako PCPI vsak
vykazuje také slabou inhibici chymotrypsinu a trypsinu (Barta et al., 2015).
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Jak bylo zminéno v kapitole 2.3.1, PAPI hraji vyznamnou roli v inhibici ristu
fytopatogennich hub. Diky struktufe HIV-1 proteasy by pravé PAPI mohly hrat roli
v potlaceni replikace viru HIV (Fischer et al., 2015).

2.3.2.5 Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu

Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu (PKPI) tvoti dva monomerické proteiny
0 velikosti 20,2 kDa. Vykazuji slabou inhibici vii¢i trypsinu a chymotrypsinu. Isoelektrické
body téchto isoforem jsou 8,0-9,0. Samostatné¢ tyto dva proteiny piedstavuji asi 4 %
celkovych proteint hlizové vody (Pouvreau, 2004). Tyto bramborové inhibitory Kunitzova
typu se v pfimém ¢lenéni bramborovych inhibitorti dle Pouvreau nezatazuji do $iroké skupiny
inhibitord proteas Kunitzova typu, ale jsou jejich samostatnou podskupinou. Podle pouzitych
imunochemickych metod bylo zjisténo, Ze ptiblizné 70 % PIs pfitomnych v bramborovych
hlizach patii pravé mezi Inhibitory Kunitzova typu a fadi se mezi né napiiklad PSPI (PI-2),
(Pouvreau, 2003).

Podle jinych studii je vSak samotna skupina PKPI §ir$i a patfi do ni vice bramborovych
PIs, naptiklad PKPI-21 (21 kDa), PKPI-22 (22 kDa) a PCPI-23 (23 kDa). Tyto Pls jsou
homologni s jinymi rostlinnymi inhibitory spolecné patiici do skupiny sojového inhibitoru
Kunitzova typu (Valueva e al., 1998). Obecné do podskupiny proteinti Kunitzova typu také
patfti razné bramborové inhibitory proteas, naptiklad inhibitory trypsinu a/nebo
chymotrypsinu, inhibitor subtilisinu, inhibibitor cathepsinu D a trypsinu, inhibitor papainu
a/nebo cathepsinu L (Valueva et al., 2000). Proteiny PSPI-21 a PSPI-22 jsou vsak
podle Pouvreau (2004) fazeny jiz do skupiny ostatnich inhibitorii serinovych proteas (OSPI).

2.3.2.6 Ostatni inhibitory serinovych proteas

Mezi ostatni inhibitory serinovych proteas (OSPI) patii proteiny PSPI-21 (21 kDa),
ktery je inhibitorem lidské leukocytové elastasy a inhibitor s molekulovou hmotnosti 22 kDa,
oznaceny jako inhibitor PSPI-22 (Pouvreau, 2004). Proteiny inhibuji slabé trypsin a
chymotrypsin. VyznamnégjSim zplsobem vSak dochazi k inhibici lidské leukocytoveé elastasy.
PSPI-21 je =zastoupena dvéma isoformami o hodnotach pl 6,3 a 5,2 a rozdilnou
aminokyselinovou sekvenci. Ob¢ isoformy jsou tvofeny dvéma heterogennimi podjednotkami

spojenymi jednou disulfidickou vazbou (Valueva et al., 1998; Valueva et al., 2001).
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2.3.2.7 Bramborové inhibitory karboxypeptidasy

Skupina bramborového karboxypeptidasového inhibitoru (PCI) je zastoupena pouze
jednim proteinem. Jeho struktura je tvofena jednou globularni podjednotkou obsahujici 3
disulfidické mustky (Chang et al.,, 1994). S molekulovou hmotnosti 4,3 kDa a
polypeptidovym fetézcem slozenym pouze z 39 aminokyselin se tak jedna o nejmensi
bramborovy PI. PCI se vyznacuje také vysokou miru termostability (Bartova et al., 2012).
Stejné jako ostatni bramborové Pls, hraje roli v pfirozené obrané proti fytopatogennim
mikroorganismim. Kromé standardnich obrannych mechanismt byla vsak u PCI, podobné
jako u PCPI, experimentaln¢ zjisténa také jeho schopnost inhibovat rist nadorovych bunék
adenokarcinomu slinivky biisni u ¢lovéka. Kromé puisobeni proti rustu adenokarcinomu
slinivky kompetuje PCI s EGF, coz by mohlo mit v budoucnosti vyznam pii vyzkumu 1é¢by
rakoviny plic, prostaty, prsu nebo tlustého stfeva (Gonzalez et al., 2003; Blanco-Aparicio,
1998). Kromé¢ uvedenych Pls, byly objeveny specifické Pls inhibujici proteasy s threoninem

(Powers et al. 2002) nebo glutaminem (Baldisserotto et al., 2007) v aktivnim misté.

2.4 Proteinové izolaty

Vhodnym zdrojem pro izolaci hlizovych proteinti je pramyslova hlizova voda (PFJ,
Potato fruit juice), ktera vznika jako vedlejsi produkt pfi vyrobé skrobu. Bramborova hlizova
voda obsahuje pfiblizn¢ 4-5 % suSiny, pficemz 27 % suSiny piedstavuji bilkoviny.
Koncentrace protein v pramyslové hlizové vodé tedy ¢ini pramérné 13,4 g/l (Konigsveld
et al., 2001). V Ceské republice je v sou¢asné dob& primyslova hlizova voda pro uéely
izolace proteind vyuzivana ve Skrobarné Lyckeby Amylex (Horazdovice), ktera tvori
majoritni podil v oblasti vyroby bramborového skrobu v Ceské republice. V zemich zapadni
Evropy je vsak ve Skrobarnach jiz bézné zpracovavana pro ziskavani vysoce nutriéné
hodnotnych, avSak denaturovanych, proteinti prostfednictvim tepelné koagulace (Shoenbeck
et al., 2013). Takto ziskané bilkovinné koncentraty se uplatiuji nejéastéji v krmivafstvi.

Proteinové izolaty z brambor mohou mit Siroké vyuziti. Izolaty typu tepelného
koagulatu jsou ¢asto vyuzivany pii vykrmu hospodaiskych zvitat. I1zolaty v nativnim stavu se
vyznacCuji svou vysokou nutricni hodnotou. Pfi vykrmu odstavenych prasat byl prokazan
jejich pozitivni efekt na vahovy pfirdstek a redukci patogennich bakterii (Jin et al., 2008).

Bramborové proteinové koncentraty mohou byt diky pozitivnimu efektu, zejména diky
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vysoké stravitelnosti a vysoké nutriéni hodnoté, vyuzité také jako bezmaséd slozka krmiva
ve vyzive lososu (Refstie & Tiekstra, 2003).

V soucasnosti vSak probiha snaha k ziskavani hlizovych proteinii, v nativnim stavu
za souCasné¢ho odstranéni antinutricnich faktort (alkaloidy a jiné antinutri¢ni latky) jinymi
zpusoby, napfiklad pomoci membranovych a chromatografickych technik (Lekraa et al.,
2008). Takto ziskané proteiny by bylo mozné v blizké budoucnosti vyuzit v potravindiském,
piipadné kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Biologickd hodnota bilkovin hliz
bramboru je vysokd, v rozmezi hodnot 90-100. Pro srovnani, biologickd hodnota bilkovin
vajec, soji a fazolu odpovida hodnotam 100, 84 a 73 (Lynch, 2011).

Primyslové se do soucasné doby podafilo spolecnosti Solanic, jeZz je dcefinou
spole¢nosti Skrobarenského koncernu AVEBE, ziskat tii typy nativnich izolatt hlizovych
proteinti. Jedna se o izolaty nativnich proteind s vysokou molekularni hmotnosti nad 35 kDa
(HMW, High molecular weight), ktera je zastoupena zejména patatinem. DalSim typem je
izolat s prevazujicim obsahem nativnich nizkomolekularnich bilkovin pod 35 kDa (LMW,
Low molecular weight), pfi¢emz tento izolat je tvofen pfedevSim inhibitory proteas
(Giuseppin et al., 2013). Poslednim typem je izolat celkového proteinu (patatinu i PIS)
v denaturovaném ¢i nativnim stavu (TP, Total protein), ktery obsahuje oba typy proteind
v pfiblizn¢ vyrovnaném poméru.

Nutri¢ni hodnota bilkovinnych izolati ovliviiuje nékolik faktort. Jednd se zejména
o aminokyselinové sloZeni, obsah volnych aminokyselin a obsah antinutri¢nich latek, zeyména
glykoalkaloidt (Pastuszewska et. al., 2009). Pomoci jilovych adsorbentii pouzitych jako napli
kolon pfi kolonové chromatografii lze vSak docilit odstranéni vétSiny glykoalkaloidl
z proteinovych frakci ziskanych z PFJ. Timto krokem miizeme docilit izolace proteint
za vétSinového odstranéni tohoto antinutri¢niho faktoru (Ralla et al., 2012).

Produkty Solanic S200 a Patissionate S301P piedstavuji dal$i krok pii zpracovani
hlizové vody pro izolaci bilkovin a jejich nasledného vyuziti. Jednd se o izolaty bilkovin
V nativnim nedenaturovaném nebo pouze ¢astecné denaturovaném stavu, coz umoziuje jejich
vyuziti v potravinafstvi a kosmetickém pramyslu. Diky odstranéni vétSiny obsahu
glykoalkaloidt byla prokazana zdravotni nezavadnost téchto produktt (Lynch et al., 2012).

Vyrazné Zelirovaci a emulgacni schopnosti a vysokd pé€nivost a rozpustnost téchto
izolath zvySuje jejich vyuzitelnost v potravinach a potravindiskych produktech. Vysoka
pénivost umoznuje pouziti t€chto izolatd jako vhodné alternativy k sn€hu vaje¢ného bilku.
Diky vysoké zelirovaci schopnosti mizeme témito produkty nahradit Zelatinu. Emulgacni

vlastnosti 1ze vyuzit pii vyrobé dresinktli, zmrzlin nebo smetany (Alting & Pouvreau, 2011).
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Schopnost tvofit pénu mize byt navic zlepSena vnasenim plynného dusiku (N3). Péna vznikla
vnesenim dusiku a vzduchu, vykazovala vyssi stabilitu vlivem tvorby mensich bublin
(Lomolino et al., 2015).

Podle patentu vlastnéného spolecnosti Solanic (AVEBE) lze vyuzit izolat typu LMW

od spolecnosti Solanic nasledujicimi zptsoby (Giuseppin et al., 2013):

a) vyroba holicich pén a zvlh¢ovac pii podrazdéni pokozky

b) soucast potravin a napoju pouzivanych pii dietdch a pti [éCbe gastro-intestialnich
chorob (proteolyticka aktivita) a také 16Cbé ¢i prevenci obezity (diky schopnosti
navozeni pocitu sytosti)

c) v kosmetickém primyslu - inhibice mikroorganismil vyvolavajici dermatologické

problémy, napt. akné

Krom¢ vyse zminénych izolatd nabizi spole¢nost Bioriginal (Kanada) produkt Solathin.
Jedna se izolat bramborovych inhibitorti proteas, pfi¢emz majoritni podil (40 %) tohoto
izolatu tvofi PI-2. Tento bilkovinny izolat nachéazi vyuziti predevsim jako dieticky doplnék
stravy. Obsazené inhibitory proteas vlivem inhibice cystokininu v dusledki zvySuji pocit

nasyceni a naopak snizuji piijem potravy. Zptsob vyroby tohoto izolatu vyrobce neuvadi.

2.5 Moznosti separace bilkovin hliz bramboru

Bilkoviny hliz bramboru je mozno izolovat a separovat nékolika zptisoby s ohledem
na to, jaké proteiny ¢i jejich skupiny chceme izolovat a v jakém stavu ¢i mnozstvi chceme
dané¢ proteiny ziskat. Rozdilné metody izolace a purifikace budeme volit v piipadé
prumyslové izolace a jiné v laboratornich podminkach. Primyslové metody izolace se
soustied’uji na ziskani izolatti obsahujici celé spektrum hlizovych proteinti nebo v oddélené
form¢ patatin ¢i inhibitory proteas za co nejjednodusSich podminek izolace ve velkém
mnozstvi. V laboratornich podminkach lze vétSinou snadno simulovat podminky pramyslové
izolace. Oproti prumyslovému méfitku je mozné izolovat a separovat proteiny
z vice typti vychoziho materidlu, detailnéji a ziskat tak skupiny a podskupiny proteinti ¢i

konkrétni zastupce v ramci té€chto skupin pomoci vice zptsobi.
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2.5.1 Primyslova izolace a separace

Vychozim materidlem pro ziskdvani proteint hliz brambor je primyslova hlizova voda
vznikajici jako vedlejsi produkt pfi zpracovani brambor na Skrob. Pii prumyslové izolaci
nesmi byt vyroba izolath pfili§ nakladnd, tak aby byla zajisténa rentabilita produkce.
Zakladnim kriteriem pro volbu metody primyslové izolace bilkovin hliz je ucel pouziti
konkrétniho typu izolatu. Moznosti vyuziti jsou dany parametry finalniho izolatu, které jsou
uréeny stavem samotnych proteind. V zasad¢ je tfeba odliSovat, zda jsou bilkoviny v nativni
formé ¢i v opaéném piipade€, zda a do jaké miry jsou denaturované. Samotny stav proteinil
poté ovliviluje jejich enzymatické ¢i jiné aktivity, naptiklad antimikrobidlni plsobeni,
stravitelnost, rozpustnost, pénivost, emulgacni schopnosti ¢i nékteré senzorické vlastnosti
izolath. Tyto jednotlivé ¢i souhrnné vlastnosti ovliviwuji vyuzitelnost proteind v konkrétnich
aplikacich. Obecné lze tedy rozdélit primyslové izolaty uréené pro krmné (pfipadné i

vyzivové) nebo souhrnné potravinarské a dalsi vyuziti.

2.5.1.1 Izolace proteinii pro krmivarské vyuziti

NejstarS$im a stale nejrozsitenéjSim zpiisobem priamyslové izolace hlizovych proteind,
zejména pro krmné ucely, je tepelnd koagulace, Casto ve spojeni s isoelektrickou precipitaci.
Tato metoda ma diky jeji rozsifenosti mnoho modifikaci. Jeden ze zpisobt provedeni této
kombinované metody probihda v prvnim kroku tpravou hodnoty pH ptvodni PFJ pomoci
anorganické kyseliny na hodnotu 4,8-5,2 coz je rozmezi pH pokryvajici hodnoty
isoelektrickych bodu patatinu a velké ¢asti PIs. V dalsim kroku probéhne teplotni denaturace.
Ta je nejcastéji zprostiedkovana zahtivanim PFJ pomoci tepelnych vyménikt (80-95 °C)
nebo vyuzitim parnich injektord (104-121 °C). V disledku ptsobeni vysoké teploty a
isoelektrické precipitace dojde K vysrazeni az 90 % bilkovin obsazenych v PFJ. Vyhodou této
metody je vysoky obsah proteini v izoldtu a optimalizovana technologie tohoto zplisobu
izolace. Inovovany zpiisob této izolace zajiStuje také odstranéni véEtSiny obsahu
glykoalkaloid coz umoziuje vyuziti tohoto typu izolatu v krmivafstvi. Mezi nevyhody patii
zejména zisk denaturovanych (koagulovanych) bilkovin a minimalni rozpustnost. Takto
ziskané proteiny jsou vyuzivany pro krmné ucely (Barta et al., 2015; (Lokraa & Straetkvern,
2009; Kerr et al.,, 2009. Jejich vyuziti v potravinaistvi ¢i pro lidskou vyzivu je, diky

naru$enym ¢i zni¢enym biologickym aktivitam a funk¢nim vlastnostem, komplikované.
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Mezi dalsi zplsoby izolace precipitace proteinti z PFJ patii srazeni siranem amonnym,
organickymi rozpoustédly nebo ionty kovl. Jedna se o pomérné Setrné zpiisoby zachovavajici
ve vetsi ¢1 mensi mife biologické aktivity proteini v nativnim stavu. Nevyhodami téchto
precipitacnich metod je znac¢na finanéni ndrocnost z hlediska vstupniho materidlu a
technologicka naro¢nost pii nasledném odstranovani soli ¢i kovovych iontd (Waglay et al.,

2014, Barta et al., 2015).

2.5.1.2 1zolace proteinii pro potravinarské vyuziti

Vzhledem ke zminovanym vyhoddm a pozitivnim vlastnostem hlizovych bilkovin
probihd snaha o vytvareni novych zplisobli a inovaci pro izolaci téchto bilkovin ve stavu
vhodném pro potravinaiské vyuziti. Pro vyuziti Pls v potravinaistvi, farmaceutickém a
kosmetickém primyslu je nutné zohlednit nékolik faktorti: Ziskat bilkoviny ekonomicky
rentabilnim zplisobem v nativnim stavu za soucasného odstranéni antinutri¢nich faktort,
zejména glykoalkaloidii. Metody umoziujici pravé takovou izolaci miizeme rozde€lit mezi
chromatografické a membranové techniky.

V soucasné dob¢ se izolaci bramborovych bilkovin pro potravinaiské ucely zabyva
pouze spolecnost Solanic, ktera je dcefinou spolecnosti skrobarenského koncernu AVEBE.
Izolace proteinti z brambor probihd pomoci nékolika krokd v rdmci vicemodalni adsorpcni
chromatografie, ktera je kombinovana s ultrafiltraci pro zakoncentrovani proteind.
V patentové piihlasce je uvadény postup izolace a purifikace hlizovych proteinti, nicméné
material adsorbentu v kolonovém systému znam neni. Postup izolace se sklada z ekvilibrace
kolony pufrem, upravy pH PFJ, navazani proteinli na adsorbent, eluci patatinu pomoci
jednoho pufru, eluci inhibitorti proteas pomoci jiného pufru. Zakoncentrovani inhibitori
proteas bylo provedeno pomoci procesu ultrafiltrace. Frakce PIs jsou v nasledném kroku
dialyzovany. Pomoci sprejového suseni je nasledné ziskan findlni izolat ve formé prasku.
(Giuseppin et al., 2012).

Kombinace membranovych technik a ultracentrifugace umoznuje izolaci a separaci
hlizovych bilkovin v nativnim stavu ve vysoké Cistot€¢ za odstranéni obsahu glykoalkaloidi.
Mezi nevyhody téchto metod patii zejména nutnost optimalizace ucinnych technologii
pro izolaci bilkovin a s nimi spojend finan¢ni naro¢nost z hlediska vstupnich investic. Je vSak

o¢ekavana vysokd navratnost investic.
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2.5.2 Experimentalni izolace a separace

Vyhodami izolace a separace hlizovych bilkovin je vice moznosti a zplsobti izolace
pomoci riznych metod. Pro izolaci lze vyuzit primyslovou hlizovou vodu, bramborovou
stavu ziskanou z Cerstvych hliz, ale také lyofilizované ¢asti hliz ¢i pro jednotlivé proteiny
také frakce bilkovin ziskané pomoci chromatografickych ¢i elektroforetickych metod.
Z konkrétnich metod jsou kromé riiznych zptsobli srdzeni vyuzivany chromatografické a

ultrafiltraéni metody pro izolaci, pfipadné jejich kombinace.

2.5.2.1 Ultrafiltrace a reverzni osméza

Ultrafiltrace a reverzni osmoza jsou jednoduchymi zpisoby izolace hlizovych bilkovin
z PF] vyuzivajici membrany s rizné¢ velkymi poéry. Umoziuje tedy izolaci proteinti
podle jejich velikosti. Ve skrobarnach je vyuzivana reverzni osméza pro prekoncentraci
pied tepelnou koagulaci. Vyhodou tohoto postupu je jeho nenarocnost a zachovani nativniho
stavu izolovanych proteinti, jsou zachovany funkéni vlastnosti proteind a jejich biologické
aktivity (Zwijnenberg et al., 2002). Nevyhodou je nizka selektivita znemoznujici napiiklad
rozdéleni jednotlivych skupin Pls a vyssi ¢asova néroc¢nost samotné separace. Mezi dalsi

nevyhody patii nizka Zivotnost membran a jejich zanaseni.

2.5.2.2 Kombinované techniky purifikace a separace

Dulezitym kriteriem pro vybér chromatografické techniky je podminka, zda chceme
ziskat frakce proteinti, ¢i konkrétni purifikované bilkoviny. Pfed detailni izolaci Pls a
isoforem patatinu vétsinou probiha piedseparace. Tu lze provadét vice zpusoby. Jednim
zpusobem je predseparace pomoci kolony gelové permeacni chromatografie (Obr. 1)
dle Pouvreau (2004), kdy dochazi k rozdéleni hlizovych proteinti do tii frakci. Dvé frakce
obsahuji pouze inhibitory proteas, pficemz jedna z frakci je tvofena dvéma majoritnimi
subfrakcemi. Jedna se o PI-1 a proteiny patatinového komplexu. Podle techniky provedené
autory Melville a Ryan (1972) lze zahiatim spole¢né frakce na 80 °C po dobu 5-6 minut
oddélit termostabilni PIs a termolabilni patatin. Po nasledné filtraci pomoci 0,22 um filtru
dochazi k ziskani €isté frakce PI-1. Ostatni frakce po separaci na gelové permeacni koloné jiz

obsahuji purifikované frakce PIs.
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Dalsi, pomémé& sofistikovany postup purifikace patatinu a Pls byl proveden
podle metody autora Bauw et al. (2006). Nejprve byly proteiny extrahovany z bramborové
mouky pomoci extrakéniho pufru, v dal§im kroku doslo k jejich precipitaci pomoci octanu
amonného a ethanolu. V pribéhu extrakce byl celkovy protein v nékolika krocich rozpustén a
srazen a nasledné¢ byla provedena 2D elektroforéza. Tato technika umoznuje rozdéleni
proteina
podle jejich pl a nésledné podle molekulové hmotnosti. Po elektroforéze byly vyfiznuty
jednotlivé pruhy proteinovych frakci a byla provedena jejich digesce. Tyto frakce byly
analyzovany pomoci technik MS. Nevyhodou tohoto postupu je pfedev§sim nemoznost jeho
pouziti pro ziskani vétstho mnoZzstvi proteinl, tento zpuso je tedy pouZitelny pouze
pro analytické ucely.

Novou metodou izolace a predseparace hlizovych bilkovin z PFJ je odpafovani pti nizké
teplot¢ a naslednd precipitace bilkovin pomoci ethanolu. V prvnim kroku dojde
k zakoncentrovani PFJ pomoci odpafovani za vyuziti rotaéni vakuové odparky pii nizké
teploté (40 °C, 35 mbar), tak aby nedoslo k naruseni biologickych aktivit. Ve druhém kroku
dochazi k precipitaci v 48 % roztoku ethanolu. Dojde k denaturaci a precipitaci piiblizn¢ 62
% hlizovych bilkovin. Zatimco u patatinu a ostatnich hlizovych proteintt dochazi
k ireverzibilni denaturaci, u nékterych Pls je denaturace reverzibilni. Nasledné jsou
precipitované proteiny resolubilizovany ve 100 mM roztoku fosfore¢nanu sodného.
Resolubulizaci bylo v ramci uvedeného vyzkumu ziskano pfiblizné 12 % proteint
z bilkovinného precipitditu. Pomoci SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze rozpustna frakce je
zastoupena pievazné termolabilnimi PIs se zachovanou inhibi¢ni aktivitou vici trypsinu a jen
minimalnim obsahem patatinu (Taskila et al., 2017).

Poslednim zptisobem purifikace patatinu a Pls, ktery je vyuzit v ramci této disertacni
prace, piedstavuje dvoustupniova chromatograficka purifikace dle metodiky autorti Racusen &
Foote (1980). Pomoci tohoto postupu lze za pouziti dvou oddélenych chromatografickych
separaci ziskat Ctyfi samostatné frakce majoritnich protein brambor. Diky iontové
vyménnému, nejéastéji celulosovému mediu, lze rozdélit bazické frakce Pls od spole¢ného
komplexu kyselych Pls a patatinu. Ve druhém kroku lze spole¢nou frakci za vyuziti media
s afinitnim ligandem typu Konkanavalin A rozdélit kyselé frakce PIs a proteiny patatinového
komplexu (Bartova et al., 2009).
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2.5.2.3 Separace pomoci chromatografického systému FPLC

Z hlediska separace PIs na jednotlivé skupiny, nikoli vSak jednotlivé proteiny, lze
nejsnadnéji dosdhnout rozdéleni pomoci kapalinové chromatografie. Systém FPLC a vyuziti
kolon fungujicich na rizném principu separace jsme schopni rozd¢lit jednotlivé skupiny Pls
podle jejich konkrétnich vlastnosti. Vysokorychlostni kapalinova chromatografie (FPLC, Fast
protein liquid chromatography) je v soucasné dobé Siroce rozsifenym automatizovanym
systémem chromatografie pro separaci biopolymert, nejéastéji proteint a nukleovych kyselin.
Chromatograf typu FPLC byl poprvé pouzit v roce 1982 ve Svédsku jako upraveny systém
HPLC (Féagerstam et al., 1983). FPLC se zdsadnim zpiisobem odliSuje od HPLC piedevsim
diky pouZziti nizSich tlakli, maximalné do hodnoty 5 MPa. Diky tomu je Setrnéjsi pii separaci
makromolekul a nedochazi tim padem k poskozeni fetézce proteint ¢i peptidi (Madadlou
etal., 2011).

|Tontové vyménna chromatografie

Pomoci iontové vyménné chromatografie (IEX, lon exchange chromatography) lze
rozdélovat PIs diky heterogenité¢ jejich isoelektrickych bodl, ¢ili na bazické a kyselé.
Principem iontové vyménné chromatografie je vyména mezi ionty s kladnym ¢i zdpornym
nabojem a opaéné nabitymi funkénimi skupinami (ligandy), které jsou navazany na matrici a
spole¢né tvofi stacionarni fazi kolony. Proteiny a peptidy maji amfoterni charakter, jejich
naboj a sila vazby na ligand jsou ovliviilovany pH prostiedi (zvolenym pufrem). Sila vazby je
navic také ovliviiovana iontovou silou pufru (vys$si iontova sila vede k eluci). Diky moznosti
provést postupné zvySovani iontové sily je mozné vramci FPLC systému provést
tzv. gradientovou eluci navazanych slozek (Barta, 2013).

Krozd€leni na zdklad¢ iontovych interakci lze pouzit nékolik dostupnych iontoveé
vyménnych kolon, jejichZ loze je tvofeno naplni nebo monolitem. Pouvreau (2004) pouzila
ve své studii pro separaci PIs napliové kolony s iontovymi ménic¢i Source 15 Q/S (Obr. 1).
Medium tohoto typu je tvofeno syntetickou pryskyfici, sloZzenou z 15 um velkych castic
tvoficich spole¢né polystyren/divinyl benzenovou matrici. V pfipadé ménice aniontd tvoii
funk¢ni skupiny (ligandy) kvartérni amonné skupiny, u ménice kationtii je ligand tvoien
sulfonatovymi kladné nabitymi skupinami (GE Healthcare). Vyhodou pouziti klasickych
naplni mize byt, v né¢kterych ptipadech, vysokd mira rozliSeni chromatografické separace a

moznost vymény ndplinového media v piipadé potieby. Nevyhodou vyuziti naplnovych kolon
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lze spatfovat v nemoznosti pouziti vy$Siho pratoku mobilni faze se vzorkem. Pouziti piili$
vyS$i pratokové rychlosti tak vede k zadrzovani vzorku Vv mezicasticovych prostorach,
nartstani tlaku v prostfedi kolony a moznému poskozeni media, potazmo kolony nebo
chromatografického systému. Nutnost pouziti niz§i pratokové rychlosti mize vyrazné
prodluzovat dobu separace, coz mulze naptiklad snizovat pouzitelnost separace pro

preparativni ucely.

Obr. 1: Schéma jednoho ze zptisobt chromatografické separace bramborovych Pls na systému FPLC
(upraveno podle Pouvreau, 2004)
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Superdex 75/ peptide - kolony typu SEC, Source 15 Q/S - kolony typu IEX (GE Healthcare, UK)

Ve studiich provadénych autory Lorenc & Barta (2017) a Barta et al. (2013) bylo
pouzito pro separaci PIs chromatograficky systém FPLC v kombinaci iontové vyménnymi
kolonami UNO Q/S (Bio-Rad, USA). Kolony UNO se zhlediska svoji struktury fadi
mezi monolitické kolony. Obsahuji napln¢ ve formé komprimovanych gelt, konkrétné jsou to
kopolymery methakrylamidovych monomerd (Svec, 2004). Ligandy navazané na matrici,
stejn¢ jako v ptipad¢ kolon Source 15, pfedstavuji u anexu kvartérni amonné skupiny a
u katexu sulfonatové skupiny. Vyhodou monolitickych kolon oproti klasickym naplnovym
kolonam ptedstavuje absence mezi-casticovych prostor, mobilni faze tedy musi nutné protékat
pory monolitu. U kolon, jejichz napli je tvofena monolitem, se nej€astéji vyskytuji dva typy
port. Velké pory (makropory) umoznuji rychly pratok mobilni faze, pricemz stiedni pory
(mesopory) poskytuji dostate¢né velky povrch pro vysokou adsorpcni kapacitu. Konvektivni
prutok pory u monolitickych kolon umoziiuje pifi separaci, v porovnani s kolonami
napliiového typu, u nichz dochazi k difuzi, vyuziti vyssi pratokové rychlosti mobilni faze

bez nezadouciho zvySovani tlaku a vyssi propustnost, danou nizSim odporem pienasenych
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latek. V kombinaci téchto vlastnosti monolitickych kolon S vyuzitim gradientové eluce
dochazi k rychlejsi a G¢inn&jsi separaci velkych molekul, napiiklad proteint, nukleovych
kyselin nebo syntetickych polymeri (Vojta et al., 2014; Svec, 2004; Ramirez-Palomino,
2014).

Gelova permeac¢ni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC, Gel permeation chromatography) nebo také
jinak SEC (Size exclusion chromatography) umoznuje separaci proteinti na zakladé jejich
molekulové hmotnosti. Je mozné podle ni separovat podle rozméri jak vysokomolekularni,
tak nizkomolekularni latky. Stacionarni fazi téchto kolon tvoti matrice uniformnich gelovych
kulicek (tzv. partikuli). Malé molekuly jsou zachycovany na stacionarni fazi a pronikaji
do porti matrice gelovych Castic, pficemz velké molekuly nemohou projit pory a tim padem
dochazi k jejich rychlejsi eluci. U velkych molekul tedy klesd difuze a vazba na matrici.
Velké molekuly opousti tedy kolonu nejdiive a nasledné dochazi k postupné eluci mensich
molekul (Churacek, 1990). Spole¢né s elektroforézou a RP-HPLC se jedna o nejrozsifené;si
techniku pro analyzu a kontrolu ¢istoty proteini. Kromé urc¢eni molekulové hmotnosti byla
GPC vyuzita také k znovuskladani proteinti (Ejima et al., 2005).

Pomoci GPC mizeme provadét jak frakcionaci, tak skupinovou separaci. Pfi frakcionaci
dochazi k separaci proteinii podle malych rozdili v molekulové hmotnosti. Pti skupinové
separaci provadime déleni proteinii do dvou skupin na proteiny s nizkou a vysokou MW.
Hlavni vyhodou GPC je, ze lze sjeji pomoci separovat smes proteinti liSici se svoji
molekulovou hmotnosti ve velmi malém i velkém mnoZzstvi v nativni, nedenaturujici podobé.
Nevyhodou téchto kolon vSak mtize byt pomérné mala rozliSovaci schopnost a stejn¢ jako
Vv piipad¢ néplnovych iontové vyménnych kolon nemoZnost vyuziti vySSich pritokl, coz
vyznamné prodluzuje délku separace a muize ovlivilovat plivodné nativni stav proteind.
(Aguilar, 2004).

Kolony typu ENrich SEC (Bio-Rad, USA) piedstavuji moderni typ kolon vyuzivajici
medium tvofené 10 um velkymi casticemi. Toto medium poskytuje dobré rozliSeni
chromatografické separace pifi nizkém tlaku v systému. Oproti jinym GPC kolonam poskytuji
kolony ENrich také pti vySSim pratoku pomérné slusné rozliSeni za relativné nizkého
zpétného tlaku. Alternativu ke kolondm ENrich piedstavuji kolony fady Superdex
od spolec¢nosti GE Healthcare (USA) jejichz medium je tvofeno 13 um velkymi Casticemi.

Ostatni parametry jsou podobné kolondm ENrich SEC.

35



Kolony gelové permeac¢ni chromatografie mohou v kombinaci s FPLC ptedstavovat
ucinny krok naptiklad pii predseparaci bramborovych Pls. Do soucasné doby neni popséna
studie zabyvajici se detailni separaci jednotlivych frakci PIs pomoci kolon gelové permeacni

chromatografie. Diky moznosti délit proteiny podle molekulové hmotnosti se vSak nabizi

potencial pro vyuziti téchto kolon pfi detailnéjsi separaci PlIs.

Obr. 2: Schéma chromatografické purifikacni strategie podle Barty et al. (2013)
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Afinitni chromatografie

Principem afinitni chromatografie (AC, Affinity chromatography) je vyuziti
specifickych vlastnosti biologicky aktivnich latek pro vytvofeni stabilnich a reverzibilnich
komplexti pomoci biospecifickych interakci spolu s ligandy, jez jsou soucasti stacionarni fazi
chromatografické kolony. Diky afinité konkrétni latky k ligandu, napfiklad proteinu, lze tuto
latku pomoci reverzibilni vazby selektivné izolovat (Atasever et al., 2013). V literatuie vSak
dosud nebyla popsana separace bramborovych PIs pomoci kolon pracujicich samostatné

Vv afinitnim rezimu. Pro separaci bazickych inhibitor proteas je mozné pouzit kolony
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kombinujici iontové vyménnou a afinitni chromatografii (Barta et al., 2013; Lorenc, 2013).
Kolony typu CHT5-I obsahuji hydroxyapatitové medium, pii¢emZ princip pusobeni toho
media zahrnuje nespecifické interakce mezi pozitivné nabitymi vadpenatymi ionty a negativné
nabitymi fosfatovymi ionty stacionarni faze s negativné nabitymi karboxylovymi a pozitivné
nabitymi amino skupinami proteinti. Efektivita separacniho procesu by méla byt
optimalizovana sférickym keramickym uspotadanim media, vylepSujici fyzikalni a chemickou
nestabilitu pGvodni krystalické formy hydroxyapatitu (Barta et al., 2013). Tento typ
chromatografie je doporucovan pro pozdni faze separacniho procesu, coz by mohlo byt
povazovano jako nevyhoda. Naopak z hlediska urc€ité specificity separace danych timto typem
media a kombinaci dvou principti kapalinové chromatografie by mohly tyto typy kolon

nabidnout vyssi rozliSeni chromatografické separace.

2.6. MozZnosti vyuziti inhibitori proteas

Inhibitory proteas maji diky svym vlastnostem a funkcim potencial pro své vyuziti
v mnoha oblastech lidského usilovani. Inhibitory proteas jiz v soucasnosti nachazeji uplatnéni
v potravinafstvi a medicing. Diky svému antimikrobidlnimu a proteolytickému pusobeni lze

také predpokladat jejich vyuziti v rostlinolékaistvi nebo kosmetickém primyslu.

2.6.1 Potravinarstvi a krmivarstvi

Inhibitory proteas ve formé bilkovinnych izolatd (izolaty typu LMW) lze uplatnit
v lidské vyziveé a potravinafstvi. AvSak z divodu jejich schopnosti inhibibovat proteolytické
enzymy, musi byt pro zachovani zdravotni nezdvadnosti odstranéna nebo alespon sniZzena
jejich inhibicni aktivita pravé v oblastech lidské vyzivy.

V soucasné dobé jsou jiz na trhu dostupné né€které¢ bramborové izolaty s prevazujicim
obsahem PIs. LMW izolat od spolecnosti Solanic - Patissionate 301 lze diky vysoké
pénotvorné kapacité PIs pouZit pro tvorbu potravindiskych pén. Lze ho tedy pouZit jako
nahrazku bilkového sn¢hu naptiklad pro vegany. Diky svym vyraznym zelirovacim
schopnostem je mozno vyuzit je také misto pektinu. Produkty spole¢nosti Solanic se uplatni
ve veganské stravé a navic splituji kosSer a halal certifikaci, coz umoziuje pouziti téchto
izolatl v zidovské a arabské kuchyni (AVEBE, Solanic). Dalsi komer¢ni izolat bramborovych

proteint typu LMW je produkt SolaThin spole¢nosti Bioriginal (Kanada) zminény v kapitole
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2.4 obsahujici predev§im PI-2 (40 % obsahu izolatu). Proteiny v rdmci tohoto izolatu maji
kromé& samotné vyzivové funkce zachovany schopnost inhibice cholecystokininu (kapitola
6.2), ¢cimz je usnadnéna redukce pfijmu potravy pii dietach. Zachovand enzymaticka aktivita
ale muize naopak prostiednictvim inhibice travicich enzyml zplsobovat zazivaci potize.
Obecné by bylo mozné vyuzit bramborové inhbitory proteas v nativnim stavu, diky jejich
antimikrobialnimu potencialu, rovnéz jako konzervanty pii ochrané ¢erstvych potravin.
Vyznam inhibitor proteas by mohl byt 1 v krmivatstvi. Bylo prokazano, Ze bilkoviny
z hliz brambor v nativnim stavu inhibuji koliformni bakterie v zazivacim traktu kutat (Ohh
et al., 2009). Bramborov¢ inhibitory proteas ve formé proteinovych izolati by tedy mohli byt
soucasti krmnych smési pro hospodaiska zvitata pii dietdch, zejména pii infekénich
onemocnénich traviciho Ustroji. Bylo zjiSténo, Ze inhibitory proteas Kunitzova typu inhibuji
mimo proteas také invertasu, ¢imz nepiimo ovliviluji obsah glukozy a fruktozy

v bramborovych hlizach (Glaczinski et al., 2002).

2.6.2 Medicina

Velmi vyznamné je vyuziti a potencial inhibitorG proteas v medicin€. Jak jiz bylo
zminéno V kapitole 2.3.1, v praxi se inhibitory proteas vyrazn¢ uplatiuji pii 1€¢bé virovych
onemocnéni, zejména AIDS. Inhibitory proteas, véetné zastupci izolovanych bramborovych
hliz ptedstavuji jednu ze skupin 1é¢iv vyuzivanych pii 1é¢bé tohoto syndromu. Diky inhibici
virové proteasy HIV asparatdtového typu zabranuje maturaci viru a jeho nésledné replikaci.
Nejvétsi vyznam tedy hraji zejména inhibitory aspartatovych proteas, které jsou v ramci
bramborovych Pls také zastoupeny (Fischer et al., 2015; Gebhardt & Fischer, 2014).

V ramci dalSich vyzkumt v oblasti 1ékaistvi bylo prokdzdno ptisobeni Pls na snizeni
télesné hmotnosti pii 1é¢b¢é obezity, oSetfeni peri-analnich koznich zanétd, trombotickych
chorob, 1é¢bé kandidoz a nadorovych onemocnéni (Barta et al., 2015).

Bramborové Pls jsou schopny inhibovat cholecystokinin. Cholecystokinin je peptidicky
hormon, k jehoz produkci dochazi v tenkém stfevu pii nasyceni. Jeho produkce zvySuje
tvorbu pankreatické stavy ze slinivky, ktera je tvofena zejména travicimi enzymy. Pfi inhibici
cholecystokininu dochazi tedy k potlaceni tvorby pankreatické $tavy coz ma za nasledek
zpomaleni vyprazdnovani zaludku, del$i pocit nasyceni a dochazi tim padem ke sniZeni
ptijmu potravy (Pokorny, 2001; Barta et al., 2015). Potencialni vyuziti bramborovych Pls
pii 1éCbé obezity zvySuje také jejich schopnosti inhibovat specializované buiky 3T3-L1

umoziujicich syntézu a akumulaci triacylglycerolt, jakozto hlavni slozku zivociSnych
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tukovych bun€k (Sun et al., 2013). Dalsi uplatnéni v oblasti nasledkii zpisobenych obezitou
se nabizi také u hydrolyzati bramborovych proteini. Experimentalné byla prokazana
schopnost téchto hydrolyzata inhibovat apoptoézu jaternich bun€k a poSkozeni jater u Krys,
které bylo zplisobeno jaterni fibr6zou. Tato nemoc byla zptisobena indukovanou obezitou
(Chiang et al., 2016).

Jak jiZ bylo zminéno, hlavnim ucelem vyskytu inhibitord proteas v bramborovych
hlizach je zejména jejich antimikrobialni plisobeni, které bylo experimentalné prokazano na
fad¢ mikrobialnich patogenti zpusobujicich onemocnéni clovéka (kapitola 3.1). Samotné
antimikrobidlni plisobeni PIs tedy nabizi velky potencial pro jeho vyuziti v oblasti
rostlinolékaftstvi a potravinafstvi. Inhibitory proteas teda maji naptiklad schopnost vyrazné
omezovat proteolytickou aktivitu stolice. ZvySené mnozstvi proteas ve stolici pacientii muze
zpusobovat vznik koznich zanétl v oblasti kone¢nikti. Aplikace PIs proto miize preventivng ¢i
akutng pusobit proti t€émto obtizim (Ruseler - van Embden et al., 2004).

Né&které inhibitory proteas, zejména bramborovy inhibitor karboxypeptidasy vykazuji
antitrombotickou aktivitu, coz dokazaly pokusy na mySich. Mohou se tak uplatnit jako
fibrinolyticky prostiedek pro 1é¢bu trombdz (Karenlampi & White, 2009). Velky potencial
nabizi bramborové PIS pii 1é¢b¢ karcinogennich onemocnéni. Antikarcinogenni ptisobeni bylo
zjisténo u PCPI v piipadé vyskytu melanomu kize, kdy prokazal schopnost kompetice s EFG
a umoznéni vazby na EFGR, ¢imZ doSlo k zastaveni nekontrolovaného Sifeni malignich
bunék. Klinicky vyzkum vybranych Pls by v budoucnosti mohl vést k vytvareni prostredkil a

1é¢iv pii 1é¢be vice typti nadorovych onemocnéni (Sitja-Arnau et al., 2005).

2.6.3 Rostlinolékarstvi

V oblasti fytopatologie, zejména v 90. letech, byla provadéna fada experimenti tykajici
se prenosu genll kodujici inhibitory proteas. Transgenni rostliny obsahujici geny kodujici
rostlinné inhibitory proteas vykazovaly zvySenou rezistenci vi¢i hmyzim patogentim.
Ptiklady transformovanych rostlin obsahujici geny pro expresi Pls jsou uvedeny v tabulce 5.

Z piehledu je patrné, Ze bramborové inhibitory 1 a 2 mohou najit uplatnéni v oblasti
rezistentniho Slechténi, zejména u transformovanych rostlin. Antimikrobidlnich vlastnosti Pls
by vsak kromé¢ jejich in vivo pusobeni bylo mozné vyuzit také mimo rostlinu. Jejich aktivita
vii¢i mikroskopickym houbdm a omezeni myceldrniho ristu by umoznilo jejich povrchovou
aplikaci na krmivaiské a potravindiské vyrobky, ptipadné jejich inkorporaci do obalovych

materiall, ¢imz by zvySily jejich trvanlivost vlivem inhibice rlstu plisni na povrchu. Toto
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potencionalni vyuziti PIs podporuje také jejich pomérné velka termostabilita PIs dana jejich

nizkou molekulovou hmotnosti a strukturou zpevnénou disulfidickymi vazbami.

Tab. 5 Piiklady transgennich rostlin se zvySenou rezistenci vi¢i hmyzim patogenim vlivem

introdukce genti exprimujici rostlinné PIs (upraveno podle Ussuf et al., 2001)

Zdroj a piivod PI

Transformovana rostlina

Rezistence ke Skidcim

vignovy inhibitor trypsinu tabak Manduca sexta
tabak Spodoptera litura
ryze, Sesamia inferens, Chilo
lilek brambor suppressalis
jablon Lacnobiaoleracea
salat, rajce Coleoptera, Lepidoptera
fepka Coleoptera, Lepidoptera
brukev fepka Coleoptera, Lepidoptera
jahodnik Coleoptera, Lepidoptera
slune¢nice Coleoptera, Lepidoptera
povijnice Coleoptera, Lepidoptera
PI-1 muskat, tabak Lepidoptera, Orthoptera
P1-2 ryze Sesamia inferens
btiza, salat Lepidoptera, Orthoptera
PI-1, PI-2 tabak Manduca sexta
bramborovy inhibitor chymotrypsinu tabak Chrysodeixis eriosoma
povijnicovy inhibitor trypsinu tabak Spodoptera litura
kvétak Pieris conidia
ryzovy inhibitor cysteinu topol Chrysomela tremulae
sojovy inhibitor Kunitzova typu ryze, Nilaparvata lugens
lilek brambor, tabak  Lepidoptera
je¢menny inhibitor trypsinu pSenice Sitotroga cerealella
kukufi¢ny cystatin ryze Sitophilus zeamatis

hof¢i¢ny inhibitor trypsinu

husenicek, tabak

Lepidoptera

tabdkovy inhibitor proteas

tabak, hrach

Helicoverpa armigera

inhibitor cysteinovych proteas

tabak

Tobacco etch virus, Potato
virus

fazolovy inhibitor a-amylasy

hrach
hrach
vigna
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3. CILE PRACE

Cile prace

1) Hodnoceni vybranych vlastnosti vychoziho materidlu (bramborové hlizové vody a
bramborové mouky) péti vybranych odrid brambor

2) Studium moznosti a provedeni detailni izolace a separace inhibitord proteas pomoci
chromatografickych technik z hliz bramboru odrid Adéla a Eurostarch

3) Studium vlastnosti a aktivit jednotlivych fracki bramborovych PlIs ziskanych po

ptedchozi chromatografické separaci.

Tato prace je zaméfena na moznosti izolace a separace bramborovych inhibitord proteas
a studium jejich vlastnosti. V prvnim kroku bude provedeno hodnoceni obsahu suSiny hliz
Adéla, Laura, Eurostarch, Ornella a Sibu. U bramborové mouky téchto odrid bude rovnéz
zjistovan obsah dusiku a dusikatych latek, stanoven bude také obsah celkovych polyfenolt.
Ve druhém kroku bude provedena purifikace inhibitorii proteas z bramborové hlizové vody.
Frakce bazickych a kyselych inhibitori proteas budou déale rozdéleny pomoci iontové
vyménnych kolon na syst¢ému FPLC. Dil¢i frakce po separaci na iontové vyménnych
kolonach budou dale separovany pomoci kolon vyuzivajici hydrofobni interace a gelovou
permeacni chromatografii. Ziskané frakce budou analyzovany a identifikovany pomoci
SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrie, Posledni ¢ast této prace bude zameétena na zjisténi
antioxidacnich aktivit a antifungalni pisobeni proti fytopatogennim houbam u vybranych

frakci bramborovych Pls

Hypotézy

1) Lze prokazat vyznamné rozdily v obsahu suSiny, dusikatych latek, bilkovin a
celkovych polyfenoli mezi vybranymi odridami.

2) Pomoci dvoustupiiové purifikace a separace za vyuziti systému FPLC a kolon riznych
typt lze ziskat komplexni i detailni frakce jednotlivych skupin inhibitort proteas.

3) U frakci PIs ziskanych chromatografickymi separacemi se projevi antifungalni a

antioxidac¢ni aktivity, které se budou mezi jednotlivymi frakcemi prokazatelng lisit.

41



4. MATERIAL A METODY

4.1 Priprava materialu a stanoveni suSiny

Vychozim materialem pro izolaci proteini byla hlizova voda (PFJ, Potato fruit juice)
péti odrid bramboru. V ramci prace byly pouzity odridy Adéla a Laura, které jsou urceny pro
pfimy konzum a odridy Eurostarch, Ornella a Sibu vyuZivané pro primyslové zpracovani,
zejména pro vyrobu Skrobu. Odrtida Ornella je rovnéz vyuzitelna pro smazené vyrobky. Hlizy
byly ziskany z brambor vybranych odriid pé&stovanych na pozemku ZF JU v Ceskych
Budéjovicich. Pozemek se nachazi v zemédélské vyrobni oblasti obilnaiské, v nadmoiské
vySce 380 m n. m. Pida pozemku je typové hnédd, kyseld, druhové hlinitopiscita. Jako
doplikovy vychozi material byla pouzita primyslova hlizova voda ziskana z blize neuréenych
odrid brambor pro zpracovani, vznikajici jako vedlejsi produkt pii vyrobé Skrobu. Hlizova
voda byla ziskana ze Skrobarny Lyckeby Amylex (Horazd’ovice).

Sklizené hlizy byly peclivé omyty, zbaveny necistot a ususeny. Poté byly hlizy zvazeny
a spocitany pro zjisténi primérné hmotnosti jedné hlizy. Nasledné byly v rdmci kazd¢ odrady
ve 3 opakovanich vybrany 3 hlizy liSici se velikosti (mald, stfedni, velkd). Tyto hlizy
od kazdé odrudy byly nakrajeny na platky a nasledné byly vloZeny do tii samostatnych doz,
ve kterych byly v Cerstvém stavu zvazeny. Nasledné byly dozy s platky zamrazeny pfi -80 °C,
lyofilizovany po dobu 4 dni (-50 °C, 0,520 mbar) a opét zvaZeny, ¢imZ byl gravimetricky
zjistén obsah suSiny.

Pro piipravu bramborové §tavy bylo zpracovano 6,1-7,1 kg (dle odridy) hliz vSech
velikosti. Pomoci kuchynského odstaviiovace byly ziskany 3-4 1 bramborové §tavy. Ke stave
byl pfidan konzervant (5 g sifi¢itanu disodného a 3,5 g disiti¢itanu sodného ve 100 ml H,0)
v mnozstvi 1 ml/100 ml PFJ zabrafiujici oxidativnimu hnédnuti. Stava byla pielita
do centrifugacnich déz a byla centrifugovana po dobu 30 min (4500 rpm, 4 °C). Po
centrifugaci byla $tava filtrovana pomoci filtra¢niho papiru. Pomoci centrifugace a filtrace
byla z bramborové $tavy odstranéna vétsina Skrobu, ¢imz byla ziskana bramborova hlizova
voda - PFJ. Po centrifugaci a filtraci byla hlizova voda ptelita do plastovych lahvi a dale

pouzita nebo zamrazena pro uchovani pii - 20 °C.
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4.2 Obsah dusiku a dusikatych latek

Vzorky ve form¢ platkt hliz byly homogenizovany pomoci planetového mlynu (Fritsch
PULVERISETTE 6, Némecko). Homogenizovany material ve form¢ mouky byl u odrad
Adéla, Eurostarch, Laura, Sibu a Ornella navdzen v mnozstvi 25 mg do cinovych kapsli. Jako
standard pro vypocet obsahu dusiku pfi stejné navazce byla pouzita kyselina asparagova
(aspartat), pomoci které doslo ke stanoveni ,,denniho faktoru®. Kapsle se vzorky byly vlozZeny
do autosampleru pro automatickou analyzu.

Stanoveni obsahu dusiku v bramborové mouce probéhlo pomoci modifikované
Dumasovy metody pomoci pfistroje Rapid N Cube (Elementar, Némecko). V prvni fazi této
metody je vzorek spalen pti vysoké teploté (vétsi nez 960 °C) v atmosfére bohaté na kyslik.
Dochazi k pfeméné vzorku na popel za soucasného uvolnéni vody, oxidu uhli¢itého a dusiku.
Plyny prochazi sorpénimi kolonami, které zachycuji oxid uhli¢ity a vodu. Zbyvajici oxidy
dusiku jsou redukovany na samotny dusik, ktery je detekovan tepelné-vodivostnim
detektorem. Pomoci standardné pouzivané¢ho koeficientu 6,25 je po zjisténi koncentrace

dusiku zjistén také obsah dusikatych latek (Elementar.de, 2016).

4.3 Obsah polyfenoli v hlizach

V ramci analyz zakladniho materidlu byl zjiStovan obsah celkovych polyfenoli, ktery
byl stanovovan spektrofotometricky pomoci modifikované metody vyuzivajici
Folin-Cicalteauva ¢inidla (Lachman et al., 2006). Tato metoda je vyuZivana pro stanoveni
celkového obsahu polyfenolt za vyuziti roztoku obsahujici oxidy wolframu a molybdenu.
Dochazi k redukéni reakei ¢inidla s polyfenoly za vzniku zlutych, zelenych az modrych
produktt, podle miry obsahu polyfenolt. Folin-Cicalteauvo ¢inidlo je nespecifické a reaguje
s veSkerymi fenolovymi skupinami obsazenych ve vzorcich (Waterhouse, 2002).

Pfed samotnym méfenim byla provedena extrakce vzorkli bramborové mouky péti
zkoumanych odrud. Mouka byla navazena do mikrocentrifuga¢nich zkumavek v mnozstvi
100+1 % mg a extrahovana po dobu 24 h v 1 ml 80 % vodného roztoku methanolu za stalého
ttepani. Po extrakci nasledovala centrifugace pti 10 000 rpm po dobu 15 min pii 20 °C.
Nasledné byl odebran supernatant s extraktem.

Pfi samotném meétfeni bylo 20 pl vzorkd nafedéno 1980 pl destilované vody a

promichano. K nafedénému vzorku bylo pfidano 100 pl Folin-Cicalteauva roztoku a 300 pl
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karbonatu sodného. Vysledna reakce byla promichana a inkubovana pii pokojové teploté
po dobu 2 h. Po inkubaci byl vzorek spektrofotometricky méfen pii 765 nm proti slepému
vzorku. Absorbance byla méfena pii vlnové délce 765 nm. Jako standard byla pouzita
kyselina gallova, byla vytvofena kalibra¢ni kiivka a zjiSténa rovnice pro vypocet obsahu
polyfenolt. Jako slepy vzorek byl pouzit 80% vodny roztok methanolu. Vysledek byl
vyjadien jako ekvivalent gallové kyseliny (v g/kg suSiny).

4.4 Chromatograficka purifikace a separace Pls

4.4.1 Purifikace pomoci kolony DEAE

Dvoustupiiova chromatografickd purifikace byla pouzita jako piredseparacni krok
pted vlastni separaci PIs na syst¢ému FPLC. Purifikace byla provedena dle modifikované
metodiky (Obr. 1) vypracované autory Barta et al. (2013) na zakladé principu purifikace
patatinu autorti Racusen a Foot (1980). Po rozmrazeni PFJ doslo k upravé jejiho pH na
hodnotu 7.4 pomoci 2 M NaOH. Mezitim byly kolony ekvilibrovany pomoci startovaciho
pufru (slozeni jednotlivych pufri je uvedeno v piiloze 2) pii 4° C v lednici, dokud nebyla
hodnota pH prichoziho pufru 7,4. Po ekvilibraci bylo 40 ml PFJ s upravenou hodnou pH na
hodnotu 7,4 naneseno na chromatografickou kolonu obsahujici 100 ml media Iontosorb
DEAE 100-250 (Iontosorb, CR). Timto krokem byly do pfipravenych doz ziskany frakce ,,B*
(nezachyceny propad) obsahujici frakce bazickych inhibitori proteas. Nasledné byla kolona
promyvana
pro vymyti rezidui nenavazanych proteinti. Po promyti byla provedena eluce navazanych
slozek, ¢im byla ziskéna frakce ,,C* (zachycena frakce) zahrnujici smés kyselych inhibitora
proteas a proteint patatinového komplexu. Frakce ,,C* byla také sbirana do déz. Ve druhém
kroku purifikace byla tato frakce nanesena na gravita¢ni kolonky s mediem Con A Sepharose
4B (GE Healthcare, UK) pro odstranéni patatinu. Po purifikaci byla provedena regenerace
nejdiive pomoci 1M HCI a nasledné¢ pomoci 0,5 M NaOH. Pro uchovéni byla provedena
kratkd ekvilibrace uchovdvacim pufrem, ve kterém byla kolona nasledné dlouhodobé

uchovana. Podrobny postup dil¢ich krokt je uveden v piiloze 5.
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4.4.2 Purifikace pomoci kolony Con A Sepharose 4B

Medium Con A Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciences, USA) obsahuje specificky
afinitni ligand, zastoupeny proteinem ze skupiny lektini - konkanavalin A. Konkanavalin se
vyznacuje svoji schopnosti véazat glykoproteiny. V této praci byl vyuzit tento adsorbent
k odd¢leni kyselych PIs a proteini patatinového komplexu. V prvni fazi byla provedena
ekvilibrace kolony na hodnotu pH 7. Po ekvilibraci kolony bylo naneseno na 100 ml media 36
ml zakoncetrované (lyofilizace) a rozpusténé frakce ,,C* obsahujici smés kyselych Pls a
patatinu. Medium s nanesenym vzorkem bylo fadn€¢ promichano sklenénou tycinkou
v uzaviené koloné. Po 10 minutiach doslo k otevieni kohoutu a do d6z byl zachytdvan propad
(frakce ,,D*) zahrnujici kyselé inhibitory proteas. Nasledné byla kolona promyvana objemem
startovaciho pufru, pfiCemz ¢ast propadu byla jesté¢ zachytavana jako frakce ,,D“. Po promyti
kolony byla provedena eluce navazanych slozek, ¢imz byla ziskana frakce ,,E*“ obsahujici
proteiny patatinového komplexu. Do doz byl zachytavan veskery elu¢ni objem.

Vsechny frakce ziskané pomoci dvoustupniové purifikace byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) a byla u nich zméfena koncentrace proteini pomoci metody
BCA. Frakce ,,B*“ a,,C* byly zakoncentrovany lyofilizaci pro naslednou chromatografickou
separaci na systému vysokorychlostni kapalinové chromatografie (FPLC). Slozeni pufr

pouzitych pfi purifikaci pomoci Con A a podrobny postup je uveden v piilohach 3 a 6.

4.4.3 Koncentrace bilkovin

Vyuzitim BCA metody modifikované dle Smith et al. (1985) byla pomoci destickového
spektrofotometru xMark (Bio-Rad, USA) zméiena koncentrace proteini U PFJ odrid a také
jednotlivych purifikovanych a separovanych frakci ziskanych pomoci chromatografie.
Nasledn¢ vypocitan vytézek proteint po prvnim kroku purifikace souctem frakei ,,B“ a ,,C*.
BCA metoda se pouziva k urceni koncentrace proteinti na zaklad¢ barevné reakce (purpurové
zbarveni) zpusobené interakci s peptidovou vazbou a nasledné meéfeni absorbance
(A = 562 nm) pomoci spektrofotometrie. Tato metoda je zalozena na alkalické redukci
médnatého iontu na méd’ny a nasledné chelataci méd’ného iontu kyselinou bicinchoninovou
za vzniku fialového zbarveni. Pro BCA analyzu byl pouzit Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermofisher, USA), pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byla pouZita fedici fada albuminového

standardu.
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4.4.4 Chromatograficka separace na systému FPLC

Pro separaci frakci inhibitori proteas byl vyuzit systém vysokorychlostni kapalinové
chromatografie BioLogic DuoFlow Pathfinder 20 (Bio-Rad, USA). Systém se sklada
z pracovni stanice, ,,maximizéru“, UV/VIS detektoru s deuteriovou lampou umoziujici
meéfeni absorbance pfi ¢tyfech vinovych délkach, pH detektoru, kolektoru frakci a pocitace se
softwarem BioLogic DuoFlow. Pro odsoleni byla pouzita smycka o objemu 5 ml, pro separaci
proteinovych frakci byly pouzity smycky o objemu - 1 ml (UNO S6, UNO S6 a CHT5-1) a 50
ul (ENrich SEC 650, kolony HIC). Chromatogramy uvedené v této praci nemaji z divodu
lepsi viziualizace pikt sjednocené méiitko. Metody chromatografické separace na FPLC
pouzité v ramci této prace byly pfevzaty z metodiky autort Barta et al. (2013) a

optimalizovany.

4.4.4.1 Odsoleni proteinovych frakci

Pred vlastni chromatografickou separaci frakci PIs prob¢éhlo odsoleni zakoncentrované
frakce ,,D* na systému FPLC. Odsoleni bylo nutno provést z divodu zvyseného zasoleni
po predchozi purifikaci a promyvani pufry, které obsahuji NaCl. Odsoleni bylo provedeno
pomoci kolony Bio-Scale Mini Bio-Gel P-6 desalting cartridges naplnénou substratem
Bio-Gel P-6 (Bio-Rad, USA) fungujici na principu gelové permeacéni chromatografie pomoci
protokolu uvedeného v pfiloze 7. Pfed odsolenim byly zakoncentrované frakce rozpustény

Vv ultracisté vod¢. Jako pufr byla pouzita filtrovana a degasovana ultracista voda.

4.4.4.2 Separace pomoci kolony UNO S6

Pii této separaci byla pouzita kolona umoznujici vyménu kationti UNO S6 (Bio-Rad,
USA). Tato kolona obsahuje silné negativné nabité sifiitanové skupiny. Pro tuto separaci
byly pouzity frakce ,,B* odrid Adéla a Eurostarch, které byly po odsoleni zakoncentrovany
lyofilizaci. Pribéh separace je znazornén v protokolu v pfiloze 8. Po separaci byly vybrané

frakce sbirany do d6z a pozdé&ji pouzity pii separaci pomoci kolony CHTS5-I.
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Tab. 6: Slozeni pufrd pouzitych pro separaci proteinu na koloné UNO S6

UNO S UNO S UNO S
startovaci pufr elu¢ni pufr uchovavaci pufr

komponenta (ml) 25 mM MES, pH 25 mM MES, pH 250”1'\/;(')\/58’ PH
6,0 6,0 + 0,5 M NaCl X
ethanol
1 M MES, pH 6,0 25 25 25
5 M NaCl 0 100 0
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,O 975 875 775

4.4.4.3 Separace pomoci kolony UNO Q6

Kolona UNO Q6 (Bio-Rad, USA) umoziiuje vyménu aniontd. Funkéni skupiny tvori
u této kolony silné pozitivn¢ nabité aminoskupiny. Pomoci této kolony byly separovany
kysel¢ bramborové inhibitory proteas zastoupené v purifikované frakci ,,B*“ odrid Adéla a

Eurostarch. Prib¢h separace je uveden v piiloze 9.

Tab. 7: Slozeni pufri pouZitych pro separaci proteinu na koloné UNO Q6

UNO Q UNO Q UNO Q
startovaci pufr eluéni pufr uchovavaci pufr
komponenta (ml) 25 mM Tris-HCI, 25 mM Tris-HCI, 25 mM Tris-HClI,
pH 7,4 pH 74 + 05 M pH 74 + 20 %
NaCl ethanol
1 M Tris-HCI, pH 7,4 25 25 25
5 M NaCl 0 100 0
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,O 975 875 775

4.4.4.4 Separace pomoci kolony CHT-5I

Kolona typu CHT5-1 (Bio-Rad, USA) obsahuje biokeramicky material ve formé
hydroxyapatitu fungujici na zaklad¢ principu afinitni chromatografie prostiednictvim
nespecifickych interakci funkénich skupin s negativné a pozitivné nabitymi skupinami
aminokyselin v separovanych proteinech. Pomoci této kolony byly separovany frakce Pls

ziskané po separaci na koloné UNO S6. Priib¢h separace je znazornén v piiloze 10.
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Tab. 8: Slozeni pufri pouzitych pro separaci proteinu na koloné¢ CHT5-I

CHT CHT CHT
startovaci pufr eluéni pufr uchovavaci pufr

10 mM Na- 500 mM Na- 10 mM Na-

komponenta (ml
P (mb) fosfatovy pufr, pH fosfatovy pufr, pH fosfatovy pufr, pH

6,8 6,8 6,8 + 20 %
ethanol
1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,8 10 500 10
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,0O 990 500 790

4.4.4.5 Separace pomoci kolony ENrich SEC 650

Kolony typu EnRich SEC (Bio-Rad, USA) typu funguji v rezimu gelové permeacni
chromatografie. Medium je tvofeno 10 pm velkymi sférickymi polymernimi casticemi
s nizkou nespecifickou vazebnou aktivitou umoznujici zachovani biologické aktivity
separovanych proteint. Tato kolona byla pouzita jako dopliikova separace frakci, jez nebylo

mozno separovat na koloné¢ CHT5-I. Priibéh separace je znazornén v ptiloze 11.

Tab. 9: Slozeni pufrl pouzitych pro separaci proteinu na kolon& ENrich SEC 650

ENrich startovaci pufr ENrich uchovavaci pufr
komponenta (ml) 50 mM Tris-HCI, 100 mM 20 % ethanol

NaCl pH 7,4
1 M Tris-HCI, pH 7,4 50 0
5 M NaCl 20 0
abs. ethanol 0 200
deionizovana H,O 930 800

4.4.4.6 Separace pomoci kolony HiTrap

Rada HiTrap (GE Healthcare, USA) piedstavuje nové typy kolon fungujici na principu
hydrofobnich interakci. Poskytuji vysoké rozliSeni a miniméalné 80 % vytézek. Dynamicka
vazebna kapacita je minimalné¢ 20 mg proteinu na 1 ml media. V ramci této prace byly
pouzity kolony Butyl HP a Phenyl FF, které se 1isi obsazenym mediem. Kolona Butyl HP
obsahuje medium Butyl Sepharose High Performance, kolona Phenyl FF obsahuje Phenyl

Sepharose 6 Fast flow. Tyto typy kolon byly pouzity pouze pro zkuSebni formu separace
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UNO S frakce odrudy Sibu a izolat typu LMW Patissionate S301P (Solanic, Nizozemsko)
tvofeny bramborovymi inhibitory proteas. Startovaci pufr obsahoval 1,7 M (NH4),SO,4 0,1 M
Na,HPO, (pH 7,0), elu¢ni pufr byl tvofen 0,1 M Na,HPO, (pH 7,0). Prub&h separace je

znazornén v piiloze 12.

4.5 SDS-PAGE

Pro analyzu proteinovych spekter a identifikaci proteinli byla pouZita elektroforeticka
metoda SDS-PAGE dle Laemmliho (1970). SDS-PAGE neboli denatura¢ni polyakrylamidova
elektroforéza je bézné vyuzivanad metoda uréend pro separaci a identifikaci proteinti. Metoda
byla optimalizovana podle Curna (1995). V ramci této disertaéni prace byla pouZita sestava
vertikalni elektroforézy Hoefer SE 600 (Hoefer, USA). Pro analyzu identifikaci hlizovych
proteini byl pouzit 10 % a 12 % separacni gel a 3,75 % Zaostiovaci gel. Vzorky byly
nanaSeny na gel v mnozstvi 10 pl (B, C, D a E frakce), pficemz vznikly smisenim 40 pl
vzorku a 10 pl vkladaciho pufru. Tésné pied pouzitim se kK 500 ul nanaseciho pufru ptidalo
170 ul merkaptoethanolu. Vzorek sobsahem nanaseciho pufru byl v termobloku
v mikrocentrifugacnich zkumavkach zahfdn na teplotu 99 °C po dobu 3 min, poté byl
ochlazen a nanasen na gel v uvedeném mnozstvi. Jako hmotnostni marker byl pouzit Blue
Protein ladder 3,5- 245 kDa (Central European Biosystems, CR), ktery byl nefedény nanasen
na gel v mnozstvi 5 ul. Elektroforeticka separace byla provadéna za podminek napéti 150 V
prvnich 30 minut a nasledné pti napéti 200 V po dobu 4-6 hodin. Byl pouzit totozny horni a
dolni vanovy pufr. Po separaci byly gely vyjmuty ze sendvicové sestavy, oplachnuty ve vodé
a barveny pfes noc pomoci barviciho roztoku. Po barveni byly gely odbarveny pomoci
ptislusného roztoku. Gely byly odbarvovany pomalym tfepanim v dézach s roztokem po dobu
piiblizné 6 h a nasledné¢ pomoci destilované vody za vyuziti horizontalni tfepacky.
Po odbarveni byly gely pfimo ve vlhkém stavu vyhodnoceny pomoci fotodokumenta¢niho
zatizeni Gel Doc XR+ (Bio-Rad, USA), ptipadn¢ byla provedena fixace a nasledné byly gely
vyhodnoceny. Slozeni jednotlivych pufrti a komponentl pro barveni, odbarveni a fixaci je

uvedeno v piiloze 13.
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4.6 Hmotnostni spektrometrie

4.6.1 Priprava vzorku

Proteinové frakce byly zpracovany pomoci metody FASP (Filter-aided sample
preparation) spocivajici v ultrafiltraci pomoci filtraénich kolonek. Vzorky jsou pomoci této
metody zbaveny detergentll a rozsStépeny na dil¢i peptidy. Tato metoda slouzi zejména
k izolaci purifikovanych peptidovych frakci. Proteinové frakce byly smiseny s 8§ M
mocovinou (v 100 mM Tris-HCI, pH 8.5). Vzorky byly nejdiive centrifugovany pii 7,000 x g
(dalsi centrifugace byly provedeny pfii 14,000 g) po dobu 30 min pti 20 °C v centrifuganich
filtrech Microcon s propustnosti 30 kDa (Merck, USA). Zachycené proteiny byly promyty
200 pl mocovinového pufru a opét centrifugovany. Finalni proteinové koncentraty byly
smiseny se 100 pL mocovinového pufru obsahujici 50 mM jodoacetamidu a inkubovany v
temnu po dobu 20 min. Po dal$im centrifuga¢nim kroku byly vzorky tfikrat promyty 100 pL
mocovinového pufru a tiikrat 100 pL mocovinového pufru obsahujici 50 mM
hydrogenuhli¢itanu sodného. Trypsin (Promega, USA) byl nasledné pfidén na filtry kolonek a
S proteiny nasledné inkubovan po dobu 18 h pii 37 °C. Tryptické peptidy byly eluovany
samotnou centrifugaci a néasledn¢ dalSimi dvémi centrifugacemi s ptidavky 50 pL 50 mM
hydrogenuhli¢itanu sodného. Vysledné peptidy byly extrahovany do vialek pomoci pufru
obsahujici 2,5 % kyseliny mravenéi, 50 % acetonitrilu a 100 % acetonitrilu s ptidavkem
polyethylenglykolu (findlni koncentrace 0,001 %) a zakoncentrovany pomoci SpeedVac

koncentratoru (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.6.2 LC-MS/MS analyza peptidu

LC-MS/MS analyzy byly provedeny pomoci systému nizkopritokové chromatografie
RSLCano ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific,
USA). Pied LC separaci byly provedena ekvilibrace piredkolony a kolony. Tryptické digesty
byly odsoleny pomoci ptedkolonky se sorbentem X-Bridge BEH 130 C18 s velikosti ¢astic
3.5 um (Waters, USA). Po promyti pfedkolonky pomoci 0,1 % kyseliny mraven¢ni byly
peptidy eluovany (priitok 300 ml/min) do separacni kolony Acclaim Pepmap100 C18 (3 pm

¢astice, 75 um x 500 mm; Thermo Fisher Scientific, USA) s vyuzitim gradientové eluce
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(mobilni faze A: 0,1 % kyselina mravenc¢i ve vod¢€, mobilni faze B 0,1 % kyselina mravenci
v 80 % acetonitrilu). Eluce zacala zvySujicim se gradientem mobilni faze B: 1 % - 56 %
vV prvnich 100 minutach béhu (14 % ve 30. minuté, 30 % v 60 % minuté a 56 % ve 100.
minut¢). Nasledné gradient mobilni faze B vzrostl linedrné béhem 5 minut na hodnotu 80 %,
pfi¢emz v tomto stavu nésledujicich 15 minut probihala isokraticka eluce. Vystup analytické
kolony byl ptimo spojen s iontovym zdrojem Digital PicoView 550 ion source a emitorem
SilicaTip (New Objective, USA). Soucasti systému bylo rovnéz zatizeni ABIRD (Active
Background lon Reduction Device) uréené pro zlepSeni iontového signalu, piipadné zptesnéni
identifikace proteinti (ESI Source Solution, USA).

Data byla ziskana pomoci data-zavislé strategie vybirajici az 10 prekurzori ze
zjisténého skenu (rozsah 350 — 1 700 m/z). RozlisSeni mapovaciho skenu bylo 60 000 (pro 400
m/z) s cilovou hodnotou 1x10° iontd pro jeden sken po dobu vstfiku maximalné 500 ms.
MS/MS spektra byla ziskana pomoci vysokoenergetické kolizni disociace (HCD, Higher
energy collisional dissociation) prostiednictvim akumulace 50 000 iontt pfi rozliseni 15 000
(pro 400 m/z). Maximalni doba vstiiku ¢inila 500 ms a dynamické vylouéeni bylo povoleno
po dobu 45 s pro ziskdni MS/MS spektra. [zolacni okno bylo nastaveno na hodnotu 2 m/z.

Pro analyzu hrubych MS dat byl pouzit software Proteome Discover (verze 1.4)
v soucinosti s programem Mascot (Matrixscience, UK) a databazového vyhledavace
SEQUEST. MS/MS data byla nejdiive hleddna proti modifikované cRAP databazi
(http://www.thegpm.org/crap/) obsahujici 115 proteinovych kontaminantti (napf. keratin,
trypsin a dalsi). MS/MS spektra byla vyhodnocena pomoci vyhledavate Mascot. Sekvence
analogické k sekvencim z databaze cRAP, s vys$§im iontovym skore nez 30, byly vyfazeny
z naslednych databazovych vyhleddvani. Finalni databdzova vyhledavani byla provedena
proti UniProtKB databazi pro Solanum tuberosum. Tolerance po¢tu jednotlivych peptida a
MS/MS fragmentt Cinila 10 ppm a 0,05 Da. Nékteré typy modifikace, jako napiiklad: oxidace
methioninu, deamidace (N, Q), acetylace (N-konce) a karbamidometylace (C) modifikace a
jedno Stépeni enzymu, byly zohlednény pro vSechna vyhledavani. Percolator byl pouzit
pro nasledné zpracovani vysledkii vyhledavani. Byly zohlednény pouze peptidy s hodnotou
q <0,01, a alesponn 6 aminokyselinami v prvnim misté pofadi. Proteiny shodné se stejnou
sadou peptidi byly hlaseny jako proteinové skupiny. Proteinové skupiny/proteiny byly
vyhodnocovany, pouze pokud obsahovaly alespoii jeden unikétni peptid.

Pomoci technik MS bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych proteinit v hlizové vodé
odrid Adéla a Eurostarch ze dvou ro¢nikovych opakovani (2014 a 2015), tyto nerozdélené

proteinové vzorky byly vzdjemné porovnany. Bylo zjiStovano také zastoupeni a
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proporcionalita proteind v dil¢ich frakcich ziskanych po separaci na FPLC pomoci kolon
UNO S6 (bazické frakce) a UNO Q6 (kyselé frakce). Rovnéz byly srovnany soubory frakci

Adéla 1 Eurostarch ziskanych prave po separacich na obou zminénych kolonach.

4.7 Antimikrobialni aktivity

Pomoci biotestll na pevném mediu dle metodiky Hyunth et al. (1996) bylo zjistovano
pusobeni frakci inhibitorti proteas na rist patogennich hub Rhizoctonia solani a Fusarium
solani. Inokulum fytopatogennich hub bylo dodano v aktivni formé na Zelatinovych discich
od Ceské sbirky mikroorganismii (Brno, CR).

V prvnim kroku doSlo ke kultivaci fytopatogennich hub na Petriho miskdch na mediu
Potato dextrose agar (HiMedia, Indie) inkubovanych pti 25 °C. Ve druhém kroku byly
provadény samotné biotesty. Do Petriho misek o priméru 90 mm bylo rozlito 8 ml
ptripraveného media Iso-Sensitest Agar (Thermo Fisher Scientific, USA). Po ztuhnuti agaru
byl na stfed Petriho misek pienesen pomoci korkovrtu kruhovy teréik media s houbovym
patogenem. Po tfech dnech ristu pii teploté 25 °C byly tésn€ za okraji zony ristu patogena
vytvofeny pomoci korkovrtu v mediu Ctyfi otvory na cCtyfech protilehlych stranach
pro aplikaci vody (kontrola) a proteinovych roztoki vybranych frakci Pls o koncentraci 1, 5 a
10 mg proteinu na 1 ml vody. Vzorky a voda jako kontrola byly aplikovany v mnozstvi 30 pl
na jamku, pii¢emz doslo k difuzi do media. Nasledné byly vzorky inkubovany pii 25 °C po
dobu 1-2 dnd, podle rychlosti ristu mycelia, pro vytvofeni potencialnich zon inhibice rustu.
Po inkubaci bylo pozorovano piipadné vytvoreni zon inhibice riistu patogena vlivem piisobeni
PIs v mistech styku s patogenem. V piipad€ vzorkii s prokdzanou pozitivni inhibici rlstu

fytopatogent byly piislusné Petriho misky zaznamenany pomoci fotoaparatu a vyhodnoceny.

4.8 Antioxidacni aktivity

U mouky vybranych odrid a déale pak frakci bramborovych Pls ziskanych
po chromatografickych separacich byly zjistovany jejich antioxida¢ni aktivity pomoci metod
vyuzivajici radikaly ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) na zaklad¢
modifikované metodiky dle Lachmana et al. (2007) a DPPH (2 2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
na zakladé modifikované metodiky dle Sulce et al. (2007).
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Princip metody vyuzivajici ABTS (2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-
sulfonat) nazyvany také jako TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) spociva
v inaktivaci radikalového kationtu ABTS™ pomoci antioxidantt, ktery vznika oxidaci
puvodniho ABTS, v této praci za pomoci oxidu manganicitého. Vlivem chemického zhaseni
(zménou barevné reakce) dochdzi k ubytku absorbance pii vinové délce 734, ktery je
méfitelny spektrofotometricky. 54,9 mg ABTS bylo rozpusténo v 5 mM fosfatovém pufru
(pH 7,0) a aktivovano na radikalovy kationt pomoci 1 g MnO; za stalého michani po dobu 30
minut. Roztok byl nasledné centrifugovan po dobu 5 minut pfi 7000 rpm. Néasledné¢ byl
zfiltrovan ptes stiikackovy filtr (0,25 um) a nafedén fosfaitovym pufrem na absorbanci 0,500
+ 0,01. Pro méfeni antioxidacni aktivity hliz brambor byly pouzity vzorky pfipravené extrakci
puvodné pro méfeni obsahu polyfenolu (kapitola 4.3), vzorky byly nafedény v poméru 1:9
(vzorek:voda). Roztoky proteinovych frakci o koncentraci 1 mg/ml byly pfidany v mnozstvi
100 pl k 900 pl upraveného radikalu. Absorbance byla métena pii vinové délce 734 nm.

Me¢teni antioxidacni aktivity pomoci radikalu DPPH (1,1°-difenyl-2-pikrylhydrazyl) je
zalozeno na schopnosti stabilniho volného radikalu reagovat s donory vodiku. DPPH
vykazuje silnou absorpci v UV/VIS spektru. Pfi reakci DPPH s donory vodiku dochdzi k
meéfitelné barevné zméné pii vinové délce 515 nm. Nejprve byl piipraven zasobni roztok
rozpusténim 25 mg radikalu DPPH v 100 ml ¢istého methanolu, ktery byl skladovan
pii nizké teploté v chladnice bez pfistupu svétla. Pro pfipravu pracovniho roztoku bylo
odebrano 10 ml z&sobniho roztoku, ktery byl doplnén do 100 ml methanolem. Absorbance
roztoku ¢inila 0,800 £+ 0,01. Pro méfeni pomoci DPPH byly v piipadé¢ méfeni antioxidacni
aktivity hliz brambor pouzity nefedéné vzorky po pfedchozi extrakci pro métfeni obsahu
polyfenolt (kapitola 4.3). Roztoky proteinovych frakci 0 koncentraci 1 mg/ml byly ptidany
VvV mnozstvi 25 pl k 975 ul pracovniho roztoku. Absorbance byla métena pii vinové délce 515

nm. Jako slepy vzorek byl pouzit 100 % methanol.

4.9 Statistické hodnoceni

Statistick¢ vyhodnoceni dat u vychoziho materidlu (obsah suSiny, dusikatych latek,
obsah polyfenolt, antioxida¢ni aktivity) a vzajemné korelace mezi jednotlivymi vlastnostmi
bylo provedeno pomoci programu STATISTICA 10 (Statsoft, USA). Pro zjisténi a porovnani
rozdild mezi skupinami dat a jejich zavislostmi byla pouZita metoda jednocestné analyzy

variance (ANOVA) vyuzivajici testu homogenity rozptyld (F-test). Nasledné hodnoceni
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rozdild vysledki mezi jednotlivymi odridami byl vyuzit post-hoc Tukeyiv HSD test.
Pro zjisténi korelaci a umér mezi jednotlivymi parametry byla pouzita metoda jednoduché

linearni regrese.
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5. VYSLEDKY

5.1 Obsah suSiny a dusikatych latek

Byla zjiSténa primérna hmotnost jedné hlizy (Pfiloha 1) a pomoci gravimetrického
stanoveni byl stanoven obsah suSiny u péti studovanych odriid ze tii samostatnych opakovani.

V tabulce 10 jsou uvedeny zjisténé hodnoty obsahu suSiny.

Tab. 10: Obsah susiny hliz vybranych odrid a obsah dusiku a dusikatych latek v susiné hliz

Odriida Obsah suSiny [%] Obsah dusiku [%] Obsah NL (N x 6,25) [%]
Adéla 16,6 2,1 12,6
Eurostarch 21,1 1,4 8,8
Laura 17,6 1,4 8,4
Ornella 25,2 1,1 6,9
Sibu 21,1 1,0 6,0

Na zéklad¢ uvedenych vysledkl jsou patrné vyrazné rozdily v obsahu suSiny mezi
odridami urenymi pro pfimy konzum a odridami urcené pro zpracovani na skrob, kdy obsah
suSiny u odrad pro zpracovani byl prikazné vysSi na hladiné vyznamnosti a = 0,05
(df = 1; F = 37,651; p = 0,000). Porovnani rozdili mezi jednotlivymi odridami je uvedeno

Vv obrazku 3.

Obr. 3: Statistické porovnani rozdilti v obsahu susiny mezi jednotlivymi odradami

Tukey HSD test: variable susina

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between M5 = 06800, df = 10,000

odrada Adéla Eurostarch Laura Ornella Sibu

Cel No. 16,600 21100 17,600 25,200 21,100
1 Adéla 0,000176 | 0,005996 0 000176 0000176
2 Eurostarch || 0000176 0,000176  0,000176 1,000000
3 Laura 0,005996 0,000176 0,000176 0,000176
4 Ornella 0,000176 0,000176 | 0,000176 0,000176
5 Sibu 0,000176 1,000000  0,000176 0,000176

MS = primérna velikost ¢tverce, df = stupné volnosti
pozn. ¢ervené p-hodnoty znacdi statisticky prikazné rozdily v obsahu susiny mezi odriidami
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Obsah dusiku lyofilizovanych hliz brambor byl méfen pomoci modifikované Dumasovy
metody. Po pouziti standardniho koeficientu 6,25 byl ziskan také obsah dusikatych latek
v susin€. Obsah dusikatych latek byl nejvyssi u odrudy Adéla. Obsahy dusiku a dusikatych
latek v hlizach vybranych odrid jsou uvedeny v tabulce 10. Obsah dusikatych latek byl
statisticky prokazatelné vyssi u konzumnich odrtid na hlading€ vyznamnosti o = 0,05 (df = 1; F

= 37,543; p = 0,000). Porovnani rozdilti mezi jednotlivymi odridami je uvedeno v obrazku 4.

Obr. 4: Statistické porovnani rozdilti v obsahu dusikatych latek mezi jednotlivymi odridami

Tukey HSD test; vanable NL

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 53791, df = 24 000

vzorek Adéla |Eurostarch | Laura Sibu Ornela

Cel No. 12648 8,7851 84473 5,9996 6,9247
1 Adéla 0,000126 0,000126 0,000126 0,000126
2 Eurostarch || 0,000126 0,956571 | 0,000136 | 0,002639
3 Laura 0,000126 1 0,956571 0,001870 1 0,080691
4 Sibu 0,000126| 0,000136 0,001870 0,405646
5 Ornella 0000126 0002639 0,080691 0405646

MS = primérna velikost ¢tverce, df = stupné volnosti
pozn. ervené p-hodnoty znaci statisticky prikazné rozdily v obsahu dusikatych latek mezi odriidami

Byla zjisténa negativni korelace mezi obsahem susiny a dusikatych latek, tedy nepiima
umeérnost mezi témito paramatery pii hladiné vyznamnosti o = 0,05 (r = -0,7104; p = 0,179).

Vysledné grafické znazornéni korelace mezi obéma parametry je uvedeno v piiloze 15.

5.2 Obsah polyfenolii a antioxidac¢ni aktivity vybranych odrud

Zjistény celkovy obsah polyfenolt (Total polyphenols, TPP) u jednotlivych odrid
(Tab. 11) piedstavoval bezmala dvakrat vyssi hodnoty TPP konzumnich odrid (v priméru
2,47 g TTP na kg suSiny hliz) v porovnani s odridami pro zpracovani (v priméru 1,38 g TPP
na kg susiny hliz). Rozdil mezi konzumnimi odriidami a odridami pro zpracovani byl tedy
statisticky vyznamny na hladiné o = 0,05 (df = 4; F = 108,714; p = 0,000). Porovnani rozdila

mezi jednotlivymi odridami je uvedeno na obrazku 5.

56



Obr. 5: Statistické porovnani rozdilti v obsahu celkovych polyfenolid mezi jednotlivymi odridami

Tukey HSD test; vanable obsah polyfenol

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = (01690, df = 19,000

odriada Adéla Laura |Eurostarch | Ornella Sibu

Cel No. 2,5299 2,3922 1,2569 16179 1,3313
1 Adéla 0,490688 | 0,000137 0,000137 | 0,000137
2 Laura 0,490688 (0,000137 ' 0,000137 | 0,000137
3 Eurostarch | 0,000137 | 0,0001 37 0,003223 | 0,898459
4 Ornella 0,000137 | 0,000137 | 0,003223 0,039974
4] Sibu 0,000137 | 0,000137 | 0,898459 0, 039974

MS = primérna velikost ¢tverce, df = stupné volnosti
pozn. Cervené p-hodnoty znaci statisticky prikazné rozdily v obsahu celkovych polyfenoli mezi
odridami

Antioxidacni aktivita byla prokdzana u vSech odrid zhaSenim kyslikovym radikala
ABTS a DPPH (Tab. 11). U hliz konzumnich brambor byla v praiméru vyssi nez u hliz pro
zpracovani. Stejn¢ jako v ptipadé obsahu polyfenold, byl zaznamenan statisticky prikazny
rozdil v antioxidaCnich aktivitich v pfipadé obou pouzitych metod mezi odridami
konzumnich brambor a odridami pro zpracovani na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05
(DPPH: df = 4; F = 463,85; p = 0,000 | ABTS: df = 4; F = 442,57; p = 0,000). Byly také
srovnany rozdily antioxida¢nich aktivit mezi jednotlivymi odridami (Obr. 6).

V ramci provedeného statistického srovndni zavislosti obsahu polyfenolti a
antioxidacnich aktivit byla zjiSténa pfima zavislost (korelace) mezi celkovym obsahem
polyfenolu a antioxidacni aktivitou na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 (DPPH: b = 20,24912;
t="7,775952; p = 0,000 | ABTS: b = 21,91574; t = 9,838943, p = 0,000). Vysledné¢ grafické

znazornéni linearni regrese je uvedeno v piiloze 17.

Tab. 11: Obsah polyfenolti a antioxidacnich aktivit hliz vybranych odriid brambor

Obsah polyfenola Zhaseci aktivita vici Zhaseci aktivita vici

Odrida [g TTP/kg susiny hliz] radikalu ABTS [%)] radikalu DPPH [%]
Adéla 2,53 64,9 67,1
Eurostarch 1,26 42,5 36,8
Laura 2,39 66,7 50,1
Ornella 1,33 49,7 38,6
Sibu 1,62 34,2 35,0
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Obr. 6: Statistické porovnani rozdilti antioxida¢nich aktivit pomoci metod DPPH a ABTS mezi

jednotlivymi odridami

Cell No.

Tukey HSD test; variable ABTS
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 1,3419, df = 10,000

odrida

Adéla
64,928

Eurostarch
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34,237
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0,000176 | 0,000277

0,000176

0,000176

0,000176  0,000176

0,000176
0,000195
0,000176
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Cell No.

Tukey HSD test; variable DPPH
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 1,1710, df = 10,000

odrada

Adéla
67,188

Eurostarch
36,863

Laura
50,060

Ornella
38,588

Sibu
34,078

[y [ < S D L T

Adéla
Eurostarch
Laura
Ormella
Sibu

0,000176
0,000176
0,000176
0,000176

0,000176 | 0,0001/6 | 0,000176
0,000176 | 0,352481

0,000176
0,352481 0,000176

0,000176

0,278490 0,000176 | 0,014769

0,000176
0,278490
0,000176
0,014769

MS = priméma velikost ctverce, df = stupné volnosti
pozn. ¢ervené p-hodnoty znadi statisticky prikazné rozdily antioxida¢nich aktivit mezi odridami

5.3 Hodnoceni obsahu bilkovin

5.3.1 Koncentrace a obsah bilkovin v hlizové vodé

Vysledky uvedené v tabulce 12 ukazuji niz§i vytézek bilkovin u odrid pro piimy
konzum oproti odridam pro zpracovani. Celkovym vytézkiim bilkovin v souvislosti s typem
odridy odpovida obsah bilkovin v pivodni PFJ, kromé odridy Laura, kdy obsah bilkovin
v PFJ této odrtdy predcil obsah bilkovin v PFJ odrady Eurostarch rozdilem 0,2 g/l. Primérny
obsah bilkovin byl pfesto u odrid pro zpracovani vyssi, nez u odrid pro piimy konzum.
Vytézky jednotlivych frakei zjiSténych pomoci metody BCA, ziskanych dvoustupiiovou

purifikaci, jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tab. 12: Obsah bilkovin v PFJ vybranych odrad

Odruda Adéla Laura Eurostarch Ornella Sibu
Obsah bilkovin v PFJ [g/l] 10,0 14,1 13,9 15,1 14,6
Vytéziek bilkovin z PFJ [g/1] 8,9 12,9 13,7 13,8 14,8

V souvislosti s obsahem bilkovin v PFJ byla také zjistovana jejich korelace s obsahem
dusikatych latek, pficemz byla zjisténa nepiima uméra mezi obsahem dusikatych latek a
obsahem Cdistych bilkovin v jednotlivych odridach na hladiné vyznamnosti o = 0,05

(r =-0,9510; p = 0,013). Vysledné grafické znazornéni linearni regrese je uvedeno v piiloze
16.

5.3.2 Ovéreni vysledku purifikace a obsahu bilkovin v dil¢ich frakcich

Pomoci dvoustupiiové purifikace doslo k uspésnému rozdéleni hlizovych proteinti

do ¢yt predikovanych frakei.

Obr. 7: Elektroforetické profily hlizové vody a vybranych odrud po purifikaci na mediu DEAE

- e

kDa L Hv B1 1 2 2 ct 1 2 2 kDa L Hv BT 1 2 2 Cc1 1 2 2
Laura

kDa L HV Bt 1 2 2 3 3 C1 1 2 2 33

PFJ

180

100
75

180
100

75
63

48
35

17
10

kDa L HV BT 1 2 2 ¢C11 2 2 kDa Luv5112201122 kDaLHV Bt 1 2 2 C1 1 2 2
Eurostarch Ornella Sibu
HV — hlizova voda, B — frakce ,,B*, C — frakce ,,C*, 1,2 — prvni a druhy propad proteinovych frakci

ziskanych dvoustupiiovou purifikaci, L (ladder) — hmotnostni marker
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Obr. 8: Elektroforetické profily ,,D* frakci (kyselych inhbitorti proteas) a ,,E* frakci (isoforem

patatinu) vybranych odrad po purifikaci na mediu Con A

180

100
75

-
63 .
48

-

35

25 !
17
11

kDa L Ad

Ae Ld Le

i

L — hmotnostni marker,
d,e-,D*“a,E“ frakce

A — frakce odriidy Adéla,
L — frakce odridy Laura,
O — frakce odridy Ornella,
S — frakce odrudy Sibu,

E — frakce odrudy Eurostarch

Ee Od Oe Sd Se

Tab. 13: Koncentrace a vytézky proteint ve frakcich ziskanych po dvoustupniové purifikaci

Koncentrace Vytézek

Fraice mg/mL]  [mg]
Adéla ,,B* 817,013 164
Adéla ,,C 957,167 192
Laura,,B* 1201,25 240
Laura,,C* 1384,53 277
Eurostarch ,,B* 144231 289
Eurostarch ,,C* 1288,79 258
Ornella ,,B* 1437,57 288
Ornella ,,C* 1313,8 263
Sibu ,,B* 1248,25 250
Sibu ,,C* 171227 343

Koncentrace Vytézek

Frakee gmL]  [mg]
Adéla ,,D* 504,4 60
Adéla ,,E 163,72 38
Laura,,D* 505,26 61
Laura ,,E* 372,44 89
Eurostarch ,,D* 618,25 74
Eurostarch ,,E* 351,74 84
Ornella ,,.D* 437,99 53
Ornella ,,E* 430,23 103
Sibu ,,D* 622,56 74
Sibu ,,E* 557,87 134
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Vyuzitim media lontosorb s ligandem DEAE doslo podle elektroforeogramt (Obr. 7)
jednotlivych odrid a PFJ k separaci bazickych inhibitort proteas (frakce ,,B*“) od spole¢né
frakce patatinu a kyselych inhibitora proteas (frakce ,,C*). U frakce ,,B* byly vizualizovany
zejména proteiny o velikosti ~6-25 kDa . Pomoci MS analyz provedenych u rozdélené frakce
bazickych Pls byla potvrzena zejména ptitomnost PAPI, PCPI a PSPI. U frakce ,,C* byly

majoritni pruhy identifikovany jako proteiny patatinového komplexu o velikosti ~41-43 kDa.

5.4 Chromatografie na systému FPLC

5.4.1 Odsoleni proteinovych frakei

Frakce ,,B“ a ,,.D“ byly odsoleny pomoci odsolovaci kolonky (cartridge) Bio-Gel P6
na systému FPLC. Odsoleni bylo uspé$né, bylo mozno od sebe oddélit odsolené a neodsolené
frakce, které byly ureny podle zjisténé konduktivity. Odsolené frakce byly dale pouzity

pro dalsi kroky chromatografické separace.
5.4.2 Separace PIs pomoci UNO S6
Pii vyuziti kolony s kationtovym ménicem UNO S6 doslo k rozdéleni bazickych

inhibitorii proteas (frakce ,,B“) do tii az Ctyf samostatnych frakci zastoupeni podjednotky

(16,4 kDa) bramborového inhibitoru serinovych proteas 11 (Obr. 9).

Obr. 9: Chromatograficka separace na koloné¢ UNO S6 a nasledna kontrola a rozdéleni frakci pomoci
SDS-PAGE

AU
(N TN T T N T S O T N N [ T U O T [ O T A O ' _1 00 :gg ‘
- ' E
[ 12-15
0.6 ‘l ! ,. 3 63 .
. \ -
| dv B 3 i
04 | [ 224 I
L | || | |'|I 17-18 ||'I I'u'l I'|| F 30
i / VoA [ 3 20
0.2 1 ‘ | / ll."an'u, fllz" \\'I, E
] | f Y, \ ; 53 . P—
: | l'l\_q_ .-"J B N N g 14 —~—
0 % = 0 au
- %
a 10 20 30 t/min eluce kpba L 1245 17418 2224

61



T 100 10
0.4 1 ] ®

_;— ; : 48

: 2325 27-28 29-31. : .
021 50

b 10 20 30 t/min el

F %

17

-0 1" {
o — -
UCE  pa L 1316 2325 2728 2931

a— odrida Adéla, b — odrida Eurostarch, priitok: 4 ml m™, detekce: UV/VIS 214 nm, &isla v poli -

oznaceni sbiranych a déle analyzovanych proteinovych frakci

5.4.3 Separace PIs pomoci UNO Q6

Pomoci kolony s aniontovym ménicem UNO Q6 (Obr.

3) doslo k rozdéleni ptevazné

kyselych inhibitorti proteas do 3-4 frakci. Dvé frakce se u obou odriid po kontrole pomoci

SDS-PAGE projevily jako vyrazné majoritni. Tyto proteinové
16-17 kDa.

frakce maji velikost ~10 kDa a

Obr. 10: Chromatograficka separace na koloné¢ UNO Q6 a nasledna kontrola a rozdéleni frakci pomoci

SDS-PAGE
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v poli - oznaceni sbiranych a dale analyzovanych proteinovych frakci
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5.4.4 Separace PIs pomoci CHTS5-I

Pti vyuziti kolony CHTS-I doslo pouze k rozdéleni zachycené a nezachycené frakce.
Zachycena frakce byla vizualizovdna pouze v podob¢ jednoho vyrazného piku ptestavujici
komplex vétSiny bramborovych inhibitord proteas. Vysledné chromatogramy s analyzou

frakce pomoci SDS-PAGE je uvedena v obrazku 11.

Obr. 11: Chromatograficka separace na koloné¢ CHT35-I a nasledna kontrola a rozdéleni frakei pomoci
SDS-PAGE
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Adéla - A (nahoie), Eurostarch - E (dole), pritok: 4 ml m™, detekce: UV/VIS 214 nm, &isla v poli -
oznaceni sbiranych frakci

5.4.5 Separace PIs pomoci SEC 650

Tento typ kolony byl pouzit pouze jako dopliikovd separace Pls v reZzimu analytické
chromatografie. Diky rozdilu molekulovych hmotnosti jednotlivych skupin inhibitord proteas
se podaftilo rozd¢lit zachycenou komplexni frakci z predchozi separace na koloné CHTS-I,
pti¢emz doslo k rozdéleni Pls do 2 chromatografickych pikti u odridy Adéla a 3 pikd u

odridy Eurostarch.
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Obr. 12: Chromatograficka separace na kolon¢ EnRich SEC
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a— odrtida Adéla, b — odrtida Eurostarch, prutok: 1 ml m?, detekce: UV/VIS 214 nm

5.4.6 Separace PIs pomoci Butyl HP a Phenyl FF

Pii chromatografii na kolonach vyuzivajici hydrofobni interakce nedoSlo k rozdé¢leni
nanesenych proteind pii pouZziti UNO S frakci odridy Sibu a rovnéZ ani pii separaci LMW
proteinového izolatu 301P. V prub&hu chromatografické separace nedoslo ani v jednom

z ptipadi k tvorbé piki.

5.5 Hmotnostni spektrometrie

Pomoci technik hmotnostni spektrometrie byly identifikovany zastoupené proteiny,
zjistény jejich molekulové hmotnosti a ur¢ena jejich proporcionalita v ramci ziskanych frakci.
Bylo hodnoceno zastoupeni proteint v komplexnich frakcich, celkovy hlizovy protein ziskany
po lyofilizaci hlizové vody a souhrnna frakce bazickych inhibitort proteas (frakce,,B),
ziskand po purifikaci a také dil¢i frakce ziskané po separacich na systému FPLC pomoci

iontové vymeénnych kolon.

5.5.1 Obsah proteint v bramborové hlizové vodé

V PFJ odrid Adéla a Eurostarch byl zastoupen cely komplex bramborovych hlizovych
proteint, které jsou uvedeny Vv tabulce 14. Mezi dvé majoritni skupiny proteini u vsech
variant podle miry zastoupeni patii proteiny patatinového komplexu a inhibitory

aspartatovych proteas (PAPI). U vzorki PFJ nedoSlo k vyraznéj$si zméné v relativnim
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zastoupeni tii majoritnich skupin proteinti, kromé vzorku ,,Adéla 2014, kdy byla na misto
patatinu majoritni skupina inhibtora aspartatovych proteas. Tteti misto zaujimaji proteiny, jez
nebylo mozno identifikovat. Mezi dal$i pfitomné inhibitory proteas patii skupina bramborovy
inhibitor proteas (PI-2) a ostatni inhibitory serinovych proteas (zejména typy 3, 5, 6, 7, 8),
inhibitory cysteinovych proteas (PCPI) a bramborovy inhibitor proteas I (PI-1) jsou
zastoupeny v malém mnozstvi, Karboxypeptidasovy inhibitor (PCl) byl v uvedenych vzorcich
zastoupen pouze ve stopovém mnozstvi. Ostatni proteiny nepiesahly vice nez 10 % obsahu
hlizovych proteinti. Konkrétni zastoupeni a proporcionalita hlizovych proteinii u obou odrtd a

opakovani jsou uvedeny v tabulce 14.

Tab. 14: Relativni [%] zastoupeni skupin proteind v jednotlivych v PFJ odrid Adéla a Eurostarch v
roce 2014 a 2015

Adéla 2014 Adéla 2015 Eurostarch 2014 Eurostarch 2015
PAPI 36,8 | patatin 31,7 | patatin 41,3 | patatin 52,3
patatin 22,9 | PAPI 21,1 | PAPI 20,6 | PAPI 17,3
n. p. 11,8 | n. p. 16,8 [n. p. 10,0 n. p. 7,8
0. SPI 10,2 | PI-2 8,4 | ostatni 9,2 | ostatni 6,1
PI-2 7,8|0. SPI 7,5|PI-2 6,8 0. SPI 5,7
ostatni 4,1 | ostatni 6,2 | 0. SPI 4,8 | PCPI 4.8
PCPI 3,4 | PCPI 5,3|PCPI 3,8|PI-2 4,0
PI-1 3,0|PI-1 3,0|/PI-1 3,5|PI-1 2,0

PAPI - bramborovy inhibitor aspartatovych proteas, PCPI - bramborovy inhibitor cysteinovych
proteas, 0. SPI - ostatni inhibitory serinovych proteas, PI-1 - bramborovy inhibitor proteas I, PI-2 -
bramborovy inhibitor proteas II, n. p. - necharakterizované proteiny, jejichz sekvence nemohla byt
identifikovana, ostatni - ostatni identifikované proteiny, nejCastéji enzymy ruznych typi nebo
membranové proteiny (napf. lipoxygenasa, glyoxalasa, enolasa, annexin atd.)

Na obrazku 13 je uveden houslovy graf vyjadfujici podobnosti v zastoupeni a kvantity
jednotlivych proteinovych skupin mezi odriidami Adéla a Eurostarch. Vertikalni rozvrstveni
uréuje podet proteinovych skupin (log'®), sfika grafii naopak kvantitativni zastoupeni
jednotlivjch proteinovych skupin. Cisla nad jednotlivymi grafy vyjadiuji pocet
kvantifikovanych proteinovych skupin v daném vzorku. Shlukova (clusterova) analyza byla
pouzita pro globalni srovnani vzorkt. Byla provedna pomoci metody hierarchického

shlukovani za vyuziti Manhattanské metriky pro métfeni vzdalenosti podobnosti vzork.
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V obou piipadech byla potvrzena vétsi podobnost vzorkii totoznych odrid riznych roénika

nezli podobnost totoznych ro¢nikt a riznych odrud.

Obr. 13: Houslovy graf a shlukova analyza orienta¢né vyjadiujici podobnost v relativnim zastoupeni
jednotlivych proteinti u variant PFJ odriid Adéla a Eurostarch mezi ro¢nikovymi opakovanimi
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Oblast jednotlivych proteinovych skupin (PG Area) (logl0) - dekadicky logaritmus relativniho
zastoupeni proteinovych skupin ve vzorku (PG ppm = PG area/sum of all PG areas)*1,000,000)
1 - Adéla 2014, 2 - Eurostarch - 2014, 3 - Adéla 2015, 4 - Eurostarch 2015

5.5.2 Bazické PIs

Po separaci na kolon¢ UNO S6 bylo identifikovdno vice skupin bazickych
bramborovych PIs. Mezi jednotlivymi frakcemi byly rozdily v poméru zastoupeni skupin PlIs,
piesto byl vSak nejcastéji majoritni obsah inhibitora aspartatovych proteas. Nezachycena
frakce, u odridy Adéla byla tvofena inhibitory aspartatovych proteas a proteiny patatinového
komplexu u odridy Eurostarch. Majoritni ¢ast frakci tvofily také neidentifikované a
necharakterizované proteiny o velikostech 24 a 25 kDa, v mensi mife 14 kDa. Mezi dalsi
obsazené Pls tvoril nejveétsi obsah skupina PCPI, PI-2 a ostatni inhibitory serinovych proteas,
v mensi mife, piiblizn€ 5 % bylo zastoupeni PI-1. Nezachycenou frakci u odridy Eurostarch
tvorily ptredevsim patatiny (36,7 %) a lipoxygenasa spolecné s proteiny jez pravdépodobné
predstavuji lipoxygenasu (32 %), u odriildy Adéla tvofily nezachycenou frakci predev§im
PAPI (56,8 %). V nezachycené frakci odridy Adéla byl rovnéz zaznamenan pomérné vysoky
obsah ostatnich proteinti tvofeny naptiklad lyasou, peroxidasami nebo superoxid dismutasou.

Zastoupeni jednotlivych skupin proteind je uvedeno v tabulce 15.
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Tab. 15: Relativni [%] zastoupeni skupin proteinil v jednotlivych frakcich po separaci na kolon¢ UNO
S6 u odridy Adéla (A) a Eurostarch (E)

A 2-3 A 12-16 A17-18 A 22-24

PAPI 56,8 | PAPI 52,7 | PAPI 35,2 | PAPI 33,7
n. p. 141 | n.p. 155|n. p. 25,3 |n.p. 31,1
PI-2 11,3 0. SPI 12,5 | PCPI 18,6 | PCPI 28,3
PI-1 5,7 |PI-2 10,5|0. SPI 9,4 |PI-2 3,3
ostatni 7,2 |PI-1 7,6|PI-2 6,9 | PI-1 3,0
PSPI 4,2 | PCPI 0,9|PI-1 4,3|0. SPI 0,6
patatin 0,7 | ostatni 0,3 | ostatni 0,3 | ostatni 0
E 2-3 E 10-11 E 13-16 E 23-26 E 27-32

patatin 36,7 | PAPI 50,3 |n. p. 35,5 | PAPI 58,8 |n.p. 35,4
lipox. 32,0|PI-2 17,8 | PAPI 28,0 |n. p. 14,0 | PAPI 28,0
n. p. 11,7 | 0. SPI 13,4| PCPI 23,9 | PCPI 10,7 | PCPI 23,9
PAPI 7,9 (PI-1 13,0|PI-2 9,1|PI-2 9,0|PI-2 9,1
PI-1 2,5|n.p. 3,2|0. SPI 3,0|PI-1 6,4|0. SPI 3,0
P1-2 3,4 | ostatni 1,9 | ostatni 0,5/0. SPI 0,8 ostatni 0,6
PSPI 2,4 | PCPI 0,4|PI-1 0 | ostatni 0,3|PI-1 0
ostatni 3,4

PAPI - bramborovy inhibitor aspartatovych proteas, PCPI - bramborovy inhibitor cysteinovych
proteas, PSPl 7- bramborovy inhibitor proteas 7, 0. SPI - ostatni inhibitory serinovych proteas, PI-1 -
bramborovy inhibitor proteas I, PI-2 - bramborovy inhibitor proteas II, n. p. - necharakterizované
proteiny, jejichz sekvence nemohla byt identifikovana, lipoX.- lipoxygenasa, ostatni - ostatni
identifikované proteiny, nejcastéji enzymy ruznych typti nebo membranové proteiny (napt. PTI
lipoxygenasa, glyoxalasa, enolasa, lyasa, annexin atd.)

5.5.3 Kyselé PIs

Frakce separované pomoci kolony UNO Q6 byly zastoupeny ptedevsSim inhibitory
aspartatovych proteas, bramborovym inhibitorem proeas II a ostatnimi inhibitory serinovych
proteas a necharakterizovanymi proteiny. Nejvice abundantni necharakterizované proteiny
maji velikost 25 kDa a méné zastoupené proteiny 14 a 22 kDa. Témét veskeré inhibitory
cysteinovych proteas jsou obsazeny v nezachycené frakci odridy Eurostarch, u odridy Adéla
jsou zastoupeny ve frakci A 7. Ostatni identifikované proteiny tvoii nejmensi ¢ast obsahu

studovanych frakci separovanych pomoci UNO Q6.
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Tab. 16: Relativni [%] zastoupeni skupin proteini v jednotlivych frakcich po separaci na koloné¢ UNO

Q6
A7 A8 A9 E2-3 ES EQ E 10-14

PAPI  258|PAPI 425|PAPI 36,3|PAPI 39,9 |PAPI 39,4 |PAPI 28,9 patatin 37,0
PCPI  22,0]|0.SPI 223|0.SPI 315|n.p. 206 (PI-2  20,2|PI-2 22,1 |lipox. 151
np. 213|/PI-2 188|PI-2 153|PCPI 18,8|0.SPI 189|0.SPI 19,9]|o0.SPI 14,0

PI-2 99(PI-1 10,3|PI-1 8,9 |PI-2 98|PI-1 159|PI-1  140|n.p. 9,2
PSPI7 9,8|n.p. 3,8 n.p. 6,9|0. PSPl 7,0|n.p. 39|n.p. 14,0/|PI-2 8,5
PI-1 7,8 | PCPI 1,2|ostatni 0,7 |ostatni 2,7 |ostatni 1,2 |ostatni 0,8 | PAPI 8,1
0.SPI  2,8|ostatni 1,1|PCPI 0,4|PI-1 1,2 | PCPI 0,5 | PCPI 0,3|PI-1 57
ostatni 0,6 ostatni 1,8

PCPI 0,6

PAPI - bramborovy inhibitor aspartatovych proteas, PCPI - bramborovy inhibitor cysteinovych
proteas, PSPl 7- bramborovy inhibitor proteas 7, 0. SPI - ostatni inhibitory serinovych proteas, PI-1 -
bramborovy inhibitor proteas I, PI-2 - bramborovy inhibitor proteas II, n. p. - necharakterizované
proteiny, jejichz sekvence nemohla byt identifikovana, lipox.- lipoxygenasa, ostatni - ostatni
identifikované proteiny, nejcastéji enzymy riznych typt nebo membranové proteiny (napf.
lipoxygenasa, glyoxalasa, enolasa, annexin atd.)

5.6 Antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivity byly zjiStovany prostfednictvim biotestli na pevném mediu
vici vyznamnym houbovym patogenim brambor - Fusarium solani a Rhizoctonia solani.
Antifungélni aktivita byla prokdzdna v ptipad¢ frakci ,,B“ u obou odrud, €ili prevazné
bazickych PIs ve formé komplexu inhibitorGi aspartatovych, cysteinovych a serinovych
proteas (Obr. 14). Inhibi¢ni zony byly vytvoieny v piipadé vysokych koncentraci proteind
v roztoku (40 a 60 mg/ml) viditelné¢ vicéi patogenu F. solani. Slaba, pouze nepatrné
pozorovatelnd, antifungalni aktivita byla prokazana také v ptipad€ proteinové frakce ,,Adéla
UNO S6 12-15“ a prave také u ,,B* frakci obou odrid o koncentraci 10 mg/ml vici F. solani.
V ramci ostatnich zkoumanych frakci nebyla antifungalni aktivita prikazné¢ potvrzena, avsak
v ramci nekterych testi dochazelo k vytvofeni anomadlii v inhibici ristu, vzniklé
pravdépodobné silnou a nepravidelnou difuzi roztoku do media, jejichz ukazky jsou uvedeny

v ptiloze 14.
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Obr. 14: Antifungalni pisobeni roztokd Pls o koncentraci 20-60 mg/ml obsazenych v ,,B* frakcich
odrid Adéla (vlevo) a Eurostarch (vpravo) viaéi patogenu Fusarium solani

0, 20, 40, 60 - koncentrace proteinového roztoku [mg/ml], nanaska roztoku - 30 pl/jamka

5.7 Antioxidacni aktivity proteinovych frakei

Mirou zhaseni kyslikovych radikali ABTS a DPPH byly ziskany vysledky
antioxida¢niho ptsobeni jednotlivych frakci PIs (Tab). Na zéklad¢ ziskanych vysledki 1ze
potvrdit antioxidacni aktivity bramborovych inhibitorti proteas, zejména u metody vyuZzivajici
radikal ABTS. Pomoci metody dvouvybérového t-testu (test stiednich hodnot) byly
porovnany vysledky zhasecich aktivit u obou metod mezi rozdilnymi koncentracemi. Zatimco
u metody vyuzivajici radikdl DPPH nebyl zaznamenan prukazny rozdil ve zhaSecich
aktivitach mezi jednotlivymi frakcemi na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (t = 6,411; p = 0,360),
u metody vyuzivajici ABTS byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (t = -5,425; p = 0,000).
Mezi jednotlivymi frakcemi se v piipadé vyssi koncentrace projevil rozdil v hodnotach
antioxidacnich aktivit. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjiSténa u frakei ,,B*“ obou odrid
pfi koncentraci 60 mg/ml. Lze tedy potvrdit nariist antioxidacni aktivity se zvySujici se

koncentraci proteint v ptipadé metody vyuzivajici radikal ABTS.
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Tab. 17: Antioxidacni aktivita vybranych frakci Pls

Zhaseci aktivita DPPH* [%0] Zhaseci aktivita ABTS* [%]

Frakce 10 mg/ml 60 mg/ml 10 mg/ml 60 mg/ml
AB1 8,9 10,2 15,1 96,2
EB1 8,6 9,8 21,3 97,1
AD1 7,2 2,9 10,1 39,0
ED1 7,8 3,4 10,9 46,6
AS 12-15 15,0 5,8 12,2 57,3
AS 17-18 11,5 3,9 9,1 23,2
AS 21-25 11,3 4,0 9,3 24,1
AS 29-30 9,5 51 10,9 22,9
ES1-3 15,3 6,2 12,3 59,1
ES 12-15 13,6 5,7 10,3 27,7
ES 23-25 13,9 5,8 10,3 41,2
ES 29-31 7,3 4,4 9,6 20,8
AQ 7-8 6,8 2,7 9,2 45,2
AQ9-10 15,2 2,1 10,4 47,6
AQ 13-14 13,4 2,1 8,9 33,0
EQ7 13,1 2,6 7,3 22,5
EQ 8-9 7,1 2,0 7,8 56,4
EQ 10-14 5,0 2,7 9,9 41,4

* Zhaseci aktivita je schopnost latek ve vzorku, vykazjici antioxidacni aktivity, zhaset kyslikovy
radikal. Tato aktivita je vyjadfena spektrofotometricky meéfitelnym, relativnim tbytkem absorbance
zpusobeny reakci vzorku s pracovnim roztokem radikalu vac¢i samotnému pracovnimu roztoku
radikalu
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6. DISKUZE

6.1 Obsah suSiny a dusikatych latek

Obecné Ize tvrdit, Ze odrady s kratsi vegetacni dobou, nejcastéji pro pfimy konzum, se
vyznacuji niz§im obsahem suSiny, jez je tvofena zejména Skrobem, nez odriidy polopozdni a
pozdni uréené predevsim ke zpracovani. Lze tedy fici, Ze samotnd odriida ma podstatny vliv
na obsah suSiny (Barta et al., 2008). Zjisténé obsahy suSiny hliz v této praci u studovanych
odrad brambor potvrzuji uvedeny piedpoklad. V ptipadé odrid urCenych pro piimy
konzum - Adély (rana) a Laury (polorana) byl obsah suSiny statisticky prukazné mensi
(v priumeéru 17,1 %), nez u odrid pro zpracovani - Eurostarch, Sibu a Ornella (polopozdni az
pozdni), kde €inil obsah susiny v priiméru 22,5, €ili zhruba o tfetinu vyssi.

Bradshaw & Ramsay (2009) uvadi obsah dusikatych latek (NL) v suSiné v rozmezi
6-15 %, pricemz Cisté bilkoviny tvofi jejich polovi¢ni ¢i mirné nadpolovi¢ni ¢ast. Obsah
dusikatych latek zjistény v susin¢é hliz vybranych odrid v ramci této prace se vyskytoval
v ramci uvedeného rozptylu. Vyssi obsah byl zjistén u konzumnich odrid Adéla a Laura a
u odridy pro zpracovani Eurostarch. U odriid Ornella a Sibu byl obsah NL podstatné niZsi.
I ptes vyssi obsah NL u odriidy Eurostarch byl v souhrnu prokazan statisticky vyznamné vyssi
obsah dusikatych latek u odrid pro ptimy konzum. Uvedené vysledky a statistické hodnoceni
tedy potvrdily nepfimou iméru mezi obsahem susiny a dusikatych latek.

Obsah dusiku a dusikatych latek ovliviiuji kromé odridy jesté dalsi faktory. Gugata
et al. (2015) v ramci jejich vyzkumu potvrdili pozitivni vliv herbicidii na hladinu celkového
dusiku v bramborovych hlizach. Vlivem pusobeni herbicidii tedy pravdépodobné dochazi ke
stresu, jenz muze mit za nasledek vyssi kumulaci proteint v hlizach. Krom¢ vlivu herbicidu
byl rovnéz v ramci této studie a studie provedenych Lachmanem et al. (2005) potvrzen
signifikatni vliv péstebni oblasti a priibéhu pocasi (ro¢niku) na obsah dusiku v hlizach

(Gugata et al.; 2015; Lachman et al., 2005).

6.2 Obsah polyfenolti u odrid a jejich antioxida¢ni aktivity

Na zaklad¢ ziskanych vysledki bylo zjisténo, Zze obsah polyfenoli v susin¢ byl

v pruméru vice nez 1,5x vyssi u konzumnich odrad v porovnani s odriidami pro zpracovani.
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Srovnani tohoto parametru u odrtid pro pfimy konzum a odrid pro zpracovani dosud nebylo
publikovano, proto by bylo vhodné na tuto studii navazat. Obsah polyfenolti pozitivné
koreluje se zhaseci aktivitou jak vaci radikalu ABTS, tak DPPH. Lze tedy potvrdit, ze
antioxidac¢ni aktivita je pfimo umérna celkovému obsahu polyfenoli. Tuto pfimou souvislost
také potvrzuje prace Lachmana et al. (2006), ve které byl potvrzen az o polovinu vyssi obsah
polyfenolt a tmérné celkova antioxida¢ni kapacita u brambor fialovych odrid oproti
bramboram se zlutou duzninou. StéZejni roli v tomto daném vyzkumu hral pfedevsim daleko
vys$si obsah anthokyant u fialovych odrid. Kromé anthokyant zvySuji antioxidacni aktivitu
také karotenoidy (xantofily) ¢i kyselina askorbova. Obsah vsech téchto latek je jednim
ze znakl predstavujici vnitini kvalitu odriidy a je dan pfedevSim genotypem. Cilem Slechtitelti
je tedy mimo jiné zvySovani obsahu fenolickych a jinych antioxidacnich latek v hlizach
bramboru (Hamouz et al., Brown, 2005. Krom¢ genotypu byl potvrzen také vliv nadmoiské
vySky a hnojeni draslikem a hotéikem na obsah polyfenoli (Lachman et al., 2006). Obsah
polyfenolli a vys$i antioxidacni aktivita byla u odrid pro pifimy konzum rovnéz statisticky
vyznamné vySsi nez u odrud pro zpracovani, coz muze byt dano napiiklad vybérem materialu,
pii Slechténi a tvorbé konzumnich odrtd, ktery vykazuje vysSi vnitini kvalitu ¢ili t€z vyssi

antioxidac¢ni aktivitu.

6.3 Koncentrace, obsah a relativni abundance bilkovin

S obsahem suSiny i1 dusikatych latek souvisi obsah proteinti. Statistickym hodnocenim
byla zjiSténa negativni korelace mezi relativnim obsahem ,,Cistych™ bilkovin a dusikatych
latek (N x 6,25). Na zaklad¢ ziskanych vysledkd byl zjistén primérné vyssi obsah proteint
v PFJ u studovanych odrd pro zpracovani (14,5 g/l PFJ) v porovnani s odridami pro piimy
konzum (12,1 g/l PFJ). U konzumni odridy Laura byl pfesto zjistén nepatrné vyssi obsah
bilkovin v PFJ, nez u odridy Eurostarch (Tab. 12). U odrudy Sibu byl zjistén vétsi vytézek
bilkovin v porovnani s obsahem bilkovin v PFJ. Zjistény vysledek byl pravdépodobné
zpisoben chybou v méfeni, kterd mize souviset s pouzitou metodu BCA. Tato metoda mtize
vzhledem k jejimu principu vykazovat odchylky v méfeni.

Zjisténé vysledky obsahu primérného obsahu bilkovin podle typu odridy odpovidaji
studii provedené autory Barta & Bartova (2007), podle které bylo také zjisténo vyssi
primérné zastoupeni bilkovin u 20 odriid pro zpracovani (58,1 %) oproti stejnému poctu

odrid pro piimy konzum (48,5 %). Zastoupeni bilkovin ale mize byt vSak u jednotlivych
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odrad, ¢i jejich typt, variabilni, jak bylo zjiSténo praveé u odriidy Laura. Predikce, ze odridy
pro zpracovani maji vyssi obsah bilkovin, nez odridy pro konzum tedy nemusi byt vzdy
potvrzena. Vyssi obsah bilkovin u odrid pro zpracovani by bylo mozné zdivodnit lepsi
schopnosti utilizace jednoduchych dusikatych latek do bilkovinné podoby. Autofi ve své praci
svymi vysledky také naznacuji, Ze odridy s vysSim obsahem suSiny (pfevazné odridy pro
zpracovani) jsou schopny tvofit bilkoviny v hlizdch vice, nez odridy (pro pfimy konzum)
s niz§im obsahem suSiny, coZ potvrzuji také vysledky uvedené v této praci. Kromé uvedenych
souvislosti zjistili také negativni korelaci mezi ranosti a obsahem bilkovin v Cerstvé hmot¢.
Negativni korelaci mezi témito znaky uvadi ve své praci také Miedema et al. (1976). Kromé
odridy maji statisticky vyznamny vliv na obsah dusiku a dusi¢nant v hlizach také oblast
pestovani a rok péstovani spojené s mnoha dil¢imi faktory (Lachman et al., 2005).

Ze ziskanych vysledkd koncentrace a odvozenych vytézkt bilkovin vyplyva, Ze
nejvyssich vytézku dosahuji frakce ,,B* (primér vSech odrud ¢ini (246 mg) a ,,C* (267 mg).
Vlivem dalSiho purifikacniho procesu dochdzi ke sniZzeni vytézku bilkovin u frakei ,,.D*
(64 mg) a ,E“ (90 mg). Pokles koncentrace je zpisoben nepiitomnosti frakce ,B“ a
¢asteCnym ztratdm proteind v mrtvém objemu spolu s pufry. Koncentrace frakci ziskanych
po separaci UNO S6 byla v priméru 64 pg/ml, pficemz koncentrace nékterych frakei
bez zakoncentrovani v piivodnim stavu se vSak bliZila témét nulovym koncentracim, z tohoto
divodu by bylo v ptipad¢ dalSich separaci a méfeni nutno zvazit zakoncentrovani bilkovin v
danych frakcich.

Pomoci MS analyz bylo v ramci identifikovanych proteint v PFJ potvrzeno pievazujici
zastoupeni PIs (45,1 %) oproti patatinu (37,1 %) v praméru obou odrid a ro¢nikovych
opakovani. Pouvreau (2004) pomoci MS identifikace ziskala podobné celkové vysledky
zastoupeni patatinu (37,5 %) a Pls (48,0) u odridy Elkana. Ob¢ studované odrudy se vSak
v ramci této prace od sebe vyrazné lisi, u odriady Adéla vyrazné pievySuji Pls, u odrady
Eurostarch naopak patatin. U odridy PFJ odridy Adéla z roku 2014 ptedCil obsah samotnych
inhibitort aspartatovych obsah patatinli témét dvojnasobné. Rozdil ve vyrazné vyssi expresi
PIs na ukor patatinu miize byt zplisoben silnym pisobenim biotickych nebo abiotickych
stresord, pfipadné jejich kombinaci. Projevil se rovnéZ velmi vyrazny rozdil v proporcionalité
obsazenych PIs. Stejnym zplisobem jako v praci nizozemské autorky Pouvreau (2004)
vyznamné pievazuje obsah PI-2 (22,3 % v PFJ), pfevazuji v rdmci této prace proteiny
ze skupiny PAPI u obou odrtd (Adéla - 29 %, Eurostarch - 19 %). Obsah PCPI v ramci tohoto
srovnani byl v priméru vice nez 0 7 % vyssi v praméru PFJ odrud Adéla i Eurostarch oproti

odriadé Elkana. Pomoci provedenych analyz nebylo mozné charakterizovat a klasifikovat
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v priméru obou odrad 11,6 % obsaZzenych proteind. Zjisténé molekulové hmotnosti
pohybujici se v rozmezi 24-25 kDa ukazuji na mozné zastoupeni dalSich Pls, zejména PAPI
nebo PSPI. V ramci téchto skupin byly identifikovany jednotlivé proteiny pravé s témito
molekulovymi hmotnostmi.

Celkové srovnani rozvrstveni relativniho obsahu jednotlivych skupin pomoci
houslového grafu a shlukové analyzy potvrdil vétsi podobnost mezi stejnymi odriidami
v ramci obou ro¢nikil, neZ mezi obéma odrtidami v rdmci jednoho ro¢niku. Toto orientacni
srovndni naznacuje veétsi vliv genotypu (odriidy) na zastoupeni proteinovych skupin nez vliv
prostiedi (ro¢niku). Dosud vSak u brambor nebyla provedena zadna studie srovnavajici
zastoupeni jednotlivych proteinovych skupin v bramborovych hlizdch u vice odrid a
ro¢nikovych opakovani, ktera by studovala vliv téchto faktori na obsah a skladby hlizovych
proteinti. Piipadna studie by také mohla pomoci objasnit markantni rozdily v proporcionalité
jednotlivych skupin PIs u odriid studovanych v ramci této prace s odridou Elkana studovanou

v ramci prace autorky Pouvreau (2004).

6.4 Hodnoceni uspéSnosti dvoustupnové purifikace PIs

Pomoci SDS-PAGE a MS byla potvrzena uspésnost dvoustupiiové purifikace.
Na elektroforeogramech SDS-PAGE zachycujici proteiny obsazené ve frakcich ,,B“ a ,,D%,
kde byl piedpoklad ptitomnosti samotnych Pls, byly vizualizovany pruhy o malé molekulové
hmotnosti (do 20 kDa), zatimco u frakci ,,C* a ,E“ s predikci obsahu patatinu doslo
k zobrazeni pruhii o velikosti ~40 kDa, naznacujici pravdépodobnou pfitomnost proteind
patatinového komplexu. Krom¢ odstranéni patatinu doslo také k odstranéni drtivé vétSiny
ostatnich proteind, predevS§im enzymii. Nejvétsi vyhodou tohoto postupu obecné€ je moznost
ziskani jak patatinu, tak PIs v nativnim stavu se zachovanou biologickou aktivitou. Diky tomu
7e se jedna o chromatografickou purifikaci, 1ze pii aplikaci velkych kolon vyuzit tento zptisob
také v priamyslovém métitku. V ramci této prace bylo potvrzeno c¢astecné zachovani
biologickych aktivit zejména u frakci ,,B* po prvnim kroku purifikace, kdy byla potvrzena
jejich antimikrobidlni a zvySena antioxidacni aktivita.

Dvoustupiiova purifikace patatinu (podle Racusen & Foote, 1980) neni vSak jedinou
moznou metodou umoziujici separaci patatinu a Pls. Pouvreau (2004) ve své praci u odrudy
Elkana pouzila pro prvotni separaci hlizovych proteind jiny postup. V prvnim kroku vyuzila

k rozdé€leni proteinti v PFJ kolonu Superdex 75 prep grade (GE Healthcare, USA) fungujici
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v rezimu gelové permeacni chromatografie. V tomto kroku doslo rozdéleni inhibitort proteas
do 3-4 samostatnych frakci. Proteiny patatinového komplexu byly zachyceny v prvni frakci
spole¢né s bramborovym inhibitorem I (PI-1). K odd¢leni patatinu (40-42 kDa) od PI-1
(ve form¢ polymeru 38,5-39,5 kDa) doslo pomoci tepelné koagulace. Zatimco PI-1 diky svoji
termostabilité zlstal rozpustény v roztoku, termolabilni patatin koaguloval a precipitoval.
Druhou frakci piedstavovala vétSina skupin Pls (20-23 kDa) kromé inhibitora
karoboxypeptidas (4,3 kDa), které byly nasledné identifikovany ve frakci 3 a 4. K d¢leni
hlizovych proteini dochazi tedy podle velikosti, nikoli podle jejich naboje jako v piipadé
dvoustupnové purifikace. Tento postup vSak predstavuje vhodnou alternativou pro purifikaci a
rozdéleni bramborovych Pls vyuZitého v této praci. Obecnou nevyhodou je vsak oproti nému
nutnost odstranéni patatinu pomoci tepelné koagulace, ¢imz dojde k jeho ireverzibilni
denaturaci.

Pomoci dal$iho zptisobu autorti Bauw et al. (2006) zminované v reSerSni Casti této prace
byly proteiny izolovany srazenim, separovany pomoci 2D elektroforézy a vyfiznuty cilové
frakce proteina ¢i jednotlivé proteiny z gelu. Nejvétsi vyhodou tohoto postupu je propojeni
purifikacniho procesu a separace do jednoho kroku a jeho u¢innost. Lze pomoci néj detailné
izolovat jednotlivé reverzibiln¢ denaturované hlizové bilkoviny: jednotlivé PlIs ¢i jejich
skupiny, isoformy patatinii ¢i ostatni hlizové bilkoviny a posléze provadét jejich analyzy a
separace na peptidy pomoci technik MS a dale molekularné biologické metody. Tento zplsob
jednokrokové izolace, purifikace a separace PIS neni vSak mozno v této formé& pouzit
pro preparativni zpiisoby, nelze tedy detailné provadét studium jejich vlastnosti a aktivit a
samoziejme nelze vyuzit zplsob v této formé pro tvorbu bilkovinnych izolata.

Nejnovéjsim zptsobem izolace Pls z hliz brambor je kombinace vakuového odpatrovani
a srazeni ethanolem nasledovana resolubilizaci proteinii pomoci trisového pufru. Patatiny
s vétSinou Pls jsou srazenim ireverzibilné denaturovany a neni mozné provést v dal§im kroku
jejich resolubilizaci. Rozpusténé proteiny, tvorici pfiblizné 12 % vysraZzenych proteini
z predchoziho kroku, tedy pfedstavuje frakci stabilnich PIs. Tyto PIs maji zachovanou
biologickou aktivitu, coz doklada jejich inhibi¢ni aktivita vaéi trypsinu. Nevyhodami,
na rozdil od mnou provedeného postupu, je v tomto piipadé¢ zejména nizkd vytéznost
proteind, neselektivni izolace mensi frakce bramborovych Pls a nerozdélena, vysrazena frakce
komplexu inhibitorti proteas a patatintl. Jedna se vSak o pomérné jednoduchy zptsob ziskani
frakce PIs v nativnim stavu, ktery je potenciondlné vyuzitelny v primyslovém méfitku

(Taskila et al.).
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Dvoustupiiova purifikace patatinu a PIs ve srovnani s ostatnimi metodami izolace
hlizovych proteinti poskytuje fadu vyhod, jez jsou uvedeny v prvnim odstavci této kapitoly.
Vlivem jednotlivych purifikacnich krokt doslo k pravdépodobnému postupnému snizovani
biologickych aktivit, pficemz u n€kterych proteinovych frakci mohly byt aktivity snizeny
natolik, Ze u téchto frakci mohl byt zachovany pouze zbytkovy efekt, coz bylo naznaceno

pomoci hodnoceni antioxidac¢nich a antifungdlnich aktivit jednotlivych frakei.

6.5 FPLC separace a hodnoceni ziskanych frakci

Jak jiz bylo uvedeno v literdrni €asti a potvrzeno v experimentalni Casti této prace,
bramborové PIs jsou majoritnim komplexem jednotlivych proteind, ¢i skupin proteint ¢asto
tvofenou v nékterych ptipadech pouze jednim ¢i dvéma zastupci. Jednotlivé PlIs vykazuji
casto homologii v rdmci ur€itych vlastnosti s jinymi Pls (naptiklad MW nebo pl), velmi ¢asto
se ale vzajemné li$i jinymi vlastnostmi. Proto je velmi obtizné je uspéSné rozdélit a
purifikovat ze SirSich komplextt do uzsich skupin na zakladé spolecnych vlastnosti
(molekulové hmotnosti, pI a naboji ¢i afinité k uréitym latkam ¢i jinych biologickych aktivit).
Chromatografické separace na systému FPLC pouzité v ramci provedené studie tim padem
nemohly zcela oddé¢lit jednotlivé skupiny ¢i zastupce Pls v purifikované formé. Jeden z mala
zpusobll umoziujici separaci jednotlivych Pls je naptiklad 2D elektroforéza, jez je zminéna
v postupu Vv kapitole 6.4. Vysledky MS analyzy ukazuji, Ze Ize pomoci Separace na Systému
FPLC casteCné oddelit frakce na zakladé proporcionality skupin Pls, ale i jednotlivych

proteintl v rdmci téchto skupin.

6.5.1 Separace bazickych PIs na koloné UNO Sé6

Podle elektroforetickych a analyz hmotnostni spektrometrie provedenych Pouvreau
(2004) po separaci na kolon¢ Source 15S bylo v oblasti PIs s hodnotou isoelektrického bodu
v bazické oblasti potvrzeno zastoupeni inhibitoru cysteinovych proteas (PCPI) a jeho
isoforem, inhibitoru aspartatovych proteas (PAPI) a komplex inhibitori Kunitzova typu
(PKPI). Vsechny tyto skupiny zahrnuji PIs o velikosti pfiblizné 20-21 kDa (Pouvreau, 2004).
I v tomto ptipad¢ se vysledky zastoupeni Pls lisi od prace autorky Pouvreau (2004), pfitomné
Pls v separované na koloné¢ UNO S6 v ramci této prace byly identifikovany jako PAPI, PI-2 a
PI 1 a dalsi PSPI, navic byly rovnéz identifikovany zastupci PCPl a stopy PCI.
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Mezi jednotlivymi separovanymi frakcemi Pls dochdzelo ke zmé&nadm proporcionality, piesto
vsak vzdy byly vyrazné majoritni PIs ze skupiny PAPI. Druhou nejvice zastoupenou skupinou
byly neidentifikované proteiny, které s velkou pravdépodobnosti patii mezi PAPI nebo PSPI.
Vyznamné je rovnéz zastoupeni lipoxygenasy a proteinii jez pravdépodobné piedstavuji
lipoxygenasu u nezachycené frakce odriidy Eurostarch.

Pro detailnéjsi rozdéleni na jednotlivé isoformy v ramci danych skupin PIs by bylo
nutné optimalizovat chromatografii vyuzivajici hydrofobni interakce (HIC, Hydrophobic
interaction chromatography), ktera byla Gspé$né pouzia ve srovnavané praci dle Pouvreau
(2004), avsak v ramci této studie nedosSlo pfi pouziti kolon vyuzivajicich tento princip

k uspésné separaci bramborovych Pls.

6.5.2 Separace Kyselych PIs na koloné¢ UNO Q6

Po separaci na koloné Source Q15 provedenych Pouvreau (2004) byla identifikovana
pritomnost PI-1, PI-2 a PCPI. Prestoze frakce separované pomoci kolony UNO Q6 jsou
zastoupeny také pfedevsim Pls ze skupiny PAPI a neidentifikovanymi proteiny, vyznamné je
také zastoupeni PI-2 a dalSich inhibitorti serinovych proteas a PCPI. Stejné jako v pfipadé
separace na UNO S6 nebylo mozno zcela oddé¢lit jednotlivé skupiny Pls do uzsich skupin,
zejména nedoslo k oddéleni bazickych PAPI od inhibitord serinovych proteas, k cemuz by
bylo opét vhodné vyuzit napiiklad optimalizované metody HIC nebo GPC. Zbytkové
molekuly patatinu ve frakci ,,D“ u frakce 10-14 byly retenovany v koloné¢ pomoci ménice
aniontl, avsak k jejich eluci doslo az v pozdni fazi separace diky vzrustajicimu gradientu

elucni sily.

6.5.3 Separace pomoci CHTS5-1, Enrich SEC 650 a HIC kolon

Pro detailnéjsi rozdéleni byla zvolena separace na koloné¢ CHTS-I vyuzivajici
nespecifickych interakci, Cili afinitu mezi separovanymi bilkovinami a ligandem. Pomoci této
separace doslo k oddéleni zachycené a neseparované frakce. V piipadé nckterych vzorka
napfi¢ obéma odridami doSlo k oddéleni mensiho piku. Po ovéfeni pfitomnych skupin Pls
pomoci SDS-PAGE a MS technik nema tento typ separace z divodu malého rozliseni vétsi
vyznam. Docileni lep$i separace by mohlo byt zprostfedkovano vyuzitim odlisného typu

ligandu v ramci AC. Z dtvodu detailnéjSich separaci frakci ziskanych pomoci IEX bylo

77



pfistoupeno k pouziti kolon fungujici na prinicipu gelové permeacni, a hydrofobnich interakci
vyuzivajici chromatografie.

Metoda separace pomoci kolony EnRich SEC 650 byla zvolena jako alternativa
k separaci na zakladé principti afinitni chromatografie, pfipadné¢ HIC. Pomoci této
chromatografie doslo k rozdéleni vybranych frakci po separaci na CHT koloné€ do 2-3 dil¢ich
pikd. Vzhledem k pouziti této kolony pouze k analytickym ucelim, umoziujici mizivy
vytézek bilkovin v separovanych frakcich, nebyly frakce sbirany a dale analyzovany. Avsak
pravé tento zpusob separace detailngjSich frakci by mohl predstavovat vhodnou alternativu
k separaci na CHT-I pro detailngjsi rozdéleni skupin proteini ziskanych iontové vymeénou
chromatografii. Pti aplikaci vétSich, preparativnich kolon by mohla byt GPC naopak pouzita
pro prvotni rozdé€leni Pls a patatinu stejn¢ jako v praci autorky Pouvreu (2004).

Pii separaci pomoci kolon vyuzivajici hydrofobni interakce nedoSlo k rozdéleni
inhibitorti proteas u pouzitych frakci. Pfestoze chromatografie typu HIC byla jiz v minulosti
vyuzita k separaci bramborovych inhibitorl proteas, v rdmci vyzkumu spojeného s touto praci
se kolony nepodafilo rozdélit. Pouvreau (2004) pouzila v ramci svého experimentu, k separaci
na koloné s hydrofobnimi interakcemi medium Phenyl Superose (Amersham Biosciences,
USA), frakce inhibitorti proteas ziskanych po separacich na iontové vyménnych kolonach
(Source 15 S/Q). Doslo k separaci a dobrému rozliseni vice proteinovych frakci, které¢ byly
nasledné identifikovany jako PI-1, PI1-2, PAPI, PCPI a PKPI. Schmidt et al. (2017) ve své
praci pouzili pro separaci purifikovanych inhbitort proteas z PFJ a proteinovych izolatu,
kolonu s naplni Butyl Sepharose High Performance (GE Healthcare, USA). Pomoci této
separace se v obou pfipadech smésnych frakci bramborovych Pls (purifikovanych z PFJ a
z proteinového izolatu) podatilo rozdélit vzorky do dvou frakci (pikti), pficemz obsah jedné
frakce tvoftil inhibitor serinovych proteas 5 a inhihitor aspartatovych proteas 2 a druha frakce
obsahovala smés PIs ze skupiny PI-2, inhibitord cysteinovych proteas a rovnéz také nékteré
inhibitory serinovych a aspartatovych proteas (Schmidt et al., 2017). Z uvedenych vysledkt
vyplyva, ze HIC chromatografie je v piipadé bramborovych PIs vhodné;jsi spiSe pro rozdéleni
detailnéjsich frakci. Frakce pouzité v ramci této separace byly velmi komplexni, coz mohlo

byt pfi¢inou neuspésného rozdeleni Pls.
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6.7 Antimikrobialni aktivity

Jak bylo uvedeno v literarni ¢asti této prace (kapitola 2.3.1), antimikrobialni aktivita
bramborovych Pls byla v podminkach in vitro potvrzena v fad¢ praci (Kim et al., 2006; Park
et al., 2005; Tripathi et al., 2006). Na zaklad¢ vysledkt této prace byly antimikrobialni
aktivity potvrzeny ve vyrazngjs$i mife pfi vysokych koncetraci v ramci v ,,B“ frakci obou
odrud, v mensi mite u frakce ,,Adéla UNO S 12-15* proti patogenu F. solani. Nepravidelné
inhibi¢ni zény pozorované v nékterych piipadech (Ptfiloha 14) mohly byt zplsobeny
zbytkovym efektem antifungalniho ptisobeni v sou¢innosti se silnou difuzi roztoku do media.
Z téchto vysledkli 1ze pfinejmenSim potvrdit antifungalni ptsobeni komplexu inhibitord
proteas in vitro (PAPI, PCPI, PCI, ptipadn¢ PSPI). Vlivem purifika¢nich a separa¢nich
procest, interakci s pufry a ligandy, mohlo dochéazet k postupnému sniZzeni antimikrobialnich
aktivit u detailnéjSich frakci ziskanych pomoci separace na FPLC. Potvrzené antimikrobidlni
aktivity byly zaznamenany u frakci, které¢ neprosly druhym krokem dvoustupiiové purifikace
dle Racusen & Foot (1980).

Na zaklad¢ ziskanych vysledki Ize konstatovat, Zze uvedeny postup, zejména po druhém
kroku dvoustupiiové purifikace, neni pfiliS§ vhodny pro testovani antimikrobidlnich aktivit
bramborovych PlIs. Termolabilni Pls srazecimi a purifika¢nimi procesy trpi a postupné
dochdzi ke ztrat¢ jejich biologickych aktivit, coz bylo nazna¢eno vyznamnou ztratou
antimikrobialni aktivity po druhém kroku dvoustupiiové purifikace. Zatimco v prvnim
testovani antimikrobidlnich aktivit byla zachovana castecna aktivita nékterych frakei,
v dalsich ptipadech testovani nebyla aktivita potvrzena, kromé vyse uvedené vyjimky.

Vhodné&jsi a ovéfeny postup pro testovani a zachovani vyznamné antimikrobialni
aktivity bramborovych PIs je popsan v praci autorky Kamenova (2016), kde je navrzen a
optimalizovan postup pro piimou izolaci PIs pomoci tepelné koagulace (pii 80 °C) z hlizové
(odriidové) stavy. Pii tomto postupu dochdzi k separaci termolabilniho patatinu z hlizové
§tavy a termostabilnich Pls (identifikovanych jako PI-1, PI-2 a PCI) se zachovanou nebo
castecné zachovanou antifungdlni aktivitou. Nejvyraznéj$i inhibice rlstu pomoci takto
ziskanych PIs byla zaznamendna u odridy Sibu vici patogenim rodu Fusarium
(graminearum, oxysporum a solani).

Vyuzitelnost postupu tepelné koagulace pro izolaci termostabilnich Pls dokladaji také
dalsi studie. Ruseler - van Embden et al. (2004) vyuzili metodu tepelné koagulace (65 °C, 15

min), kdy doslo k rozdé€leni hlizovych protein do dvou frakei - ptivodni precipitované frakce
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a uzsi resoloubilizované frakce. Ob¢ frakce mély nasledné vliv na potlaceni ristu fekéalnich
bakterii a jejich proteolytického pisobeni. Kim et al. (2006) vyuzili ve své studii tepelnou
koagulaci (70 °C, 20 min) v kombinaci s ultrafiltraci a purifikovali pomoci DEAE a HPLC
potide-G - serinovy inhibitor Kunitzova typu. Takto izolovany peptid vykazoval
sirokospektralni puisobeni proti fad¢é patogennich bakterii a hub. Satheesh & Murugan (2010)
pouzili pro purifikaci 14,3 kDa velkého inhibitoru proteas kombinaci precipitace siranem
amonnym a medium Sephadex G-75 a DEAE sepharosy, Cistota purifikovaného proteinu byla
ovétena pomoci RP-HPLC. Takto ziskany protein také vykazoval Siroké pulsobeni proti
riznym druhtim bakteridlnich i houbovych patogentl.

Podle uvedenych postupi je zfejmé, Ze dosud nejjednodussi cestou pro vyuziti
antimikrobidlniho potencialu bramborovych PIs je izolace a purifikace termostabilnich
zastupcu Pls, u kterych zlstavaji nejvice zachovany jejich biologické aktivity, piipadné vyuzit
postupy, které umozni zachovani antimikrobidlnich aktivit u celého spektra bramborovych
PIs, naptiklad membranové a chromatografické techniky za trvale udrZzovanych nizkych

teplot.

6.8 Antioxidacni aktivity proteinovych frakci

Podle Li et al. (2008) antioxidacni aktivity peptidi a bilkovin ¢i jejich dil¢ich frakei a
schopnost zhaSeni kyslikovych radikalt silné koreluje s jejich aminokyselinovym slozenim.
Pozitivni vliv ma podle uvedené studie vyssi obsah hydrofobnich aminokyselin a histidinu.
Bramborové inhibitory proteas na zaklad¢ ziskanych vysledkt vykazuji pii vysoké
koncentraci (60 mg/ml) vyznamnou antioxidacni aktivitu prokdzanou zhaSenim radikala
DPPH i ABTS, ktera mize byt ovlivnéna pravé vyssim obsahem hydrofobnich aminokyselin
v bramborovych PIs (Barta et al., 2015). Se vzrastajicimi pocty purifikacnich kroki a separaci
PIs byl vSak zaznamenan u ,,detailnéjSich* frakci PIs pokles jejich antimikrobialnich aktivit a
rovnéz antioxidaéni aktivity, ¢ili nejvysSich antioxida¢nich aktivit, stejné jako v ptipadé
antimikrobidlnich aktivit, dosahuji frakce ,,B“ obou odrid. Divod poklesu antioxidacnich
aktivit pravdépodobné nebude zplsobeny degradaci bilkovin, krat$i peptidy ($té€py) mivaji
Casto zachovanou a Casto dokonce vyssi antioxidacni aktivitu nez ptivodni bilkoviny. Pro
zpresnéni miry antioxidacnich aktivit bramborovych Pls by bylo vhodné analyzy doplnit
dalsimi metodami stanoveni antioxidacnich aktivit, napfiklad metodou FRAP (Ferric

reducting antioxidant potential) a ORAC (Oxygen radical absorbance capacity).
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7. ZAVER

Jak jiz bylo uvedeno, inhibitory proteas jsou velice Sirokou a heterogenni skupinou
proteint vyskytujici se naptic¢ Eukaryoty i Prokaryoty. Jejich klasifikace je vSak i do soucasné
doby nejednoznaénd a obtiznd. V bramborovych hlizdch plni tfi funkce, pficemz
nejvyznamngjsi je funkce obrannd, kdy plsobi v ramci nespecifické imunity viaci
mikrobidlnim a hmyzim patogentim. Kromé schopnosti antifungalnich a insekticidnich byla
prokazana tada vlastnosti a aktivit, které spole¢né¢ piedurcuji jejich vyuziti v oblastech
mediciny, fytofarmacii, potravinarstvi, kosmetice, ptipadné dalSich aplikacich.

Mezi nejcastéji vyuzivany zpusob ziskavani hlizovych proteini, vcetné Pls,
v prumyslovém meéfitku pro krmivaiské ucely patii tepelna koagulace ¢i isoelektricka
precipitace. Pro zachovani jejich biologickych aktivit, funkénich vlastnosti a tim padem
plnohodnotné aplikace je nutné pouzit a optimalizovat jiné techniky izolace a separace.
Nejvétsi potencial v mozZnosti ziskani PIs z hlizové vody pravé v nativnim stavu maji
chromatografické a membranové (filtracni) metody, pfipadné jejich kombinace. Takto
ziskané bilkoviny mohou byt potencialn€é vyuzitelné ve zmifovanych oblastech lidské
¢innosti.

Na zéklad€ navrhnutych cilii této prace byly zjiStovany vlastnosti vychoziho materialu,
dale byla provedena chromatograficka purifikace bramborovych PIs a jejich separace na
systému FPLC. Poslednim cilem bylo studiu vybranych vlastnostni a aktivit ziskanych frakci
PIs. Cilem této prace bylo zjisténi vlastnosti vychoziho materidlu ve form& bramborové
hlizové vody a bramborové mouky péti vybranych odrid, hlavnim cilem nasledné bylo
studium moznosti a provedeni detailniho postupu izolace a separace inhibitorii proteas pomoci
chromatografickych technik z hliz bramboru odriid Adéla a Eurostarch a tietim cilem bylo

studium vlastnosti jednotlivych, separovanych skupin bramborovych Pls.

7.1 Vlastnosti vychoziho materialu

Bylo prokazano rozdilné priimérné zastoupeni susiny mezi konzumnimi odradami (17,1
%) a odridami pro zpracovani (22,5 %). Obsah dusikatych latek byl v priméru naopak vyssi
u odrtid konzumnich brambor (10,5 %) oproti odridam pro zpracovani (7,2 %), a byl neptimo
umérny obsahu susiny. Obsah €istych proteinti v PFJ byl v8ak naopak primérné vyssi u odrad

pro zpracovani (14,5 %) oproti odriddm pro pfimy konzum (12,1 %) a negativné tedy
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koreluje s obsahem dusikatych latek. Vysledky téchto vlastnosti a vzajemné vztahy mezi nimi
zjisténé v ramci této prace byly potvrzeny také ve vyzkumech jinych autort. Nejvice
zastoupenymi proteiny v PFJ odrida Adéla a Eurostarch byly patatiny a inhibitory
aspartatovych proteas. Vyznamny podil tvofily také necharakterizované proteiny patfici
pravdépodobné mezi inhibitory aspartatovych nebo serinovych proteas.

Obsah polyfenolti byl v priméru vyznamné vyssi u konzumnich odrid (2,46 gTPP/kg
suSiny) v porovnani s odridami pro zpracovani (1,40 gTPP/kg suSiny). Antioxidacni aktivity
byly potvrzeny zejména v ramci metody vyuzivajici zhaSeni radikalu ABTS, kdy bylo u frakci
,,B* (bazickych inhibitord proteas) dosazeno pii koncentraci 60 mg/ml témét 100 % zhaseci
aktivity. Rovnéz byla u souboru studovanych odrtd zjisténa pozitivni korelace mezi obsahem

polyfenoll a antioxida¢nimi aktivitami.

7.2 Hodnoceni chromatografické separace a identifikace proteint

Pomoci dvoustupiiové chromatografické purifikace doslo k predpoklddanému rozdéleni
hlizovych proteinti z PFJ do ¢étyf skupin - frakci bazickych inhibitord proteas (frakce ,,B")
spolecnou skupinu patatinu a kyselych inhibitorii proteas (frakce ,,C*), kyselych Pls (frakce
,,D“) a patatinu (frakce ,,E*). Usp&snost purifikace byla potvrzena pomoci SDS-PAGE.

Pomoci separace na syst¢ému FPLC s vyuzitim monolitickych kolon a gradientové eluce
doslo k ucinné, a v porovnani s klasickymi naplnovymi gelové permeacnimi kolonami také
rychlejsi, separaci PIs. Pomoci analyz MS bylo potvrzeno pfevazujici zastoupeni inhibitor
aspartatovych proteas, u kolony UNO S6 byla druhd nejvice abundantni skupina
neidentifikovanych proteint, pravdépodobné inhibitorG proteas, ndsledovalo zastoupeni Pls
ze skupiny PCPIL. Po separaci na kolon¢ UNO Q6 pievazovalo opét zastoupeni PAPI
nasledované riznymi PSPI, zejména PI-2. Pomoci kolony CHTS5-I, doslo pouze k rozdéleni
na zachycenou a nezachycenou frakci. Pomoci doplikové separace na koloné EnRich SEC
bylo mozné rozdé€lit zachycenou frakci z kolony CHTS5-1 do 2-3 frakci. Pomoci kolon Phenyl
FF a Butyl HP vyuzivajicich hydrofobni interakce nedoslo k rozdéleni Zadné ze separovanych

frakci Pls.
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7.3 Studium vybranych vlastnosti bramborovych Pls

Antioxidacni aktivity byly vyjadieny schopnosti frakci PIs zhéaset kyslikové radikaly
ABTS a DPPH. Bylo potvrzeno antioxida¢ni piisobeni vii¢i obéma radikalim, pfic¢emz proti
radikdlu ABTS bylo potvrzeno vyznamné vyssi antioxida¢ni plisobeni, na rozdil od radikélu
DPPH, které je vSak z velké casti dano vSeobecné vyssi zhaSeci aktivitou vic¢i tomuto
radikalu. Nejvyssi antioxidaéni piisobeni bylo prokazano u frakci ,,B, byla pti koncentraci 60
mg/ml potvrzena 96-97 % zhaSeci aktivita. Frakce AS 12-15, ES 1-3 a EQ 8-9 pii
koncentraci 60 mg/ml vykazovaly zhaseci aktivitu vyssi nez 50 %.

Antifungalni aktivita byla potvrzena vii¢i fytopatogenim Fusarium solani a Rhizoctonia
solani. Nejvyssi antimikrobialni aktivita byla prokazana opét u frakce ,,B“, kdy doslo zejména
pii koncentraci 60 mg/ml k vytvofeni pozorovatelnych zén v reakci na inhibici mycelia
houby. V mensi mife byla prokazana také u frakce AS 12-15 vici F. solani pti koncentraci 10
mg/ml. Na zakladé téchto vysledkt lze tedy potvrdit antifungalni i antioxidacni aktivity

bramborovych Pls.

Jak bylo zminéno v tvodu této prace, inhibitory proteas jsou z mnoha davoda hojné
studovanou skupinou proteinii. Do soucasné doby nasly svoje uplatnéni v oblasti 1ékatstvi
(jako soucast 1é¢iv proti AIDS) a potravinafstvi (ve form¢ bilkovinnych izolatd). Na praktické
vyuziti v dalSich aplikacich, zminénych napfi¢ touto praci, vSak (bramborové¢) inhibitory
proteas stale ¢ekaji 1 pies jejich nesporny potencidl. Byly zjistény vybrané vlastnosti hlizové
vody a bramborové mouky zkoumanych odrud, véetné vzajemnych souvislosti mezi témito
vlastnostmi a rozdily mezi odridami. Hlavnim cilem této prace bylo vsak nalézt vhodné
zpisoby izolace a rozdéleni jednotlivych skupin bramborovych Pls a zjisténi jejich
biologickych vlastnosti - antimikrobidlnich a antioxida¢nich aktivit. Na zaklad¢ vysledkt 1ze
potvrdit vyuzitelnost provedenych zptisobti purifikace a separace bramborovych Pls a zaroven

prokézat jejich antimikrobidlni a antioxida¢ni potencial.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AQ - dil¢i frakce inhibitort proteas ziskané po separaci na kolon¢ UNO Q6 u odriidy Adéla
AS - dil¢i frakee inhibitorti proteas ziskané po separaci na kolon¢ UNO S6 u odriidy Adéla
ABTS test (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) - metoda testovani
antioxidacnich aktivit zaloZzend na potencidlu zkoumanych latek zhéset kationtovy radikal
ABTS"

EAAI (Essential amino acid index) - index esencialnich aminokyselin je pramér relativnich
obsahti esencialnich (pfipadné¢ poloesencialnich) aminokyselin v proteinech ve vztahu
k obsahu aminokyselin v proteinech vajecného bilku

FAO (Food and Agricultural Organisation) - Organizace pro vyzivu a zem¢&délstvi

MS (Mass spectrometry) - hmotnostni spektrometrie je metoda umoziujici uréeni hmotnosti
castic, pfipadné chemického slozeni a struktury analyzované latky; principem je déleni a
nasledné detekce ionizovanych ¢astic podle poméru jejich naboje a hmotnosti

PR proteiny (Pathogenesis-related proteins) - proteiny spojené s patogenezi jsou Sirokou
skupinou rostlinnych proteinti, které jsou exprimovany pii napadeni patogenem

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) - elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného je biochemickd metoda
Vyuzivana pro separaci proteinl; jedna se o denaturacni variantu PAGE rozdé€lujici proteiny
ptedevsim podle jejich molekulové hmotnosti

Pls (Protease inhibitors) - inhibitory proteas jsou jednou ze dvou majoritnich skupin
hlizovych proteint, podili se na obrané rostliny proti negativnim biotickym a abiotickym
stresovym faktoriim a plni také funkci zasobnich proteinil

STA (Solanum tuberosum agglutinin) - bramborovy lektin je jedna ze skupin ostatnich
hlizovych proteinii, STA mé schopnost aglutinovat ¢ervené krvinky a také schopnost vazby
na chitin a poskozovat larvy hmyzu

CSU - Cesky statisticky tad

PFJ (Potato fruit juice) - bramborova hlizova voda je bramborova $tava zbavena Skrobu;
ve Skrobarenském primyslu se jednd o vedlejsi produkt pii vyrobé skrobu dale vyuzivany
jako hnojivo nebo pro izolaci hlizovych bilkovin

DEAE (Diethylaminoethyl cellulose) - pozitivné nabity méni¢ iontl vyuzivany v iontové

vyménné chromatografii pro purifikaci proteini a nukleovych kyselin
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MEROPS - databaze proteolytickych/peptidolytickych enzymi a proteini/peptidii, které je
inhibuji

EGF (Epidermal growth factor) - je protein, ktery po vazbé na svij receptor EGFR stimuluje
déleni, diferenciaci a preziti bun¢k

EGFR (Epidermal growth factor receptor) - protein ze skupiny kindz, ktery je receptorem
EGF, ve spole¢ném komplexu indukuji dé€lenim a diferenciaci bunék; porucha signalizace
ve spojeni se Spatnou funkci EGFR je spojena se vznikem lidskych chorob jako naptiklad
Alzheimerova choroba nebo nadorovym bujenim

AVEBE - Nizozemsky Skrobarensky komplex soustfed’ujici se kromé vyroby bramborového
Skrobu také na produkci hlizovych proteinti pro krmivaisky, ale v soucasnosti také v ramci
dcefiné spole¢nosti Solanic pro potravinaisky a kosmeticky pramysl

FPLC (Fast protein liquid chromatography) - Vysokorychlostni kapalinova chromatografie je
metoda kapalinové chromatografie upravena pro separaci proteinl a jejich smési; na rozdil
od HPLC vyuziva niz§ich tlakt, tim padem je Setrnéjsi pro separaci biopolymerii

SEC/GPC (Size exclusion chromatography/Gel permeation chromatography) - Gelova
chromatografie patii mezi metody kolonové chromatografie separujici latky podle jejich
velikosti; stacionarni faze je nejcastéji tvofena neionizovanym ptirodnim nebo syntetickym
gelem

IEX (lon exchange chromatography) - iontové vyménna chromatografie rozdéluje latky
podle jejich celkového naboje

TPP (Total polyphenols) - celkovy obsah polyfenold

ConA (Concanavalin A) - lusténinovy lektin vyuzivany jakou soucast media pfi afinitni
chromatografii pro purifikaci glykosylovanych makromolekul

BCA (Bicinchoninic acid) - Bicinchoninova kyselina je vyuzivana k ureni koncentrace
proteint na zaklad€ barevné reakce (purpurové zbarveni) zplisobené interakci s peptidovou
vazbou a nasledné méfeni absorbance (A = 562 nm) pomoci spektrofotometrie

AC (Affinity chromatography) - afinitni chromatografie spociva v separaci na zaklad¢
biospecifickych interakci mezi ligandem a separovanou latkou

HIC (Hydrophobic interaction chromatography) - chromatografie hydrofobnich interakci
odd¢luje proteiny na zakladé rozdili v jejich povrchové hydrofobicité/hydrofilii k ligandiim
stacionarni faze

TAA (Total antioxidant activity) - parametr kvantifikujici kapacitu vzorku biologického

materidlu eliminovat kyslikové radikaly
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TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) - antioxida¢ni kapacita vzorku ekvivalentni
definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu - ve vodé rozpustnému analogu
vitaminu E.

FRAP (Ferric reducting antioxidant potential) - metoda spektrofotometrického méteni
(A=593 nm) antioxidacni aktivity zaloZena na schopnosti antioxidanti ve vzorku redukce
zelezitych komplext doprovazejic vznik Zeleznatych, modfe zbarvenych produktii

ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) - fluorescen¢ni metoda zaloZena na méfeni
eleminace kyslikovych radikalti pomoci antioxidantl ve vzorku

RP-HPLC (Reverse phase - High performance liquid chromatography) - varianta HPLC
pti které ma stacionarni faze nepolarni charakter a mobilni faze je polarni; jedna se
o nejpouzivangjsi metodu HPLC v praxi

EQ - dil¢i frakce inhibitorti proteas ziskané po separaci na kolon¢ UNO Q6 u odrady
Eurostarch

ES - dil¢i frakce inhibitorli proteas ziskané po separaci na koloné¢ UNO S6 u odrudy

Eurostarch
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10. PRILOHY

Ptiloha 1: Vybrané parametry hliz pouzitych pro ptipravu PFJ

Odruada Poéet hliz  Cista hmotnost souboru hliz [kg] Primérna hmotnost jedné hlizy [g]
Adéla 53 7,1 133
Eurostarch 21 6,1 290
Laura 73 71 97
Ornella 56 6,8 122
Sibu 21 7,1 338
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Ptiloha 2: Slozeni pufra pro dvoustupiiovou chromatografickou proteinovou purifikaci aniontovym
méni¢em lontosorb DEAE

DEAE startovaci DEAE eluéni DEAE uchovavaci
25 mM Tris-HClI, 25 mM Tris-HCI, pH 25 mM Tris-HCI, pH 7.4
komponenta pH 7.4 7.4 + 0.5 NaCl + 0.5 NaCl + 20% etanol
[ml] [ml] [ml]
1M Tris-HCI, pH 7.4 25 25 25
5 M NaCl 0 100 0
20% etanol 0 0 200
dH,0 975 875 775
celkem 1000 ml 1000 ml 1000 ml
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Ptiloha 3: SloZeni pufrti pro dvoustupiiovou chromatografickou proteinovou purifikaci pomoci Con A
Sepharose 4B

Con A startovaci Con A elu¢ni

25 mM Tris-HCI, pH 7.4 + 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 +05 M

komponenta 0.5 M NaCl NaCl + 100 mM a-methyl-D-
[mi] glukosid
1 M Tris-HCI 25 100
5M NaCl 100 100
1 M a-methyl-D-glukosid 0 100
dH0 875 775
celkem 1000 ml 1000 ml
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Ptiloha 4: Slozeni pufrti vyuzivanych k regeneraci a uchovavani gravitacni kolony Con A Sepharose

4B Amersham
Regeneracni pufr Regeneracni pufr Uchovavaci pufr
50 mM Tris-HCI, pH 100 mM Na-acetat, pH
50 mM Na-acetat, pH
85+05MNaCl+1 6.0+1MNaCl+1mM
45+05MNaCl +1
mM MnCl, + 1 mM Mn Cl, + 1 mM CaCl, +
komponenta mM MnCl,+ 1 mM
CaCl, + 1 mM MgCl, + 20%
CaCly+1 mM MgCl,
1 mM MgCl, etanol
[ml]
[ml] [mi]
1 M Na-acetat, pH 6.0 0 0 70
1 M Na-acetat, pH 4.5 35 0 0
1 M Tris-HCI, pH 8.5 0 35 0
5 M NaCl 70 70 140
1 M MnCl, 0.7 0.7 0.7
1 M CaCl, 0.7 0.7 0.7
1 M MgCl, 0.7 0.7 0.7
d H,0 592.9 592.9 487.9
celkem 700 ml 700 ml 700 ml
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Ptiloha 5: Piehled pracovnich krokii na gravitaéni koloné¢ DEAE 52-Cellulose Servacel (100/150 ml)

krok nazev popis poznamky
1. I1. ekvilibrace kolony  500/750 ml startovaciho pufru- e cely proces probiha
a kontrola pH 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 Vv lednicce pfi teplote cca
6°C
2. naneseni vzorku 40 ml PFJ s upravenym pH (IM e ¢&ast propadu Ize zachytavat
s upravenym pH Tris-HCI nebo 1M HCI) se do do6z s ozna¢enim ,,B“
nanese na kolonu pipetou
3. promyvani kolony- Minimalné 500/750 ml + 500/ e prvnich 2x100 ml se
vymyti navdzanych ml startovaciho pufru zachytava k frakci ,,B*
slozek ]
25 mM Tris-HCI, pH 7.4
4. isokraticka eluce Naneseno 50/75 ml elu¢niho o cluat se zachytava do doz s
navazanych slozek pufru, ktery se nesbira oznacenim ,,C*
o e pro kontrolu se odeberou
2x1’0’0 ml elu¢niho pufru vzorky 500 pl na ELFO
(sbirano) e jedna se o vzorek, ktery se
25 mM Tris-HCI, pH 7.4 + 0,5 bude nanaset na kolonu
M NaCl ’ ’ s naplni ConA
5. regenerace kolony 200-300 ml 2M NaOH
6. . ekvilibrace kolony 1000/1500 ml startovaciho pufru e ekvilibrace se provadi tak
i | dlouho, az je pH vytoku
25 mM Tris-HCI, pH 7.4 pod kolonami opét na
hodnoté 7.4
1.-6.
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Ptiloha 6: Ptehled pracovnich krokl na gravitacni koloné Con A Sepharose 4B Amersham (100 ml)

krok nazev popis poznamky
1. I. ekvilibrace kolony 358 ml startovaciho pufru
a kontrola pH 25mM Tris-HCI, pH 7.4 +
0.5 M NaCl
2. Il. ekvilibrace kolony 500 ml startovaciho pufru
a kontrola pH 25mM Tris-HCI, pH 7.4 +
0.5 M NaCl
3. naneseni vzorku 72 ml vzorku . pfi naneseni vzorku zavfit kohout
s upravenym pH s upravenym pH (IM HCI  kolony na 10 minut a medium se vzorkem
na pH 7.4) se nanese na fadng, ale pomalu (!!!) promichat
kolonu pipetou sklenénou (!!!) ty¢inkou
° sbira se do do6z s oznaCenim ,,D*
4. I. promyvani kolony- 143 ml startovaciho pufru e sbira se do doz s 0znagenim ,,D*
vymyti nenavazanych 25mM Tris-HCI, pH 7.4 +
slozek 0.5 M NaCl
5. II. promyvani 358 ml startovaciho pufru e necha se volné protéct
kolony-vymyti 25mM Tris-HCI, pH 7.4 +
nenavazanych slozek 0.5 M NaCl
6. isokraticka eluce 3x143 ml elu¢niho pufru . pfi 1. aplikaci objemu elu¢niho
navézanych slozek 25 ml pufru zavtit kohout kolony na 10 minut a
25mM Tris-HCI, pH 7.4 +  medium se vzorkem f4dng, ale pomalu (!!!)
0.5 M NaCl promichat sklenénou (!!!) ty¢inkou
° sbira se do d6z s oznadeni ,,E*
7. regenerace kolony
7.1 1. regenerace 286 ml bazického pufru . promichat medium
50 mM Tris-HCI, pH
8.5+0.5 M NaCl
1. regenerace 286 ml kyselého pufru . promichat medium
50 mM Na-acetat, pH
4.5+0.5 M NaCl
7.2 2.regenerace 286 ml bazického pufru . promichat medium
50 mM Tris-HCI, pH
8.5+0.5 M NaCl
2. regenerace 286 ml kyselého pufru . promichat medium
50 mM Na-acetat, pH
4.5+0.5 M NaCl
7.3 3. regenerace 286 ml bazického pufru . promichat medium
50 mM Tris-HCI, pH
8.5+0.5 M NaCl
3. regenerace 286 ml kyselého pufru . promichat medium
50 mM Na-acetat, pH
4.5+0.5 M NaCl
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Ptiloha 7: Postup chromatografické separace - odsoleni

krok | ml operace pumpa: pufr podil pufiu objem/priitok
1 0,00 sbér frakei od 5 ml do 30,2 ml, po 2 ml na 1 frakci
2 0,00 Isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 5 ml
B: elu¢ni 0% Pritok: 4 ml/min
3 5,00 nulovani baseliny QuadTec detektor
4 5,00 naloZzeni vzorku na | vzorek Objem: 5,20 ml
kolonu - : -
staticka smycka | Automaticky | Pritok: 4 ml/min
nastiikovy
ventil
5 10,20 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 20 ml
B: elu¢ni 0% Pritok: 4 ml/min
0 30,20 konec separace
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Ptiloha 8: Postup chromatografické separace UNO S6

krok | ml operace pumpa: pufr podil pufiru objem/priitok
1 0,00 sber frakei od 7 ml do 157 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0,00 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 4 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4,00 nulovani baseliny QuadTec detektor
4 4,00 nalozeni vzorku na | vzorek Objem: 2 ml

kolonu staticka smyc¢ka | Automaticky | Prutok: 4 ml/min
nastiikovy
ventil

5 6,00 isokraticky tok A: startovaci 100 % Objem: 20 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 4 ml/min
6 26,00 linearni gradient A: startovaci 100—50 % Objem: 100 ml

B: elu¢ni 0—50 % Pratok: 4 ml/min
7 126,00 | linearni gradient A startovaci 50—0 % Objem: 20 ml

B: elucni 50—100 % Pratok: 4 ml/min
8 146,00 | isokraticky tok A startovaci 0% Objem: 20ml

B: eluéni 100 % Pratok: 4 ml/min
9 166,00 | isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 30 ml

B: elu¢ni 0% Pritok: 4 ml/min
10 196,00 | konec separace
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Ptiloha 9: Postup chromatografické separace UNO Q6

krok | ml operace pumpa: pufr podil pufiru objem/priitok
1 0,00 sbér frakei od 5 ml do 98,5 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0,00 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 4 ml

B: elucni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4,00 nulovani baseliny QuadTec detektor
4 4,00 nalozeni vzorku na | vzorek Objem: 0.5 ml

kolonu staticka smyc¢ka | Automaticky | Prutok: 4 ml/min
nastiikovy
ventil

5 4,50 isokraticky tok A: startovaci 100 % Objem: 6 ml

B: elucni 0% Pratok: 4 ml/min
6 10,50 linearni gradient A: startovaci 100—40 % Objem: 60 ml

B: elu¢ni 0—60 % Pritok: 4 ml/min
7 70,50 linearni gradient A startovaci 40—0 % Objem: 20 ml

B: elucni 60—100 % Pratok: 4 ml/min
8 90,50 isokraticky tok A startovaci 0% Objem: 8 ml

B: eluéni 100 % Pratok: 4 ml/min
9 98,50 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 36 ml

B: elu¢ni 0% Pritok: 4 ml/min
10 134,50 | konec separace
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Ptiloha 10: Postup chromatografické separace CHTS5-I

krok | ml operace pumpa: pufr podil pufiu objem/priitok
1 0,00 sbér frakei od 5 ml do 80 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0,00 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 4 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4,00 nulovani baseliny QuadTec detektor
4 4,00 naloZzeni vzorku na | vzorek Objem: 0,40 ml

kolonu staticka smycka | Automaticky | Prutok: 4 ml/min
nastiikovy
ventil

5 4,40 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 16 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 4 ml/min
6 20,40 linearni gradient A startovaci 100—50 % Objem: 8 ml

B: elu¢ni 0—50 % Pritok: 4 ml/min
7 28,40 isokraticky tok A: startovaci 50 % Objem: 16 ml

B: elucni 50 % Pratok: 4 ml/min
8 44,40 isokraticky tok A: startovaci 50—0 % Objem: 50 ml

B: elu¢ni 50—100 % Pritok: 4 ml/min
9 94,40 isokraticky tok A: startovaci 0% Objem: 25 ml

B: eluéni 100 % Pritok: 4 ml/min
10 119,40 | isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 35 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 4 ml/min

154,40 | konec separace
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Ptiloha 11: Postup chromatografické separace ENrich SEC 650

krok | ml operace pumpa: pufr podil pufiu objem/priitok

0,00 frakce nebyly sbirany

1 0,00 nulovani baseliny QuadTec detektor
2 0,00 isokraticky tok A: startovaci 100 % Objem: 1 ml
B: elucni 0% Pratok: 1 ml/min
3 1,00 naloZzeni vzorku na | vzorek Objem: 0,20 ml
kolonu - - -
staticka smycka | Automaticky | Prutok: 1 ml/min
nastiikovy
ventil
4 1,20 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 40 ml
B: elu¢ni 0% Pritok: 1 ml/min

0 41,20 konec separace
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Ptiloha 12: Postup chromatografické separace na kolonach Butyl HP a Phenyl FF

krok | MI operace pumpa: pufr podil pufru objem/priitok

0,00 frakce nebyly sbirany

1 0,00 isokraticky tok A startovaci 100 % Objem: 10 ml

B: elu¢ni 0% Pratok: 1 ml/min
2 10,00 linearni gradient A startovaci 100—0 % Objem: 15 ml

B: elu¢ni 0—100 % Prutok: 1 ml/min
3 25.00 isokraticky tok A startovaci 0% Objem: 5 ml

B: elucni 100 % Pratok: 1 ml/min

0 30.00 konec separace
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Ptiloha 13: SloZeni jednotlivych pufrti a komponentl pro barveni, odbarveni a fixaci pro SDS-PAGE
elektroforézu

SloZeni komponentu tvorici gel pro SDS-PAGE elektroforézu

Persiran amonny = 15% roztok, pfiprava - 0,75 g persiranu amonného + 5 ml H,O
AC/BIS — Acrylamid (30%), 37,5:1, /AppliChem/

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

Pufr B: 6 g Tris/100 ml, pH= 6,8 - upravit HCI

SlozZeni vkladaciho pufru (loading buffer) pro SDS-PAGE

500 pl + pred pouzitim ptidat 170 ul BME

SloZeni vanového pufru pro SDS-PAGE
192 mM glycin + 25 mM Tris + 0,1% SDS
tj. do 1 litru = 144 g glycinu + 30,3 g Tris + 10 g SDS

SloZeni komponentii pro barveni gelii, odbarveni a fixaci

Barvici roztok (Coomassie Brilliant Blue)

1g CCB + 500 ml metanolu — rozpustit CCB + 100 ml k. octové + 400 ml H,O
Odbarvovaci roztok:

250 ml etanolu + 100 ml k. octové + 650 ml H,O

Fixa¢ni roztok:

450 ml etanolu + 30 ml glycerolu + 500 ml H,O
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Ptiloha 14: Ukazka pusobeni bramborovych Pls proti rustu fytopatogennich hub Fusarium solani a
Rhizoctonia solani

ukazka antifungalniho pisobeni proti patogenu Fusarium solani: vlevo - frakce Adéla UNO S 11-15,
vpravo - Adéla UNO S 21-25

ukazka antifungalniho pisobeni proti patogenu Rhizoctonia solani: vlevo - frakce Adéla frakce B,
vpravo - Adéla UNO S 11-15

0, 1, 5, 10 - koncentrace proteinového roztoku [mg/ml]
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Ptiloha 15: Grafické znazornéni korelace mezi obsahem susiny a dusikatych latek

obsah su&iny vs. obsah ML
obsah ML= 19,302 - 5296 * obsah suiny

Correlation: r=-,7104
13 T - T T .
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Conf.Int. = konfidenéni interval
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Priloha 16: Grafické znazornéni korelace mezi obsahem dusikatych latek a obsahem proteint v PFJ

obsah ML vs. obsah bilkovin v PFJ
obsah bilkovin v PFJ = 2,0053 - 0763 * obsah NL
Correlation: r=-9510
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Ptiloha 17: Grafické znazornéni linedrni regrese zavislosti mezi obsahem polyfenoll a antioxidacnimi

aktivitami obsahem proteint v PFJ

ABTS vs. polyfenaly
ABTS = 11,687 + 21,916 * polyfenoly

Correlation: r = 93894
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35 ://’ P
a0 \ \ \ \ . \ \ \
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2,0 22 24 26 2.8
Obsah polyfenold 0,95 Conf.Int.
DPPH vs. polyfenoly
DPPH = 8,6416 + 20,249 * polyfenoly
Correlation: r= 90722
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Obsah polyfenold

Conf.Int. = konfiden¢ni interval
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