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Abstrakt:

Xylanazy spolu s ostatnimi fibrolytickymi enzymy hraji kliCovou roli pii degradaci celuldzy
V travicim traktu bylozravct i ¢lovéka a v dalSich procesech anaerobni degradace biomasy Vv
biotechnologiich a primyslu. Tato diplomova prace se zaméifuje na charakterizaci
xylanolytickych enzymu bakterii rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. Purifikované aktivni
frakce xylanaz byly elektroforeticky separovany na pfistroji Protean II (BioRad) pomoci SDS-
PAGE a vizualizovany metodou zymografie s piidavkem CM xylanu v polyakrylamidovém
gelu. Bandy s vyraznou aktivitou byly pouzity pro hmotnostni analyzu peptidovych fragmenti
(MALDI-TOF/TOF MS). Dalsi charakterizace byla provedena metodou 2D-elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu s izoelektrofokusaci provadénou pomoci pfistroje Protean IEF.
Vyznamnd aktivita extracelularnich xylanolytickych enzymi byla detekovéana u bakterii

Butyrivibrio proteoclasticus, Pseudobutyrivibrio xylanivorans a Butyrivibrio fibrisolvens.
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Abstract:

Xylanases and other fibrolytic enzymes play a crucial role in cellulose degradation important
in ruminants or human gut and other processes of anaerobic degradation of biomass in
biotechnology or industry. The aim of this diploma thesis is to identify and characterize
xylanolytic enzymes of their significant producers of bacterial genus Butyrivibrio and
Pseudobutyrivibrio. Purified active fractions of xylanases were electrophoretically separated
on Protean Il (BioRad) by SDS-PAGE and visualized by zymography with addition of CM
xylan in polyacrylamid gel. Bands with significant activity were used for mass analysis of
peptide fragment (MALDI-TOF/TOF MS). Further characterisation was carried out through
2D electrophoresis on polyacrylamid gel with isoelectrofocusation on Protean IEF (BioRad).
Significant enzyme activity was detected in extracellular enzymes of Butyrivibrio

proteoclasticus, Pseudobutyrivibrio xylanivorans and Butyrivibrio fibrisolvens.
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Vyznam, velkd rozmanitost a znacny biotechnologicky potencial jsou hlavnimi
davody, pro¢ se orientujeme pravé na xylandzy. V poslednich tficeti letech zna¢n¢ vzrostla
potieba a zajem o vyuziti biomasy jako obnovitelného zdroje paliv a fady chemickych latek
pro chemicky, potravinaisky, papirensky ¢i textilni pramysl [1]. Xylanazy jsou pravé jedny
z enzymt, které umoznuji rozklad biomasy pro tyto ucely. Lignoceluldzy, jejichz soucasti je
xylan, predstavuji vyznamny obnovitelny zdroj energie. Lesnictvi, zemé&d¢lstvi, bioodpad c¢i
zbytky jidla tvofi v tomto ohledu obrovsky zdroj lignoceluloznich materiali. Hydrolyzou
polysacharidovych slozek na lignocelulozni frakce 1ze rozlozit dfevo, komunalni odpad nebo
zemédelské zbytky na fermentovatelné cukry. Tento proces konverze lze uskuteCnit
termochemicky nebo biologicky. Vzniklé rozpustné cukry mohou byt pak fermentovany na
pozadovany koneény produkt. [1] Tyto koneéné produkty mohou tvofit analogie k produktim
ziskanych z neobnovitelnych fosilnich zdroji. Mohou tedy neobnovitelné zdroje nahradit a
tim napomoci vyftesit i soucasné problémy s jejich omezenym mnozstvim ale také s nimi
spojené globalni oteplovani, znec€isténi apod. [2]

Biodegradace rostlinnych polysacharidii je dulezitou soucésti kolob&hu uhliku.
V ptirodé spolupracuje velkd fada organismil na recyklaci uhliku z lignocelul6z. Vyzkum se v
soucasnosti zamétil na biochemii a genetiku enzymovych systémti, coz vedlo ke snadnéjSimu
zvladnuti degradace ligninu, celuléz a hemiceluléz a to kombinaci metod molekularni
genetiky, biochemie a strukturni biologie. [1]

Tato prace se zabyva pouzZitim metod biomedicinského vyzkumu pfi identifikaci
xylanolytickych enzymu bakterii rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. K identifikaci a
popisu enzymového aparatu byla pouzita tfada proteomickych metod, kterymi jsou
chromatograficka gelova filtrace a separace, stanoveni obsahu proteini metodou podle
Bradfordové, spektrometrické métfeni enzymovych aktivit, elektroforéza, zymografie,
denzitometrie a hmotnostni spektrometrie.

Cilem této prace je charakterizovat xylanolyticky enzymovy aparat za pomoci
zminénych metod u vybranych vyznamnych zastupct bakterii rodu Butyrivibrio a

Pseudobutyrivibrio.



1  TEORETICKA VYCHODISKA

Lignocelulézni materidly se nachazi v bunééné sténé rostlinnych bunck a tvofi
pfiblizng 50 % biomasy, jejiz ro¢ni produkce je odhadovana na 10 — 50-10™ tun.
Lignocelulozni materialy tvoii z 20 — 35 % hemicelulézy, jsou tedy druhy nejrozsifenéjsi
polysacharidovy material po celuléze a chitinu. V piirodé umi degradovat buné¢nou sténu
rostlinnych bunék pouze houby a bakterie, které vylucuji Sirokou $kalu enzymu k uplnému

rozkladu celul6zy, hemiceluldzy a ligninu. [2]

1.1 Xylan

Xylan je hemiceluléza, ktera je spole¢né scelulozou a ligninem obsazena v
lignoceluldznich materidlech. Svym zastoupenim Vv bunééné sténé rostlin je zodpovédny za
rust a rozvoj rostliny a dale zvySuje odolnost a pevnost bunécné stény a tim i napomaha
obran¢ pied patogeny. [3]

Xylan je polysacharid, jehoz slozeni se u jednotlivych druht rostlin lisi. Jeho kostru
tvoii linearni polymer B-D-xylopyranosylovych jednotek vazanych k sobé 1->4 glykosidovou
vazbou. Na tuto zakladni kostru se pak vazou jednotky acetylové, glukuronopyranosylové, 4-
O-metyl-D-glukuronopyranosylové, a-Larabinofuranosylové a feruloylové v rizném poméru
zastoupeni. [4,5] Pocet jednotek polysacharidu se pohybuje v fadu desitek az stovek podle

druhu rostliny, naptiklad tvrdsi dfevo obsahuje delsi fetézce xylanu nez mékké dievo. [4]

OH

H-TO

HO

— —In

Obrazek 1: Zakladni jednotka kostry xylanu [6]

Na zékladé¢ rizného procenta zastoupeni postrannich skupin se xylan déli do né€kolika
kategorii: linearni homoxylan, arabinoxylan, glukuronoxylan a glukuronoarabinoxylan.
Zastoupeni postrannich skupin urcuje vlastnosti xylanu, jako je jeho rozpustnost, prostorova
konformace a reaktivita xylanu s dalsimi komponenty lignocelul6z a tim zna¢né ovliviiuje

nachylnost k enzymatickému Stépeni. [4]



1.2  Xylanolytické bakterie v travicim traktu Zivocichi

Mikrobiom traviciho traktu clov€ka ¢i pirezvykavcu je vysoce komplexni a obsahuje
stovky druhti bakterii [7]. Slozeni mikrobiomu traviciho traktu a zmény Cetnosti jednotlivych
mikrobnich komponent je silné ovlivnéno mnoha faktory, jako pfedevsim kdo je hostitelem,
jaka je jeho geneticka vybava, imunologické faktory, uzivani antibiotik, slozeni stravy [7]
(ptitomnost xenobiotickych latek), stravovaci navyky a dalsi. Strava ma vliv na slozeni
mikroorganismu ale také na samotné prostiedi traviciho stroji jako je jeho prichodnost nebo
pH [7]. Nejdulezitéjsi je pomér piijmu téi hlavnich slozek stravy, kterymi jsou sacharidy,
bilkoviny a tuky. Pfedevsim pak kdyz si hostitel nedokaze sam syntetizovat v§echny potiebné
enzymy Kk traveni téchto slozek, hlavné rostlinnych polysacharidi, pfipada tato uloha
mikroorganismim Zijicim v jeho travicim traktu. [7]

U cloveka rozlisujeme stravitelnou a nestravitelnou cast rostlinné stravy. V lidském
sttevé zije 10™ bakterii v gramu obsahu. V traveni lignoceluldz jsou vyznamné druhy
Ruminococcus champanellensis, ktery je hlavnim producentem celulaz v lidském stievé a
Ruminococcus bromii, ktery hraje kliCovou roli pii S$tépeni nefermentovatelnych
polysacharidii. Pouze u déti africkych vesniCanii byly nalezeny ve stfevni mikrofléie
xylanolytické bakterie rodu Prevotella a Xylanibacter, coz se opét odrazi ve slozeni jejich
stravy. [7]

Vzhledem ke slozeni stravy jsou pfezvykavci a termiti nejvyznamnéj$imi hostiteli

xylanolytickych bakterii. V této praci se soustfedime predev§im na xylanolytické bakterie

¥4

1.2.1 Bachorovy mikrobiom

Bachor hosti fadu mikroorganismi a vétSina z nich se aktivné podili na degradaci
bun&éné stény rostlinnych bunék. Stépeni lignoceluldéznich materialdi je pro piezvykavce
zasadni k ziskani energie ze stravy [8]. Prostiednictvim mikrobialnich enzymt maji schopnost
zprostiedkované a velmi efektivné stravit 1 tu nejpevnéj$i formu lignoceluléz, ktera je pro jiné
zivoc€ichy nestravitelnou. Na §tépeni lignocelul6z se podileji prvoci, anaerobni mikroskopické
houby a nejvétsi mirou bakterie produkci $tépicich enzymu [8]. Tyto mikroorganismy se
vyskytuji v bachoru budto jako trvale pfichycené k epitelu zaludku nebo jako putujici
s potravou [9]. Nejvétsi zastoupeni maji bakterie Sté€pici lignocelulézni materialy. Dale se
v bachoru nachazi i organismy zpracovavajici kyselinu mlé¢nou, $kroby a acetogenni bakterie

[9]. Navzdory tomu, jak slozité a riznorodé struktury musi $tépit, existuje relativné malo



druht, které to dokazou [8]. Na traveni celulozy se podileji jen dva rody bakterii a to bakterie
rodu Fibrobacter a Ruminoccocus [10]. Fibrobacter succinogenes je dominantni producent
celulaz v bachoru. Dal§imi hojné zastoupenymi jsou Ruminicoccus albus a Rumunicoccus
flavesciens [1]. Bakterie Stépici necelulézni materialy jsou pak napiiklad Clostridium
proteoclasticum produkujici vice nez 100 S§té€picich enzymi nebo Prevotella ruminicola
produkujici kolem 80 enzymd [8].

Hlavnimi producenty xylanaz jsou bakterie rodu Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio,
Clostridium a Prevotella [11]. Také jiz vySe zminéné rody Ruminoccocus a Fibrobacter a
navic r. Bacillus a Bacteroides produkuji mimo jiné i xylanolytické enzymy [12,1]. S ohledem
na vysokou aktivitu a velkou variabilitu produkovanych enzymu jsou tyto mikroorganismy

povazovany za kli¢ové pro bachorovy mikrobiom.

1.3 Xylanolytické enzymy
Xylanolytické enzymy neboli xylanazy jsou hydrolytické enzymy §tépici xylan, ¢imz

se podili na degradaci lignocelul6znich materiala.

Obrazek 2: 3D struktura xylanaz [13]

1.3.1 Xylanazy — klasifikace a vlastnosti
Xylanazy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu glykosidickych vazeb (B-1,4) v zakladni
kostte xylanu [12], jsou to tzv. glykosidické hydrolazy (GH). Xylanazy jsou klasifikovany
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riznymi zplsoby piedevsim na zdklad¢ jejich vlastnosti. Kdyz byla objevena souvislost mezi
molekularni hmotnosti a izoelektrickym bodem (pl) [14], vzniklo d€leni xylanaz podle téchto
fyzikéalné-chemickych vlastnosti na typ F s vysokou molekulovou hmotnosti (>30 kDa) a
kyselym pl a typ G s nizkou molekulovou hmotnosti (<30 kDa) a zasaditym pl [2]. Tento
systém vSak nebyl dokonaly, protoze se nasly i vyjimky, které nebylo mozno zafadit ani do
jedné ze zminénych skupin. Jako vice uceleny klasifika¢ni systém vzniklo déleni zalozené na
primarni struktufe a podobnostech sekvenci aminokyselin katalytickych domén [15], které
zohlednuje jak strukturu, tak mechanické vlastnosti [16]. Cely klasifika¢ni systém lze najit
v databazi enzymut S$tépici karbohydraty CAZy (Carbohydrate-Active Enzyme), ktera
shromazd’'uje sekvence znamych enzymu a klasifikaci do rodin enzymua [2]. Podle CAZy
databaze (http://www.cazy.org/) se xylanazy fadi do rodin GH 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26,
30, 43, 44, 51 a 62. Rodiny 16,51 a 62 jsou enzymy s vice funkcemi a rodiny 9, 12, 26, 30 a

44 maji xylanolytickou aktivitu jako vedlejsi nebo sekundarni funkci. Enzymy s vyznamnou
katalytickou doménou s endo-1,4-B-xylanazovou aktivitou jsou rodiny 5, 7, 8, 10, 11 a 43
[16]. Tyto rodiny se lisi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, strukturou, zpiisobem ¢innosti a
substratovou  specifitou [16]. Endoxylandzy jsou zatim nejlépe prozkoumany

z xylanolytickych enzymd [1].

Rodiny GH10 a GH11

Xylanazy rodiny GH10 mohou byt diky svym vlastnostem také oznacovany jako
rodina G a rodina GH11 mize byt ze stejné¢ho divodu také nazyvana rodina F. [17,18]

Zastupci GH10 jsou endo-1,4-B-xylanazy a endo-1,3-B-xylanazy [19]. Jsou katalyticky
pfizpusobivi a maji mensi substratovou specifitu nez zastupci GH11 [20,21]. Rodina GH11 se
sklada cist¢ zxylandz a ma tak vysokou substratovou specifitu a vysokou katalytickou
ucinnost. Dal§imi vlastnostmi GH11 jsou relativné velké rozmezi optimalnich hodnot pH a
teploty, coz je ¢inni vhodnymi pro pouziti v riznych podminkach a §iroké Skale aplikaci. [2]

GHI10 enzymy jsou také schopny hydrolyzovat vazby mezi xyléozami blize
K postrannim fetézcum [22], GH11 naopak $tépi spis§ oblasti zakladni kostry s zadnymi nebo
malo pfipojenymi postrannimi jednotkami [20]. Xylanazy dokazou rozpoznat navazané

postranni fetézce a jejich mnozstvi tak ovlivituje vznik riznych produktd Stépeni [22].

Rodiny GH 5,7, 8243

Rodina GHS, také oznacovana pismenem A, je nejvétsi z GH rodin [16]. Rodina GHS,

také oznaCovana pismenem D, je slozena pievazné z celulaz a dale se tam fadi i chitinazy,
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lichenazy a endo-1,4-B-xylanazy [12]. Rodiny GH7 a GH43 obsahuji jen par enzymi
s xylanazovou aktivitou. Zastupci rodiny GH7 maji vysokou molekulovou hmotnost, nizké pl
a niz8i substratovou specifitu [16]. Zastupci rodiny GH43 nebyli doposud pfili§ prozkoumani,

uréena byla struktura pouze u jednoho zastupce této rodiny [12].

1.3.2 Enzymaticky rozklad xylanu

K degradaci xylanu je kvuli jeho heterogenité a také slozitosti chemické struktury
lignoceluldz potieba cely komplex nékolika hydrolytickych enzymt s riznymi specifikami a
vlastnostmi [12]. Xylanolyticky enzymovy systém se bézné sklada zendoxylanaz, (-
xylosidaz, a-glukoronidaz, a-arabinofuranosidaz a acetylxylanesteraz [23]. VSechny tyto
komplexu enzymu jsou endoxylanazy (endo-1,4-B-xylandzy) diky jejich schopnosti piimo
Stépit glykosidové vazby zakladni kostry xylanu a tak uvoliovat kratké xylooligosacharidy
[24].

Postupné se uvoliujici malé mnozstvi enzymu nejdiive odstépuje z polymeru xylanu
nizkomolekularni fragmenty, mezi néz patii xyloza, Xylobiéza, xylooligosacharidy,
heterodisacharidy xylozy a glukozy a jejich prostorové izomery [4]. Endoxylanaza pak
katalyzuje nahodné hydrolyzu xylanu na xylooligosacharidy a B-xylosidaza ptitom uvoliuje
zbytky xylosy z neredukujicich konct xylooligosacharidii. Kompletni rozklad zavrSuje

acetylesteraza, ktera odstépuje acetylové skupiny od zakladni kostry xylanu [25,26].
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Obrazek 3: Struktura a enzymaticky rozklad xylanu. Ac: acetylova jednotka;, o-Araf:
a-arabinofuranosa; a-4-O-Me-GlcA: a-4-O-metylglukuronova kyselina. Prevzato z [27]



1.3.3 Vyuziti xylandz

Xylan je vyznamnym zdrojem mnoha molekul jako napiiklad fermentovatelnych
monosacharidii (C5 a C6), oligosacharidt a fenolovych slozek a tyto molekuly mohou byt dél
zpracovany na pozadovany kone¢ny produkt [28]. K rozkladu xylanu je potfeba enzymu
xylanaz. Rozmanitost a slozitost struktury xylanu také vzniku velké $kaly xylanaz s riznymi
vlastnostmi, nabizi se tedy Siroky rozsah jejich vyuziti a aplikaci. Xylanazy jiz naSly uplatnéni
Vv biotechnologiich, farmaceutickém primyslu, piipravé biopaliv, papirenském prumyslu,
potravinaiském priamyslu, vyrobé krmiv a textilnim primyslu. Vyuziti také nasly jako nastroj

v molekularni biologii jako sondy pro in situ zkoumani bunécné stény rostlinnych buné¢k [2].

Papirenstvi a zpracovani buni¢iny

Jedna z nejvyznamnéjsich biotechnologickych aplikaci xylanaz je béleni buniCiny
[29]. Pouziti enzymu pfi zpracovani papiru strhlo velky zajem diky finan¢nich Gspofe a fadé
vyhod pii béleni papiru [30]. Xylanazy spole¢né s dals$imi enzymy redukuji obsah ligninu a
zvySuji jas pfi béleni buniciny [27,29]. Obsah ligninu v buni¢iné zapii¢inuje jeji nahnédlou
barvu [31]. Odstranénim tohoto ligninu lze dosahnout riznych stupiii béleni az i €isté bilého
papiru [32]. Odpada tak potieba pouziti chemickych bélidel jako jsou chlor nebo dithioni¢itan
sodny (NaS;04), které jsou toxické a mohou tvofit téz toxické, mutagenni a Zivotnimu
prostiedi nebezpecné organické slouceniny chloru [12].

Stépeni hemicelul6z je jednodussi nez $tdpeni ligninu, proto se xylanazy osvédéily
jako u€innéjsi nez samotné enzymy S$tépici lignin. Degradace hemicelulézy napomaha rozlozit
celou strukturu lignoceluldézy, coZ usnadni odstranéni ligninu pomoci slabych oxidantt.
[31,33] Xylanazy pro tyto Gc¢ely musi mit jisté vlastnosti. Hlavnim kritériem je, aby Slo o
enzymy, které nestépi zaroven i celuldzu, jez tvori zaklad buniciny [34]. Dale by mély byt

stabilni pfi vysokych teplotach [35] a mit optimalni pH v zasadité oblasti [36].

Piiprava biopaliv

Soucasné biopaliva jsou primarnimi produkty biokonverze lignoceluldoznich materiali
z biomasy. Nejvhodnéjsi alternativa k fosilnim paliviim je ethanol. Lignocelul6zni materialy
lze rozlozit pomoci xylanaz a dalSich hydrolytickych enzymi na ethanol. Prvnim krokem je
uvolnéni hemiceluldzy a celulézy z komplexu od ligninu. Druhym krokem je rozloZeni téchto

polysacharidi na monosacharidy (pentosy a hexosy), ze kterych se pak vyrabi ethanol. [12]



Druha generace biopaliv by méla byt pfinosem pro Zivotni prostfedi, ekonomiku a

jejich vyrobu [37].

Potravindisky prumysl a produkce krmiv pro zvifata

Xylanazy spoleéné s pektindzami, celulézami a amylazami se pouzivaji
V potravinarském primyslu k ¢isténi dzust [12,2]. Mohou také usnadnit extrakci kavy,
rostlinnych oleji a Skrobu [25]. Lze jimi také vylepsit konzistenci piva [14]. Nékteré obilniny
obsahuji arabinoxylany, které jsou ¢astecné rozpustné ve vod¢ a vytvaii viskézni hmotu, které
mize puasobit problémy pfi filtraci piva a tvorbé zakalu [12]. Pomoci xylanaz se vSak
arabinoxylan muze z obilnin odstranit.

Pfi depolymerizaci xylanu vznikd xyl6za, z niz lze vyrobit xylitol, ktery slouzi jako
nahradni sladidlo. V pekafstvi se pouzivaji xylandzy a amylazy ke zlepSeni kvality chleba,
jeho struktury (kfupavost, mensi lepivost tésta), objemu (za danych podminek az 24 %) a
trvanlivosti [2]. Pro tyto Gcely jsou vhodné psychrofilni enzymy aktivni pfi teplotach pod
35 °C, tedy teplotach pfi piipravé tésta [12]. Podobné se pouzivaji i pii vyrobé téstovin. [2]

Xylandzy jsou také pouzivany k vylepSeni nutri¢nich hodnot zemédélské sildze a zrni
ke krmeni. Zejména jde o zvySeni vyzivnosti a stravitelnosti. [12] Pti chovu dribeze se tak da
dosahnout vétsi hmotnosti dribeze a zlepSeni stievni mikrofléry a imunity [2]. Také se

pouzivaji do krmiv pro skot a prasata [1].

Farmaceuticky pramysl

Xylooligosacharidy, které jsou produktem Stépeni xylanu mohou byt pouzity ve
farmaceutickém primyslu nebo krmivech pro zvitata diky jejich prebiotickému tcinku [12] a
jejich chemické stabilit¢ v téle. V travicim traktu selektivné podporuji rist ¢i aktivitu
mikroorganismt degradujicich polysacharidy, tedy téch, které jsou obecné povazovany za
prospésné a stabilizujici komplexni mikrobiom, coZ koresponduje s pozitivnim dietetickym
hodnocenim piitomnosti vlakniny v dieté. Xylooligosacharidy pfispivaji k redukci
cholesterolu, ptispivaji ke gastrointestinalnimu zdravi, zvySeni dostupnosti vapniku z potravy,
zlepSeni vstiebavani slozek potravy a snizuje retrogradaci Skrobu [38], tedy pfechod skrobu

z gelovité struktury zpét do ptivodni podoby.

Chemicky a textilni prumysl

Xylanazy se Casto pouzivaji pii vyrobé hedvabi, celofanu a dalSich chemikalii jako

estery celuléozy (acetaty, nitraty, propiondty, butyraty) a etheria celulozy
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(karboxymethylceluléza a methyl ¢i ethylceluldza). Tyto latky jsou vyrdbény rozpousténim
buni¢iny (difevoviny) a odstranovanim jinych karbohydratt z jejich vlaken. [31]
Podobné jako pii zpracovani papiru se xylandzy pouzivaji i pfi vyrobé pytloviny a

platna, kdy opét odpada potieba pouziti bélidla. [39]

1.4  Mikrobiologické a proteomické metody

Mikrobiologii lze povazovat za jeden ze zakladnich pilifa biologickych véd.
Mikrobiologie se zabyva studiem mikroorganismi, zejména jejich identifikaci, popisem jejich
vlastnosti, pivodem, vyvojem [40] interakcemi a mikrobidlnimi spolecenstvy, ktera jsou pro
Zivot zasadni.

Proteomika je jiz nov€jSim ve€dnim oborem zabyvajicim se studiem proteint, jejich
strukturou, vlastnostmi a proménami v biologickych systémech a rovnéz jejich identifikaci
[41]. Proteomika studuje takzvany proteom, coz je soubor vSech proteinti vyprodukovanych a
modifikovanych jednim organismem, buiikou ¢i néjakym systémem za danych podminek [42,
43]. Proteom je mnohonasobné §ir§i nez genom, protoze jeden gen dokaze kddovat vice nez
jeden protein [44] a pocet téchto proteint se jesté navySuje diky posttranslacnim modifikacim.
SloZeni proteomu pak zavisi na individualnim vyvoji a okolnich podminkach [43]. V dne$ni
dobé umoziuje proteomika nejenom identifikaci proteint ale i detailni popis jejich primarni a
sekundarni struktury, vzajemnych interakci a funkci [40]. Pomaha porozumét expresi bilkovin
béhem jednotlivych fazi zivota buiiky ¢i organismu a jejich chovani v riznych podminkach.
Diky proteomice lze odhalit poruchy pii expresi bilkovin nebo i minimalni vady v jejich
struktute [45].

V praxi ma proteomika velky vyznam v klinické medicing. Pfikladem miiZe byt casna
diagnostika celé fady onemocnéni. Casnou diagnézu lze provést analyzou slozeni proteint
V télnich tekutinach, kde se mimo velkou fadu jinych proteint nachazi i rakovinné
biomarkery. Proteomické metody nabizi dostatecné citlivé metody k identifikaci téchto
biomarkeri. [46]

Proteomika vyuziva riizné metody a techniky. Soucasné se pouzivaji kombinace
purifikacnich, separacnich a imunologickych metod a hmotnostni spektrometrie. Nasledujici
kroky nastifiuji obecny postup pii analyze proteomu:

1. Ptiprava vzorki: je dulezita pro dobrou reprodukovatelnost vysledkii [44]. Piiprava

zahrnuje extrakci proteini z bunék, tkani ¢i néjakého média a nasledné jejich



purifikaci neboli ocisténi od ostatnich latek pouzitim centrifugace v hustotnim
gradientu nebo chromatografickych technik [45].

2. Separace proteinl: pro separaci se pouzivaji elektroforetické metody. Proteiny jsou
separovany na zakladé¢ hmotnosti pii 1D elektroforéze a piipadné jesté podle jejich
isoelektrického bodu ve druhém rozméru pii 2D elektroforéze [45].

3. Urceni sekvence aminokyselin: Jednotlivé separované proteiny vV matrici gelu se z gelu
vyfiznou, pomoci ptisobeni proteolytickych enzymt (napf. trypsin) se rozstépi na
mensi peptidy. Pomoci technik hmotnostni spektrometrie se ur¢i aminokyselinova
sekvence proteinu. [44]

4. ldentifikace proteinu: za pouziti metod bioinformatiky se sledovany protein

identifikuje na zédkladé aminokyselinové sekvence pomoci proteinovych databazi.

D)D) M)
piiprava elektroforéza ; 3 analyza obrazu
vzorku \ f B = extrakce proteinu
Y - " = z gelu
neznamyj protein
enzymatické
Stépeni
u
=
. . 3 ,
AEDLTIDEA| < urtenf & hmotnostni  ge,
aninokyselinové < | | < ;
£ spektrometrie a4
sekvence
m/z e ]
porounani peptidy

s databdzi

identifikovany protein

Obrdzek 4: Obecny postup v proteomice

1.4.1 Gelova chromatografie

Gelova filtrace neboli velikostné vylucovaci chromatografie je technika zalozena na
principu odlisné rychlosti prichodu molekul mezi ¢asticemi gelu V zavislosti na jejich
velikosti. Pouziva se k separaci proteint, peptidl a oligonukleotidii na zaklad¢ jejich velikosti

popfipad¢ jejich prostorové struktury [47]. Gel formuji polymerni Castice, které diky své
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prostorové struktufe utvari porovitou matrici pro prostup molekul separovaného vzorku [48].
Ptikladem téchto polymert jsou Sephadex, Superdex, Sephacryl, Sepharose nebo Toyopearl
[47]. Podle vybéru mohou tyto polymery tvofit matrici s pory o dané velikosti a jejich
vyhodou je, Ze jsou chemicky a fyzikaln¢ stabilni a inertni [48].

Pii klasickém uspotadani se ptipraveny gel plni do chromatografické kolony a tvofii
tak pevnou fazi. Mobilni fazi je pak pufr, ktery protéka kolonou, obtéka ¢astice gelu (pevnou
fazi) a nese sebou separovany vzorek. Nejvétsi molekuly projdou gelem nejsnaze, nebot’
gelovou matrici obteCou, jsou tedy nejrychlejsi a kolonu opoustéji jako prvni, mensi molekuly
se zdrzuji ve skulindich mezi ¢asticemi gelu a prichod jim tak trva déle. Plati vztah mezi
velikosti molekul a jejich dobou prichodu chromatografickou kolonou. Cim je molekula
mensi tim ji trva déle kolonou projit. Na zakladé toho lze separovat molekuly vzorku podle
jejich velikosti.

Parametry chromatografické kolony jsou elu¢ni objem a eluéni Cas. Elu¢ni objem
odpovida objemu mobilni faze ve chromatografické koloné a elu¢ni ¢as odpovida dob¢, za
kterou z kolony vytece jeden elu¢ni objem. [48]

Gelova chromatografie se nejcastéji pouziva k analyze velkosti molekul, k separaci
komponent ve smési, purifikaci (pfedev§im odsolovani) a promyti vzorku v pozadovaném

pufru, ¢ehoz se vyuziva k piipraveé vzorki pro dalsi analyzu. [47]

1.4.2 Elektroforéza

Elektroforéza je separacni metoda umoziujici v proteomice rozlisit skupiny proteint
¢i ptimo jednotlivé proteiny ve smési. Rovnéz ji l1ze pouzit jako metodu preparativni pro
ziskani jednotlivych komponent vzorku. Zakladnim principem je pohyb castic médiem
v elektrickém poli [49] a dostavame tak informaci o velikosti molekul, jejich naboji, pfipadné
prostorové struktuie [50]. Pro separaci proteinti je vhodna denaturacni gelova elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu s ptidavkem dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) [50]. Proteiny
jsou rozpustény a denaturovany v dodecylsiranu sodném (SDS) [51], ¢imz ziskaji zaporny
naboj umérny jejich velikosti, prostorova konformace se sbali a v podob¢ shlukii putuji
polypeptidové fetézce gelem [50]. Kvuli denaturaci dostavame informaci pouze o hmotnosti
separovanych molekul [50]. Pfed samotnou elektroforézou je vhodné vzorky purifikovat [51].

Dtlezitou soucasti separace je gel, kterym molekuly putuji a po skonceni elektroforézy
jsou v ném zakotveny na misté. Gel tvofi matrici pro prostup molekul, kde plati, Ze mensi

molekuly putuji rychleji nez vétsi molekuly. Polyakrylamidovy gel je vhodny pro separaci
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molekul mensich nez 500 kDa. Pro vétsi molekuly se pouziva agarézovy gel. Velikost pora
gelu lze ovlivnit podminkami polymerace a koncentraci akrylamidového monomeru. Aby gel
zpolymeroval, pfidavaji se do roztoku pii jeho pfipravé persiran amonny a N-
tetramethylethylendiamin (TEMED). [50] Pomérem téchto komponent Ize ovlivnit rychlosti
polymerace a velikost sitovani gelu.

Pro detailnéjsi separaci lze pouzit dvourozmérnou elektroforézu, kterd umoziuje
rozlisit az 10 000 proteind ve smési [51]. 2D elektroforéza separuje proteiny na zakladé dvou
ruznych vlastnosti a to podle jejich izoelektrického bodu a déle podle velikosti. Nejprve se
rozdé€luji proteiny v gelu s imobilizovanym pH gradientem podle svého izoelektrického bodu
[52]. Izoelektricky bod odpovida takové hodnoté pH, kdy na zakladé disociace je povrchovy
naboj molekuly neutralni a piestane se pohybovat v elektrickém poli [53]. Izoelektricka
fokusace tak tvofi prvni rozmér. Jako druhy rozmér se provede rozdéleni molekul podle jejich

velikosti pomoci SDS-PAGE [52], jak je popsano vyse.

1.4.3 Stanoveni bilkovin

V soucasnosti existuje fada riznych metod detekce bilkovin. K ziskani co nejlepsiho
vysledku je dulezité zvolit vzdy nejvhodnéjsi detekéni metodu. Metody by mély mit idealné
a intenzitou barveni. Déle by méli byt snadné, rychlé, levné, netoxické a vhodné pro
naslednou analyzu vzorku na hmotnostni spektrometrii. VSechny tyto pozadavky najednou
nespliiuje zadna ze soucasnych metod, proto je nutno vybirat techniky na zakladé typu
vzorku, zvolené metodice a toho, co chceme zjistit. Bilkoviny a peptidy lze detekovat diky
jejich vlastni fluorescenci nebo pomoci ¢inidel. [54]

Bilkoviny jsou biopolymery se schopnosti vlastni fluorescence diky aromatickym
aminokyselinam fenylalaninu, tyrozinu a tryptofanu [55]. Tyto tfi aminokyseliny vSak nejsou
Vv proteinech uplné bézné [55]. Nejcastéji zastoupeny tryptofan ¢ini v proteinech obecné jedno
molarni procento [55], takze fluorescence byva slaba, ale stile detekovatelna. Vlastni
fluorescence bilkovin se méfi v UV oblasti pii 280 nm [55].

Rada dalsich metod pak vyuziva riizna inidla ke kvalitativnimu i kvantitativnimu
stanoveni bilkovin, jako jsou barveni pomoci Coomassie blue, stiibra, médi, fluorescen¢nich

barviv nebo znaceni radioaktivnimi sondami (125|, 32P, e 358, 3H) [54].
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Coomassie Brilliant Blue

Casto vyuzivanou metodou je barveni pomoci organického barviva trifenylmetanu
nazyvaného Coomassie Brilliant Blue. Toto barvivo je znamo Ve dvou modifikacich.
Coomassie R-250 ma c¢ervenou barvu a Coomassie G-250 ma barvu zelenou diky dvéma
dalsim methylovym skupindm ve své struktufe. V kyselém prostiedi se pak tyto barviva
navazi na aminoskupiny proteinti pomoci elektrostatickych a hydrofobnich interakei. [54]

Barviva Coomassie Blue se hojné vyuziva pii vyhodnoceni elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu. Coomassie Blue R-250 se rozpusti v roztoku metanolu ¢i etanolu,
vodé a kyselin€ octové a timto roztokem se gel barvi. Odbarvovani se pak provadi stejnym
roztokem bez rozpusténého barviva. Tento postup vSak neni Gipln€ vhodny ke kvantitativnimu
vyhodnoceni obsahu proteind, protoze v pfitomnosti alkoholu se né&které proteiny mohou
odbarvovat spole¢né s gelem (napt. kolagen). [54]

Ke kvantitativni analyze bilkovin se Coomassie Blue vyuziva pii stanoveni podle
Bradfordové. Vyhodou této metody je, Ze rychlé a jednoduché a dava stabilni kolorimetrickou
odpovéd’. Pii vysokych koncentracich proteinii se vSak stdva prudce nelinedrni. Zbarveni
roztoku je také zdvislé na sloZzeni proteinu, proto je pfi kazdém mcfeni nutné zméfit
standardni fadu roztokd. Pro stanoveni podle Bradfordové se pouziva Coomassie Blue G-250.
[56] Spektrometricky se poté zméfi absorbance na vinové délce 595 nm, z niz je mozno
vypocitat koncentrace proteini.

Vyhodou metod vyuzivajici Coomassie blue je moznost kvantitativniho stanoveni,
nizka cena a reprodukovatelnost. Vzorky barvené Coomassie Blue je mozné pouzit dale na
hmotnostni spektrometrii. Nevyhodami jsou casova ndrocnost barveni, relativné nizka

senzitivita a maly dynamicky rozsah. [54]

Barveni stfibrem

Dalsi ¢asto pouZzivanou technikou je barveni stfibrem. Tato metoda m4 velkou citlivost
v fadech méné nez nanogramu [57]. Citlivéjsi je uz jen radioaktivni znaceni [57]. Cena
reagencii je relativn€ nizka a navzdory vétSimu poctu kroki je tato metoda relativné rychla
[54]. Barveni stiibrem agarosovych gelll podle Kerenyi a Gallyase [58] je sice nejméné citlivé
ale, kompatibilni s hmotnostni spektrometrii. Nejvyssi citlivosti dosahuje barveni stiibrem
podle Bluma a kol [57] a Heukeshovena a Dernika [59][54].

Postup vSech protokold pro barveni stfibrem je obdobny: Proteiny jsou nejdiive
fixovany v gelu nejcastéji roztokem etanolu a kyseliny octové a z gelu je vymyvan detergent

(SDS) a pufr [54]. Pted barvenim se provadi zcitlivéni pomoci thiosiranu sodného, ktery
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rapidné zvysuje citlivost metody a zabranuje tvorbé nerozpustnych soli stfibra [57]. Gel se
poté vlozi do roztoku dusi¢nanu stiibrného s malym mnozstvim formaldehydu, kde se sttibrné
ionty navazuji s funkénimi skupinami proteina [60], formaldehyd slouzi jako fixator.
Nasledné je gel vyvijen roztokem uhli¢itanu sodného opét s malym mnozstvim formaldehydu,
kdy dojde k z¢ernani [54]. Vyvijeni je zastaveno roztokem kyseliny octové [54]. Na gelu by

se mély objevit hnédé az Cerné bandy v misté pfitomnosti proteinii na svétlém pozadi [54].

Fluorescen¢ni barveni

Fluorescen¢ni barviva nabizeji vysokou senzitivitu a spolehlivou kvantifikaci
Vv Sirokém linedrnim dynamickém rozsahu. Vysledky jsou také snadno reprodukovatelné.
Existuje velky vybér fluorescencnich barviv s velkym rozsahem senzitivit a vlastnosti.
Barviva Sypro Orange, Sypro Red a Sypro Tangerine jsou svou citlivosti srovnatelné
s Coomassie Blue, Sypro ruby pak dokéze rozlisit proteiny i v nanogramech. Jesté citlivéjSim

barvivem je Deep Purple. [54]

1.4.4 Stanoveni enzymovych aktivit

Metody uréovani enzymovych aktivit jsou vétSinou zaloZzeny na enzymatickém

rozkladu ptislu$ného substratu [12].

Spektrometrické stanoveni

Pti rozkladu substratu vznikaji typické produkty, které 1ze detekovat a kvantitativné
méfit. Po pfidani vhodnych reagencii k roztoku enzymu a substratu vznika barevna reakce
nebo jsou produkty jiz barevné samy o sobé. Spektrometricky pak lze zméfit absorbanci
vzorku. M¢éfeni vyzaduje kalibraci. Aktivita je pak pfimo Umérna absorbanci roztoku,
respektive mnozstvi rozlozené¢ho substratu. Pii stanoveni aktivity xylanaz, celuldz,
endochitindz, endoglukanaz, laminarinaz, pektinhydroldz, a a-glukuroniddz se méti piirtistek
redukujicich cukrd, které vznikaji jako produkt pfi hydrolyze polysacharidu [39]. Pfi méteni
aktivity xylosidaz, glukosiddaz, mannosidaz, cellobiohydroldz, acetylxylanesterdz, arabinaz a
B-galaktosidaz se stanovuje piirtistek Zlutého p-nitrofenolu a o-nitrofenolu [39]. Zluty p-
nitrofenol se také stanovuje pti méteni aktivit exochitindz [39]. U deacetyldz se stanovuji N-
acetylglukosamidové jednotky, u aktivity proteaz se detekuji barevné zna¢ené aminokyseliny
z azokaseinu [39]. V ptipadé¢ lipaz se ke stanoveni koncentrace pouziva kapalinova

chromatografie HPLC a méfi se ubytek tributyrinu [39].
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Zymografie

Jingym pfistupem je zymografie. Zymografie je nastroj ke studiu hydrolytickych
enzyml na zéklad¢ rozkladu substratu. Timto zpisobem jsou enzymové aktivity piimo
vizualizovany. Biochemicka reakce je méfena na zéklad¢ detekénich metod zalozenych bud’
na vyobrazeni produktu enzymatického rozkladu nebo na vyobrazeni tbytku substratu. Tyto
metody jsou pak vhodné pro vSechny typy hydrolaz reagujicich na biologické substraty, jako
jsou peptidy, proteiny, oligosacharidy, polysacharidy, lipidy i nukleové kyseliny. Zymografie
muze podavat kvalitativni nebo kvantitativni informaci napf. o aktivit¢ enzymu,
molekulovych hmotnostech a pfitomnosti a poctu riznych forem enzymi Vv enzymovém
komplexu zkoumaného vzorku. Soucasné nejvyuzivanéjSim typem zymografie je gelova
zymografie. Hydrolytické enzymy jsou separovany podle své molekulové hmotnosti v
SDS polyakrylamidovém gelu, do n¢hoz byl piidan ptislusny substrat. Hydrolazy jsou pak
detekovany na zaklad¢é jejich schopnosti degradovat substrat v gelu. Gelovou zymografii
nelze vzdy pouzit pro pfesné kvantitativni stanoveni enzymovych aktivit, protoze nckteré
enzymy z celého komplexu se nemusi jevit jako aktivni nebo naopak neaktivni se mohou jevit

jako aktivni. [61]

vzorky

SDS-PAGE (\ gﬁﬂ zymografie

ooooooooo ooooooooa

. PAA gel +
elektroforéza substrat

(xylan)

polyakrylamidovy
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. l ----- barvenf----- l
coomassie kongo
blue cerven
barevné l -~ odbarveni---- l odbarvené
bandy bandy

E
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rozstépen
enzymem
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Obrdzek 5: Porovndni postupu a vysledku elektroforézy a zymografie [62]
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1.45 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) umoziuje ziskat informace o struktufe proteinu, jako
jsou hmotnost peptidu nebo aminokyselinova sekvence. Provedeni se sestava z ionizace
vzorku a hmotnostni analyzy. [51] Peptidy jsou analyzovany na zakladé poméru jejich
hmotnosti a ndboje (m/z), kde je mald pravdépodobnost, ze dva proteiny v databazi daji stejny
vysledek [40].

Vzorek urCeny k analyze na MS byva vétSinou ukotven v gelu po elektroforetické
separaci. Separovany protein v podobé bandu nebo spotu v gelu, je vymyvan zgelu a
rozkladan na mensi peptidy pomoci proteaz. [51, 63]. Nasleduje ionizace vzorku. Vzorek je
pieveden na ionty pomoci ionizacnich technik MALDI (matrici asistovand laserova
desorpce/ionizace) nebo ESI (elektrosprejova ionizace). V piipadé MALDI jsou peptidy
odpareny z matrice kratkym laserovym pulzem a v ptipadé ESI je ptivadén vzorek kapilarou,
ze které je rozprasovan pomoci elektrického pole a tvofi se malé nabité kapicky, z nichz je
odparena tekutina a vznikaji samotné ionty v podob¢ plynu [63].

Nabité ionty vleti do hmotnostniho analyzatoru, ktery je rozlis$i podle hmotnosti a
naboje. Nejpouzivanéjsi hmotnostni analyzatory jsou kvadrupo6lovy analyzator, kvadrupolova
iontova past a TOF (time of flight = analyzator doby letu). Kvadrupdl predstavuji Ctyii
paraleln¢ postavené kovové tyCe na které je pfivedeno stiidavé napéti a tak mezi sebou
vytvareji elektrické pole. Ionty se vtomto poli pohybuji po danych trajektoriich a pfii
zvySovani napéti (a frekvence stfidavého napéti) na tycCich se tyto trajektorie méni, az ionty
opousti oblast kvadrupdlu. Tento d¢j je zavisly na podilu hmotnosti a nédboje iontu. lonty, co
opusti kvadrupdl, jsou detekovany detektorem. Kvadrupolova iontova past zachytava ionty
Vv trojrozmérném elektrickém poli. lonty jsou v pasti fokusovany a jejich pohyb je uvnitt pasti
stabilizovan diky kruhové elektrod¢, na kterou je ptfiveden oscilujici potencial o frekvenci
10° Hz. Zm&nami potencialu v pasti jsou ionty nuceny meénit trajektorii a vylitdvat ven
K detektoru opét v zavislosti na poméru m/z. Vyhodou iontové pasti oproti klasickému
kvadrupodlu je, ze lze Iépe kontrolovat, kdy budou ionty v pasti a kdy vyleti. Hmotnostni
analyzator TOF je jeden z nejjednodusSich analyzatort. Pomér m/z je urCovan podle Casu,
ktery je potfeba k priletu elektrickym polem v trubici dané délky. Pokud maji ionty stejny

naboj, pak iont s mensi hmotnosti doleti k detektoru diive. [63]
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2  CILE A HYPOTEZY

Tato prace se zabyva extracelularnimi xylanolytickymi enzymy anaerobnich bakterii
rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. Cilem je popis enzymového aparatu vybranych
vyznamnych producenti xylanaz, jmenovit¢  Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142),
Butyrivibrio fibrisolvens (Bf 3071) a Pseudobutyrivibrio xylanivorans (JK 170), a jeho
pfipadnd identifikace prostfednictvim proteomickych metod vcetné stanoveni enzymové
aktivity jednotlivych proteind vylucovanych do kultiva¢niho média. Diplomové prace by
méla poskytnout piehled o dosavadnich poznatcich o xylanolytickych bakteriich a enzymech
a tyto poznatky prohlubovat za vyuziti vSech dostupnych prostfedki a ptistrojového vybaveni

laboratofe.

1) Kultivaci &istych sbirkovych kultur anaerobnich bakterii r. Butyrivibrio a
Pseudobutyrivibrio se znamou xylanolytickou aktivitou =ziskat metodou
ultracentrifugace a ultrafiltrace hruby enzymovy prepardt a metodou sloupcové
chromatografie provést separaci proteind.

2) V ziskanych frakcich stanovit obsah proteinii a enzymové aktivity xylanolytickych
enzymu.

3) Metodou dvourozmérné elektroforézy provést mapovani proteint.

4) Pomoci elektroforézy a zymografie vizualizovat enzymy s xylanolytickou aktivitou a
provést denzitometrické vyhodnoceni.

5) U vybranych aktivnich proteinti se pokusit pomoci PMF (peptidového fingerprintingu)
metodou MALDI-TOF osekvenovat enzymy s vyraznou aktivitou a V piipadé ze
budou dostupné v proteinovych databazich, identifikovat je a provést jejich

taxonomické zarazeni.

Anaerobni bakterie osidlujici bachor ptezvykavcl a tlusté sttevo Clovéka, jez jsou
schopny rust na mediu s pfidavkem xylanu, produkuji do extracelularniho prostoru spektrum
proteinli — enzymu s rozdilnou aktivitou, kterou lze riznymi proteomickymi metodami
vizualizovat a méfit.

Pfedpokladame, Zze u zminénych druhti bakterii Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio
bude nalezena xylandzova aktivita a zviditelnény aktivni sloZky enzymového komplexu
pomoci elektroforetickych technik. Tyto aktivni slozky enzymového komplexu podrobené
analyze na hmotnostni spektrometrii mohou a nemusi byt nalezeny v proteinovych

databazich.
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3  PRISTROJOVE VYBAVENI

Vsechna méfeni byla provedena v Laboratofi anaerobni biologie Ustavu Zivo¢isné
fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky. Mezi piistrojové vybaveni laboratofe
nezbytné k vypracovani této prace patii ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman Coulter),
fotometr microplate reader (Tecan Sunrise), spektrofotometr Biomate5 (Thermo Spectronic),
vodni lazen TW12 (Julabo), vortex, sestava pro elektroforézu PROTEAN II Cell (Bio-Rad)
nebo Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad), sestava pro
izoelektrofokusaci Protean IEF Cell (Bio-Rad), laboratorni zdroje Powerpac 1000 (Bio-Rad) a
Powerpac Basic Power supply (Bio-Rad), tiepacka Mini Rocker MR-1 (Biosan), zobrazovaci
zatizeni Molecular imager Gel Doc XR+ a denzitometr Model GS-700 (Bio-Rad), analytické
vahy HA-120M (A&D), centrifuga MIKRO 22R (Hettich), sonikator Vibra cell (Sonics &
Materials) a na Mikrobiologickém ustavu AV CR v Laboratofi charakterizace molekularni

struktury hmotnostni spektrometr Ultraflex 111 TOF/TOF (Bruker Daltinics).

3.1 PROTEAN Il Cell

PROTEAN II Cell je produkt od firmy Bio-Rad. Je to nastroj vhodny k provedeni fady
elektroforetickych technik jako jsou SDS-PAGE, dvourozmérna -elektroforéza, nativni
(nedenaturac¢ni) elektroforéza a agardzova elektroforéza, [64] pficemz jde vzdy o jejich
vertikalni uspofadani. Gely se pfipravuji o velikostech 16x16 cm nebo 16x20 cm [64]. Vétsi
gely (20 cm) nabizeji lepsi rozliSeni. Najednou lze spustit separaci na dvou ploSnych gelech ¢i
na 16 trubicovitych gelech. [64]

Sestava PROTEAN II obsahuje stojan se dvéma vétSimi a dvéma menSimi sklenénymi
deskami, ¢tyfmi svorkami, ¢tyfmi spacery (vymezuji kraje gelu), hfebinky a kartu k zarovnani

spacert, chladici jadro, nddobu na pufr a k ni viko s vodic¢i pro ptipojeni ke zdroji.
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Obrazek 6: Sestava PROTEAN Il Cell (Bio-Rad): 1. nadoba na pufr, 2. viko s pripojenymi vodici, 3.
chladici jadro s pripojenou "sendvicovou" formou na plosny gel, 4. stojan drzici formou na gel
(skladajici se ze skel, spacerii a svorek), 5. stojan na trubicove gely, 6. Svorky, 7. Skla, 8. karta
K zarovndni spacerii [64]

Pti provadéni elektroforézy se nejdiive pripravi gely. K ptipraveé geli slouzi stojan, do
n¢hoZ se usadi a Srouby upevni forma na gely. Forma se slozi ze dvou skel (mensi vnéjsi a
vétsi vnitini pro usnadnéni pfipravy gelu) mezi které se na pravy a levy okraj vloZi spacery
pro vymezeni okraji a tloustky gelu (az 1,5 mm [64]). Takto pfipravena skla se k sobé
pritdhnou a zajisti pomoci svorek s utahovacim Sroubem, nezpolymerizovany gel pak nemuze
vytéct. Pfed Gplnym utdhnutim skel k sobé se pomoci karty vyrovnaji pozice spacert. Takto
pfipravena forma se naplni gelem a mezi skla se vsunou hiebinky k vytvoteni jamek navrchu
gelu, kam se poté pipetuji vzorky. Kdyz gel zpolymerizuje, upevni se s celou formou
k chladicimu jadru. Chladici jadro chrani pied tepelnymi fluktuacemi béhem elektroforetické
separace [64]. Jadro je piipojeno k nadobé s cirkulujici chladici kapalinou nebo jen naplnéno
kapalinou bez cirkulace. Jako chladici kapalina je doporucen roztok glykol:voda v poméru
20:80 nebo jen voda, soustava PROTEAN II nesmi piijit do styku s organickymi rozpoustédly
[64]. Chladici jadro s pfipevnénymi formami s gely se vlozi do nadoby s pufrem a taktéz se
zalije pufrem. Cela sestava se uzavie vikem a tak se uzavie elektricky obvod. Vodi¢e se musi
ptipojit k laboratornimu zdroji, na némz se nastavi ¢as a hodnota napéti podle typu a velikosti

gelu [64].
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3.2 PROTEAN IEF

PROTEAN IEF Cell je produkt od firmy Bio-Rad. Provadi izoelektrofokusaci proteint
jako prvni rozmér 2D -elektroforézy. Izoelektrofokusace (IEF) probihda na prouzcich s
imobilizovanym pH gradientem (IPG prouzky). Lze preddefinovat pribéh separace. Separace
muze byt rozdélena do 10 krokt, kde kazdy krok ma nadefinovanou hodnotu napéti, tendenci
zmény napéti a trvani Casového useku.[65] Nadefinovani vlastni metody umoziuje
optimalizovat kazd¢ izoelektrofokusacni déleni.

Systtm PROTEAN IEF se sklada ze zdroje (rozsah napéti 50 V - 10 kV) s
Peltierovym c¢lankem pro kontrolu teploty, dvanéctidrazkovych rehydrata¢nich/ekvilibra¢nich
desti¢ek a dvanactidrazkovych fokusa¢nich desticek. [65] IPG prouzky se nejdiive rehydratuji
v rehydratacnich/ekvilibracnich destickdch pomoci pufru se vzorkem. Poté se pfenesou do
fokusacnich desti¢ek, destiCka se uzavie a piipoji se ke zdroji s nastavenym piisluSnym
programem izoelektrofokusace.

Béhem izoelektrofokusaci prochazi gelem snanesenymi vzorky elektricky proud.
mélo negativni vliv na vysledek. Stalou teplotu udrzuje proto Peltieriiv ¢lanek umistén piimo

pod fokusa¢nimi destickami.

Peltierav ¢lanek — [ )
]—/[,f alfanumericka klavesnice
PROTEIN [EF Caill = =3 —
o — ~
displej B I~
— -
] -

m—— indika¢ni dioda

Obrazek 7: PROTEAN [EF predni panel s displejem, v horni casti je Peltieriiv ¢lanek s konektory pro
elektrody. Prevzato z [65]

start, stop, pauza

ovladani displeje —T™

Peltieriv ¢lanek pracuje na zaklad¢ Peltierova jevu. Zakladni jednotka tohoto ¢lanku
je tvofena dvéma riznymi typy polovodi¢l, jeden typu N a druhy typu P, propojenymi
spojovacim mustkem. Pokud timto ¢lankem protéka elektricky proud aplikovany na spojovaci
mustek, dochazi k pfesouvani nosic¢li naboje a nasledné jejich nerovnomérnému rozmisténi a

vytvofeni napéti na ¢lanku. U polovodict typu N jsou nositelem ndboje volné elektrony a u
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polovodict typu P jsou nositeli ndboje diry. V obou pfipadech tyto nosi¢e ndboje putuji
smérem ke zdroji napéti. Dilezité jsou poté zmény napéti na obou koncich polovodict, kde
vznika tzv. kontaktni napéti. Odvedenim elektronti a dér od spojovaciho mistku klesd v misté
kontaktu polovodict a spojovaciho mitistku pocet volnych nosicli naboje a tim se tam snizuje
kontaktni napéti a tak klesa teplota spojovaciho mustku. Na druhém konci polovodi¢t dochazi
k opa¢nému jevu a tato ¢ast se zahtiva. Peltiertiv ¢lanek tedy z jedné strany chladi a z druhé se

zahiiva. [66]

odvod tepla
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Obrazek 8: Schéma Peltierova c¢lanku. Schéma prevzato a upraveno z [67]

IPG prouzky (SERVA IPG BlueStrips) tvoii podpirny film (GEL-FIX™), na ném? je
kovalentné¢ navazan akrylamidovy gel s imobilizovanym pH gradientem. Prouzky jsou
dehydratovany a pied pouzitim se musi rehydratovat prisluSnym pufrem, jehoz slozeni zavisi
na pouzité metod¢ (IEF nebo 2D elektroforéza) a také na aplikovaném vzorku. Rozmezi pH
gradientu je natisknuto na prouzku a lze vybirat z nékolika moznosti, s linearnim gradientem
pH jsou to 3-10; 4-7; 6-10; 3-6 a s nelinearnim gradientem pH 3-10, kde v rozmezi pH 5-7 je
platd s vyssim rozlisenim. [65] PROTEAN IEF umoziuje pouzit dva rozméry IPG prouzki s
délkou 7 cm nebo 17 cm. Délka prouzku a gradient pH se vybira podle mnozstvi vzorku, typu
vzorku a poZzadovaného rozliSeni metody. IPG prouzky maji svou dobu exspirace a skladuji se
pii -20 °C pro zachovani svych vlastnosti [65]. Kazdy IPG prouzek ma na sobé nati§tény svij
jedineény ciselny kod, proto je snadné je odliSit 1 pfi pokusech provadénych ve vétsich

mnozstvich.
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Obrdzek 9: Drazkové desticky na IPG prouzky [65]

3.3 Molecular imager Gel Doc XR+

Molecular imager Gel DocTM XR+ je zobrazovaci zafizeni pro laboratorni ucely od
firmy Bio-Rad. Je vhodny pro analyzu elektroforetickych geli, kde je schopen zobrazit
obarvené struktury, detekovat fluorescenci vzorku a provadét kolorimetrii a denzitometrii
[68]. Zafizeni je nutno piipojit K pocita¢i s nainstalovanym softwarem Bio-Rad Image Lab,
ktery umoznuje zobrazeni, zpracovani a analyzu obrazu a vkladani komentait. Hlavni
komponenty samotného zafizeni jsou CCD (charge-coupled device) kamera, systém cocek,

zdroje zafeni, emisni filtry, kryt a Image Lab software.

Obrazek 10: Molecular imager Gel Doc XR+(foto autor)
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3.3.1 CCD kamera

Pomoci CCD kamery je zachytavan obraz v realném c¢ase, coz napomaha piesné
nasmérovat a zaostfit obraz [68]. Kamera je umisténa v horni ¢asti vné krytu pfistroje, obraz
je tak sniman pfimo shora. Rozliseni CCD ¢ipu je zde 1392 x 1040 pixelt, tedy 1,4 MPX.

Charge-coupled device (CCD) je jinak feCeno zafizeni reagujici na elektricky naboj.
Elektricky naboj je zde vyvolan dopadajicim elektromagnetickym zafenim na zaklad¢
fotoefektu. Na kfemikovy povrch dopadaji fotony a z atoma kiemiku se uvolnuji elektrony.
Elektrony pak putuji smérem ke kladné elektrodé, ktera je odd¢lena izola¢ni vrstvou kiemene
SiOy, ktery volné elektrony zachycuje. Kazda kladna elektroda vytvaii jeden pixel. Signal se
pak sbira ze vSech pixelu tak, Ze na elektrodach se posouva kladny naboj a s nim se piesouvaji
1 elektrony az do termindlu na konci Cipu, kde se vytvari signél z ptichazejicich elektrond.
[69]

Elektronicky ovladatelna pohybliva ¢ocka kamery umoziuje piiblizeni, zaostieni a
nastaveni velikosti clony. Gel Doc XR pouziva ¢oc¢ku s nastavitelnou ohniskovou vzdalenosti
8,5 — 51 mm a clonovym ¢islem F/1,2 [68] (ohniskova vzdalenost/primér ¢ocky). Clonové
¢islo neboli svételnost vyjadiuje vztah mezi svételnym tokem ¢ockou a hloubkou ostrosti.
Pokud je ohniskova vzdalenost mala, pak je i clonové ¢islo malé a objektivem prochézi vice
svétla na tkor malé hloubky ostrosti. Pokud je naopak ohniskovéa vzdalenost velka, clonové
¢islo je také velké a objektivem prochazi méné svétla, ale naopak ziskdme velkou hloubku
ostrosti. Z toho vyplyva, ze pfi zaostfovani obrazu se vzdy hleda kompromis mezi zminénymi

parametry pomoci zmény ohniskové vzdalenosti.

3.3.2 Zdroje zareni

Celé¢ zatizeni Gel Doc XR je uloZeno v krytu Universal Hood II, ktery je svétlotésny a
tak nahrazuje temnou komoru. Je tedy moZné zachycovat 1 fluorescenci nebo
chemiluminiscenci zobrazovanych vzorkd. V krytu jsou zabudovany dva zadkladni zdroje
zateni: epi-ilumina¢ni zdroj bilého svétla a trans-iluminaéni zdroj ultrafialového (UV) zafeni.
Zdroj UV zéteni se sklada ze Sesti lamp vyzatujicich zatfeni o 302 nm, 254 nm nebo 365 nm.
Voliteln¢ se daji taky pfidat trans-iluminacni zdroj bilého svétla nebo konverzni stinitko pro
bilé svétlo. [68] Konverzni stinitko slouzi k ptevedeni UV zafeni na bilé svétlo. DalSimi

doplitkky mohou byt emisni filtry pro rizné typy vzorkovych barviv.
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Obrdzek 11: Schéma iluminace v Gel Doc XR+

3.3.3 Software Image Lab

Image Lab je software pro dokumentaci, analyzu a zpracovani obrazového zaznamu z
elektroforézy nebo blotovani. Umoziuje analyzu molekulovych hmotnosti a kvantifikaci
vzorkd. Software dokaze analyzovat Sirokou $kalu biologickych dat zviditelnénych riznymi
metodami barveni nebo fluorescencni vzorky. Pro jejich analyzu Ize vybrat z pfednastavenych
protokoll nebo vytvofit vlastni. Data jsou zobrazena jako Sedotonovy nebo barevny obrazek.
Kazdy zobrazeny pixel ma tfi soufadnice, X a Y vyjadiuji polohu v obraze a soufadnice
Z reprezentuje intenzitu pixelu. 2D obraz se pak da zobrazit i jako 3D reliéf. [70]

Program pracuje v n€kolika krocich. Nejdfive je potieba ziskat obraz ze zobrazovaciho
zatizeni (Molecular Imager Gel Doc XR). Ziskany obraz poté vétSinou vyzaduje optimalizaci.
Mezi zakladni nastroje UGpravy obrazu patii zména velikosti a zakfiveni, otoCeni a {iprava
barvy, kontrastu a svétlosti. Dale jsou k dispozici funkce uzplsobené piimo pro konkrétni
metody analyzy vzorkl.. Na gelech z elektroforézy mohou byt detekovany jednotlivé drahy
separace vzorkll a v nich bandy sriznou citlivosti detekce. VSe lze nastavit ruéné nebo
programem automaticky. Nasledné lze vyuzit nabizené analytické nastroje, kterymi jsou
vypocet molekulové hmotnosti ¢i isoelektrického bodu podle standardu, méfeni objemu,
vzdalenost bandl od poc¢atku, kvantifikace bandii [70]. Pomoci denzitometrie dokaze software

mefit skutecné nebo relativni mnozstvi vzorku, uréit jejich maximalni, celkovou nebo
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pramérnou hodnotu a zobrazit tyto hodnoty v grafu pro kazdou drahu vzorku nebo samotny
band. Mnozstvi neboli objemu vzorku se vypocte podle (1) [71]

V=X, 1)
kde V je objem vzorku v bandu, |; je intenzita neboli hodnota soufadnice Z i-tého pixelu,
ktery je soucasti bandu a S; je plocha pfislusného i-tého pixelu. Na zdklad¢ intenzity pixell a
plochy bandu dostaneme tedy objem vzorku v daném bandu. V porovnani s ostatnimi bandy
lze dostat relativni hodnoty, kde je vétsi nebo mensi mnozstvi vzorku. Podle standardu mutize
byt spoc¢teno i skuteéné mnozstvi vzorku. [71]

Vsechny vysledky pak 1ze ulozit do jednoho textového souboru (report) a obrazky

vyexportovat v riznych obrazovych formatech.

3.4 Imaging Densitometer Model GS-700

Imaging Densitometer Model GS-700 od firmy Bio-Rad je scaner pro zobrazovani
vysledku gelové elektroforézy za pomoci softwaru Quantity One. Zatizeni nabizi dva zpisoby
zobrazovani a to reflexni pro neprhledné vzorky a transmisni pro prihledné vzorky.
Rozlieni obrazu je nastavitelné v rozmezi 25 — 1200 dpi. Zdrojem zafeni je bila fluorescenéni
lampa s tfemi RGB filtry pro pfipadné nastaveni vlnové délky zareni, které je detekovano
CCD senzory. [72] Software Quantity one je nizsi verze softwaru Image Lab zminéného vyse

a nabizi obdobné funkce.

Obrdzek 12: Imaging densitometer Model GS-700 (foto autor)
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3.5 Thermo Spectronic Biomate 5

Spectronic Biomate 5 je zafizeni od firmy Thermo Electron Corporation. Jde o
miizkovy UV-VIS spektrofotometr vhodny k analyze nukleovych kyselin, proteint, kinetiky
enzymovych reakci a méfeni s vice vinovymi délkami. Pfeprogramované metody nabizi
vypocet koncentrace DNA, sestaveni kalibracni kiivky pro proteiny za pouziti riznych
reagencii (Bradford, Lowry, BCA (bicinchoninic acid) nebo Biuretova reakce), ptimé méteni
koncentrace dsDNA, ssDNA, RNA a oligonukleotidd, sledovani rustu bunék a urCovani
molekulové hmotnosti nebo teoretické teploty tani (potiebnd k provedeni PCR)
oligonukleotidi. Parametry téchto metod Ize nastavit ru¢né ¢i naprogramovat vlastni metodu
méfeni. [73]

Spectronic Biomate 5 vyuZiva dvoupaprskovy opticky systém, ktery zajistuje
dlouhodob¢ stabilni méfeni pii pouziti referenéniho vzorku méniciho se S casem. Jeden
paprsek prochazi méfenym vzorkem a druhy prochazi slepym vzorkem, ktery slouzi jako
reference. Vzorek a reference jsou tak méteny soucasné pii kazdém dal§im méteni. Jako zdroj
zateni je pouzita deuteriova a wolframova vybojka s rozsahem vinovych délek 190 — 1100
nm. Pro riznd méfeni jsou vybirany rizné vinové délky pomoci monochromatoru. Jako
monochromator zde slouzi difrakéni mfizka s pfesnosti vybéru vinové délky az 1 nm. Ve
vzorcich lze méfit absorbanci, transmitanci nebo koncentraci latek. Vysledky se poté

zobrazuji na grafickém displeji. [73]

zrcadlo

deuteriova f§ wolframova reference
RS vpboja zrcadlo
fotodioda
vystup
fler zpracovani E
; { dat s
vystupni 2
vstupni $térbina vlnova délka (nm)
$térbina | ’Tﬂ
| I fotodioda
difrakéni déli¢ —
miizka svazku

Obrazek 13: Zjednodusené schéma spektrofotometru. Prevzato z [74]
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Princip méfeni absorbance, transmitance i koncentrace je zalozen na Lamber-Beerové

zakong¢. Jde o urCeni absorbance zavislé na vlastnostech materialu:
A=-logT=¢-c-1 (2
kde A je absorbance materialu, T je transmitance materidlu, ¢ je absorp¢ni koeficient zavisly

na vlnové délce a daném materialu, ¢ je koncentrace absorbujicich ¢astic a | je délka

absorp¢ni drahy.
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4  METODY

Kultivaci anaerobnich bakterii rodu Butyrivibrio produkujicich do vnéjsiho prostiedi
aktivni xylanolytické enzymy byl ziskan hruby enzymovy vzorek. Zahustény vzorek byl
purifikovan a separovan na hmotnostni frakce pomoci gelové chromatografie na
SEPHADEXu G-25 a SEPHADEXu G-75. U jednotlivych frakci bylo stanoveno mnozstvi
bilkovin metodou podle Bradfordové a stanovena xylanazova aktivita spektrofotometrickym
méfenim zbytkovych sacharidii v hydrolyzatu substratu s ¢cidlem PAHBAH. Precisténé frakce
s obsahem proteinit byly poté elektroforeticky separovany pomoci 1D a 2D SDS-PAGE a
proteiny vykazujici xylanolytickou aktivitu byly vizualizoviny metodou zymografie
s ptidavkem CM xylanu v polyakrylamidovém gelu. Vyrazné hmotnostni a aktivni bandy
z gelt elektroforézy a zymografie byly denzitometricky zméfeny, vyfezany z gelii a pouzity
pro hmotnostni analyzu peptidovych fragmenti pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-

TOF/TOF.

4.1 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany v prostiedi co nejpodobnéj$im jejich ptirozenému prostiedi
rastu. Tomu byly piizptisobeny kultiva¢ni techniky. Kultivace v kultivatnim médiu probihala
pti 39°C. Kultivacni médium pro xylanolytické bakterie zijici v travicim traktu prezvykavct
by mélo napodobovat sloZeni obsahu bachoru. Xylanolytické bakterie jsou anaerobni, proto je

nutné zajistit, aby kultivaéni medium neobsahovalo kyslik. Nakultivované bakterie mohou byt

skladovany zmrazené né€kolik mésict.

4.1.1 Priprava kultivacniho média [T5]

Na jeden litr média bylo smichano:

o Kvasnicovy extrakt 0549
o Bacto-casein 290

o Mineralni roztok I 38 ml
o Mineralni roztok II 38 ml
o VFA mix 3,1 ml
o Resazurin (0,1 %) 0,5 ml
o Mikroelementy 0,5 ml
o Vitaminy 2ml
o Substrat 49
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o Voda 808 ml

Roztok byl ptiveden k varu a po vychladnuti byly ptidany:
o Hemin 10 ml

o Bachorova tekutina 100 ml

Pokud bylo tieba, pH bylo upraveno na hodnotu mezi 7,1 — 7,3. Jako posledni byly pfidany:
o Cystein 059
o NaHCO; 49

Probublavanim dusikem a oxidem uhli¢itym po dobu 1 hodiny byl odstranén z roztoku kyslik.
Poté bylo medium pfevedeno do lahvi a jesté¢ 20 minut probublavano Nz a CO,. Kultiva¢ni

nadoby NTS byly vzduchotésné uzavieny a medium vysterilizovano v autoklavu.

Obrazek 14: Probublavani média dusikem a oxidem uhlicitym (foto autor)

SloZeni roztoku:

Hemin: 50 mg heminu, 1 ml IN NaOH, zaht4at a doplnit vodou na 100 ml

Mineralni roztok I: 6 g K,HPO4 na 1 1 H,O

Mineralni roztok II: 12 g NaCl; 12 g (NH4),SO4; 6 g KHSOy4; 1,2 g CaCly; 2,5 g MgSQO,4-7H,0
nallH,O

Mikroelementy: 253 mg NiCl,; 333 mg H3PO,4; 500 mg Na,MoQ,4-2H,0; 11 g FeSO,4-7H,0;
500 mg MnSO44H,0; 500 mg ZnSO47H,0; 253 mg CuSO45H,0; 253 mg

29



CoCl,6H,0; 100 g chelatonu I; 100 mg Kal(SO,),-12H,0; 253 ml 5N NaOH; na 1 |
H,0; koncentrovanou HCI doladit pH na 7,0

Vitaminy: 200 mg pyridoxin (B6), 200 mg Riboflavin (B2), 200 mg Nikotinamid, 200 mg
tiamin (B1), 200 mg kyselina pantotenova (B5), 1 mg kyselina p-aminobenzoova,
0,5 mg biotin, 0,5 mg kobaltin, 5 mg acidum folicum

Mix tékavych mastnych kyselin (VFA): 10 ml metylbutyratu, 170 ml kyseliny octové, 60 ml
kyseliny propionové, 40 ml kyseliny maselné, 10 ml kyseliny valerové, 10 ml kyseliny
isovalerové, 10 ml kyseliny izoméselné, 100 mg kyseliny fenyloctové, 100 mg

kyseliny fenylpropionové

4.2 lzolace extracelularnich enzymi
Po kultivaci bakterii jsou extracelularni enzymy soucasti kultivaéniho média. lzolace
enzymu z bakterialni kultury byla provedena pomoci ultracentrifugace a ultrafiltrace. Takto

ptipraveny vzorek je jiz vhodny ke zpracovani a analyze.

Pouzité pristroje:

Ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90K ultracentrifuge

Separace bunék byla provedena odstiedénim na ultracentrifuze v kyvetach o objemu
250 ml pii 4°C rychlosti 15000 RPM po dobu 45 minut. Vznikly supernatant byl poté
preveden do ultrafiltraéni cely a 20x =zahustén pod tlakem helia 300 kPa na
polyethersulfonové membrané s cut-off 10 kDa. Po celou dobu zahu$tovani byla cela

chlazena ledem.

Ultrafiltra¢ni cela model 8400 od firmy Amicon
Kapacita 400 ml
Minimalni pouzity objem 10 ml
Plocha membrany 41,8 cm?
Maximalni pouzitelny tlak 530 kPa
Maximalni diafiltra¢ni tlak 390 kPa

Ultrafiltra¢ni membréana firmy Amicon

Material polyethersulfon
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Primér 76 mm

Cut-off 10 kDa
Membrana byla uchovéna v 0,02% roztoku azidu sodného. Pii pouZiti nové membrany bylo
poticba membranu oplachnout v destilované vod¢é a nechat po dobu 1 hodiny namoc¢enou
V pribézné vymeéinované destilované vode€, nebot’ membrana je konzervovana glycerinem a

azidem sodnym.

4.3 Frakcionace a purifikace

Izolovany vzorek stdle obsahuje kromé cistého bilkovinného enzymu také tadu
nedistot, nejcastdji sacharidy nebo zbytky bachorové tekutiny. Cisty vzorek byl ziskan
purifikaci hrubého enzymového preparatu pomoci gelové filtrace na SEPHADEXu o dvou

rtiznych velikostech portt matrice G-25 a G-75. Cisty vzorek byl sbiran do fady frakei.

4.3.1 Chromatograficka gelova filtrace

Gel byl pripraven ze SEPHADEXu, coz je dextran s navazanym epichlorhydrinem
v zasaditém prostfedi [47]. Castice vzniklého gelu jsou malé krupicky, které tvoii matrici s
ruzné¢ velkymi poéry podle své velikosti. SEPHADEX G-25 tvoii poéry pro molekuly o
maximalni relativni molekulové hmotnosti 5000 a SEPHADEX G-75 je pro molekuly o
maximalni relativni molekulové hmotnosti 80000, mensi molekuly jsou v gelu zpozd'ovany a
vetsi molekuly neprojdou. Necistoty ve vzorku vétSinou byvaji vetsi molekuly ¢i castice, které

gelem neprojdou, a na konci dostaneme cisty bilkovinny vzorek.

Potiebné chemikalie:
e SEPHADEX G-25 nebo G-75 v praskovém stavu
e Pracovni pufr: 50mM Tris HCI ph=8,0
e Blue Dextran
e 0,1 M NaOH

1) Priprava SEPHADEXu a chromatografické kolony
PraSkovy SEPHADEX nabobtnal v pracovnim pufru pfi 20°C po dobu 3 hodiny nebo pii
90°C po dobu 1 hodiny. Mnozstvi pufru musi byt mnohonasobné¢ vétsi nez je hmotnost
prasku. Pro typ G-25 minimaln¢ pétkrat veétsi mnozstvi pufru, pro typ G-75 minimalné

desetkrat vétsi mnozstvi pufru. V zavislosti na velikosti kolony bylo pfipraveno mnozstvi
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gelového SEPHADEXu podle Tabulka 1. Zbyly SEPHADEX Ize skladovat v dostatecném

mnozstvi pufru pti 4°C az nékolik tydnt.

Tabulka 1: Objem vzniklého gelu pfi nabobtndni 1 g praskového SEPHADEXu

SEPHADEX Hmotnost praskového Objem gelového
G-25 19 4-6 ml
G-75 19 12-15 mi

Kolona o pozadovaném objemu (pouzita 15ml) byla promyta pracovnim pufrem a upevnéna
na stojanu do svislé polohy. Poté byla plnéna cistym gelovym SEPHADEXem. Gel je tfeba
nalit tak, aby byl zcela homogenni v celém objemu, dat pozor na necistoty, lokéalni zhusténi, ¢i
bubliny. Kolona byla naplnéna gelem cca 2 ¢cm pod horni okraj, nad gelem musi zustat
minimalné jeden centimetr pufru. Poté byla uzaviena a nechala se promyt pufrem, ktery byl

nasavan ze zasobni nadoby umisténé nad trovni kolony.

2) Elucni objem a cas
Pred samotnou separaci byl zméfen eluéni objem a Cas kolony, tedy ¢as za ktery opusti
kolonu prvni proteiny. K tomuto ucelu byl pouzit Blue Dextran, modra latka ktera nijak
neinteraguje s kulickami SEPHADEXu a lehce je obtee. Pro zméfeni elucniho Casu byl
zaznamenan c¢as, kdy je Blue Dextran aplikovan do kolony a ¢as, kdy vytece. Elucni objem
byl ur¢en obdobné zméfenim objemu od aplikace latky do jejiho vyplaveni. Podle typu
SEPHADEXu a kvality nalit¢ho gelu mtze byt elucni ¢as 10 — 60 minut, elu¢ni objem se

zpravidla rovna objemu kolony.

3) Gelovad filtrace a separace
Do kolony byl aplikovan 1 ml vzorku. Dle elu¢niho Casu bylo odhadnuto, kdy doputuji
nejrychlejsi proteiny piiblizné¢ do poloviny objemu kolony. V ten moment se zacaly sbirat
frakce. Podle rychlosti vytékani kolony byly ménény zkumavky, do kterych se sbirali
jednotlivé frakce. Zkumavky byly ménény ve stejnych intervalech. Sbirany byly frakce o
objemu 1 — 4 ml. Cim véti frakce jsou, tim méné miiZze byt vzorek separovan. Sbirano bylo
7 — 15 frakeci. Do posledni frakce byl sbirdn vétSi objem, aby byly zachyceny i nejmensi

proteiny, kterym trva priichod kolonou mnohem déle.

4) Ukonceni separace
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Po skonceni sbirani frakci byla kolona promyta dvéma objemy 0,1M NaOH a op¢t
ekvilibrovana 2 — 3 objemy pracovniho pufru. Tim byl gel v kolon¢ proc€istén a pfipraven na

dalsi separaci.

4.4  Stanoveni koncentrace bilkovin
V sesbiranych frakcich z gelové filtrace bylo stanoveno mnozstvi bilkovin pomoci
barevné reakce Cinidla Bradfordové s proteiny. Frakce bez obsahu bilkovin byly poté

vytazeny.

4.4.1 Stanoveni bilkovin metodou Bradford [56]

Metoda podle Bardfordové je zaloZena na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue
G-250 s bilkovinami. Reakce Coomassie blue s bilkovinu ma pak absorpéni maximum pii
595 nm. Zméfenim absorbance pii této vinové délce, 1ze pomoci kalibracni kiivky urcit

koncentraci bilkovin v roztoku.

Pouzité ptistroje:

fotometr Tecan Sunrise microplate reader

Potiebné roztoky:
e Bradfordovo ¢inidlo: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpusténo v 50 ml
metanolu s piidavkem 100 ml 85% H3PO,4 doplnéno vodou do 200 ml (skladuje se
V temnu pii 4°C)
e Pracovni roztok: Bradfordovo ¢inidlo nafedéné vodou v poméru 1:4 (¢inidlo:voda)

e Standard BSA o koncentraci 2000 pg/ml

Do popsanych zkumavek pfisluSnou koncentraci byla pfipravena standardni
koncentraéni fada podle Tabulka 2. Standardni roztoky lze zmrazené uchovavat v mrazaku a
pfed méfenim vZdy nechat jen Gplné€ rozmrazit.

Podle poctu vzorkt standardu a po¢tu neznamych vzorkt bylo do jamek mikrotitra¢ni
desticky napipetovano 200 pl pracovniho roztoku pro kazdy vzorek. Métfeni vzorkd bylo
provedeno v dubletu, kazdému vzorku byly tedy pridéleny dvé jamky. Do pracovniho roztoku
byly poté ptidany 4 ul vzorku. Nejdfive byla ve dvou fadach pipetovana standardni fada od

nejnizs$i koncentrace po nejvyssi a do dalSich fad opét v dubletu zkoumané vzorky. Smeés
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pracovniho roztoku se vzorky byla v mikrotitra¢ni desticce dobie promicha a nechala se par
minut (2 — 5 min) odstat. Poté byla na spektrometru zmétena absorbance vzniklého modrého

zbarveni roztok pii 595 nm.

Tabulka 2: Koncentracni fada standardniho roztoku BSA

Koncentrace
0 250 500 1000 1500 2000
[ng/mi]
BSA
0 0,125 0,250 0,500 0,750 1
[mi]
H,O
1 0,875 0,750 0,500 0,250 0
[mi]

Namétené hodnoty absorbanci byly dale zpracovany. Protoze vSechny vzorky byly
meéfeny v dubletu, bylo potfeba nejdiive vypocitat pramér vzdy dvou Ccisel piislusejicich
jednomu vzorku a s témito priméry se dale pracovalo. K vyhodnoceni vysledku byla nejprve
sestavena kalibra¢ni kiivka. Kalibra¢ni kiivka je zavislost absorbance na koncentraci proteinu
a kjejimu sestaveni byly pouzity naméfené hodnoty absorbance piislusné koncentracim
koncentra¢ni fady BSA. Vynesené body v grafu byly prolozeny linearni spojnici trendu. Mira
spolehlivosti kiivky by se méla, co nejvice blizit ¢islu jedna, ¢im men$i bude hodnota
spolehlivosti, tim mensi bude ptesnost vypoétu. Z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky byly poté
dopocitany koncentrace proteint ptislusejici naméfenym absorbancim u zkoumanych vzorki.
Pokud je vysledna koncentrace zaporna ¢i nulova, znamena to, Ze proteiny se ve vzorku

nevyskytuji. Kladna ¢isla udavaji koncentraci proteinu ve vzorku v jednotkach pg/ml.

4.5 Stanoveni enzymovych aktivit

Ve frakcich byla zméfena xylandzova aktivita pomoci reakce s ¢inidlem PAHBAH.
Na zékladé naméfenych aktivit byly opét vyfazeny frakce, ve kterych se Zadna enzymova

aktivita neprokézala.

4.5.1 Stanoveni xylanazove aktivity- PAHBAH [76]

Stanoveni je =zaloZzeno na spektrofotometrickém méfeni pfirastku koncentrace

redukujicich skupin v hydrolyzatu polysacharidu. Enzym §tépi substrat, jehoz §t€pné produkty
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reaguji s ¢inidlem PAHBAH za vzniku barevné reakce. Aktivita enzymu je pak urCena

Z absorbance téchto roztoku.

Pouzité pristroje:

Vortex VELP Scientifica

Centrifuga K23D

Vodni lazen Julabo TW12
Spektrofotometr Thermo Spectronic Biomateb
Potiebné roztoky:

e Fosfatovy pufr, 100 mM, pH=7

e 0,5% substrat- CM-xylan

e PAHBAH (hydrazid kyseliny 4-hydroxybenzoové) ¢inidlo: 5g PAHBAHu ve 100 ml
0,5N HCI (skladuje se v temnu pii 4 °C)

e Pracovni roztok (vzdy Cerstvy): 1 objem PAHBAH + 4 objemy 0,5N NaOH

e 0,3M ZnSO4

e 0,3M Ba(OH);

Do vsech zkumavek bylo napipetovano 0,14 ml fosfatového pufru, 0,07 ml substratu a
0,07 ml enzymu. Slepé vzorky byly poté ihned zastaveny piidavkem 0,28 ml Ba(OH), a 0,28
ml ZnSQO,, dale byly zvortexovany a dali se stocit do ultracentrifugy na 10 min pti 4000 RPM.
Zbylé vzorky byly inkubovany ve vodni lazni po dobu 60 min pi#i 40 °C. Po inkubaci byly
vzorky obdobné zastaveny ptidavkem 0,28 ml Ba(OH); a 0,28 ml ZnSO,, vortexovany a daly
se stocit do centrifugy na 10 min pti 4000 RPM. Po stoceni vSech vzorki bylo odebrano 0,3
ml vzniklého supernatantu do nové sady zkumavek a do vsech bylo pfidano 0,9 ml
pracovniho roztoku PAHBAHu. Vzorky byly zvortexovany a zahiivany ve vodni lazni po
dobu 10 min pi#i 100 °C. Pokud po zahtati vznikla ve vzorcich srazenina ¢i zéakal, coz by
zpusobilo chybu spektrometrického méteni, byly vloZeny na cca 2 minuty do centrifugy pii
2500 RPM, aby se srazenina usadila. Takto pfipravené vzorky byly pielévany do kyvet
(uvzorkd se srazeninou pouze supernatant). Absorbance vzniklého zabarveni vzorkd byla
meéfena na spektrofotometru pii vinové délce 410 nm.

Kalibra¢ni fada byla ptipravena jako roztoky xylosy a pracovniho roztoku PAHBAHu
(10x nafedény vodou) o koncentracich cukru 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pg/ml.
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Urceni enzymové aktivity je otazkou nasledného zpracovani naméfenych absorbanci
roztokli. Naméiené hodnoty absorbance pro triplet kazdého vzorka byly zprimérovéany a
stejné tak dublety slepych vzorkd. Od kazdého vzorku byla odeétena hodnota absorbance
slepého vzorku, abychom dostali hodnoty absorbanci odpovidajici pouze aktivité enzymi.

Z téchto hodnot byla poté vypoctena dle daného vzorce (3) aktivita enzymu

aktivita = A(410) - k- x-1l/t, (3)

Kde a je enzymova aktivita v tomto piipadé udavana v jednotkach pug/ml/h, A(410) je
primérna absorbance vzorku pti 410 nm, k je smérnice kalibra¢ni ptimky (k = 0,0422), x je
fedéni roztoku vzorku (12x), | je sitka kyvety v cm (I=1 cm) a t je doba inkubace v hod
(t=1 hod).

V ptipadé zaporného ¢i nulového vysledku nejsou ve vzorku zadné aktivni enzymy.
Zavyznamnou aktivitu a spolehlivy vysledek se povazuje, kdyz absorbance daného

neznamého vzorku prevysuje hodnotu absorbance nulového vzorku asponi o 15 %.

4.6 1D elektroforeticka separace

Vybrané frakce Ccistého enzymového preparatu byly dale separovany pomoci
elektroforetickych technik SDS PAGE a zymografie. Obé techniky byly nejdiive provadény
na polyakrylamidovych gelech o malém rozméru (10 x 7 cm) pouze pro vizualizaci enzymu a
jejich aktivit. Na zakladé téchto vysledk se pak pouZzily vybrané vzorky pro elektroforetickou
separaci na gelech o vét§im rozméru (16 x 20 cm). Mensi rozmér gelu je vyhodnéjsi z pohledu
casové narocnosti provedeni elektroforézy, snadnéj$i manipulace, mensi spotieby materialu.
Vétsi gely jsou naopak vhodné, pokud je potieba se separovanymi vzorky dale pracovat,
jelikoz se nanasi veétsi mnozstvi vzorku a jednotlivé separované ¢asti vzorku lze z gelu lépe
extrahovat. K vizualizaci elektroforetické separace byly pouzity rtizné techniky barveni.
Zymogram byl obarven pomoci barviva Congo Red a gel SDS PAGE byl barven jednak
pomoci Coomassie Blue nebo zde vhodnéjsi citlivéjsi metodou pomoci dusi¢nanu stiibrného.

Pokud je elektroforeticka separace zymogramu a klasické elektroforézy spusténa
zaroven se stejné¢ nanesenymi vzorky a za stejnych podminek separace, pak si tyto dva gely
odpovidaji a lze porovnavat, které bilkoviny vyobrazené na obarveném gelu z elektroforézy

jsou aktivni na zymogramu.
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4.6.1 SDS PAGE, Zymografie [77]

Elektroforéza v polyakrylaamidovém gelu s pfidavkem dodecylsiranu sodného (SDS

PAGE) se pouziva k separaci denaturovanych proteind podle velikosti a délky jejich fetézce.

SDS PAGE je vhodna pro separaci bilkovin, napf. enzymy. V piipadé zymografie se do

polyakrylamidového gelu piidava substrat, se kterym separovany enzym interaguje. V piipadé

rozstépeni substratu enzymem lze detekovat aktivni enzymy.

Pouzité pfistroje:

Sestava pro elektroforézu ~ Bio-Rad PROTEAN 11 Cell

Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell

Laboratorni zdroj Bio-Rad Powerpac 1000

Vafti¢

Bio-Rad Powerpac Basic Power supply

Potiebné roztoky:

A — 30 g akrylamidu, 0,8 g N,N-methylenbisakrylamidu, doplnit do 100 ml vodou

B — 10 g dodecylsiranu sodného (SDS) doplnit do 100 ml vodou

C - 9,1 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat koncentrovanou HCI na pH 8,8
(cca 0,97 ml), doplnit do 100 ml vodou

D — 3 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat HCI na pH 6,8 a doplnit do 100 ml
vodou.

E - 30,3 g TRIS, 144 g glycinu, 10g SDS, doplnit do 1 | vodou

F — 10 mg bromfenolové modii rozpustit v 1 ml roztoku D

G — 1 g persiranu amonného, doplnit do 10 ml vodou

H — izobutanol nasyceny roztokem C

CM xylan

TEMED

Vzorkovy pufr (redukujici): 2,4 ml D; 2ml B; 1ml glycerolu; 4 ml H,O; 0,1 ml F a
0,5 ml merkaptoetanolu

Ekvilibra¢ni roztok: 25 ml C; 24,5 ml H,O; 0,5 ml B

Elektrodovy TGS (Tris-gylcine-SDS) pufr: 100 ml E, doplnit do 1 | vodou
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(roztoky A — E kromé B skladovat pti 4°C, B a F pii pokojové teploté, ostatni pfipravit vzdy

cerstve)

1) Priprava polyakrylamidovych gelii
Nejprve byla sestavena aparatura na ptipravu geld. Gely byly piipraveny podle Tabulka 3.
Jako prvni byl nalévan separacni gel po vyznacenou rysku, aby zbyl prostor pro zaostfovaci
gel. Separacni gel byl ihned pievrstven roztokem H (izobutanol nasyceny roztokem C), aby se
odstranily bublinky a vyrovnala se hladina separa¢niho gelu. Ve vodorovné poloze se nechal
gel zpolymerovat. U velkych geli trva polymerace 1 hodinu, u malych 30 minut. Po
zpolymerovani byl dikladné odsat roztok H a gel byl pfevrstven ekvilibraénim roztokem
na 30 minut u velkych gelii a na 15 minut u malych geld. V této fazi 1ze gel uchovavat pii 4°C
az nékolik tydnl. Pted elektroforézou byl z gelu odsat ekvilibra¢ni roztok. Mezi sklenéné
desky, kde se nachazel gel, byly zasunuty hiebinky pro vymezeni prostoru na naneseni vzorka
a zbyly prostor byl zalit Cerstvé pfipravenym zaostfovacim gelem. Gel se nechal
zpolymerovat. Po zpolymerovani zaostfovaciho gelu byly vyjmuty hiebinky a gel tak byl

pripraven na nanaseni vzorki.

Tabulka 3: Priprava SDS polyakrylamidovych geli pro elektroforézu a zymografii

Roziok Separaéni gel (10%) | Separacni gel (10%) Zaostrovaci gel
Elektroforéza [ml] Zymografie [ml] elfo + zymo [ml]

A — akrylamid 10 10 1
B - SDS 0,3 0,3 0,1
C-TRISpH 8,8 15 15 0
D-TRIS pH 6,8 0 0 5
H,0 4.4 2,4 3,8
Substrat — xylan 0 2 0
TEMED 0,02 0,02 0,005
G — persiran 0,3 0,3 0,15
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2) Priprava vzorkii
Vzorky byly napipetovany V poméru 1:1 se vzorkovym redukujicim pufrem, tj. 20 pl vzorku a
20 ul pufru. Rozpusténé vzorky v pufru byly povateny ve vrouci vodé po dobu 1 minuty. Po

vychladnuti byly vzorky pfipraveny k nanaSeni.

3) Provedeni elektroforézy
Skla drzici gely byla vsazena do nadoby s pufrem. Prostor mezi deskami s gely (anodova
nadoba) byl zalit Cerstvym elektrodovym pufrem a spodni katodova nadoba byla naplnéna
elektrodovym pufrem. Do jamek geli byly naneseny vzorky o objemu 10 — 40 ul podle
koncentrace proteinti ve vzorku a podle velikosti gelu. K aparatuie byly pfipojeny vodice ke
zdroji a chlazeni. Na zdroji byla nastavena hodnota napéti 10 — 20 V na 1 cm délky gelu, pfi
které¢ elektroforéza probihala. V priibéhu elektroforézy byl sledovan postup cela
elektroforézy, tedy postupu nejrychlejsich vzorkd, a pii dosazeni Cela blizko konce gelu byla
aparatura odpojena od zdroje napéti. Trvani separace zaviselo na velikosti gelu a trvalo
v fddech hodin. Po dokonceni separace byla aparatura rozebrdna a gely vyjmuty ze

sklenénych desek.

Obrazek 15: Elektroforeticka separace na pristroji Protean II Cell (foto autor)
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4) Zobrazeni proteinit a enzymovych aktivit
Separované proteiny byly zviditelnény barvenim geli. Gely z elektroforézy byly obarveny
pomoci barviva Coomassie Blue nebo citlivéjsi metodou pomoci stiibra. Gely ze zymografie
byly obarveny barvivem Congo Red. Separované frakce proteind jsou v gelu viditelné jako

kratké prouzky, tzv. bandy.

4.6.2 Barveni zymogramu [77]

Zymogram zobrazuje aktivni slozky enzymu diky degradace piidaného substratu v
gelu aktivnim enzymem. Pii obarveni gelu barvivem, které se vaze na substrat, zlistanou mista
s mén¢ substratem ¢i zddnym substratem svétla. V téchto mistech se nachazi tedy aktivni

enzym, ktery substrat rozlozil.

Pouzité pfistroje:
Ttepacka Biosan Mini Rocker MR-1

Zobrazovaci zafizeni Molecular imager Gel Doc XR+

Potiebné roztoky:
e Triton 1%
e Fosfatovy pufr (PBS), 25 mM, pH= 6,65 — 6,68
e (Congo Cerven

e 1M NaCl

Po provedeni elektroforézy byl gel vlozen do misky na trepacku. Gel byl nejdiive
renaturovan promyvanim v 1% tritonu po dobu 30 minut a dale ve fosfatovém pufru tfikrat po
dobu 25 minut. Nasledn¢ byl gel inkubovan 30 — 40 minut v termostatu pii 40°C opét
ponoifeny ve fosfatovém pufru. Po vyjmuti z termostatu byl gel obarven Congo ¢erveni po
dobu 15 minut. Congo Cerven byla poté vymyvana 1M roztokem NaCl minimaln¢ tiikrat po
dobu 20 minut, dokud nebyly na oranzovocerveném gelu dobie viditelné svétlé bandy.
V roztoku 1M NaCl se muze dal gel uchovavat pti 4°C.

Doby jednotlivych krokti jsou uvedeny pro velky gel (Sitka 16 cm), podle velikosti

gelu bylo mozno je timérné zkratit.
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4.6.3 Detekce bilkovin pomoci Coomassie Blue [77]

Coomassie Blue je modré barvivo, které se vaze na bilkoviny a tim zviditelni, kde se

elektroforeticky separované skupiny bilkovin nachézeji.

Pouzité pristroje:

Ttepacka Biosan Mini Rocker MR-1
Zobrazovaci zafizeni Molecular imager Gel Doc XR+
Potiebné roztoky:

e Barvici roztok: 450 ml etanolu; 100 ml kyseliny octové; 450 ml H,O; 0,5 g Coomassie
Blue R-250; 2,5 ml formaldehydu

e Odbarvovaci roztok: 250 ml etanolu, 100 ml kyseliny octové, 650 ml H,O, 5 ml
formaldehyd

Po provedeni elektroforézy byl gel vlozen do misky na tfepacku. Gel byl barven
barvicim roztokem Coomassie Blue po dobu 1,5 — 2 hodiny. Obarveny gel byl poté vymyvan
v odbarvovacim roztoku. Odbarvovaci roztok byl béhem odbarvovani pribézné vymeénovan,

dokud nebyly dobie zietelné tmavé modré bandy na svétlém pozadi.

4.6.4 Detekce bilkovin stiibrem [57]

Detekce bilkovin stiibrem je velice citliva metoda schopna detekovat malé mnozstvi
proteinu v fadech nanogrami [57, 78]. Metoda je zaloZena na vytvoieni vazby mezi proteiny

a ionty stiibra [78].

Pouzité pfistroje:

Ttepacka Biosan Mini Rocker MR-1
Zobrazovaci zafizeni Molecular imager Gel Doc XR+
Analytické vahy A&D HA-120M

Potiebné roztoky:

¢ Fixacni roztok: 200 ml etanolu (40%), 50 ml kyseliny octové (10%), 250 ml H,O
e 30% etanol

e Deionizovana voda
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e 0,02% thiosiran: 0,05 g Na,S,03; 250 ml H,O

e 0,1% dusicnan stiibrny: 0,25 g AgNO3; 250 ml H,O; 0,15 ml formaldehydu

e 3% uhli¢itan sodny: 7,5 g Na,COgs; 250 ml H,O; 0,375 ml formaldehydu

e 5% kyselina octova
Roztoky AgNOs, Na,COjz a roztok thiosiranu byly pripravovany vzdy cerstvé. Roztoky
AgNOs3 a Na,COs3 byly poté pied pouzitim skladovany pii 4°C.

Na tfepacku byla pfipravena miska, ve které poté probihalo za stalého michéani
promyvani gelu V nasledujicich roztocich. Objem kazdého roztoku by mél byt vzdy
minimaln¢ pétkrat veétsi nez je objem gelu. Po provedeni elektroforézy byl gel vlozen
do misky na tfepacku s fixa¢nim roztokem. Gel byl fixovan 60 minut.

Dalsim krokem bylo vymyvani a zcitlivéni gelu. Nejdiive byl gel dvakrat promyt
ve 30% etanolu po 20 minutach. Dal§ich 20 minut byl gel promyvan v deionizované vodé.
Nasledné byl gel zcitlivén 0,02% roztokem thiosiranu (Na,S;03) po dobu 1 minuty a poté byl
téikrat proplachnut deionizovanou vodou po 30 sekundach.

Nasledovalo barveni gelu. Gel byl inkubovan ve vychlazeném 0,1% roztoku dusi¢nanu
stiibrného (AgNO3) po dobu 20 minut. Poté byl vymyt deionizovanou vodou ctytikrat po 30
sekundach. V dal§im kroku bylo zviditelnéno barveni pomoci 3% roztoku uhli¢itanu sodného
(Na2COg). Pusobenim uhli¢itanu sodného ziskal gel Zlutou barvu s hnédymi bandy. Ihned po
viditelném zabarveni bandii muselo byt barveni zastaveno, aby nedoslo k ptfebarveni a ztraté
informace.

Nejdiive byl gel vymyt deionizovanou vodou po 30 sekund a poté byla reakce
zastavena inkubaci v 5% kyselin¢ octové po dobu 5 minut. Nakonec byl gel promyt
deionizovanou vodou minimaln¢ tfikrat po 10 minutach. Gel je mozné skladovat ve vod¢ pii

4°C delsi dobu.

4.7 2D elektroforeticka separace

Pro dosazeni jemngjsi separace a podrobnéjsi vizualizace vzorku byla provedena
dvourozmérna elektroforéza. Pro isoelektrickou fokusaci byly pouzity IPG prouzky o délce 7
cm s rozmezim pH 3-6 nebo 3-10. Nasledna elektroforeticka separace byla spusténa na gelech
o velikosti 10x7 cm (Sitka x délka). Separované proteiny byly nakonec obarveny barvivem
Coomassie blue R-250. Provedeni 2D elektroforézy zahrnovalo Sest navazujicich krokd,

pfipravu vzorki, dehydrataci IPG prouzki, izoelektrickou separaci, ekvilibraci IPG prouzki,
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elektroforetickou separaci a barveni. Prvni den byly pfipraveny vzorky pro 2D elektroforézu a
byly rehydratovany IPG prouzky s nanesenymi vzorky. Rehydratace trvala do druhého dne,
kdy byla provedena izoelektricka fokusace vzorkt. Po fokusaci byly IPG prouzky zamrazeny
do dalsiho dne. Tteti den byla provedena ekvilibrace IPG stripu s naslednou elektroforetickou

separaci a na zaver byly vizualizovany proteiny barvenim.

4.7.1 Priprava vzorkii pro 2D elektroforézu a zymogram vysrazenim TCA
Ptiprava vzorkd pro dvourozmérou elektroforézu se lisi od ptipravy vzorkii pro

jednorozmérnou elektroforézu. Nejbéznéjsi technikou ziskani cCistych proteint je jejich

vysrazeni pomoci kyseliny trichloroctové (TCA) a acetonu. Diky lepSim vysledkim byl

aceton nahrazen acetonitrilem a snizeno mnozstvi TCA.

Pouzité pfistroje:
Centrifuga  Hettich MIKRO 22R

Sonikator Sonics & Materials Vibra cell

Potiebné roztoky:
e kyselina trichloroctova (TCA)
e Acetonitril, ledovy- uchovavat v mrazaku

e Solubiliza¢ni pufr: do 10 ml- 4,8048 g pevné mocoviny; 0,4 g CHAPS; 0,2 ¢ DTT

Do Eppendorfovych zkumavek byl napipetovan 1 ml vzorku a k nému 100 ul TCA
K precipitaci proteint. Eppendorfky se potom nechaly stat na ledu po dobu 60 minut.
Vysrazené proteiny byly poté oddéleny pomoci centrifugace pti 6000 RPM po dobu 15 minut.
Ze zkumavek byl odstranén supernatant. K peletu tvofenému proteiny byl piidan 1 ml
ledového acetonitrilu a smés byla inkubovana na ledu po dobu 30 minut. Nasledné byla opét
provedena centrifugace 6000 RPM na 15 minut a supernatant byl slit. Vznikly pelet byl susen
na vzduchu odparenim. K vysuSenému peletu bylo pfidano 150 pl solubiliza¢niho pufru a
pelet se nechal rozpoustét pii laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Rozpusténi bilkovin je
nezbytné pro ziskani vysledkd pii 2D elektroforéze a lze mu napomoci sonikaci peletu.
Sonikator pomoci ultrazvukovych razl rozbiji pelet. Pfitlacenim sondy ke zkumavce bylo

aplikovano Ctyti az pét sérii ultrazvukovych raza za stalého chlazeni sondy a vzorku ledem.

4.7.2 Dvourozmeérna elektroforéza
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Pii 2D elektroforéze dochazi k déleni vzorkd podle izoelektrického bodu v jednom

sméru a podle velikosti v druhém kolmém sméru. Vysledkem je velice citlivé déleni aZ na

jednotlivé bilkoviny.

Pouziti pfistroje:

Sestava pro izoelektrofokusaci Bio-Rad Protean IEF Cell
Sestava pro elektroforézu Bio-Rad PROTEAN II Cell
Laboratorni zdroj Bio-Rad Powerpac 1000

Bio-Rad Powerpac Basic Power supply

Ttepacka Biosan Mini Rocker MR-1

Potiebné roztoky:

Vzorkovy rehydrataéni pufr: do 10 ml- 4,8048 g pevné mocoviny (8M); 0,2 g CHAPS
(2%); 77,125 mg DTT (50mM); 0,1 ml bromfenolové modfi

Parafinovy olej

Nanopure water

Ekvilibraini pufr I: 7,2072 g mocoviny (6M); 0,8 g SDS (2%); 1,182 g tris-HCI (0,375
M, pH=8); 13,35 ml glycerol (30%) - tésn¢ pted pouzitim rozpustit ve 2 ml roztoku
0,04 g DTT (dithiothreitol)

Ekvilibraini pufr II: 7,2072 g mocoviny (6M); 0,8 g SDS (2%); 1,182 g tris-HCI
(0,375 M, pH=8); 13,35 ml glycerol (30%) - tésné pied pouzitim rozpustit ve 2 ml
roztoku 0,05 g IAA (jodacetamid)

Elektrodovy TGS pufr: 100 ml roztoku TGS (3,03 g TRIS; 14,4 g glycinu; 1g SDS;
doplnit do 100 ml vodou), doplnit do 1 | vodou

Agarosovy gel: 50 ml agarosy s nizkou teplotou tani v 25 mM Tris, 192 mM glycinu,
0,1% SDS a kapkou bromfenolové modfi

Barvici roztok: 400 ml metanolu; 100 ml kyseliny octové; 500 ml H,O; 1 g Coomassie
Blue R-250

Odbarvovaci roztok: 400 ml etanolu, 100 ml kyseliny octové, 500 ml H,O
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1) Rehydratace IPG stripu
Nejdtive byla pfipravena desticka pro dehydrataci IPG prouzki dlouhych 7 cm. Do prazdnych
drazek bylo podle koncentrace bilkovin ve vzorku napipetovano 70 — 100 pl vzorku spolu se
70 — 100 pl rehydratacniho vzorkového pufru pro piislusné rozmezi pH. (Pro 17 cm dlouhé
prouzky bylo pouzito 150 pl vzorku a 150 pl pufru.) Do drazek se smési vzorku a pufru byl
vlozen IPG prouzek s odpovidajicim rozmezim pH. Z prouzku byla nejprve sejmuta ochranna
folie a poté byl prouzek prikladan gelem dolu (na vzorek). Drazky s IPG prouzky byly
ptevrstveny 1 ml parafinového oleje a desticka byla uzaviena vikem. V tomto stavu byly IPG

prouzky rehydratovany minimaln¢ 12 hodin.

Obrazek 16: Rehydratace IPG prouzkit v rehydratacni desticce

2) Izoelektricka fokusace
Dale byly ptipraveny fokusacni desticky (s elektrodami) pro danou délku prouzku. Na
elektrody v desticce byl pro dobry kontakt pfilozen filtrani papir, na ktery bylo kapnuto 7ul
nanopure water. Z rehydrata¢ni desti¢ky byly vyjmuty IPG prouzky a nechali se okapat od
oleje. Poté byly IPG prouzky polozeny do drazek fokusacni destiCky opét gelem dolu a ve
spravné orientaci podle znaceni na prouzku i desticce (+ na +). Kazdy IPG prouzek byl pielit
700 pl parafinového oleje. Desti¢ka byla uzaviena vikem a umisténa se na Protean IEF Cell.
Na Proteanu IEF Cell byl nastaven vhodny program pro fokusaci- 6 fazi s postupné se
zvysujici hodnotou napéti a proudu od 50 do 200 pA/prouzek. Po ukonéeni fokusace byly
prouzky vyjmuty z fokusac¢nich desticek a nechali se opét okapat. V tomto stavu byly prouzky

zamrazeny a skladovany.
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3) Ekvilibrace

Po izoelektrické fokusaci byly IPG prouzky vlozeny po jednom do drazek eckvilibra¢ni
desticky. Pokud byly IPG prouzky piedtim zmrazeny, pak byly ptfed ekvilibraci 15-20 min
rozmrazovany. Prouzky byly vkladany gelem vzhtru, aby byl gel v kontaktu s pufrem.
Nejdiive byl pfipraven ekvilibra¢ni pufr 1. Pii pfipravé se nesmél roztok ohtat na vice nez 30
°C. Kazda drazka s IPG prouzkem byla zalita 2 ml ekvilibraéniho pufru I a desticka byla
vloZena na tfepacku na 10 minut. Béhem této doby byl piipraven ekvilibra¢ni pufr II. Roztok
se opét nesmi zahtat na vice nez 30 °C. Pro rychlejsi rozpousténi iodacetamidu byla pouzita
vodni lazen o teploté nizsi nez 30 °C. Po uplynuti 10 min byl ekvilibra¢ni pufr I dikladné
odsat pipetou a IPG prouzky byly pievrstveny 2 ml ekvilibraéniho pufru II. Opét byly IPG
prouzky omyvany pufrem 10 min na tfepacce. Poté byl gel opét dikladné odsat a IPG
prouzky byla nékolikrat kratce ponoteny do elektrodového TGS pufru.

4) SDS PAGE
IPG prouzek byl zasunut opatrné mezi skla s SDS polyakrylamidovym gelem tak, aby se
neposkodil gel prouzku. Pinzetou byl prouzek zasunut té€sné k gelu. Zbyly prazdny prostor
mezi skly byl zalit rozehfatym agarosovym gelem s bromfenolovou modii. Po ztuhnuti
agarosového gelu byla skla vlozena do sestavy pro elektroforézu. Nadoba s celou sestavou
byla zalita elektrodovym pufrem a byla spusténa se elektroforeticka separace. V prvni fazi
bylo aplikovano napéti 60 V, dokud bromfenolova modi nepiecestovala z agarosového gelu
do polyakryamidového. Poté bylo napéti zvySeno na 200 V. Separace na malém gelu, tj. délka

drahy vzorku cca 7 cm, trvala piiblizné 45 min.

5) Barveni
Pti barveni pomoci Coomassie blue bylo postupovano stejn¢ jako u barveni geli 1D
elektroforézy. Odlisné bylo pouze slozeni barviciho a odbarvovaciho roztoku. Po provedeni
elektroforetické separace byl gel umistén do misky na tfepacku s barvicim roztokem. Nechal
se barvit po dobu 60 minut. Po obarveni byl barvici roztok vylit a nahrazen odbarvovacim
roztokem. Odbarvovaci roztok byl vyménovan v piiblizné 20 min intervalech, dokud nebyly

na gelu zfetelné obarvené struktury.
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4.8 Vyhodnoceni elektroforetickych metod

Obarvené gely ze vSech elektroforetickych technik byly vyhodnoceny nejdiive
pohledem. V ptipadé ze separace proteini a jejich obarveni prob&hly uspésné, byly gely
podrobeny detailngjsi analyze pomoci Gel Doc XR+ nebo denzitometru Model GS-700.

4.9 Hmotnostni spektrometrie

Analyza hmotnostni spektrometriec MALDI-TOF byla provedena ve spolupraci
s Laboratoii charakterizace molekularni struktury Mikrobiologického Gstavu AV CR. Pro
analyzu byly pouzity bandy z jednorozmérné elektroforézy délané na gelu barveném pomoci

Coomassie blue nebo analogické aktivni bandy ze zymogramu.

4.9.1 MALDI-TOF
Pouzité pfistroje:
Hmotnostni spektrometr MALDI TOF/TOF Bruker Daltonics Ultraflex 11l TOF/TOF

s pevnolatkovym laserem SmartBeam

Potfebné roztoky:
e 0,1 M 4-ethylmorfolinacetat, pH=8,1
e 50% acetonitril
e 50 mM tris(2-karboxyethly)fosfan

Vybrané dobie viditelné bandy na gelu z elektroforézy byly vytiznuty z gelu, dale nasekany
na mensi kousky a nékolikrat vymyty v 0,1 M rozotku 4-ethylmorfolinacetaitu a 50%
acetonitrilu. Po Gplném vymyti byl ke kouskim gelu pfidin 50 mM roztok tris(2-
karboxyethly)fosfanu a smés byla inkubovana po dobu 15 min pii 80°C. Pii 37°C byl pak
vzorek ponechan ptes noc, aby se rozlozil na kratké peptidy. Peptidy byly extrahovany z gelu
pomoci acetonitrilu. Peptidy byly podrobeny analyze na pfistroji MALDI TOF/TOF a data
analyzovdna pomoci softwaru Mascot, ktery porovnava obdrzeny vysledek s databazi

proteind.
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5  VYSLEDKY

Vzorky:

UC 142 — Butyrivibrio proteoclasticus, kultivace 3 dny

JK 170 — Pseudobutyrivibrio xylanivorans, kultivace 3 dny

BF 3071 — Butyrivibrio fibrisolvens, kultivace 4 dny

5.1 Koncentrace bilkovin

Prvni stanoveni

Tabulka 4: Koncentrace bilkovin v prvni sadé frakci z gelové filtrace na SEPHADEXU G-25

Koncentrace proteint (ug/ml)

Cislo frakee uc 142 K170 BF 3071
1 0,00 38,98 1711,04
2 35,00 86,71 1399,33
3 11,14 90,69 973,88
4 42,96 3,18 1791,07
5 7,16 0,00 1744,74
6 0,00 0,00 1403,54
7 0,00 0,00 1449,87
8 0,00 0,00 885,43
10000

koncentrace proteint (ug/ml)

frakce

mucC142
mJK 170
mBF 3071

1000
100
10
1 L L L
1 2 3 4 5 6 7 8

Graf 1: Porovndni koncentraci bilkovin v jednotlivych vzorcich prvni sady frakci z gelové filtrace
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Druhé stanoveni

Tabulka 5: Koncentrace bilkovin v druhé sadé frakci z gelové filtrace na SEPHADEXU G-25

Cislo frakce

Koncentrace proteinl (ug/ml)

uUc 142 JK 170 BF 3071
1 0,00 0,00 359,44
2 0,00 0,00 280,28
3 13,64 34,63 258,06
4 0,00 5,77 238,61
5 8,39 1,52 142,78
6 16,26 0,00 144,17
7 0,00 0,00 13,61
8 8,39 0,00 0,00
1000
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Graf 2: Porovndni koncentraci bilkovin v jednotlivych vzorcich druhé sady frakci gelové filtrace
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5.2 Stanoveni enzymovych aktivit

Prvni stanoveni

Tabulka 6: Xylandzové aktivity prvni sady vzorki

Y. Aktivita xylanaz (pug/mi/h)
Cislo frakee UC 142 K170 BF 3071
1 2,19 102,38 12,660
2 173,02 70,98 20,847
3 0,00 0,00 20,425
4 0,00 0,00 0,000
5 0,00 0,00 0,000
6 0,00 0,00 0,000
7 0,00 0,00 17,218
8 0,00 0,00 251,681
9 - - 371,444
10 - - 528,766
11 - - -
12 - - 453,819
1000

=

>

T 100 i

o

3

o

L = UC 142

z

. m K 170

2 10 2 BF 3071
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©
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Graf 3: Porovndni xylandzovych aktivit prvni sady vzorkd, na ose y vynesena aktivita

N-acetylglukosaminu
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Tabulka 7: Celuldzové aktivity prvni sady vzorki

Aktivita celuldz (ug/mi/h)

Cislo frakee UC 142 K170 BF 3071
1 0,00 22,83 0,000
2 0,00 23,80 0,000
3 0,00 11,90 2,081
4 0,00 12,10 4,357
5 0,00 0,00 0,000
6 0,00 24,58 30,369
7 0,00 18,92 19,054
8 0,00 0,00 13,39
9 - - 68,867
10 - - 105,154
11 - - 56,576
12 - - 23,996
1000

<

T 100

2

3 mUC 142

3

s mJK 170

:._E. 10 :| ‘ | | H | I = BF 3071

©
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Graf 4: Porovnadni celuldzovych aktivit prvni sady vzorkd
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Druhé stanoveni

Tabulka 8: Xylandzové aktivity druhé sady vzorki

., Aktivita xylanaz (ug/ml/h)

Cislo frakce UC 142 K170 BF 3071
1 0 0 0,00
2 0 11,394 0,00
3 6,583 58,996 325,11
4 0 302,574 283,84
5 0 96,976 217,50
6 0 0 100,77
7 0 0 4,56
8 0 0 4,81

1000

aktivita xylanaz (ug/mi/h)

100
B Rada 1
m Rada 2
10 I mRada 3
1 1 1 1 1 1 1 I 1 l
1 2 3 4 5 6 7 8

frakce

Graf 5: Porovndni celuldzovych aktivit druhé sady vzorkd
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5.3 1D elektroforéza, zymografie

5.3.1 Barveni stiibrem

frakce: 2 3 JK170 pQv. vz.

Obrazek 17: Elektroforéza osmi frakci z gelové filtrace extraceluldrnich enzymd JK 170 a neprecisténé
kultury (pav. vz.), barveno stribrem

Obradzek 18: Elektroforéza osmi frakci z gelové filtrace extraceluldrnich enzymi UC 142 a neprecisténé
kultury (pav. vz.), barveno stribrem
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5.3.2 Barveni Coomassie blue

UC 142 UC142 JK170 JK170 UC 142 UC 142 JK 170 JK170
X+G G X+G G X+G G G X+G

15 UI St oo U '-:-—-rt,

Obrdzek 19: Elektroforéza extraceluldrnich enzymu UC 142 a JK 170 s riznymi podminkami kultivace:
X+G - kultivovdano na xylanu a glukéze, G - kultivovdno pouze na glukéze + porovndni vysledku pfi
naneseni riiznych mnoZstvi vzor( (15 ul nebo 10 ul)
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5.3.3 Zymografie

UC142 UC142 K170 UC142 UC142 JK170
X+G G X+G X+G G X+G

15 ul 10 ul

Obrdzek 20: Zymogram extraceluldrnich enzymt UC 142 a JK 170 s riznymi podminkami kultivace:
X+G - kultivovdno na xylanu a glukdze, G - kultivovdno pouze na glukéze + porovndni vysledku pri
naneseni riiznych mnoZzstvi vzort (15 ul nebo 10 ul)
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5.3.4 Denzitometrie

Denzitometricka analyza gell viz Obrazek 19 a 20

21
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Obrdzek 21: Denzitometrie gelu barveného coomassie blue, band UC 142- X+G, 10 ul, viz. Obrdzek 19;
osa x- relativni vzddlenost bandu v ramci gelu R (relative front); osa y- intenzita banddi
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Obrdzek 22: Denzitometrie zymografie, UC 142- X+G, 10 ul, viz. Obrdzek 20; osa x- relativni vzddlenost
bandu v ramci gelu Ry (relative front); osa y- intenzita bandu

56



5.3.5 Porovnani elektroforézy a zymografie

elektroforéza JK 170 zymografie

Obrdzek 23: Porovndni elektroforegramu a zymogramu od stejného vzorku s vyznacenymi
odpovidajicimi bandy
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5.4 2D elektroforéza

Extraceluldrni xylanolytické enzymy bakterie JK 170

260 kDa

140 kDa

Obrdzek 24: 2D elektroforéza JK 170, orientace ndboje pfi separaci vyznacena + a -
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Extracelularni xylanolytické enzymy bakterie UC 142

Obrdzek 25: 2D elektroforéza UC 142, orientace ndboje pfi separaci vyznacena + a -
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5.5 Hmotnostni spektrometrie

5.5.1 Sekvenace na MALDI TOF/TOF

Protein 1
MTSGCKMTLVNLYELIRRKIKMAKTIKGADARTAMVEGVNKLADTVRVTIGPKGRN
VVLDKSYGAPTITNDGVTIAKKIELEDAYENMGAQLVKEVATKTMDVAGDGTTTAT
VLAQAMINEGVKMLAAGAMPIVLRKGMKKATDAAVKXISKMATKVKGKKQIMKV
AAVSSGDDKVGQMIADAMKKVSNDGVITIKKXXTMQTELDLVEGMQFDRGY ISAY
MATDMDKMEATLEDPFILITDKKISNIQDILPLLEQIVKTGSKLLIIAEDVEGEALTTLI
VNKLRGTFNVVAVKAPGYGDRRKAMLEDIAILTGGKVISSDLGLELRDTTMDDLGR
AKSIKVERERTTIVDGLGNKDDIKARVAQIKKQIEDTTSDFDKEKLQERLAKLAGGVA
VIRVGAATKETEMKEAKVRMEDALNATRAAVEEGIIFGGGGAVINASKEVAKLVDA
LEGDEKTGAKVVLKALEAPLFHIANNAGLDGGVIVNKVKEGKQGVGFNAYTEEYVD
MVKDGIIDPAKVTRSALQNATSVASSFLTTEAAVATVKEPVPPMPAGGAGMGMGM

Protein 2
MEKNRIRPVKAGKNLRMSYSRQKEVLEMPNLIEVQKDSYDWFVKDGLKEAFADISPI
QDRCNQLELMFVDFTLCKDEVKYTIPQCKERDATYAAPLKVKVRLVYNKESGDMQE
MEIFMODLFLMTDTGTFVINGAEKVIVSQLVRSFGIXYAIGMDKIGKELYSCTVIFNK
GAWLEYETDSNDVFYVRVDKNRKVFVTVLIRALGLGTNQEIIDVFGEEPKILATFAK
DPAITEKNPGQSYEGGLLELVRRLRPGEPLAKDSAESLIHGMFFDPRRYDLAKVQRY
KFNKKLMLKNRITGHVLEADVIDTTTGEIIAKAGDKVTLEMAEEIQNAAVTHVFIQTE
TRNVKVLSNMMVDITKFVDCDAKALGITELVYYPVLERILEENTTKEDIEDAIARSVA
DLIFKMITVEDIFASINYNMMLEYGIGKEDDIDMLGNRRIRAVGELLONOYRIGLSRLE
KVVREEMTTRDLEDISFQNLINIKFVTAAIKEFFGSSQLSGFMVQNNPLSRLTHKRRLS
ALQPGGLSRDRAGFKVRDVHYSHYQRMCPIETPEQPNIGLINSLASYARINEYQFVEA
PVRRIDKSDPQNPRVTDEVVYMTADEEDNYRVAQANVKLDEEGMFMRKNVSGRFR
EETQEYDKTMFDYMDVSPKMVFSVATASIPFLONDDPTRALMGSNMQRQAVPLLTT
EAPVVGTGMEPKTAVDSGVCVVAKRAGIVEMSETNRIIVKADEDGTRDEYTLFKFTR
SNQSNCYNQRFIVFKGDMVEAGEVIADGFSTKNGELALGRNFLIGFMTWEGYNYEPA
VLLSEKLVQDDVYTRIHIKEYKIDARDTKLGPEEITRDVAGVGDDALKDLDKSGIIRIG
AKVRAGDILVGKVTPKGETEKTPEERLLLAIFGEKAKEVRDTSLRVPHGAYGIVVDA
KVFTRENGDELSPQVNKSVRTYIAQKRKIGVODKMAGRHRNKGVVSRVLPVEDMPY
LPNQRPLDIVLNPLQVPSRMNIGQVLEIMLSLAAKAAALGFDIETPVFDGAKEIDIQDT
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LELANDYVNMPFDKEEAENGEETFYDKYVDILREDVMEYLATNRAHRALWKGVPIS
RDGKVQLRDGRTGQFFDGFVTIGHMMY SLKLMMLVDDKIMARSTGFYSLVTGGFL
GGKAOFGGGORFGEMEVWALEAYGASYTLOEILTMKSDDVIGRVKTYEAIIKGENIF
EFGIPESFKVLLKELQSLGLDVRVLDENREEVELMETSEYGNTDLNAIIAGSDRNFAFE
DDNSFAQAGFSTKKFDTEGELVDDEEEQFEDEEDFSDIPTDFDEE

Protein 3
GPMMADDVVITARNNGPYMIKGSFRIVTQGGRELRVEQGQAWLCRCGHSLNKPFCD
GSMKRVEFDSNLD

Protein 4
MAKAKFDRSKPMVNIGTIGRVDMGKTTLTAAITAVLADRGFSPAVAFDQIDKAPEEK
ERGITINSAMIEYETANRMYAMVDCFGMADYVKNMITGAAQMDGSILVVAATDGV
MAGTKEMVLLAKQVGVFYIIVFMNKCDMVDDFELLDLYEMEIRDLLTEYEFFGDDT
HIIRGSALKALEDPEKSEWGDKIIELMDTVDSYIPEPTRETDRPFLMPVEDVFTITGRGT
VATGRVERGHLNLNDEIEVGIKEETSKSVCTGIEMFRKTMDYCEAGDNVGLLLRGVD
RDGIQRGQVVTKPGTVTCHTKFTAEVYVLTRDEGGRMTPFFTNYRPQFYFRTTDVTG
VCNLPDGVEMCMPGDMVTMSIELIMPIAMEQGLKFAIREGGRTVGSGKVATIVE

Protein 5
MSYKFETLGLMVGQEQDPATDARAVPIYQTTSYVFRNSQHAADRFGLADAGNIYGR
LTNSTQDVLEKRLAALEGGSAALALASGAAAITYTIEALAANGGMIVAGKTTYGGSY
NLLAMTLFQFGITTTFVDAMNLAEVEGAIODNTRAIYLETLGNFNSDIFDIDAIAEIAM
KHGLFLVIDNTFGTFYLIKPIEMGADIVVHSATKFIGGHGTTLGGIIVESGKFNWKESG
NYPQIAAPNPSYHGVSFYDAVGPAAFVTYIRAILLRDTGATISPFNAFLLLQGVETLsL
RLDRNAENTKKVVEFLKNNPRVEKVNHPSLSDHPDHALYEKYFPNGGASAFTFEIKG
GKEAAWKFIDNLEIFSLLANVYDVKSLVINPASTTHSQLNDDELADQGITQSTIRLSIG
TEMIDDIIADLEKGFAAV
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6 DISKUSE

K analyze extracelularniho xylanolytického aparatu byly vybrany tii anaerobni
bakterie svyznamnou xylanolytickou aktivitou- Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142),
Pseudobutyrivibrio xylanivorans (JK 170) a Butyrivibrio fibrisolvens (BF 3071). Kultivaci
bakterii a Upravou bakterialni kultury ultracentrifugaci a ultrafiltraci byl ziskan hruby
enzymovy vzorek. VVzorek byl dale purifikovan a rozdélen do hmotnostnich frakci pomoci
gelové chromatografie na SEPHADEXu G- 25 nebo G-75.

6.1 Obsah proteinii a aktivity enzymii

V jednotlivych frakcich kazdého vzorku jimanych pfi gelové chromatografii byla
zméfena koncentrace bilkovin citlivou metodou podle Bradfordové.

Prvni separovand série vzork (prvni stanoveni) viz. Tabulka 4 ukazala velkou
odlisnost mezi koncentraci proteinti bakterii UC 142 a JK 170 a Bf 3071. Extracelularni
vSech tii bakterii o hodnotach mezi 7 — 43 pg/ml. Extracelularni enzymy bakterie JK 170 byly
jimany V prvni az ¢tvrté frakci o vysSich koncentracich mezi 3 — 91 pg/ml. Koncentrace
proteini v kultute BF 3071 znacné pievySovala hodnoty ostatnich vzorki. Proteiny byly
nalezeny ve vSech frakcich o vysokych koncentracich mezi 885 — 1791 pg/ml. Rozdily mezi
jednotlivymi vzorky ukazuje Graf 1, kde bylo kvili velkym rozdilim hodnot koncentraci
pouzito na ptislusné ose logaritmické méftitko.

Druhd separovand sada vzorkl (druhé stanoveni) viz. Tabulka 5 ukazala podobné
vysledky jako prvni sada. Koncentrace bilkovin ve vSech vzorcich byla vSak niz$i nez pfti
prvni separaci. Enzymy bakterie UC 142 se opét objevily ve Ctyfech frakcich o koncentracich
8 — 16 pg/ml. Proteiny se tentokrat objevily ve 3, 5, 6 a 8 frakci, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
separace frakci probihala pomaleji kvili hust§imu sesazeni gelu SEPHADEXu nebo kviili
defektim v gelu. Proteiny ve vzorku JK 170 se objevily ve tieti az paté frakci, kde pouze ve
treti frakci byla vyznamna hodnota koncentrace 35 pg/ml. V ptipadé BF 3071 se proteiny
objevily kromé posledni ve vSech frakcich, tentokrat vSak o nizsi, ale stale vyznamné
koncentraci mezi 14 — 359 ug/ml. Nazorné porovnani ukazuje Graf 2.

Prvni a druhd sada vzorkil zde reprezentuji i1 nasledujici métfeni s vypovidajicimi
vysledky. Koncentrace proteinii byly ve frakcich vétSinou relativné nizké. Pro ziskani vyssi
koncentrace bylo jimano vice frakci nebo vétSich objemi frakei, protoze malé proteiny putuji

gelem SEPHADEXu déle nez velké molekuly. Dalsi proteiny se vSak nepovedlo zachytit.
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Dale byl pouzit SEPHADEX s vét§imi mezerami v matrici, protoZe proteiny mohly byt pfilis
velkeé, Ze matrici ani neprosly. Misto SEPHADEXu G-25 byl tedy pouzit SEPHADEX G-75 a
koncentrace proteinii ve sbiranych frakcich se zvysila. Z toho vyplyva, ze extracelularni
enzymy xylanolytickych bakterii UC 142 a JK 170 jsou vétsi molekuly, cemuz nasvédéuje i
fakt, ze proteiny prosly kolonou a byly jimany Vv prvnich frakcich. U enzymi bakterie Bf 3071

se neprojevil tak velky rozdil mezi frakcemi.

6.2 Enzymové aktivity

Po zméteni koncentrace bilkovin byly u stejnych frakci zméfeny enzymové aktivity za
pomoci ¢inidla PAHBAH a spektrometrického méteni.

U prvni sady vzorkl byly zméfeny aktivity xylanaz (Tabulka 6) a celulaz (Tabulka 7).
Aktivita xylanaz bakterie UC 142 byla stanovena v prvni a druhé frakci. V prvni frakci byla
aktivita vsak velmi nizka (2 pg/ml/h), coz se neda povazovat za vyznamny vysledek. V této
prvni frakci nebyly ani detekovany zadné bilkoviny. Je ale mozné, ze koncentrace bilkovin
byla nizsi nez detek¢ni limit metody, ale obsazené enzymy byly natolik aktivni, Ze i1 ptes
malou koncentraci byla aktivita zaznamenana. Ve druhé frakci byla jiz naméfena vyssi
aktivita xylanaz (173 pg/ml/h), coz odpovida i vyskytu proteinti v této frakci. V nasledujicich
frakcich UC 142 byly také detekovany proteiny, ale neSlo uz o xylanazy, jelikoZz v téchto
frakcich byla xylandzova aktivita nulova. Ve frakcich enzymii bakterie JK 170 byly
detekovany aktivity 102 pg/ml/h v prvni frakci a 71 pg/ml/h v druhé frakci, ob¢ tyto hodnoty
1ze povazovat za vyznamné a také odpovidaji ptitomnosti bilkovin v prvnich dvou frakcich JK
170. Vidime, ze neplati, Ze ¢im vice proteinli ve vzorku tim vétsi aktivita. Nasledujici frakce
op¢t obsahovaly proteiny, ale xylandzova aktivita byla v nich nulova. U bakterie BF 3071
bylo ve vS§ech osmi métenych frakcich ptitomno velké mnozstvi proteint, xylanazové aktivity
byly ale detekovany v prvnich tfech frakcich o nizsi aktivité kolem 20 pg/ml/h, ve frakcich 4
— 6 byla xylandzova aktivita nulova a v nésledujicich dvou frakcich zacala vyrazné stoupat na
252 pg/ml/h. Ke vzorku BF 3071 byly proto pomoci gelové chromatografie separovany dalsi
frakce na celkovy pocet 12 frakci. V novych frakcich BF 3071 byly pak zméfeny vysokeé
aktivity mezi 371 — 529 pg/ml/h. Opét se tedy potvrdilo, Ze ve vzorcich UC 142 a JK 170 jsou
xylanazy zpravidla vetsi molekuly a ve vzorku BF 3071 jsou molekuly velké i malé. Nazorné
porovnani jednotlivych vzorki ukazuje Graf 3.

V prvni sad€é vzorkl byly pro srovnani také zméteny celulazové aktivity. U bakterie

UC 142 nebyly detekovany zadné celulazové aktivity. U bakterie JK 170 pak byly nalezeny
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celulazové aktivity témét ve vSech frakcich, jejich hodnoty vSak nebyly tak vysoké jako u
xylanaz (kolem 20 pg/ml/h). Celulazy bakterie BF 3071 byly detekovany ve frakcich 3 — 12,
pricemz aktivnéjsi byly ve vyssich frakcich tedy u mensich molekul. I v piipadé BF 3071
mély xylanazy aktivity vyssi nez celuldzy.

Druhé sada frakci viz Tabulka 8 byla jiz zméfena pouze na. Xylanazy bakterie UC 142
byly tentokrat aktivni jen ve tieti frakci, coz odpovida vyskytu proteini v této frakci. Stejné
jako v prvni sadé byly detekované bilkoviny i v nasledujicich frakcich, ale jiz neSlo o aktivni
xylanazy. Xylanazy bakterie JK 170 méli opét vyssi aktivitu nez xylanazy UC 142. Proteiny
byly u druhé sady frakci JK 170 detekovany v treti az paté frakci, ale aktivni xylanazy byly
detekovany jiz o frakci dfive, tedy ve frakcich 2 — 5. Aktivity xylanaz BF 3071 byly
detekovany od tieti frakce a az do Sesté frakce se pohybovaly v rozmezi vysokych hodnot 101
— 325 pg/ml/h. Porovnéani xylandzovych aktivit vSech vzorkd druhé sady frakci zobrazuje

Graf 5.

6.3 Elektroforeticka separace proteini a zymograficka vizualizace
xylanaz

Obsah proteini a enzymové aktivity byly déale vizualizovany pomoci
elektroforetickych metod. Pouzit¢ metody byly jednorozmérna elektroforéza, zymografie a
dvourozmérna elektroforéza.

Vysledky jednorozmérné elektroforézy byly vizualizovany pifedev§im barvenim
stiibrem, protoZe tato metoda je citlivéjsi nez barveni Coomassie blue a koncentrace proteinii
ve vzorcich byla vétS§inou nizka. Na Obrazcich 17 a 18 je vidét vysledek separace
extracelularnich enzymu bakterii JK 170 a UC 142. Na oba gely bylo naneseno osm frakci
precisténych pii gelové filtraci a posledni je pouze zahustény ptivodni vzorek (nepiecistény
gelovou filtraci). Mezi purifikovanymi vzorky a pivodnim vzorkem je viditelny rozdil.
Filtrované vzorky maji jasn€ rozpoznatelné a ostiejSi bandy. V plivodnim necisténém vzorku
je viditelné mnozstvi jinych struktur a zabarveni drahy vzorku a hledané bandy se zdaji
rozmazané. Nékteré bandy jsou vSak v neciSténém vzorku vice viditelné nebo dokonce na
procisténém vzorku Upln€ zmizely. U elektroforegramu JK 170 na Obrazku 17 je zjevné, Ze
prvni frakce gelové chromatografie obsahovali predev§sim velké molekuly, bandy jsou tedy
viditelné nahofte, putuji polyakrylamidovym gelem pomaleji. Podle velikostniho standardu se
hmotnosti bilkovin pohybovaly kolem 140 kDa a 100 kDa. Dalsi frakce, jak bylo jiz diive

zminéno, Zadné proteiny o mensich velikostech neobsahovaly.
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Detekce bilkovin pomoci Coomassie Blue byla pouzivana v ptipadé vyssiho obsahu
proteini ve vzorku nebo pro gely, znichz se poté vyfezavaly bandy na hmotnostni
spektrometrii, jelikoz barvivo Coomassie blue je kompatibilni S MS analyzu. Gel obarveny
Coomassie Blue je na Obrazku 19, kde jsou porovnavany vzorky s riiznymi podminkami
kultivace a rizné mnozstvi nanesen¢ho vzorku. Bakterie byly kultivovany na substratu z
xylanu a glukozy (X+G) nebo jen na glukéze (G), coz zpusobilo i nepatné odlisné slozeni
enzymového komplexu vyprodukovaného bakterii. Na elektroforegramu jsou proto nékteré
bandy od stejné bakterie jinak intenzivni, slozeni vSak zlstava potad stejné, pouze se meéni
pomgér zastoupeni komponent. Tomuto elektroforegramu odpovida zymogram na Obrazku 20.
Zymogram zobrazuje, jaké bandy na elektroforegramu jsou aktivni a vzajemné si odpovidaji
(viz. Obrazek 23). Cim je oblast svétlejsi, tim je enzymova aktivita v&tsi.

K elektroforegramu (Obrazek 19) a zymogramu (Obrazek 20) se vztahuje
denzitometricka analyza na Obrazcich 21 a 22. Denzitometrickd analyza byla provedena pro
kazdou drahu vzorku. Draha vzorku s vyznacenymi bandy je zobrazena ve spodni c¢asti pod
grafem. V draze vzorku je vyznacena relativni vzdalenost bandd v ramci délky gelu. Tyto
bandy jsou pak vyneseny v grafu, ktery zobrazuje intenzitu daného bandu a také oddéluje
samotny band (separovany vzorek, zelen¢ vyznaceno) od pozadi (gel, Sed¢ vyznaceno). Timto
zpusobem pak Ize vizualizovat objem vzorku v jednotlivych bandech, piipadné spocitat jejich
relativni objem. Jde o nazornéjSi vizualizaci elektroforegramli ¢i zymograml a jejich
semikvantitativni analyzu.

Bakterie JK 170 (Obrazek 24) a UC 142 (Obrazek 25) byly dale separovany pomoci
2D elektroforézy. V horizontadlnim sméru byly proteiny separovany pomoci izoelektrické
fokusace a ve vertikalnim sméru byla provedena elektroforetickd separace. Na Obréazcich 24 a
25 je ztejmé, Ze proteinl o stejné molekulové hmotnosti (elektroforéza) mize byt vice, ale 1isi
se svym izoelektrickym bodem (izoelektrickd fokusace) a naopak. Proto je 2D elektroforéza
citlivéjsi detekéni metodou nez 1D elektroforéza. V piipadé 1D elektroforézy se mize skryvat
vice proteint v jednom bandu, u 2D elektroforézy se tento pocet stejnych proteinti na jednom
mist¢ minimalizuje nebo se dokonce separuji jednotlivé proteiny. Opét se potvrdilo, Ze

nejvice bilkovin mélo hmotnost kolem 140 kDa a 100 kDa u obou bakterii.
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6.4 Hmotnostni spektrometrie

Sekvenaci vybranych péti bandii ze zymogramu Butyrivibrii na hmotnostnim
spektrometru MALDI TOF/TOF byly ziskany sekvence kratkych peptidi. Tyto sekvence se
neshodovaly szadnymi zaznamy v databazi proteind. Proteiny nemusely byt nalezeny
Z n¢kolika divodi. Na gelech z dvourozmérné elektroforézy je vidét, ze vice proteinti o
ruznych izoelektrickych bodech ma stejnou hmotnost, a protoze byly pro hmotnostni analyzu
pouzity bandy z jednorozmérné elektroforézy, mohlo se stat, ze band, ktery byl povazovén za
jeden protein, mohl byt ve skuteCnosti smés vice proteinii. V zdznamu z hmotnostni
spektrometrie je dale uvedeno, Ze se jednd o proteiny s riznymi funkcemi, coz potvrzuje
predpoklad, ze mohlo byt analyzovano vice proteini najednou. Nevyvraci to ale, Ze uvedené
proteiny nejsou xylanazy, protoze protein nebyl identifikovan. Mize se jednat o nové

nalezené xylandzy, které se v databazi proteini zatim nenachazi.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat xylanolytické enzymy bakterii rodu
Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio pomoci proteomickych metod. Gelovou filtraci kultur
extracelularnich enzymu bakterii Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142), Pseudobutyrivibrio
xylanivorans (JK 170) a Butyrivibrio fibrisolvens (Bf 3071) byl ziskan Cisty enzymovy
vzorek. V enzymovém preparatu byly stanoveny koncentrace bilkovin a enzymové aktivity
xylanolytickych enzymti. Enzymaticky komplex byl poté analyzovan pomoci jednorozmérné i
dvourozmérné elektroforézy a xylanolyticka aktivita byla vizualizovana pomoci zymografie.
Aktivni bandy ze zymogramii Butyrivibrii byly dale podrobeny analyze na hmotnostni
spektrometrii MALDI TOF/TOF.

Vysledky ukazaly, ze koncentrace proteind v ¢istém enzymovém preparatu bakterii
UC 142 a JK 170 nebyly pfili§ vysoké, v ptipadé BF 3071 byly koncentrace vyssi. Navzdory
nizkym koncentracim byla v§ak namétfena vyznamna xylanazova aktivita u vSech zminénych
bakterii. Naslednd elektroforetickd vizualizace proteini a enzymovych aktivit byla
denzitometricky vyhodnocena. Z téchto dosazenych vysledkid lze fici, ze aktivni xylanazy
bakterii UC 142 a JK 170 jsou pfevazné molekuly o vétsi molekulové hmotnosti kolem
140 kDa a 100 kDa, v ptipad¢ bakterie BF 3071 jsou aktivni xylanazy velké i malé molekuly.
Nejvyssi aktivity byly naméteny u xylanaz bakterii BF 3071 a JK 170, xylanazy bakterie UC
142 meély aktivity nizSi. Analyzou péti aktivnich xylandz ze zymogramu na hmotnostni
spektrometrii byly ziskany kratké aminokyselinové sekvence. Pfi porovnani s proteinovou
databazi nebyla nalezena 74dna shoda s jiz zndmymi enzymy. Byly tedy nalezeny nové
proteiny doposud nepopsané.

Ziskané vysledky dokazuji, ze vSechny cile prace byly splnény. Prace pftispiva
K rozsiteni poznatkli o xylanolytickém komplexu enzymu bakterii rodu Butyrivibrio a
Pseudbutyrivibrio. Vyzkum navazujici na tuto praci se bude zaméfovat na popis vlastnosti

nové nalezenych proteind.
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Acquisition Information

Imager Gel Doc XR+

Exposure Time (sec) 0.016 (Auto - Intense Bands)
Dark Type Referencad

Ref. Bkgd. Time (sec) |20

Flat Fleld Applied (Lens)

Senal Number 721BR02322

Software Version 201

Application SYPRO Ruby

Excatation Source UV Trans Bumination
Emission Fiter Standard Fliter
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Image Information

Acguisition Date 2152015 13383
Ulzar Mame Juriiek

Imzge Area (mim) X BTA Y T02
Image Pxels X B33 ¥- 509
Fel Size (um) X 138 Y 1379
Diata Range (Int) 381 - 3009

Analysis Settings

Detection

Lane datechon:
Automatically detected lanes

Band ditection:
Automatically detected bands with custom senstivity: 40

Lane Background Subtracton:
Lane background subiracted with disk size: 10

Lane And Band Analysis

Lane 1

o

77

Band Mo_|Band Label|Mol. W, (KDa)|Relatve Front|'Voleme (Int)| Abs, Quant | FRel. Quant. |Band %|Lane %
1 A 0,018 B24 192 P A 178 176
2 BA 0,129 220 877 Pl A 50 4.9
3 MIA 0,147 37 314 P A 0.8 0.8
4 MIA 0,17 48 538 MiA MNA 1.1 11
5 A 0,282 40 420 A A 0.5 0.9
[ A 0,382 704 060 P A 152 150
7 MUA 0474 120 250 i MR 28 28
& A, 0,541 B2 954 i MR 138 134
a MUA 0,580 aBo 961 A MEA[ Ma 22
10 A 0,724 207 557 P A 6.4 6.4
1 A 0,757 65 283 P A 14 1.4
12 MNA 0,620 58 186 Y MNA 1.3 1,2
13 A, 0,862 2B Th4 i MR 0.8 0.6
14, MUA 0,859 53T 351 A MR 16 M5
Band Dabaction I.ﬁ.IJHHr'IEI'I:Iﬂ-EI}I detectad bands with custom sensitivity: 40
Lane Background |LE|nE background subiracted with disk size: 10




Lane 2

1
1400
e 12 2 M
H d ] LI
,E' o ML&YW
i
a0 -
A0
20 -
1
oo 0z nan R o 1m
Band Mo |Band Label [Mol. Wi, (KDa)|Relative Front |Volume (Int)|As. Quant | Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 A 0,027 BdB 162 MiA A 61,0 56,3
i A 0,368 31349 MiA A 23 21
3 A 0,563 186 648 MiA [ 141 131
4 A 0,587 245 387 MIA A 176 16,3
5 A 0,758 13 254 MiA A 1.0 09
& A 0,664 26 644 MiA A 14 14
T MiA 0,809 20 328 M Al 21 18
Band Detection Automatically detected bands with custom senstivity: 40
Lane Background Lane background subfracted with disk size: 10
Lane 3
-
1
oo 0z LEI 075 1m
Band Mo.|Band Label [Mol. W, (KDa)|Relatve Front |\Violume (Int)|Abs. Quant | Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 MIA 0,016 167 226 MiA A a9 B,7
2 A 0,081 101 943 A MIA 55 53
3 A 0,167 27 9148 MIA A 15 1.4
4 MIA 0,200 6 815 MiA A 0.4 04
5 A 0,256 164 174 A MIA a8 B.S5
& MIA 0,312 307 145 MiA A 164 15,9
il MIA 0,367 17 672 MiA A 04 04
& A 0437 441 659 MIA A 236 229
@ MIA 0,506 21 432 MiA A 1.1 11
A A 0,561 12 565 A A 6.0 5.4
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1 N/A 0,590 227 856 N/A N/A 122 1ns
12 N/A 0,866 13677 NIA N/A 0.7 0.7
13 N/A 0,906 48 363 N/A N/A 286 25
14 N/A 0,944 210278 N/A N/A 13 108
Band Detection |Automatically detected bands with custom sensativity: 40
Lane Background ILane background subtracted with disk size: 10
Lane 4
1
1 4
l 0
= 12 'I 2 3 5 .,“I. T /E‘_
e 4 2 -
i n:mJ \-f -\~\_.’l../\_, M»‘JL—"""' B ?\:-f‘*—ﬁ-—«—u =
- b “—"‘-\.\u»
2
00
400
200
a
| | |
000 025 030 R, 075 100
Band No.|Band Label | Mol. Wi. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)|Abs. Quant | Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 N/A 0,018 508 352 N/A N/A 464 424
2 N/A 0,134 107 442 N/A N/A 98 9.0
3 N/A 0,207 41 266 N/A N/A 38 34
4 N/A 0,245 31443 NIA N/A 29 26
5 N/A 0,365 36 258 N/A N/A 35 32
6 N/A 0459 70 030 N/A N/A 64 5.8
7 N/A 0,506 31255 N/A N/A 29 26
8 N/A 0,548 267 242 N/A N/A 244 223
Band Detection IAuﬁomaucﬂy detected bands with custom sensitivity: 40
Lane Background |Lane background subtracted with disk size: 10
Lane 5

A
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Band Mo.|Band Label|Mol. W, (KDa)|Relative Front|voleme (Int)|Aba. Quant | Fel. Quant. |Band %|Lane %
1 A 0,008 30 aar MNiA A 16.1 15,3
£ A 0486| 187461 Mi'A A g9 a7

Band Detection |.ﬂ.uhnrna11n.el_n,| detected bands with custom senstivity: 40

Lane Background |Lana background sublracted with disk size: 10

Lane 6
1

100
&
=)
g
iem
400 7|
20 -
]
] ] 1
oo nzs LELI o7 100

Band Mo.|Band Label|Mol. We. (KDa)|Relative Front|voleme (Int)|Aba. Quant | Fel. Quant. |Band %|Lane %
1 A 0011 482 043 MilA A 210 20,3
£ A 0423 B53 818 Mi'A [ 408 38,3
3 A 0,555 BE1 TTH MNiA A 3E|,1| 36,7

Band Debection Iﬁuhnmtn.ely detected bands with custorn sensitivity: 40

Lane Background |Lana background subtracted with disk size: 10

Lane 7
i
1400
121 ‘

i

. ...

z I

i

0 -
40
20 -
]
] 1 ] 1
0o 0.z 030 07 1.0
Band Mo.|Band Label|Mol. We. (KDa)|Relative Front|volume (Int))Abs, Quant | Fel. Quant. |Band %|Lane %
1 A o3 640 187 Mi'A [ 532 47 4
2 A 0,604 562 Ga4 MNiA A 46,5 41,7
Band Detection Iﬁuhnrrm:*.el_n.l detected bands with custom senstivity: 40
Lane Background |Ls|na background subtracted with disk sizs: 10
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ale i} (ol 0350 R oS 10
Band No.|Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Viotume (Int)|Abs. Quant [Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 NA 0,008 242097 NIA NA| 68 64
2 NA 0,105 168025 N/A NA| 48] 45
3 NA 0,122 34 562 NIA nal 09l o9
4 N/A 0,149 43 663 NIA NAal 12] 12
5 NA 0,276 46 154 N/A NAl O 13 12
6 NA 0,385 656214 N/A NA| 178 175
7 N/A 0470 36472 NIA NAl 10[ 10
8 NA 0,572 1539250 NIA NA[ 419 409
9 NA 0,664 11515 N/A NAl o 03] 03
10 NA 0,742 283786 N/A NAl 77 TS
1 NA 0,786 52217 NIA NIA 14 14
12 NA 0,935 234201 N/A NA| 64 62
13 NA 0071 324911 NIA NAal 88| 86
Band Detection |Automatically detected bands with custom sensitivity: 40
Lane Background |Lane background subtracted with disk size: 10
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Band No.‘Band mwlma. W (!(Da)'Relaﬂve FrontIVoune (m)|/un. om‘m. Quant.

Band%lLane'/.




1 B, 0,004 B1 404 A MUA 34 33
2 [ 1 0,076 2B5 995 MiA MUA 120 15
3 P 0,160 Ba7T MiA A 0.4 04
4 MU 0,236 104 951 MiA MUA 44 4.2
5 B, 0,206 318 271 A MA| 134 129
& M 0,347 34 498 M M 14 14
7 1Y 421 BB 443 MiA MUA 288 278
8 A 0,480 20 986 A MU 13 12
9 P 0,535 148 332 MiA A 6.2 6,0
10 [T 0,572 311 To4 MiA A 130 126
1 P 0,868 52 9649 MiA A 23 21
12 [ 1 0,835 322 984 MiA MUA 135 130
Band Datection |Aumma11c~.al_~,- detected bands with custom sensitivity: 40
Lane Background |Lana background subtracted with disk size: 10
Lane 10

leemsity ity

82

—
i
]
a
oo 0zs LI 075 1M
Band Mo.|Band Label Mol Wi, (KDa) |Relative Front|Voleme (Int)|Abs, Quant | Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 BUA, 0,011 422812 MiA MA| 282 256
bl g A 0,116 12 690 A A 08 0,8
3 [ A 0,185 70 406 MiA MUA 47 4.3
4 MU 0,227 38 621 MiA MUA 256 24
5 BUA, 0,283 B 554 MiA MUA, 06 05
[ MA 0,350 52123 MiA MUA 35 32
7 BUA, 0,443 252 108 MiA MUA, 16,8 153
8 MA 0,488 194 157 MiA MUA 130 M4
9| A, 0,518 445 231 MIA wa|  27] zro
Band Dataction Iﬁuh:}rna'un.ely detected bands with custom sensitivity: 40
Lane Background |Lana packground subtracted with disk size: 10




SDS-PAGE Coomassie Blue

C:/Documents and Settings/Jurasek/Dokumenty/Vysledky Gel Doc/SIMI/2015-05-18.scn

Acquisition Information

|Imager Gel Doc XR+
|Exposure Time (sec)  |0.089 (Auto - Intense Bands)
|Dark Type Reterenced

|Ref. Bkgd. Time (sec) |20

|Fiat Fleld Applied (Whae)

Senal Number 721BR02322

Software Version 201

Application Coomassie Blue

Excitation Source White Trans liluminaton
|Emission Fater Standard Filter

Image Information

[Acquisition Date

21.5.2015 13:18:43

|User Name

Juradek

|image Area (mm)

X: B4 Y: 697
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Image Fxels X:oo1233 Y 022
Pl Size (um) X BBE2Y: GBZ
Data Range (Irt) 414 - 3688

Analysis Settings

Detecton Lane detechion:
Automatically detected lanes with manual adjustrments
Band debechion:
Automatically detected bands with custom senstivity: 40
Lane Background Subtraction:
Lane background subiracted with disk size: 10
Lane And Band Analysis
Lane 1
T
e
—
p=g 1
-
i “
12ma
100
=m0

1
i
oo

84

023 030 R, OFs 1.1

Band Mo Band Label[Mol. Wt (KDa)|Relative Front]voleme (Int)|Abs. Ouent |Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 P, 0,041] 2 BB1 856 MIA Mia| 398l 315
2 P, 0,900] 286158 MIA M, 38 3
3 M 0,207 B4 010 A [N 08 07
4 M8 0,223 144 078 MIA A, 20 1.6
&5 M 0427 180 116 MiA Pl 25 20
] T 0847 1160348 MiA M| 164 128
T [ R 0Aar5] *551 594 A [ 51 274

Band Detection Automatically datected bands with custom sensithvity: 40

Lane Background Lane background subtracted with disk size: 10




Band No.|Band Label |Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Votume (int)|Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 N/A 0013| 33078 NIA NA[ 05 04
2 N/A 0,033 3500450 NIA NA| 517 458
3 N/A 0,381 56 314 NIA NA| 08 07
4 N/A 0949 909 460 NIA NA| 134] 119
5 N/A 0982 2276610 NIA NA| 336 207

|Band Detection Automaticalty detected bands with custom sensitivity: 40

|Lane Background Lane background subtracted with disk size: 10

Band No.|Band Label [Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (int)| Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 N/A 0,028] 655936 NIA NA| 81 74
2 N/A 0191] 53058 N/A NAl 07 08
3 N/A 0,230] 100196 NIA nal 12 1
4 N/A 0,286] 196 766 NIA NA| T 24 22
5 N/A; 0208] 202464 NIA NA| 25 23
6 NIA 0,331] 216450 N/A NA| 27 24
7 N/A; 0,345 265808 NIA NA[ 33 30
8 NI/A 0350) 371998 NIA NA| a8 42
9 N/A 0408 124 542 NIA NA| 15 14

10 N/A 0447| 475746 NIA NA| 59 54
1 NIA 0497] 374514 N/A NA| a8l a2
12 N/A, 0523 261738 NIA Nnal o 32 30
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13 MiA 0,555 133 866 WA A 1.7 15
14 M 0,610 B32 056 HiA A 10,3 a4
15 MNJA 0658|744 292 HiA MUA 9.2 B4
16 MNJA 0,664 130 166 NiA MUA 16 15
17 M 0,735 546 194 MiA MUA 6.7 5,2
18 MNIA, 0,765 102 490 N/A MUA, 13 12
1% MA 0,607 177 374 HiA MR 22 20
20 MA 0643 24T 0H2 HiA MR 3.0 24
g | M 0.BE1 570 314 HiA MUA 7.0 6.4
s M 0,807 327 0a0 HiA A 4.0 37
23 M 0,864 aas 522 HiA A 123 11,2
Band Detection Automatically detected hands with custom senstivity: 40
LLana Background Lane background subtracted with disk alze: 10
Lane 4
T
T 1200 - E
L 3 | 4
s it
1000 o
.
1
oo 025 030 R, nws 110

Band No._|Band Label [Mol. Wi. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)| Abs. Quant.|Rel. Quant. |Band %|Lane %
1 MA 0,02 258 852 MiA A 6.0 4.9
2 MA 0,173 28822 MiA A 0.7 0,6
3 M 0,212 BT 172 HiA MUA 2.0 1,6
4 MA 0,266 BB 272 Mis A 23 19
5 MA 0,260| 1B5 962 Mis A 43 35
& MJA 0,314 161 004 HiA MUA 4.2 34
T M 0,384 121 804 HiA MUA 28 23
8 & 0413 204 240 HiA A 47 348
o M 0,428 75110 HiA A 1.7 14

Li] MA 0,458| 45 436 MiA A 1.0 049
1 MA 0,464 140 230 MiA A ke 26
12 M& 0,514 2B3 272 A A 6.5 5.3
13 MA 0,545 157 842 Mis A a8 3,0
14 A 0579 214 822 HiA MU 49 4,0
15 MJA 0,582 318 532 HiA MUA T4 6,0
16 M 0648 412402 HiA MUA 9.5 ra
17 M 06T 117 068 HiA MUA 27 22
18 M 0,714 271 432 HiA A 63 5.1
18 MiA iy =] 54 834 HiA MUA 1.3 1.0
20 MA 0,838] ™ 336 MiA A 1.6 1.3
by | M& 0,880 251 g22 A A 58 4,7
prtd M& 0,805 112 110 A A 205 21
23 MA 0,862 G647 130 MiA A 148 122
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Band Detection

Automatically detectsd bands with custom sensitivity: 40

Lane Background

Lane background subtracted with disk size: 10

ule 1]

T TRPSAEFII FIFPer (|

nzs 040 R ows 1m
Band No.|Band Label [Mol. We. (KDa)|Relative Front|voleme (int)| Abs. Quant |Rel. Quant. |Band % |Lane %
1 NiA o018 493802 NiA T R
2 NiA 0158] 55500 NIA MA| 05 04
3 NiA 0,352] 352758 NiA M| 28] 28
4 NiA 0427] 1696892 NiA Ma| 138 128
5 NiA 0453 310208 NIA MA| 25 23
3 NiA 0481] 1422280 NiA Ml 1T 107
7 NiA 0501] 104 118 NIA MAa| 08 08
8 NiA 0.517] 45214 NiA MA| 04 03
g NiA 0.550] 428016 NiA Ma| 35 32
10 NiA os68| BoZ 144 NIA MA| 73] 67
1 NiA 0.504] 1163724 NiA M| 95 &7
12 NiA 0635]  B3T 976 NiA MA| 68 63
13 NiA 067s] 235838 NiA Mal 18] 18
14 NiA 0,669 50274 NiA Mal 05 04
15 NiA o732]  e6822 NIA Mal 05 05
16 NiA 0.744] 99900 NiA L
17 NIA 0.827) 353942 NIA M| 28| a7y
18 NiA o858 368742 NiA T EE
19 NiA 0.663] 1342 508 NiA Ml 10 101
20 NiA oo18] 238132 NIA Mal 2ol 18
21| NiA 0873|1634 142 [T NA| 134 123
Band Detaction Automatically detectsd bands with custom senstivty: 40
LLamne Background Lane background subtracted with disk size: 10
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Cinj
]
|:u|:l:| IJ!..‘:- 030 R IZIFIE 1100
Band No.|Band Label[Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|volume (Int)|Abs. Quant. |[Rel. Quant. [Band %|Lane %
1 MR 0012]  S1zazo A A EE R
] iR 0,138 A5 732 MIA ) 03 03
E] MR 0,155 72 064 MiA A 08 05
F] MR 0,169 A4 474 MIA ) 03 03
5 MR 0,207 106558 MiA MiA 08 08
] MR 0,241 4B 322 MIA A o4 03
T iR 0,275 32412 MiA MiA 02 02
] A 0,331] ST0688 MiA A 83 41
] MR 0,346 164 482 [ A 14| 13
10 A 0,385 30 710 MiA A 02 02
i ML 0423 434 306 MiA M 33 3a
12 A 0460|  5B7 190 MiA A 44 42
13 M8 oaro|  &7024 A A 07 06
14 NIA 0483 155400 NiA MA| 12 19
15 MR e IELCEL) MiA A 21| 20
18 MR 0,561] 1 4BE 066 MIA TR LK
17 iR 0577 430162 MIA ) EEER
18 M8 0593 B17 530 MIA A a7 44
19 iR 0627 1627 556 MIA TANEEE EEE
20 MiA 0662|140 896 MIA ) 1.1 1,0
L iR 0678|167 432 MIA A 15 14
2 MR o700] 237022 MIA A 18 17
23 iR 0718 B317E MIA A s 08
24 MR o,746] 105154 MIA A 0s 08
25 iR 0.820] 726976 HiA A 55 52
26 MR 0,850 630480 MIA MIA a8 45
27 iR 0873| 1764678 HiA T EREE RE
8 iR og10] 312650 MiA A 24| 22
) iR 0,828 B2 752 HiA [ 0.5 04
a0 MR 0053 116328 MiA PA g 08
31| MNiA 0976| 1520358 NiA Ma| 115 108
Band Detection Automatically detected bands with custom sensitivity: 40
LLame Background Lane background subtracted with disk alze: 10
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Lane 7

B8

€

Iiewsity i)

025

oS

1 00

Band No.|Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (int)|Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 NIA 0,010] 1169200 NIA NA[ 333 213
2 N/A 0188  @8198 NIA NA| 28 18
3| N/A 0421 81918 NIA NAl 23] 15
4 N/A 0,966 2164 130 NIA NA| 616 395
|Band Detection Automatically detected bands with custom sensttivity: 40
|Lane Background Lane background subtracted with disk size: 10
Lane 8
Ji
R0
4
g 207
<
il
2
=
1000
-
000 025 050 R, 075 100
Band No.|Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)|Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 N/A. 0,007| 1316 460 NIA NA| 237 207
2 N/A. 0,031 585636 NIA NA| 108 92
3 N/A. 0343 29822 NIA NA| 05 05
4 N/A 0959| 3615788 NIA NA| 652 568
|Band Detection Automatically detected bands with custom sensitivity: 40
|Lane Background Lane background subtracted with disk size: 10
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H

|

oon

1T

T

nan

IR

1
e

110

Band Mo.|Band Label|[Mal. Wi, (KDa)|Relative Front|volume (int)|Abs. Quant.[Rel. Quant. [Band %[Lane %
1 MiA 0008 454 804 MiA Mia| 105 BS
2 MiA 0,168| 35 445 MiA MR 0g 07
3 NiA o208  sg422 NiA R EEE
4 MiA 0,288 135716 MiA A a1l 28
5 M 0,272 117 512 MiA MIA 2.7 22
& MiA 0,289 105 598 MiA A 24 20
T MiA 0,312 113812 MiA A 26 21
& MiA 0,324 208 T54 MiA MUA 4.8 349
9 MiA 0377 BE 652 MiA MR 20 16
10 MiA o4a11| 231768 MiA MR 53 43
1 M 0463 207 496 A MUA 4.8 34
12 A 0488 212380 M, MR 40 39
13 A o52|  eooss MiA /A 18 15
14 MiA 0,573 562 696 MiA MUA 128 105
15 MiA 0,619 46 GE4 MiA MUA 103 B3
18 MiA 0,640 o4 498 MiA MR 2z 18
17 MiA 063  3330N4 MiA MR 7.7 B2
18 MiA 0,766 B3 018 MiA MR 1.0 1,
19 A 0.800] o4 794 M, MR 23 14
20 A o0B4| 202020 M, MR 46 3,8
2 MiA 0,861 461074 MiA MUA 11 B4
Band Detection Automatically detected bands with custom sanstivity: 40
Lame Background Lane background subiracted with disk size: 10
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Lane 10

Iviewsdy fit)
g

| U

lllﬂlﬂﬂllx.lil I,

|1

000 100
Band No.|Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (int)|Abs. Quant.[Rel. Quant.[Band %[Lane %
1 N/A 0004] 131202 NIA NA| 84| 49
2 N/A 0,266 90 280 NIA NA| 58] 34
3 NIA 0,207| 105746 N/A NA| 67 40
4 N/A 0,366 B0 882 N/A NA| 52 30
5 N/A 0,394 144670 N/A NA| 92 54
6 N/A 0,466 81992 N/A NAl 52 34
7 NiA 0494] 160802 NIA NA| 102] 61
8 N/A 0525 112628 NIA NA| 72 42
9 N/A 0579 107078 NIA NA| 68 40
10 N/A 0623] 165316 N/A NA| 105] 62
1 N/A 0,687 87 542 NIA NA| 58] 33
12 N/A 0062 301032 NIA NA|  192] 113
|Band Detection Automatically detected bands with custom sansitivity: 40
[Lane Background Lane background subtracted with disk size: 10

] (NIRRT R

000 100/
Band No.|Band Label|Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (int)|Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %|Lane %
1 N/A 0003] 219928 N/A NA| 21| 20
2 N/A 0150| 56684 NIA NA|  06] 05
3 N/A 0205 65638 NIA NA| 08 086
4 NIA 0239 31228 NIA NAl 03] 03
5 N/A 0,272 30 192 NIA NA| 03] 03
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[+ M 0,320 300 600 A i 3148 3.6
i M 0,342 144 004 MiA Pl 14 13
& M 0428 320 346 HiA P, 3.1 24
a M 0460 437 340 HiA P, 42 3.9
10 M AT 48 240 A i 05 0,4
1! M 0483 109 594 A M 11 10
12 M 0,504 156 954 HiA P, 15 14
13 M 0,552 1300 335 HiA P, 135 125
14 M 0,576 485 958 HiA P, 4.7 4.4
15 M 0,504 517 556 A i 50 4,7
16 M 062 1466 976 MiA Pl 142 13,2
17 M 0,668 307 618 HiA P, 3.0 2.8
18 M 0p82 165 464 HiA P, 16 15
19 M 0,r2 BB T48 HiA Py 0.6 0.6
20 M 0,806 512 376 MiA Pl 50 4,6
g | M 0,833 435 564 MiA Pl 4.2 34
2 MiA 0653 1342138 HiA MG 1300 124
3 MiA 0BB5] 213120 HiA M, 21 19
24 M 0,803 B0 630 HiA Py 0.6 0.5
25 M 0,837 205 g52 MiA Pl 29 27
26 M ﬂ,ﬂS&l 10414 614 MiA Pl 9_':'l| 81
Band Detection Automatically detected bands with custom sansitivity: 40
Lane Background Lane background subiracted with disk size: 10
Lane 12

e 030 iR, 0vs 1.0

aon 0

Band No.|Band Label[Mol. Wi. (KDa)|Relative Front[volume (int)|Abs. Quant [Rel. Quant.[Band %[ Lane %
1 NIA, 0,005 144 522 NIA WA 18 18
2 NiA, 0142 46176 NIA e 08 05
3 NiA, 0,333 168 720 NiA T EEIEE
4 NiA, 0404 1 286 490 NIA el 161 147
5 NiA 0436| 333962 NIA wa| a4z 3@
3 NIA, 0458 10168314 NIA WA 128 118
7 NiA, T EGE NIA Na| 04 04
B NiA, 0507| 121508 NiA el 18 14
8 NiA, 0,557 444074 NIA I

10 NiA 057a| 270544 NIA TYE IR
1 NIA 050 84720 NIA EEEE
12 NiA 0817| 340252 NIA MEEEET
13 NiA, 0655 115292 NiA el 14| 13
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14 NiA o668 32190 NIA Nal 04 04
15 NiA o718] 175602 NIA MAl 22 20
16 NIA 0600 234 654 NIA Mal 28 27
17 NiA 0823 274910 NiA TR
18 NIA o858 1072852 NIA Mal  134] 122
14| M 0,888 457 690 NiA MA| 57| 52
20| N/A 0,953 1316312 NIA M| 165 150

|Bm:| Diatection Automatically detectsd bands with custom senstiviy: 40

[Lane Background Lang background subiracted with disk size: 10
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