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PREDHOVOR

Stcasni Studenti a absolventi biologie na naSej pedagogickej fakulte buda vzdelavat
a vychovavat’® ziakov zdkladnych a Studentov strednych §ko6l v prvom storoci tretieho
tisicro¢ia, ktoré bude charakterizované pokraujicim rozvojom molekularnej biologie,
biochémie a genetiky. PocCas stidia bioldgie si osvojuju zdkladné poznatky, ako su
molekulova stavba bielkovin, stavba nukleovych kyselin, prenos genetickej informacie,
syntéza bielkovin atd’. Aky je vSak teoreticky a prakticky vyznam proteomiky a genomiky pre
rozvoj biotechnolégii, co st modifikované organizmy, v ¢om spociva transgendza, ¢o su to
explantatové kultury atd’. - na tieto otazky vie zareagovat' len nepatrny zlomok Studentov.
Pri¢iny mozno vidiet vtom, Ze v zdkladnych disciplinach niet priestoru pre rieSenie
zavaznych otdzok moderného vedeckého béadania a vyrobnej praxe. Doélezitou a trvalou
ulohou ucitel'a biologie je, avbuducnosti nad’alej zostane, posobit na profesionalnu
orientaciu najmi Studentov strednych $kol pri vybere d’alSieho Studia alebo zaradenia sa do
vyrobného procesu. Iba ucitel’ adekvatne teoreticky pripraveny odpovedat’ aj na hore uvedené
otazky, ma Sancu pre uspesné formovanie ziakov v intenciach modernej vedy a poziadaviek
vyrobnej praxe. Bolo by neodpustite'né, ak v ¢ase zakladania a posobenia fakult a katedier
biotechnologii na vysokych Skolach auniverzitach, by ucitel nebol schopny zanietit
Studentov aj pre tento smer Stidia. Preto sa do Studijnych planov fakulty zaviedol predmet
biotechnologia, ktory sa stal pre stupent magisterského Studia povinne volitelnym predmetom.
Nasi Studenti magisterského aj bakalarskeho stupnia Studia, Studenti doktorandského Studia
a vedecki pracovnici z fakalt inych univerzit a vedeckych pracovisk uZz péatnast rokov
prejavuju aktivny zdujem o vyskum a aplikaciu polymorfizmu enzymov v praxi. Impulzom
pre napisanie vysokoSkolskych ucebnych testov boli aj skuto¢nosti, ako uplatnenie
polymorfizmu enzymov (jednoduché markery Struktirnych génov) v biotechnolédgii a
absencia dostupnej literatiry v slovenskom jazyku, ktord by rieSila teoreticku, analytick
1 prakticku stranku vyuzitia polymorfizmu enzymov.

Ucebné texty su koncipované tak, Ze za kazdou kapitolou st formulované otdzky, na ktoré
by mal Student vediet odpovedat. Rozsah, ktory je vymedzeny pre napisanie ucebnych
textov, neumoznuje rieSit polymorfizmus vSetkych aktudlnych druhov enzymov znamych
z vedeckej literatiry. Preto je rieSeny polymorfizmus enzymov najcastejSie Studovanych
druhov enzymov ahlavne tych, sktorymi mame v nasom laboratériu dlhoro¢né

experimentalne skuisenosti.



Pevne verim, ze praca pomdze vniknut’ do metodologie analyzy, poznania a interpretacie
polymorfizmu enzymov nielen Studentom bioldgie, biochémie a biotechnologii, ale aj
vedeckym pracovnikom, ktori budu chciet’ obohatit’ metodologiu svojej vedeckej prace o tato

vo vedeckej literatiire pomerne frekventovane prezentovanu oblast’.

RNDr. Pavol Mudry, CSc.

autor



1 UvoD

Rozvoj molekulovej bioldgie, biochémie a genetiky vyrazne ovplyvnil metodolégiu
analyzy, poznanie Struktury, geneticku interpretaciu a vyuZzivanie poznania polymorfizmu
enzymov v rozmatitych teoretickych aj aplikacnych rovindch. Polymorfizmus enzymov je
fenomén, ktory je znamy v biochemickom a biologickom vyskume uz viac ako pitdesiat
rokov. Pocas tohoto obdobia sa naakumulovalo mnozstvo tidajov a poznatkov, ktoré nasli
uplatnenie v rozmanitych oblastiach vedeckého badania, predovsetkym vSak v tych, kde sa
dalo vyuzit’ poznanie rozsahu variability (diverzity) enzymov. Vyskum na poli polymorfizmu
enzymov vyznamne zasiahol do biochémie, genetiky a Slachtenia, hlavne populacnej
genetiky, ekofyziologie, systematickej botaniky, cytologie, histologie, organologie, ontogénie
a fylogénie, fytopatoldgie, rastlinnej vyroby atd’. Vynimkou nie je ani biotechnologia, ktora
poznanie diverzity enzymov vyuziva v §lachteni asistovanom polymorfizmom enzymov -
jednoduchych molekularnych markérov Struktirnych génov, d’alej pri hodnoteni identity
buniek, pletiv, orgdnov a rastlin vypestovanych v in vitro podmienkach, pri tvorbe geneticky
modifikovanych organizmov pri zndmej polohe polymorfného lokusu enzymu na
chromozéme donora, alebo priamo v priemyselnej vyrobe. Objektom Stadia polymorfizmu
enzymov moze byt kazdy zivy systém, ktory je schopny syntetizovat enzymy. Su zname
prace dokumentujiice polymorfizmus enzymov hub, baktérii, Zivo¢ichov, rastlin aj ¢loveka.
Najintenzivnejsie sa $tuduje a je publikovana diverzita enzymov rastlin. Co je pochopitelné,
pretoZze rastlinny materidl pre vyskum je dostupnej$i, zvyCajne lacnejsi a deStrukénd praca
etickejSia, ako na nateridli zivo¢iSneho pdvodu. Medzi vel'mi dobre preStudované rastlinné
druhy patria predovSetkym hospodarsky vyznamné druhy. Z pol'nohospodarskych druhov st
to predovsetkym kukurica siata (Zea mays L.), slnecnica ro¢na (Helianthus annuus L.), s6ja
fazulova (Glycine max [L.] Merr.), hrach siaty (Pisum sativum L.), husto siate obilniny, travy
a z drevin st to lesné dreviny a ovocné dreviny. O intenzite Stidia rozhoduje hospodarsky
vyznam druhu, rozsah variability polymorfizmu enzymov a s tym spojeny spésob mnoZenia
(rozmnoZovania) — autogania (samoopelenie) alebo allogamia (cudzoopelenie) a prevazne
kodominantny sposob prejavu (expresie) alel polymorfného lokusu. Pri analyzach
polymorfizmu enzymov naj€astejSou metddou je elektroforéza na zvolenom médiu (nosici).
NajcastejSie vyuzivanou metddou je metdda horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle,
ktorej sa v rdmci metodolégie vyskumu polymorfizmu enzymov budeme venovat’ aj v tychto
skriptach. Kazd4d metdéda umoziiuje do urcitej miery poznat' exaktne skiimany objekt, jav

alebo zakonitost. Na prvy pohlad by sa mohlo zdat’, Ze elektroforéza je metoda z hl'adiska
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pouzivanych pristrojov a materidlneho vybavenia pomerne jednoduché. V pripade separacie
izoenzymov aich genetickej interpreticie je mimoriadne dolezité precizne dodrziavanie
kultivacnych a experimentalnych podmienok. Metéda vyzaduje znacnlil experimentalnu
skisenost’ a dlhodobejsiu prax. Casto pri bandlnej nepozornosti je nevyhnutné analyzu
zopakovat’, lebo hrozi, Ze izozymogramy (obraz systému vyfarbenych zoén enzymatickej
aktivity) budi nekompletné alebo necitatel'né, a teda nepravdivé. Zvladnutie metodolodického
postupu v spojeni s inymi vyskumnymi metoédami rozhodne prispieva ku komplexnejSiumu
a pravdivejSiemu poznaniu rastlinnych organizmov, javov a zakonitosti na Urovni buniek,

pletiv, organov, druhov, vnutro- a medzipopulacnych vzt'ahov.

Otazky: 1. Co je objektom $tidia polymorfizmu enzymov?
2.V ktorych vednych disciplinach sa realizuje vyskum polymorfizmu enzymov?
3. Co rozhoduje o intenzite §tidia polymorfizmu enzymov konkrétneho

rastlinného druhu?

2 POLYMORFIZMUS ENZYMOV

2.1 POLYMORFIZMUS VSEOBECNE

Termin polymorfia je gréckeho povodu a sklada sa z dvoch slov poly- (znamena mnoho,
mnozstvo, viacnasobnost’, mnohost) a - meorfia (zn. tvarnost, tvar, tvarovy). Potom
polymorfny bude mat" vyznam mnohotvarny alebo mnohostny a polymorfizmus bude
vSeobecne vyjadrovat’ existenciu druhu v niekol’kych variétach, teda jeho mnohotvarnost’.

Z pohl'adu genetiky — geneticky polymorfizmus na urovni zZivych systémov vyjadruje
existenciu odliSnych foriem sekvencii DNA. Polymorfizmy st typom genetickej diverzity vo
vnutri genofondu (suboru génov). M6zu sa vyuzivat’ na lokalizaciu (mapovanie) génov, a tak
je ich mozné pouzit’ na urCenie zdroja analyzovanej vzorky. V skutocnosti v zévislosti od
povahy, polymorfizmus moZze alebo nemusi ovplyvnit' biologicku funkciu. Poradie
aminokyselin v proteinoch je pod priamou kontrolou informécie v génoch. Gény, ktoré maju
odlisné sekvencie DNA sa nazyvaju polymorfné. Tieto odlisSné formy génu sa nazyvaju alely.
Ak alely spdsobuju odliSnosti v poradi (sekvencii) aminokyselin v bielkovine, bielkoviny
koédované alelami sa nazyvaju izoformy. Miesto vyskytu génu na chromozoéme je jeho lokus.

Polymorfizmy vznikaju prostrednictvom mutécii, ktoré mdézu byt spdsobené vymenou

jedného typu nukleotidu za iny, v€lenenim (inzerciou) alebo stratou (deléciou) alebo novym
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usporiadanim (zoskupenim) nukleotidov. Tak sa polymorizmus moze dedit’ podobne, ako
akakol'vek sekvencia DNA z rodi¢ov na potomstvo. Vzhl'adom na velku cast DNA, ktora
nekdduje syntézu bielkovin, sa polymorfizmy nasli aj mimo gény. V skutoc¢nosti useky DNA,
ktoré nekoduju syntézu bielkovin, maji tendenciu tvorit’ viac polymorfizmov. Polymorfizmy,
ktoré nemaju Zziaden vplyv na organizmus sa nazyvaju selektivhe neutralne, pretoze
neovplyvituji jeho schopnost prezit arozmnozovat sa. Proces urCovania geneticky
podmienenych polymorfizmov jedinca je znamy ako genotypovanie. Jedna z najstarSich
metdd genotypovania je metdda detekcie izoenzymov alebo izozymov. Izoenzymy s odlisSné
formy proteinu s jemne odliSnou skladbou aminokyselin, ktora je geneticky programovana

prostrednictvom DNA (Nelson 2003).

2.2 STRUCNA HISTORIA VYSKUMU POLYMORFIZMU ENZYMOV

Polymorfizmus enzymov bol pozorovany podstatne skor, ako sa oflom zacalo vadzne
uvazovat. UZ v roku 1940 ho opisal Theorell, ale biologicky vyznam tohoto fenoména bol
doceneny podstatne neskor (Scandalios 1975). Az prehibenie poznatkov a
zdokonalenie metodologickych pristupov v biochémii potvrdilo, Ze polymorfizmus enzymov
je nieco zakonité v zivych systémoch a nie iba ndhoda. UZ zaciatkom pétdesiatych rokov bolo
znamych niekol’ko prac, ktoré dokumentovali existenciu rastlinnych enzymov v mnohotnych
(multiplicitnych) forméch. [ ked huby nie st rastliny, prvé prace pritomnost mnohotnych
foriem enzymov dokazuji prave prostrednictvom analyz hub. Podrobny historicky prehlad
prac uvadza McMillin (1983). V roku 1949 Maliette a Dawson ziskali pét’ Cistych preparatov
tyrozindzy z druhu huby Psaliota campestris. Pritomnost’ rozdielnych foriem amylazy,
pektinesterdzy a polygalakturonazy v mikroskopickych hubach pouzijic metéodu papierovej
chromatografie a elektroforézy na agarovych géloch pozoroval Reid (1950), papierovou
chromatografiou pritomnost’ réznych foriem invertazy kvasiniek pivnych Cabib (1952),
amylazy ryze Giri et al. (1952). Krebs (1953) izoloval niekol’ko foriem
triozofostatdehydrogenazy z kvasiniek, porovnavajuc vysledky papierovej chromatografie
a elektroforézy na papieri huby Aspergillus oryzae a v chrene zistili rtézne formy esterazy,
amylazy, B-glukozidazy, sacharazy, celulazy, protedzy a alkalickej fosfatazy Gillespie et al.
(1952). McMillin uvadza polymorfizmus kyslej fosfatazy v listoch pSenice (Roberts 1956),
peroxidaz cukrovej repy, tabaku, Spenatu (Boroughs 1954). V tychto rokoch existovali

protireivé ndzory na existenciu polymorfnych foriem enzymov. Predpokladalo sa, ze su to



artefakty, ktoré¢ vznikaji homogenizaciou, extrakciou a purifikaciou analyzovanych vzoriek.
McMillin uvadza, ze az praca, ktoru publikoval Jermyn a Thomas (1954) a tykala sa analyzy
odlisnych foriem peroxidazy vyvratila, ze by Slo o artefakty. Dokézali, ze kazda z foriem ma
odlisné vlastnosti. K vyrieSeniu problematiky vyznamne prispelo skvalitnenie metodologie
elektroforetickej separacie latok. Prvym metodologickym krokom bolo vyvinutie
elektroforézy na Skrobovom géle autorom Smithies (1955). Druhym bolo zistenie, ze je
mozna vizualizacia izoforiem na Skrobovom géle pouzitim vyfarbovacich postupov znamych
z vyfarbovania Zivoc¢iSnych tkaniv (Hunter a Markert 1957). Hunter a Markert (1957)
navrhli, aby systém pasov zodpovedajucich miestu vyskytu enzymov sa nazyval
zymogram. Markert a Moller (1959) ako prvi vyslovili termin izozym na oznacenie
odliSnych molekulovych foriem enzymov s rovnakou substratovou Specifitou. Analyzou
a Stidiom polymorfizmu laktdtdehydrogenazy v hovddzom srdci, v srdci ovce, prasata, mysi
a kralika ukazali, ze izoenzymy boli tkanivovo, vyvojovo a druhovo S$pecifické. Dnes je uz
vSeobecne zname, ze fytopatogén moze vyvolat’ v hostitel'skej rastline syntézu Specifickych
izoforiem, Ze fytohormony moézu ovplyvnit' prejav polymorfizmu a aj cudzorodé latky
(xenobiotikd) maji podobny efekt. Vyvin rastlinného organizmu od embrya po dospelost’ je
sprevadzany biosyntézou enzymov nevyhnutnych pre biochemické reakcie v odliSnych
bunkach, pletivich a organoch. Prejav stboru enzymov je riadeny regulacnymi lokusmi.
Regulacia sa moZe prejavit na Urovni transkripénej, posttranskripénej, translacnej

a posttranslacne;.

2.3 POVOD IZOENZYMOV A IZOENZYMOVYCH SYSTEMOV

Termin izozymy (izoenzymy) sa pouziva na vyjadrenie existencie odliSnych
molekularnych foriem nejakého enzymu v konkrétnom druhu, ktoré vykazuju rovnaki
katalyticka aktivitu. Ina definicia upresnuje tento termin a hovori, Ze izoenzymy st mnohotné
molekuldrne formy enzymov pochéadzajuce z toho istého organizmu alebo pletivovej kultiry,
ktoré maju rovnaku katalyticku aktivitu. Izoenzymy mozZno vymedzit’ nasledovne:
1. Izoenzymy - su odliSné molekuldrne formy enzymov bezne sa vyskytujice
v organizmoch.

2. Izoenzymy maju rovnaku katalyticku aktivitu. Kazdy izoenzym ma svoju Specificku
ulohu v metabolizme a G¢inkuje harmonicky s inymi enzymami vo vnutri organizacne;j
urovne buniek.

3. lIzoenzymy su Casto v pletivach a bunkach Specifické.
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4. Heterogenita (roznost’) molekul izoenzymov organizmu poskytuje flexibilitu,

mnohostrannost’ a presnost’ prostrednictvom metabolickych funkecii.

5. Multiplicita molekual je prostriedkom pre biologicki vykonnost” alebo zdatnost’

organizmu.

Ked'Ze kazdy gén moze zmutovat’, tak potom kazdy enzym moze existovat’ ako allelicky
izozym (izoenzym).

Povod vzniku izoenzymov v prirode mé priiny genetické a epigenetické. Povod
roznych foriem génu mozno pripisat’ zdvojeniu génu kodujuceho enzym s naslednou
divergenciou prostrednictvom mutacie, ¢o vedie k produkcii odlisSnych enzymov. Mozeme
sem zahrnut' polyploidizaciu (zdroj duplikidcie génu) celého gendomu alebo jeho Casti.
Genetickou pri¢inou vzniku izoenzymov st chromozémové a génové aberacie.

Polypeptid vzniknuty prekladom genetickej informacie koédovanej v DNA podlieha
posttranslacnym upravam, ¢o moze viest' k vzniku réznych foriem enzymov. Epigeneticky
vzniknuté enzymy v§ak mnohi vyskumnici nepovazuju za izoenzymy.

Acquaah (1992) uvadza nasledovné genetické mechanizmy vzniku izoenzymov
mnoholokusovy systém I, mnoholokusovy systém II, jednolokusovo-polymérny systém
a alozymovy systém.

Mnoholokusovy systém I — je mechanizmus vzniku izoenzymov, kedy odlisné gény
koéduju syntézu réznych proteinov s rovnakou enzymatickou aktivitou. Gény su pdvodom
jadrové, ale ich produkty — proteiny sa nachadzaju v odliSnych castiach bunky, napr. jeden
v cytoplazme, iny v chloroplaste a d’al§i v mitochondrii. Enzymy tejto kategorie st si funkéne
podobné. Ako priklad mozZno uviest’ enzym malatdehydrogenazu.

Mnoholokusovy systém II — je podobny systému I s tym, Ze enzymy st polymérne, t.j.
na ich stavbe sa podiela viac, ako jeden polypeptidovy retazec, a tie si kddované viac ako
jednym lokusom. V tomto systéme ide o tvorbu homomultimérnych enzymov (mnohotné
peptidové retazce su rovnaké) a heteromultimérnych enzymov (mnohotné peptidové retazce
nie su rovnaké alebo hybridné izoenzymy). Prikladom je laktatdehydrogendza.

Jednolokusovo-polymérny systém vyjadruje situdciu, kedy enzymy su tvorené skupinou
polymérov, ktoré pozostavaju z rovnakych podjednotiek. Vyznamné pri tvorbe izoenzymov
su v tomto pripade mutacie alebo pritomnost’ alelickych génov. Prikladom enzymu tejto
kategoérie je glutamatdehydrogenaza.

Alozymovy systém — sa tyka izoenzymov (alozymov) kédovanych alelickymi génmi.

Alely roznych lokusov moézu byt modifikované a tvorit' izoenzymy, ktoré su zastupené



v populédcii podl'a Mendelovych zdkonov dedi¢nosti. Ak je nejaky enzym multimérny,
heterozygotni jedinci tvoria homomérov aj heteromérov.

K epigenetickym mechanizmom vzniku izoenzymov patria — post-translacna adicia,
post-translac¢na delécia a post-translaéna konformacia. Post-translacné modifikacie mézu
byt’ kovalentné alebo nekovalentné a mézu zahfnat' zmeny sposobené takymi procesmi, ako
su fosforylacia, agregacia, deamindcia, acylacia, Ciastocné Stiepenie ret'azca a asociacia
s inymi proteinmi.

Post-translacna adicia spociva v zmene polypeptidovych retazcov, ktoré st spdsobené
naviazanim sa alebo kombindciou v cytoplazme pritomnych molekal na polypeptidovy
retazec procesom fosforylacie. Izoenzymy fosfatazy sa zvycCajne tvoria post-translacnou
adiciou.

Post-transla¢na delécia spociva v tom, Ze pocas tvorby produktov translacie, mézu byt
odstranené termindlne fragmenty z polypeptidového retazca, ako v Ciastocnej proteolyze,
vysledkom ktorej je z trypsinogénu trypsin. Izoenzymy peptidazy st Casto tvorené post-
translacnou deléciou.

Post-translacna konformacia je zalozena na Struktirnej konfiguracii proteinov.
[zoenzymy vzniknuté takymto spdsobom sa nazyvaji konformacné izoenzymy. Konformacéné
zmeny polypeptidovych retazcov vedi k zmene pomeru karboxylovych a aminoskupin, ¢o

vedie k rozdielnemu néaboju, a teda rozdielnej pohyblivosti proteinov v elektrickom poli.

Otazky: 1. Co vyjadruje termin polymorfia?
2. Ako sa nazyva miesto vyskytu génu na chromozéome?
3. Ako vznikaju polymorfizmy v Zivych systémoch?
4. Co st to polymorfizmy selektivne neutralne?
5.Co je zymogram, kto a kedy tento termin zaviedol?
6. Ktori autori a kedy zaviedli termin izozym?

7. Co s izozymy alebo izoenzymy?
3 ELEKTROFORETICKA SEPARACIA IZOENZYMOV
3.1 TYPY TECHNIiK ELEKTROFOREZY A ZAKLADNE POJMY

KedZe izoenzymy sa navzajom odliSuju zlozenim aminokyselin v proteinoch, preto sa

budu odlisovat’ velkostou molekul a elektrickymi nabojmi. Na separaciu jednotlivych
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izoforiem sa najcastejSie vyuziva metdda elektroforézy na géloch.

Elektroforéza je mnohostrannad biochemicka technika separacie a analyzy latok. Je to
analyticka technika, ktort po prvy raz predstavil Tiselius (1937). Zndme st dva varianty
elektroforézy. Prvy nevyuziva Ziadne separatné médium. Molekuly, ktoré maja byt oddelené
sa nachadzaji v spolo¢nom roztoku, v ktorom sa volne pohybuji. Vyuzitim elektrického
gradientu sa molekuly zacnu pohybovat smerom k tej elektrode, ktora ma opacny naboj.
V povodnom roztoku so zmesou molekul sa vytvori niekol’ko ohraniCenych vrstiev podla
relativnych mobilit (pohyblivosti) odlisnych komponentov v zmesi. Tato technika bola
vhodnd pre analyzu zmesi komplexu proteinov. Druha technika nazyvana zonalna
elektroforéza je zaloZend na separacii latok na pevnom nosi¢i (médiu). Je vhodna
avyuzivand aj na separaciu a identifikdciu variability polymorfizmu enzymov. KedZze
molekuly bielkovin maju naboj budi sa pohybovat v elektrickom poli. Na separaciu
izoenzymov sa najcastejSie pouziva elektroforéza na skrobovom géle, ktort vyvinul Smithies
(1955). Metdédu pouzili Hunter a Markert (1957) a pripojenim metody histochemického
farbenia zo6n enzymatickej aktivity, vyvinuli techniku zymogramu lokalizicie zo6n
enzymatickej aktivity priamo na pevnom nosi¢i (médiu), na ktorom sa uskutocnilo delenie.
Prostrednictvom farbenia zymogram odhal'uje farebné¢ Skvrny (pasy), ktoré koreSponduju
s polohami na separatnom médiu, do ktorych migrovali rozne izoenzymy na zdklade ich
vlastnosti a experimentalnych podmienok. Vzory zymogramov s “fingerprinty* (odtlacky

prstov) konkrétnych enzymov.

3.2 SEPARACNE MEDIA POUZIVANE V ELEKTROFOREZE

Delenie molekul bielkovin moZzno zrealizovat' na pevnych médiach, ktoré sa rozdelia
podrla ich vplyvu na pohyb molekul bielkovin na:
a) pasivne média, ktoré nevplyvaji na pohybujuce sa molekuly — papier, celulézo-acetat,
oxid hlinity, oxid kremicity,
b) aktivhe média, ktoré maji dodatocny vplyv na pohyb molekul prostrednictvom
vlastnosti molekulovych sit — agar6zovée, Skroboveé a polyakrylamidové gély.
Separatné média su elektroneutralne a maju svoje vyhody aj nevyhody. Agarozové gély
st krehké aldmavé, pouzivaju sa v elektroforetickych zariadeniach pre horizontalnu
kratkodobu elektroforézu. Polyakrylamidové gély st chemicky aj mechanicky stabilné, maju

dobrii deliacu schopnost’” avyuzivaji sa v zariadeniach na vertikdlnu elektroforézu.
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Nevyhodou je, ze akrylamid je neurotoxin, a preto sa musi s nim manipulovat’ vel'mi opatrne.
Celul6zo — acetatové nosice zabezpecuju vysokokvalitni separdciu, ale ich nevyhodou je
vysoké cena a kratkodoba separacia (elektroforéza nie dlhsia, ako jedna hodina). Obrovskou
vyhodou skrobovych gélov je ich nizsia cena a hlavne to, Ze je ich mozné rezat’ na niekol’ko
platov (vrstiev), ¢o umoziuje stanovit polymorfizmus niekol’kych odliSnych druhov
enzymov, rozliSovacia kvalita tychto gélov je vSak menSia. Pouzivaji sa v horizontalnej
elektroforéze. Je najCastejSie pouzivanym nosi¢om pri analyze polymorfizmu enzymov. Pri
vybere separaéného média, na ktorom sa uskutoCiiuje separacia bielkovin by si mal
vyskumnik zvazit' cenu, bezpecnost, trvanie elektroforézy, pracnost’ a Specialne vyhody, ako

je moznost rezat’ gély.

3.3. VIZUALIZACIA GELOV

Nevyhnutnou poziadavkou na elektroforetickii separaciu molekul bielkovin je uspesna
separdcia do tej kvality, ktora umoznuje jednoznacné urcenie odliSnosti medzi genotypmi.
Elektroforézou musi byt zabezpecend jednak kvalitna separacia odliSnych proteinov, ¢o sa
prejavi  vzdialenostou medzi pasmi (pasy, resp. Skviny su zretelne od seba oddelené)
a rozliSovacia schopnost’, ktord sa tyka Sirky a ostrosti pasov. Existuje vel'a faktorov, ktoré
ovplyviiuju kvalitu separacie aj rozliSovacej schopnosti izozymogramov. Tuto problematiku
z teoretického a hlavne praktického pohl'adu dobre hodnoti Acquaah (1992).

Vyznamny vplyv na elektroforetickli separdciu izoenzymov maji systémy tlmivych
roztokov, ktoré¢ st kombinéciou gélovych a elektrodovych tlmivych roztokov, zloZenych zo
Specifickych druhov i6nov, idnovej sily a pH tlmivej kapacity tlmivych roztokov. Posledna
hodnota je ovel'a ddlezitejSia, ako je samotné zloZenie tlmivych roztokov. Tlmivé roztoky st
v elektroforéze potrebné na to, aby dodavali elektrickli vodivost’ inak elektricky neutralnym
separacnym médidm (nosicom) a na udrzanie molekul proteinov v aktivnom fyziologickom
stave. V tomto pripade tlmivé roztoky podsobia ako elektrolyty, na extrakciu proteinov
a farbenie gélov.

Tlmivé roztoky podl'a vplyvu na integritu (celistvost’) molekul proteinov mozno rozdelit
na disociujice tlmivé roztoky a nedisociujice tlmivé roztoky. Pri disociujucich tlmivych
roztokoch dochidza k denaturdcii molekul proteinov a stdvaji sa fyziologicky inaktivne.
Vysledkom je disociacia molekul proteinov na ich komponentné podjednotky (polypeptidy).
V tlmivom roztoku tohoto druhu separadcia molekul prebieha hlavne na zéklade velkosti

molekul.
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Nedisociujice tlmivé roztoky chrania molekulova integritu proteinov, ktoré zostavaju
fyziologicky aktivne. Separacia molekul sa v tomto pripade uskutociiuje na zaklade naboja aj

velkosti molekul.

Vplyv iénovych vlastnosti timivych roztokov na elektroforézu. Timivy roztok na pripravu
gélu (gélovy tlmivy roztok) nizkej idnovej sily mé vplyv na rychlejsi pohyb nabitych molekul
(kratsi cas elektroforézy) a slabé zahrievanie gélu. Opacne, vysoka i6nova sila sposobuje
pomaly pohyb molekul a silnejSie zahrievanie separacného média. Ma tendenciu k tvorbe
ostrejSich pasov. Plati zasada, Ze i6nova sila gélového tlmivého roztoku by mala byt nizsia,
ako je i6nova sila na pripravu elektrodového tlmivého roztoku. Vyskumnici mézu upravovat
ionovu silu tlmivych roztokov, pokym nedosiahnu pozadované kvalitativne parametre
separdcie. [onové vlastnosti a pH tlmivych roztokov ovplyviiuje rozliSovanie izoenzymov. Na
zaklade i6novych vlastnosti mozno tlmivé roztoky rozdelit’ na kontinudlne a diskontinualne.
Kontinualne — su tlmivé roztoky, ktoré maji rovnaké idonové zlozenie (oba aj gélovy aj
elektrolytovy tlmivy roztok). Koncentracia ionov moéze byt odlisnd, ale zvycajne gélovy
tlmivy roztok je menej koncentrovany. Rovnaké je zvyc€ajne pH tlmivych roztokov. Ako
priklad moZno uviest”: elektrodovy timivy roztok: 0,15 mol dm

tris-citrat pH=16,5

gélovy tlmivy roztok: 1:3 roztok elektrodového

tlmivého roztoku pH=6,5.
Diskontinuidlne — s viacfazové tlmivé roztoky, kde zloZenie gélového i elektrodového
tlmivého roztoku je odlisné a odlisSné méze byt aj pH. Ako priklad tohoto typu tlmivého
roztoku mozno uviest’: elektrodovy timivy roztok: 0,2 mol dm™

tris-citrat pH=7,1

gélovy tlmivy roztok: 0,05 mol dm™
histidin-HCl pH=717.,5.

Vyber tlmivého roztoku pre elektroforézu je vel'mi dolezity. Zohravaji vyznam aj také

faktory, ako st cena, I'ahké priprava a bezpecnost. Tris systém tlmivych roztokov je lacnejsi,
ako histidinovy systém. Tris tlmivé roztoky tvoria menej problémov spojenych
s mikrobidlnou kontaminaciou ako fosfatové tlmivé roztoky. Niektoré tlmivé roztoky
vyzaduji zvlastnu pozornost’ pri ich priprave. Iné st menej toxické. Na pripravu niektorych
tlmivych roztokov je potrebné pridavat' aditiva, ako si EDTA (kyselina etyléndiamin

tetraoctova) a sachardza na zvysenie rozliSovacej schopnosti izoenzymov na zymogramoch.
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Niektoré z tychto reagentov su inhibitormi, ktoré potlacaju alebo eliminuju prejav ndhodnych

pasov, ktoré komplikuju ¢itanie zymogramov.

Biochémia proteinov. Proteiny su polyméry 22 aminokyselin. Polypeptid ma Spiralovitu

kostru (a - helix), ktord je zadkladom sekundarnej Struktiry bielkovin a bocné retazce
(oznacujuce sa R) tvorené radikdlmi aminokyselin. V sekundarnej Struktire bo¢né ret’azce st
umiestnené zvonka Spirdly a mézu byt ionizované v zdvislosti od ionizacnych vlastnosti
rozpustadla, v ktorom je protein rozpusteny. Podl'a charakteru R — radikdlu aminokyseliny
mozno zaradit’ do troch skupin na nepolarne bez naboja (alanin, izoleucin, leucin, metionin,
fenylalanin, prolin, tryptofan a valin), polarne bez néaboja (asparagin, cystein, glycin,
glutamin, serin, treonin, tyrozin) a polarne s nabojom (arginin, kyselina asparagova, kyselina
glutdmova, histidin a lyzin). Jedine€nost’ aminokyselin je podmienemd charakteristikou R —
radikdlu. Aminokyseliny sa odliSuju nielen R - radikdlom, ale aj molekulovou hmotnostou.
Odlisné aminokyseliny sa viazu linearne do peptidového retazca prostrednictvom
peptidovych vézieb v réznych kombinacidch a sekvenciach, a tak tvoria Specifické proteiny.
Néboj bielkoviny bude zdvisiet' od jej aminokyselinového zlozenia. Ak je sicet pozitivne
nabitych aminokyselin viacsi ako negativne nabitych, vysledny naboj bielkoviny bude kladny
a bude sa pohybovat’ v elektrickom poli smerom ku katdde. Substiticie v tripletovom kode
mohli viest' ktvorbe odliSnych aminokyselin anésledne k tvorbe roznych bielkovin
s odliSnymi celkovymi ndbojmi. Nové bielkoviny su fyziologicky aktivnhe a moZzno ich

elektroforeticky odlisit’ od pévodnych — originalnych, lebo maji preukazne odlisny néboj.

Uloha pH roztokov je jednym z najddlezitejsich faktorov, ktoré vplyvaji na elektroforetickti

separéciu izoenzymov, pretoze mnohé aminokyseliny su neutrdlne (pH = 7), a teda zaporné
a kladné naboje su vyrovnané. V tomto stave s amfoternymi ionmi (zwitteriony). Tieto
aminokyseliny maji karboxylova — kyslu (-COOH) aj amino — zésadita (-NH;) skupinu.
Celkovy naboj aminokyseliny ovplyviiuje pH prostredia, v ktorom sa nachadza. Disociaciou
karboxylovej skupiny vznikd ziporny naboj (-COOH = -COO™ + H') adisociaciou
aminoskupiny kladny naboj (-NH, + H™ = - NH3"). Celkovy naboj bielkoviny je rovny nule,
ak sa nachadza v izoelektrickom bode. Ak sa zacne menit pH prostredia jednym alebo
druhym smerom, zacina sa menit aj celkovy néaboj bielkoviny, podla toho, kolko
karboxylovych akolko aminokyselin je ionizovanych. Rychlost pohybu bielkoviny
v elektrickom poli je zdvisla od velkosti jej naboja. Aby sa bielkovina v elektrickom poli

pohybovala len jednym smerom, pH elektroforetického tlmivého roztoku musi byt
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konstantné, aby nedoslo k zmene povodného néboja bielkoviny. Na dosiahnutie tohto stavu,
roztoky na pripravu gélu a elektroforetické roztoky, musia rychlo tlmit mozné vykyvy pH. Na
dosiahnutie urcitej kvality separacie izoenzymov mozno zasahovat do zlozenia tlmivych
roztokov. Zmeny vSak musia byt citlivé, pricom platia urcité¢ zasady. Musi byt’ zachovana ¢o
najmensia i6nova sila separacného média (nosica), aby sa predislo prehriatiu gélu. Vacsina
proteinov ma hodnotu pH izoelektrického bodu v rozpiti medzi 4 az 7, preto sa najCastejsie

pouzivaju tlmivé roztoky v hodnotach pH medzi 8 az 9,5.

Vplyv veli¢in jednosmerného prudu na tvorbu elektrického gradientu, na zaklade ktorého sa

molekuly s nabojom separuju, je evidentny. Elektroforetickd separacia nabitych latok je
moznad vzhl'adom na vzajomnu prepojenost’ dvoch zdkonitosti, a to Za a) elektricky prud je
(I, ampéry) je priamo umerny napiitiu (V, volty) a nepriamo imerny odporu (R, ohmy) -
matematicky I = V/R a b) vykon (W, waty) je priamo tumerny napitiu a prudu.
Vznikajuce teplo pocas elektroforézy je spdsobené odporom deliaceho média (nosica), ktory
je spdsobeny jeho chemickymi a fyzikdlnymi vlastnostami. Plati vztah P = V x I alebo
P=1*x R (kde I=V/R).

Pohyb tlmivych roztokov zavisi od hodndt I, V a P. Pocas elektroforézy jedna z uvedenych
hodnoét zostava konStantna. Vlastnosti gélu a timivych roztokov sa pocas elektroforézy menia,
¢o mé za nasledok, Ze sa meni odpor gélu, atym sa menia aj hodnoty jednosmerné¢ho
elektrického prudu (tie dve hodnoty z troch, ktoré neboli nastavené na konstantni hodnotu).
Zmeny hodndt parametrov jednosmerné¢ho elektrického pradu vplyvaji na pohyblivost’
nabitych molekul bielkovin. Z hore uvedenych vztahov vyplyva, Ze ak sa pocas elektroforézy
bude zvySovat odpor, zatial ¢o napidtie bude udrziavané konStantné, bude to viest
k znizovaniu hodndt pradu, ¢im dojde k spomaleniu pohyblivosti nabitych molekul.
Zahrievanie gélu je viacej zapri¢inené zmenou pradu, ako zmenou napdtia. Naopak, ak sa
prad udrzuje na konStantnej hodnote, pohyblivost’ nabitych molekul sa nemeni. Dosledkom je

zvysenie odporu pri konStantnom pruade, o sa prejavi zvySenim zahrievania gélu.

Vplyv_velkosti a tvaru molekul je tieZ evidentny, ak separa¢né médium (nosi¢) ma

vlastnosti molekulového sita. To je pripad Skrobového gélu. Ak separované molekuly maja
rovnaky naboj, ale liSia sa velkost'ou, tak potom separacie mensich molekul bude rychlejsia.
V pripade, Ze separované molekuly maji odlisna velkost” aj velkost’ nabojov, rychlejsSie sa
budi pohybovat’ tie, ktoré budii mat’ vacSiu hustotu ndboja (pomer naboja k jednotke

hmotnosti alebo dizky). Vylugit vplyv velkosti ndboja molekul sa da vyberom inej techniky
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separécie (napr. s polyakrylamidovym gélom), kedy molekuly st separované na zéklade ich

molekulovej hmotnosti.

Vplyv teploty ma zvlast’ dolezity vyznam na priebeh elektroforézy a kvalitu izozymogramov.
Vzorky a vSetky ¢inidla je nevyhnutné udrziavat’ v chlade. Pocas elektroforézy sa tvori teplo,
ktoré musi byt eliminované zabezpecenim chladu v prostredi, v ktorom prebicha
elektroforéza. Nadbytocné teplo znizuje aktivitu enzymov, preto je dolezit¢ zabezpecit’
jednotné efektivne chladenie pozdiz celého gélového nosi¢a. Zvlast dolezité je chladenie
gélu, ak je hruby (na rezanie na viacero platov). Stredna ¢ast’ hrubého gélu pravdepodobne
nebude tak dobre chladend, ako budu spodna a horna Cast’. Interpreticia izozymogramov na
teplo zvlast citlivych enzymov moze byt problematickd z gélovych platov zo strednej Casti
gélu. Tento vplyv sa da odstranit’ pouzitim vrecka vyplneného vodou, alebo l'adom.
Ciastoénym nedostatkom takéhoto chladenia méze byt nerovnomerné chladenie, ktoré sa

prejavi v zakriveni ¢ela zymogramu na géle.

Priebeh elektroforézy, hlavne zabezpecenie stabilnej nizkej teploty a primeraného €asu na

elektroforeticki separaciu je potrebné pocas elektroforézy priebezne kontrolovat. Mnohé
enzymy stracaju svoju aktivitu prili§ rychlo. Ak elektroforéza trva prili§ dlho, nie st schopné

si aktivitu zachovat’.

Koncentriacia proteinov_vo vzorkach je vyznamnym faktorom pre ich elektroforeticku

separaciu zvlast’ vtedy, ak su vzorky absorbované do knotov, a tak vkladané do Skrobového
gélu. Pomer pletiva k extrakénému cinidlu by mal byt taky, aby extrakt mal kaSovita
konzistenciu. Ak je potrebné, nasledne sa mdze odstred’'ovat’ a ziskat' supernatant. Prili§
zriedeny supernatant nemusi obsahovat’ dostato¢né mnozstvo enzymu na katalyzu Specifickej
reakcie, ktora by viedla k vzniku farebného produktu (Skvrny, pasu). V takomto pripade
nepritomnost’ padsu na zymograme by pravdepodobne viedla k nespravnej interpretacii, ako
nulovy efekt (nepritomnost’ aktivity). Pred potvrdenim nulového efektu sa odporaca
zopakovat' analyzu. Ciastoéne mozno tento nedostatok korigovat rozmermi a kvalitou
chromatografického papiera, zktorého su pripravené knoty. Koncentracia enzymu je
proporcionalna jeho katalytickej aktivite.

Kvalita vzoriek, hlavne katalytickd aktivita jednotlivych izoforiem v nej zastipenych, st

zavislé od Cerstvosti vzoriek a kvalitného uskladnenia. Nevhodnd manipulacia so vzorkami
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pocas ich zberu moéze viest' k redukcii az k Uplnej strate aktivity enzymov. Je potrebné

minimalizovat’ dobu prenosu vzoriek od ich odberu po elektroforézu.

Velkost’ vzorky je dilemou pre vyskumnika hlavne vtedy, ak pracuje s novym rastlinnym

druhom, s ktorym nema zatial' experimentalne skusenosti a nie st uvedené ani vo vedeckej
literatiire. Samotny vyber rastlinného organu (list, koreni, cela nadzemna cCast’ rastliny, kvet,
pucik, semeno, plod ...) individudlnych rastlin, alebo uprednostnenie zmesnej vzorky zo
suboru rastlin podl'a ucelu, ktory ma analyza splnit’, méze byt problematicky. Rozhodnutie je
vzdy na vyskumnikovi zvlast, ak ide o analyzy uréenia genotypovej, resp. odrodovej identity
a homogenity vzorky. Pre Specialne ucely je dostatoc¢na velkost’ vzorky zo 100 az 500 rastlin

(napr. semien).

Kvalita cinidiel, ktoré sa pouzivaju pri elektroforéze (hlavne na farbenie zén enzymovej

aktivity) je vel'mi dolezitd. Treba davat’ pozor na chemikalie citlivé na svetlo a teplo, musia
byt uskladnené v tme, v chlade, resp. v mrazni¢ke pri vel'mi nizkych teplotach. Pri kazdej
takejto chemikalii je dolezité akceptovat’ dobu aspiracie. Je vel'mi ucelné na balenia napisat’
datum ich nadobudnutia, aby sa nezabudlo na ich Zivotnost. Nie je dobré sa nimi

predzasobovat’.

Vplyv vonkajSich podmienok rastu aetapy vyvinu analyzovaného biologického

materialu na aktivitu izoenzymy je znamy uz niekol’ko desatroc¢i. Na obraz polymorfizmu

vyznamne vplyvaji aj podmienky stresu tesne pred odberom vzoriek. Pre zabezpecenie
exaktnosti poznania polymorfizmu, hlavne pre ucely urcenia rozsahu diverzity zarodocnej
plazmy konkrétneho rastlinného druhu, pre ucely wurcovania genotypovej identity
a homogenity vzoriek je nevyhnutné zabezpecit’ kultiviciu a odber vzoriek za Standardnych
(kontrolovanych)  vonkajSich podmienok. Pri kolisani podmienok prostredia st pletiva
semien menej citlivé, ako sl in€ Casti rastlin. PoCas ontogenézy sa v rastlinnych pletivach,
organoch a dokonca v celych rastlinich meni aktivita enzymov. Mozno hovorit' o dennej,
sezonnej a dokonca ro¢nej dynamike zmien aktivity enzymov. Pre niektoré enzymy sa meni aj
ich kvalitativne spektrum, teda ich polymorfizmus, ako dosledok meniacej sa reguléacie
¢innosti génov. Z faktorov prostredia mdze polymorfizmus enzymov ovplyvnit teplota,
podmienky vyzivy a vlastne vsSetky faktory prostredia, ktoré stresovo pOsobia na rast a vyvin
rastlin vratane patogénov a xenobiotik (cudzorodé latky). V tejto suvislosti sa Casto Studuje

zmena polymorfizmu enzymov ADH, CAT, DIA, PRX, SOD, EST (alkoholdehydrogenazy,
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katalazy, diaforazy, peroxidazy, superoxiddizmutazy, esterazy) a i. Pri niektorach enzymoch
sa mozno stretnut’ s ich stabilitou zastipenia izoformami v zavislosti od veku pletiva. St to

zvycajne kl'iCové a nezastupitelné enzymy latkového a energetického metabolizmu.

Skrytd (latentnd) variabilita je variabilita, ktori nemozno detekovat’ danou separacnou

technikou. Vlastnosti bielkovin mozno zmenit' zdmenou stavebnych aminokyselin pomocou
mutacii. Niektoré zmeny sa nedaju detekovat’ vzh'adom na ich povahu. Napriklad, zmena
v tripletovom kode z TTT na TTC nema ziaden vplyv, pretoze oba triplety koduju ti istu
aminokyselinu — lyzin. Podobne zmena z TCC (kyselina aspardgovd) na TCG (kyselina
glutdmova) nemeni celkovy naboj bielkoviny, pretoze obe maju zédporny naboj. Ddsledkom
skrytej variability je, Ze odlisné formy bielkovin sa nemoézu efektivne separovat.
Polymorfizmus enzymov v populacii mozno nadhodnotit’ vtedy, ked’ dojde k posttranslacne;j
modifikacii molekul napriklad agregaciou tak, ze odlisné formy mozno zistit' elektroforézou

1 ked’ enzymy st monomorfné.

Principy histochemického farbenia gélov. Enzymy su biokatalyzatory, ktoré katalyzuji
metabolizmus substratov. Niektoré st vysoko Specifické, kym iné maji Siroké spektrum
fyziologickej aktivity. Pocas elektroforetického delenia molekuly enzymov sa dostanti do
roznej vzdialenosti od Startu delenia. Na oznacenie miest, kde sa tieto molekuly vyskytuju, je
potrebné dodat’ substrat, na ktory pdsobenim tychto molektl vznik4 farbiteI'ny produkt.
Produkt musi byt na géle viditelny, aby sa dal vyhodnotit’, pretoze takéto produkty nebyvaju
viditel'né. Na zviditelnenie produktov sa pridavaji roztoky Specidlnych farbiciek, ktoré
reaguju s produktom enzymatickej aktivity, ¢im sa stavaju viditelné. Pouziva sa niekolko
systémov vyfarbovania. Niektoré farbiace roztoky obsahuju molekuly, ktoré su dolezité, aby
enzymaticka reakcia prebehla a nazyvaju sa koenzymami (napr. NADP"). Iné enzymatické
reakcie vyzaduju pritomnost’ molekul anorganickych alebo organickych latok (napr. MgCl,).
Tieto molekuly pomocnych latok vo farbiacom roztoku sa nazyvaju kofaktory.

Vo vicsine pripadov sa pritomnost’ molekil enzymov na Skrobovom géle identifikuje ako
farebné pasy alebo Skvrny. Ide o pozitivne farbenie (Obr. 1). Interakciou farbicky a substratu
sa v niektorych pripadoch vytvori svetla Skvrna na farebnom pozadi — negativne farbenie
(Obr. 2). Niekedy je vhodné na zvyraznenie pasov (Skvin) pouzit agarovua prekryvaciu vrstvu.
Je to vhodné hlavne vtedy, ked” koncentracia aj aktivita enzymu je nizka. Prekryvaciu vrstvu
mozno odstranit’ filtracnym papierom alebo celuldzo-acetaitovym papierom. Niektoré

chemikalie na pripravu farbiacich roztokov st drahé, preto je potrebné na vyfarbovanie
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pouzivat’ iba nevyhnutny objem roztoku (100, 50 alebo 10 ml). Na priebeh a rychlost
vyfarbovania izozymogramov maji vplyv teplota substratu, pH a iénova sila. Cas potrebny na
vyfarbovanie zavisi od hodnoty Michaelisovej konStanty (Ky) enzymu. Niektoré  zony
enzymatickej aktivity sa farbia rychlo (napr. kataldza, v priebehu 10 mintt) a niektoré aj

niekol’ko hodin (napr. GOT = AAT alebo GLU).

Obr. 1: Priklad pozitivneho farbenia izoenzymov PGD a PGI z koleoptil kukurice siatej

Obr. 2: Priklad negativneho farbenia izoenzymov CAT z koleoptil kukurice siatej

Tlmivé roztoky farbiacich roztokov su rozhodujuce pre kvalitu vyfarbovania Skrobovych

gélov. V procese farbenia je kriticky délezité pH. Prehl’ad najcastejSie pouzivanych timivych
roztokov a substritov na vyfarbovanie z6n enzymovej aktivity uvadzaju Vallejos
(1983), Wendel a Weeden (1989) a Acquaah (1992). Priklady niektorych farbiacich roztokov

su uvedené v kapitole 4.1.9.
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Stratégia rychleho farbenia. Priprava roztokov na vyfarbovanie Skrobovych gélov byva

Casto Casovo naro¢na, hlavne pri analyze polymorfizmu vicsej skupiny enzymov. Je preto

dolezité¢ si vediet tato Cast’ prace zracionalizovat’ tak, aby bola ¢asovo zvladnutelna. Na

zaklade naSich sktsenosti a skisenosti z inych laboratérii mozno vyuzit’ tieto praktické rady:

niektoré chemikalie mozu byt’ predvdzené a vhodne uskladnené, kym nie st pouzité,
nie je vzdy nevyhnutné, aby vSetky chemikalie mali ve'mi presni hmotnost’,

vel'mi presni hmotnost’ by mali mat’ rozhodne vel'mi drahé reagenty,

roztoky niektorych reagentov mozu byt pripravené a vhodne uskladnené vo vicsich
objemoch a potrebné mnozstvo sa len odobera napr. pipetami,

farbicky na svetlo citlivé a ich roztoky musia byt uskladnené v tme, alebo vo fl'asiach
neprepustajlcich svetlo a ak je potrebné, uchovavat’ v chlade,

tlmivé roztoky na pripravu farbiacich roztokov mozno pripravit’ vopred a uchovavat
az do pouzitia v chladnicke,

v ¢asovom predstihu mozno pripravit’ roztoky presnej koncentracie (napr. 40 jednotiek
gluk6za-6-fosfat degydrogenazy . ml™ alebo 10 mg PMS . ml™) MTT, NBT, PMS,
glukéza-6-fostat degydrogenazy, NADP, NAD a chloridu hore¢natého,

urychlit’ pripravu roztokov mozno aj predvaZzenim si tuhych chemikalii, ale mnohi
vyskumnici uprednostiiuju cerstvé chemikalie,

je vyhodné na opakovanu pripravu toho istého farbiaceho roztoku pouzivat’ tie isté
sklené a odmerné nadoby a si ich aj oznacit’,

ak sa na jednom plate daju vyfarbit' izoenzymy dvoch druhov enzymov, z ktorych
izoformy jedného st vyrazne mobilnejSie a druhého pomalé, je mozné plat prerezat
cez stred na dva a farbit’ individualne,

pred pripravou roztokov je dobré si na karticky napisat’ recepty, kde st uvedené
roztoky, nazvy reagentov aich hmotnosti, ¢isla uzaverov flasti¢iek v ktorych sa
nachadzaju (ul'ah¢i to vyhl'adavanie chemikalii),

predvazené chemikélie a pripravené roztoky mozno chladit v nadobe s l'adom,
skor, ako je skompletizovany farbiaci roztok, reZieme Skrobovy gél na platy,
najspodnej$i anajvrchnejSi plat gélu sa nevyfarbuje pre nevhodnt kvalitu,
skompletizovat’ farbiaci roztok je potrebné pridavanim chemikalii do tlmivého roztoku
v poradi, ako je uvedené v recepte a tesne pred vyfarbovanim,

farbiaci roztok je potrebné vopred vyliat' do krabice alebo boxu na vyfarbovanie,

a potom do neho ponorit’ plat Skrobového gélu, lebo inak sa plat prilepi o dno krabice,
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- narezany Skrobovy plat jemne stahujeme prstami oboch rik a ponorime do roztoku
v krabici,

- pre rychlejsie vyfarbenie Skrobovych platov je odporucana ich inkubacia v uzavretych
krabiciach pri vyssej teplote, ako je laboratdrna,

- osvedcend je inkubdcia pri 37 °C, v tme a v termostate,

- vyfarbenie zymogramov trva pri vacSine enzymov 30 — 60 mintt a pri niektorych aj
niekol’ko hodin,

- ihned, ako sa na Skrobovom plate objavia dostatocne vyfarbené izozymogramy,
ukon¢ime vyfarbovanie, pretoze dalSie pokracovanie vo vyfarbovani moze viest’
k prefarbeniu, ktoré znemozni vyhodnotenie izozymogramov,

- je dolezité, aby farbenie Skrobovych platov sa uskutocnilo ihned’ po ukoncéeni
elektroforézy, a tak sa zabrani po elektroforéze neziaducej diftizii bielkovin v géle, ¢o

moze sposobit’ nekorektn interpretaciu izozymogramov.

Ukoncenie procesu farbenia. Pre spravnu interpreticiu polymorfizmu zo zymogramu je

dolezité vystihnut' ukoncenie procesu farbenia. Akondhle maji pasy na zymograme
pozadovanu intenzitu, mozno ukon¢it' tento proces. Pri vyfarbovani a vyhodnocovani
zymogramov musime pocitat’ s tym, ze niektoré¢ izoformy mozu stracat’ intenzitu sfarbenia na
zymograme prili§ skoro ainé su citlivé na dlhé vyfarbovanie (velmi silné vyfarbenie
a splyvanie pasov patriacich r6znym izoformam). Pri niektorych farbickdch nadbyto¢ny Cas
na vyfarbovanie umozni vytvorenie jemnej vrstviCky (filmu, ktory je komplexom farbi¢ka —
Skrob), ktora sa vytvori na géle. Film sa da odstranit’ oplachnutim povrchu Skrobového gélu
vodou. Vyfarbené pasy sa stanl vyraznejsSie. Farbenie sa ukonci odsatim farbiaceho roztoku
z boxu (dvojdielna krabica) na vyfarbovanie gélu a oplachnutim gélu vodou z vodovodu. Bez
d’alSieho odkladu mozno Skrobovy gél vyhodnotit, sfotografovat a pre dlhSie uskladnenie

fixovat, resp. vysusit’ a vytvorit katalég izozymogramov.

Bezpecnost’ prace v laboratériu_je samozrejmostou bez ohl'adu na to, aky druh prace resp.

chemickej analyzy sa v lom vykonava. Pri analyzach polymorfizmu enzymov je potrebné
brat’ do tvahy, Ze s narastajucim poctom analyzovanych druhov enzymov, vzrasta aj pocet
chemikalii, s ktorymi je analytik v kontakte. VSetky chemikalie su potencidlnym nebezpecim
pre zdravie zvIast vtedy, ak sa pracuje s holymi rukami. V takom pripade je potrebné Casté

dokonal¢ umyvanie ruk, lebo aj kontakt chemikalii s pokozkou moze byt nebezpecny. ZvIast
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je dolezité¢ opatrne pracovat s chemikdliami na vyfarbovanie zymogramov (napr. MTT —
tiazolyl tetrazolium bromid modrd). Za zvlast nebezpecné sa povazuju aj pre kontakt
s pokozkou N-(3-aminopropyl)-morfolin a N, N-dimetylformamid. Vyrobcovia casto na
nebezpecie upozoriiuji aj certifikatom, ktory je sprievodnym dokumentom nebezpecnej
chemikalie. Tak napr. Starch Art Corporation (USA) upozorituje na nebezpecie vyplyvajuce
pri pouzivani hydrolyzovaného $krobu na pripravu Skrobovych gélov. Pri praci v laboratoriu

je bezpodmienecne nutné nosit’ ochranny odev.

Otazky: 1. Ktori vedci, ako prvi, pouzili na separaciu izoenzymov metodu elektroforézy
na Skrobovom géle?
2. Na akych principoch je zaloZena elektroforeticka separacia latok?
3. Co su fingerprinty?
4. Ako sa rozdel'uju separacné média (nosice) v elektroforéze?
5. Ktoré faktory vplyvaju na elektroforetickiu separaciu izoenzymov?
6. Aké rizika prace hrozia v laboratdériu pri elektroforetickej separacii

a detekcii polymorfizmu enzymov?

4 HORIZONTALNA ELEKTROFOREZA NA SKROBOVOM GELE

Pocas historie Stidia polymorfizmu enzymov ajeho vyuZivania v praxi najcastejSie
vyuzivanou metodou je metdda horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle, ktort vyvinul
Smithies (1955). Jej najvacSou prednost'ou je, ze Skrobové gély sa pripravuji jednoducho
adaji sa rezat, atak je moZzné v jednom gélovom systéme detekovat polymorfizmus
niekol’kych druhov enzymov na velkom pocte vzoriek. Analyzy st rychlejsie, Setria
chemikalie a pracovnu silu, s finanne menej narocné. Nezanedbatelnou vlastnost'ou

Skrobovych gélov je, ze na rozdiel od polyakrylamidovych gélov nie su toxickeé.

4.1 ZARIADENIE PRE ELEKTROFOREZU NA SKROBOVOM GELE

Vhodné zariadenie pre elektroforézu na skrobovom géle bolo publikované v mnohych
publikécidch a manudloch (Smithies 1955, Cardy et al. 1980, Shields et al. 1983, Stuber et al.
1988, Greneche a Giraud 1989, Soltis a Soltis 1989, Wendel a Weeden 1989 Acquaah 1992,
Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993, Bourgoin-Greneche et al. 1998). Zahfna nosi¢ gélu,

kyvety na elektrédové tlmivé roztoky, akrylovu podlozku na vzorky zmrazenu v lade,
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zariadenie na sériovi mechanickil (ru¢ni) homogenizaciu vzoriek alebo elektricky
homogenizator s inertnym hrotom, chladent odstredivku (ak je nevyhnutnd), mikrovinni raru
alebo vari¢ so zariadenim na kontinualne miesanie varené¢ho skrobového gélu, vodnu vyvevu,
chladnicku, stabilizator elektrického pradu, podlozky a gitarova strunu (pilku) na rezanie
skrobovych gélov, krabice na vyfarbovanie Skrobovych platov a presvetlovaci panel na
jednoduchsiu identifikéciu vyfarbenych péasov (Skvin). Zariadenia z polyakrylamidu sa daju
jednoducho vyrobit. V nasledujucich podkapitolach budii prezentované zariadenia na
elektroforézu a efektivne pracovné postupy publikované v pracach autorov Mudry a Juracek

(2001) a Mdry (2002).

4.1.1 Nosi¢ gélu a kyvety na elektrodové tlmivé roztoky

V publikovanych pracach st uvadzané nosice gélu a kyvety na elektrodové timivé roztoky
réznych rozmerov v zavislosti od mnozstva jednorazovo analyzovanych vzoriek, povahy
izoenzymov (pohyblivosti) aso zretelom na Setrenie pouzivanych chemikalii. Rozmery
nosi¢a gélu by mali zohladiiovat’ uréité kritéria: a) dizka nosi¢a by mala byt taka, aby
umozinovala dostato¢ni separaciu jasnych pasov bez rizika migracie do elektrodovej kyvety,
b) hibka kyvety zavisi od poétu rezanych platov (hibka 1 cm by mala postatovat) — pri
hrubom géle je potrebné pocitat’ pocas elektroforézy so zahrievanim gélu, c) Skrobové gély
s nizkym obsahom Skrobu vyZaduju zvIast’ velkt pozornost’ a zru¢nost’ pri ich manipulécii —
mozu sa trhat’ zvlast, ak sua vel'ké.

Akrylovy nosi¢ gélu je stavany na objem 600 ml arozmery gélu su 22,5 x 24,5 cm.
Velkost' gélu umoZiiuje naraz testovat az sto vzoriek. Nosi¢ je uspOsobeny tak, aby
umozioval priamy kontakt gélu s elektrédovym tlmivym roztokom (Obr. 3).

Elektroforetickd aparatira pozostdva zdvoch akrylovych kyviet azo zdroja
stabilizovaného prudu. Kyvety maju vnutorny objem 5 x 26,5 x 5 cm. V bocCnej stene
zvysenej asi 0 3,5 cm je zabudovany konektor, z ktorého vedie po dizke kyvety platinovy drot
predstavujuci elektrodu (hrabka 0,4 — 0,5 mm). Kyvety obsahuju elektrodovy tlmivy roztok
(Obr. 4).

Nosic¢ gélu sa polozi na kyvety tak, aby oba jeho konce boli ponorené do timivého

roztoku (Obr. 5).

23



Obr. 3: Nosi¢ gélu s gélom
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Obr. 4: Dve elektroforetické kyvety (andda a katdda) umiestnené v chladnicke s

teplomerom na priebeznt kontrolu teploty pocas elektroforézy (vlavo) a detail

kladnej elektrody (vpravo)
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Obr. 5 Pohl'ad na nosi¢e Skrobového gélu ponorené do -elektroforetickych kyviet

s elektrodovymi tlmivymi roztokmi umiestnené v chladnicke, konektory a

pripojenie na stabilizator jednosmerného elektrického pradu

Ku kyvetam je pripojeny zdroj stabilizovaného napdtia (Obr. 6). Jedna kyveta predstavuje
anddovy priestor a druha katédovy. Ako zdroj stabilizovaného pridu je vhodné pouzit’ napr.
programovatelny pristroj MultiDrive XL Svédskej firmy Pharmacia LKB Biotechnology,
ktory umoziuje pripojenie az Styroch elektroforetickych aparatar (Obr. 6). Elektroforeticka

aparatura so skrobovym gélom je umiestnena v chladnicke.
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Obr. 6: Dva programovatel'né zdroje jednosmerného prudu MultiDrive XL Svédskej firmy

Pharmacia LKB Biotechnology

4.1.2 Priprava vzoriek na analyzu

Rastlinny materidl pre ucely Stidia polymorfizmu enzymov moéze mat organiza¢nu
urovenn subbunkovu, bunkovu, pletivovl, organovu, organizmovu alebo populaéni. Z tohoto
pohl'adu analyzované vzorky st bud individudlne (pdvod z jedného individua) alebo
zmesnych vzoriek (povod z viacerych rastlinnych jedincov). NajCastejSie analyzované byvaju
extrakty z vegetativnych casti rastliny, ako su listové Cepele, stopky listov, listy, apikalne
Zasti korefiov alebo celé kli¢iace semenadiky. Dalej st to Gasti semien — celé embrya,
endosperm, napucané klicne listy, hypokotyly, radikuly apri trdvach su to koleoptily
(Obr. 7 a8). Nie je ni¢ vynimocné, ak su analyzované puciky kvetov alebo pel. Vel'mi
dolezité je, aby vybrand biologickd vzorka mala vysoku aktivitu analyzovanych izoenzymov.
Potrebné je neustadle mat’ na zreteli Standardizaciu kultivacnych podmienok analyzovanych

vzoriek a ich rovnaky fyziologicky a ontogeneticky stav.
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Obr. 7: Sestdiiové kliciace rastliny laskavca metlinatého (Amaranthus cruentus L.) - A a
medzidruhového kriZzenia A. hypochondriacus L. x A. hybridus L. — B, pestované

v termostate, v tme pri teplote 25 ° na pripravu zmesnych vzoriek

Obr. 8: Patdnové kliciace rastliny kukurice siatej (Zea mays L.) s vyvinutymi koleoptilami

pre pripravu individualnych vzoriek
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4.1.3 Zlozenie tlmivych roztokov pre homogenizaciu a extrakciu vzoriek

Vzhl'adom na povod a povahu homogenizovaného rastlinného materialu a analyzovanych
enzymov neexistuje jeden univerzalny tlmivy roztok na homogenizaciu a extrakciu vzoriek.
Kazdy analyzovany rastlinny druh resp. jeho organ mé svoje metodologické obtiaznosti.
V pripade rastlinného materidlu to méze byt konzistencia bunkovych stien, obsah vlakniny
a vyznamnu ulohu moéze zohravat’ pritomnost’ sekundarnych metabolitov. Kvalitu separacie
izoenzymov mozu vyznamne ovplyvnit’ fenolické latky, fenoloxidazy, taniny a iné. Ak tieto
latky nie st vyznamne zastupené vo vzorke, mozno pouzit jednoduché extrakéné tlmivé
roztoky, ale ak st pritomné, na zvySenie enzymatickej aktivity extraktu a aby sa zabranilo
vzniku artefaktov sa pridavaji do extrakénych tlmivych roztokov rozne aditiva, antioxidanty,
redukéné ¢inidla a osmotikd stabilizujuce enzymy. Pri priekopnickych analyzach (zatial’ vo
svete nezrealizovanych) autor musi odskusat’ niekol'’ko extrakénych Cinidiel a vybrat’ to, ktoré
tlmivych roztokov uvadzaji Shields et al. (1983), Soltis a Soltis 1989, Wendel a Weeden
(1989), Acquaah (1992). Casto pouzivané su extrakéné &inidla:

Kukurica siata (Zea mays L.)

Extrakcia:

-pri4 °C

- zhomogenizované koleoptily dlhé asi 12 mm (kultivacia zfn na mokrom
filtracnom papieri v Petriho miskach za konStantnych podmienok v termostate,
za tmy, 25 °C, relativna vlhkost’ vzduchu 97 %) — Stuber et al. (1988),

- extrakény tlmivy roztok: 5,0 ml H,O, 0,84 g sacharo6za, 0,42 g askorbat
sodny (Stuber et al. 1988),

-na jednu koleoptilu 30 pl extrakéného Cinidla (Stuber ef al. 1988).

Slneénica ro¢na (Helianthus annuus L.) a soja fazulova (Glycine max. [L.] Merr.)

Extrakcia:
-pri4 °C,
- rozdrvené olupané semeno,
- extrakény tlmivy roztok: 0,1 mol dm™ Tris- HCl (pH=7,2), 0,2 %
B-merkaptoetanol = sulfanyletanol (v/v) - (BioGEVES 1998,
Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993, Juracek a Muadry 1999, ),
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- pouzit’ 50 pl.

Hrach siaty (Pisum sativum L.)

Extrakcia:
-pri4 °C
- zhomogenizované suché semeno (Parzysz a Przybylska 1984; Bourgoin-
Greneche a Lallemand 1993),
- extrakény tlmivy roztok: 10 mmol dm™ Tris (pH=7,4), 25 mol dm?

KCl, 0,05 mol dm™ sacharéza ( Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993,
Mudry a Juraéek 1999),

- 50 pl extrakéného ¢inidla na zhomogenizované semeno, alebo jeho cast’.

Cicer barani (Cicer arietinum L.) a hrachor siaty (Lathyrus sativus L.)

Extrakcia:
- suché semeno rozdrvené v porcelanovej miske,
- zhomogenizované semeno extrahované pri 4 °C,
- extrakény tlmivy roztok: 10 mmol dm™ Tris (pH=7,4), 25 mmol dm”

KCl, 0,05 mol dm> sacharéza (Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993,
Mudry et al. 1996, 1998),

-na jedno semeno 50 pl extrakéného Cinidla.

Laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.)

Extrakcia:
-pri4 °C
- zhomogenizované suché semen4, troj- alebo Sest’diiové kli¢ence, vyvinuty list,

- extrakény tlmivy roztok: 5,0 ml H,O, 0,84 g sacharéza, 0,42 g askorbat
sodny (Stuber ef al. 1988),

-na 100 mg zhomogenizovaného listu 50 pl extrakéného Ccinidla, alebo

vy$$ia hmotnost’ vzorky so zachovanim pomeru 1 pl:2mg

(Mudry et al. 2010),

-na 200 mg troj- alebo Sestdiovych kli¢encov, resp. vyvinutého listu
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100 pl extrakéného ¢inidla (Mudry a Gajdosova 2009, Mudry et al. 2011).

4.1.4 Homogenizacia a extrakcia vzoriek

Homogenizacia a extrakcia mékkych vzoriek sa robi ru¢ne sklenou ty¢inkou (Obr. 9), aby

bol maximalny vytazok extraktu (pozor na vzajomnu kontamindciu vzoriek pouzivanim tej

istej tyCinky bez dokladného umytia po kazdom pouziti).

Obr. 9: Ru¢na homogenizacia vzoriek sklenou ty¢inkou vo fotomiske s 'adom

Pre sériové analyzy je vhodny jednoduchy typ ru¢ného homogenizatora. Pozostava
z dvoch Casti. Spodnt Cast’ tvori 3 cm hrubd akrylové podlozka (11,5 x 11,5 cm), do ktorej je
vyvitanych 4 x 25 otvorov s priemerom asi 0,6 cm a hibkou asi 1 cm. Hornu &ast’ tvori 25
ocelovych ty¢iniek (priemer 0,5 cm, dizka asi 3 cm) vsadenych do gumovych objimok
v akrylovom drziaku (Obr. 10 a 11). Homogenizéacia vzoriek v extrakénom roztoku sa robi
mechanickym rozotieranim ocelovymi ty¢inkami v navftanych otvoroch. Vzorky obsahujuce

tvrdé Casti sa homogenizuju s pridavkom niekol’kych zin Cistého piesku alebo v porceldnove;j
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miske s roztierackou a néslednou extrakciou. Homogenizaciu mozno zrealizovat’, ak je to

nutné, aj laboratornym elektrickym homogenizatorom s inertnym hrotom.

Obr. 10 Akrylova podlozka na homogenizaciu vzoriek

Obr. 11: Akrylova podlozka a ru¢né zariadenie na sucasni homogenizaciu 25-tich vzoriek
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Wendel a Weeden (1989) upozornuju, Ze na ziskanie extraktov s vysokou aktivitou
enzymov ma vel’ky vplyv pomer analyzovaného pletiva ku objemu extrakéného cCinidla. Pri
extrakcii vzorky uvadza tieto zésady: a) homogenizicia vzorky by mala prebiechat’
v minimalnom objeme extrakc¢ného tlmivého roztoku, b) ak je nevyhnutné, rychlo zabezpecit
odstredenie vzoriek v chladenej ultracetrifige, c) Cisté extrakty mozno zmrazit’, zachovaju si
aktivitu aj niekol’ko mesiacov, d) vSeobecne je lepSie zmrazovat' a uchovavat’ vzorky pri
-70 °C, ako pri -20 °C aje vhodnejSie uchovavat zmrazené extrakty, ako zmrazené
nezhomogenizované biologické vzorky. VSeobecne je potrebné mat’ na pamiti, Ze opakované
rozmrazovanie a zmrazovanie biologického materidlu a vzoriek vedie k zhorSeniu ich kvality.
Uskladnované vzorky mozu podliehat aj biochemickym zmendm, ktoré mozu simulovat
polymorfizmus.

Ak literatira neuvadza pre rastlinny druh, resp. analyzovany biologicky materidl pomer
hmotnosti vzorky ku objemu extrakéného tlmivého roztoku pre efektivnu extrakciu vzorky,
experimentator si ho musi stanovit’ sam. Spdsob urcenia a dolezitost pomeru hmotnosti
vzorky semien, klicencov a listovych Cepeli laskavca (Amaranthus sp. L.), rozmerov knotov
z filtraéného papiera Whatman 2 adizky kultivacie kli¢encov st uvedené v pracach
Mudry a GajdoSova (2009) a Mudry et al. (2010 a 2011).

Homogenizacia vzoriek prebieha za ich neustdleho chladenia. Napr. v podlozke, ktora je
vo fotomiske s l'adom. Do extraktov vzoriek sa vloZi poZzadovany pocet papierovych knotov
(kazdy na jeden gélovy systém). Papierové kndty su z chromatografického papiera Whatman
2 alebo 3. Rozmery knotov mo6Zzu byt rozne. NajCastejSie sa pouzivaju knoty z papiera
Whatman 2, ktoré¢ maja Sirku 1,5 — 2,0 mm. Nasiaknuté kndty v extraktoch v podloZke mozno

uchovavat’ v mraznicke az do analyzy (len niekol’ko dni).

4.1.5 Priprava Skrobového gélu

Jednym z hlavnych krokov pre Uspesnu analyzu polymorfizmu enzymov je priprava
skrobového gélu. Skrobovy gél musi byt homogénny, mal by mat pozadovanu tvrdost
a pruznost, aby sa dal dobre rezat’ a pre genetickll interpretaciu polymorfizmu enzymov je
dolezité, aby bol ¢iry. KIiovym faktorom je samotny hydrolyzovany zemiakovy Skrob,
ktory od roznych vyrobcov nema rovnaké kvalitativne parametre. Preto je potrebné otestovat

kvalitu Skrobov a vybrat si najkvalitnej$i a cenovo prijatelny. Mozno pouzit' jeden druh
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skrobu alebo dva druhy, ktoré sa zmiesajii v pomere, aby pripraveny gél spinal kvalitativne
parametre. NajCastejSie sa pouzivaji Skroby firiem: Connaught (Kanada), Otto Hiller (USA),
Starch Art Corporation (USA), Fluka, Sigma, Nitin Industrial Complex (India) a i. Obsah
Skrobu v géle sa udéva v percentach. NajcastejSie si publikované Skrobové gély s 8, 10, 12
a 13 percentnym obsahom Skrobu.

Umyty a osuSeny nosi¢ gélu sa oplachne roztokom Photoflo, necha odkvapkat’ a vysusit.
Roztok Photoflo firmy Kodak zabranuje prilepeniu gélu o steny a dno nosi¢a gélu. Jeho
koncentrat sa riedi v pomere 2 ml Photoflo a 400 ml vody. Opakovane sa pouziva a uchovava
v chladnicke. Pri analyze polymorfizmu jednotlivych druhov enzymov sa pouzivaju rozne
druhy skrobového gélu, ktoré sa liSia pouzitymi tlmivymi roztokmi v ktorych sa varia. Dobré
skasenosti su s gélom so zloZzenim:

77,31 g hydrolyzovany Skrob,
15,00 g sacharoza,
600 ml gélovy tlmivy roztok.

Na pripravu gélu pre kvalitnl separacu izoenzymov je potrebné vybrat’ vhodny gélovy
tlmivy roztok a elektrédovy tlmivy roztok. Aj v tomto pripade plati, ze neexistuje jeden
idedlny tlmivy roztkok na varenie Skrobu a jeden na separdciu izoforiem pre vSetky druhy
analyzovanych enzymov. Je preto dolezit¢ vybrat’ také tlmivé roztoky, aby analyzovany
stibor enzymov poskytol kvalitné izozymogramy. Prehl'ad naj¢astejSie vyuZivanych gélovych
a elektrodovych tlmivych roztokov uvadzaji Shields ef al. (1983), Wendel a Weeden (1989)
a Acquaah (1992). Pre analyzu polymorfizmu enzymov v koleoptilach kukurice su pouZzivané

gélové a elektrédové tlmivé roztoky uvedené v Tab. 1.

Vlastna priprava gélu: v jednej varnej banke sa vari 300 ml gélového tlmivého roztoku
v mikrovlnnej rare cca. 5 min. Stcasne sa zvySnych 300 ml tlmivého roztoku naleje na
navazeny Skrob a sacharézu a dokladne mieSa. Po piatich minatach sa Skrob zaleje vriacim
tlmivym roztokom a silno zamieSa. Nasleduje d’alSie varenie s premieSanim, a to dvakrat po 2
minuty. Kl'i¢ovou je otazka, ako dlho varit’ Skrob? Rozhodne nesmie byt prevareny, pretoZe
po vychladnuti bude tvrdy a krehky. V tomto pripade dolezitt ulohu zohrava sktisenost’.
Vseobecne mozno povedat, Ze s varenim Skrobu je potrebné skoncit, ked’ sa objavia
unikajiice malé bublinky vzduchu. Po zdvere€nom 1- minutovom prevareni sa banka napoji
na vodnua vyvevu a odsaju sa bubliny vzduchu (Obr. 12).
Odsavat’ rychlo (max. 30 sekund), pretoze Skrob zacne chladnut a tuhnat. Moézu nastat

problémy s jeho kvantitativnym vyliatim do nosica gélu. Horuci gél sa naleje do suchej formy
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Tab. 1: Zlozenie elektrédovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého

systému (Stuber et al. 1988)

Systém Elektrodovy timivy roztok Gélovy tlmivy roztok

X 0,009 mol dm™ L-histidin
0,065 mol dm™ L-histidin

(10,88 g/dm”)
B . H,O
0,02 mol dm™ kys.citronova

pH=5,7

(4,125 g/dm”)

0,003 mol dm™ kys. citrénova .

(1:6 roztok elektrodového tlmivého

_ . roztoku)
pH upravit’ kys. citrbnovou

0.19 mol dm kvs. bori 9 dielov Tris — kys. citronova tlmivy
,19 mol dm™ kys. borita

(11,875 g/dm™) \ \
C ; (6,20 g/dm’); 0,007 mol dm™ kys.
0,04 mol dm™ hydroxid litny

roztok [0,05 mol dm™ Trizma baza

H=8,3 citronova . H,0 (1,50 g/dm”)]
P (1,60 gidm’) | s
o 1 diel elektrodovy C tlmivy roztok
pH upravit LiOH
0,065 mol dm™ L-histidin
(10,088 g/dm’) 0,016 mol dm™ L-histidin
D 0,007 mol dm™ kys. citronova . 0,002 mol dm™ kys . citrénova .
pH=6,5 HO (1,5 g/l) .H,O
pH upravit kys. Citronovou (1:3 roztok tlmivého roztoku)
0,135 mol dm™ Trizma baza 0,009 mol dm™ Trizma béza
. 0,04 mol dm™ kys. citrénova. 0,003 mol dm™ kys. citrénova .
.H,O .H,O
pH=7,0 3 )
(9,0 g/ dm”) (1:4 elektrodovy tlmivy roztok
pH upravit’ kys. citrbnovou zriedeny)

osetrenej roztokom Photoflo, na ktorej boli predtym zalepené okraje izolepou, aby tekuty gél
nevytiekol (Obr. 13). Gél sa neché cca. 1 hodinu chladnut’ v laboratoriu. Kvoli ochrane pred
dehydrataciou sa po stuhnuti prikryje foliou a na 1 hodinu sa da chladit’ do chladnicky a opéat’
vyberie. Potom sa nechd pri laboratornej teplote az do analyzy v nasledujuci deit. Asi 30

minut pred vkladanim vzoriek do gélu je potrebné gél opéat’ chladit’ v chladnicke.
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Obr. 12: Odsavanie vzduchu vodnou vyvevou  Obr. 13: Vylievanie Skrobového gélu do

7o skrobového gélu vo varnej banke nosica gélu

4.1.6 Vkladanie vzoriek do gélu

Na d’al$ie rano sa stuhnuty gél da schladit’ na 30 min. do chladni¢ky. Po schladeni sa na
katédovom konci urobi asi 3 cm od konca zarez po celej Sirke gélu. Tento zarez sluzi ako Start
a ukladaju sa do neho knoty nasiaknuté extraktom vzorky (Obr. 14).

Jednotlivé knbéty sa po vybrati zhomogenizatora dotkni papierovej hygienicke;j
vreckovky, aby sa odsal prebyto¢ny extrakt a zachytili tuhé Casti z extraktu. Potom sa kazdy
knot vklada do zarezu vo vzdialenosti asi 2 mm od seba (minimalna vzdialenost’ susednych
knoétov je I mm). Knéty sa nesmi navzdjom dotykat, ukladajii sa kolmo a nie Sikmo na
gél, baza kndtu sa dotyka dna nosica gélu a kndty po prilozeni ku gélu sa uz nesmu
premiestiiovat. Asi 1 cm od boénych okrajov sa gél nechd volny. Takto je mozné umiestnit
do zérezu okolo 2 x 25 knotov. Vzdy je potrebné do protokolu nakreslit schému
rozmiestnenia vzoriek. Ak su vzorky v opakovaniach, je vhodna schéma, kedy sa opakovania
striedaju. V takomto pripade, ak nahodou dodjde k poskodeniu casti gélu, je eSte Sanca
vyhodnotit’ analyzu. Umiestnenie vzoriek v géle vSak zavisi od vyskumného zameru, poctu
vzoriek, opakovani ahlavne kapacity knotov, ktoré mozno umiestnit v géle. Ak
experimentator eSte nema skusenost’ pre pravidelné umiestnenie kndtov do gélu, méze pouzit’
priloZzené pravitko. Pred prvli aza posledni vloZent vzorku sa vlozia knoty nasiaknuté
roztokom farbicky (bromfenolova modra — enzymy so zapornym nabojom, metylénova modra

— enzymy s kladnym nabojom). Postup farbicky po Skrobovom géle signalizuje vyskyt Cela
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rozpustadla. Po skonceni vkladania knotov sa vytlacia zo zarezu vzduchové bubliny a medzi

zaciatok gélu a akrylovu stenu sa vlozi pas papiera kvoli utesneniu zarezu. Nakoniec sa odlepi

izolepa z oboch koncov gélu. Gél je pripraveny na elektroforézu.

I~

Obr. 14: Vkladanie knotov s extraktami do zarezu v Skrobovom géle

4.1.7 Elektroforetickd separécia izoenzymov

Vlastna elektroforéza prebicha v elektroforetickej aparatiire umiestnenej v chladnicke

(Obr.15).
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Obr. 15: Zapojenie dvoch elektroforetickych aparatur s elektroforetickou separaciou enzymov

na Skrobovych géloch s farbickou (bromfenolova modrd) oznacujucou ¢elo vyvijania

Oba konce nosi¢a gélu sa ulozia na elektroforetické kyvety tak, aby boli ponorené¢ do
elektrodového tlmivého roztoku. Uginnost’ chladenia mozno zvysit umiestnenim igelitového
vrecka vyplneného vodou na povrchu gélu (nie vzdy je to nevyhnutné). Ststava sa napoji na
zdroj jednosmerného pradu, pricom pohyb enzymov prebieha od zaporného poélu (Start) ku
kladnému alebo od kladného polu ku zapornému (podl'a naboja separovanych izoforiem). Pre
elektroforézu mozno zvolit' rezim kons$tantného vykonu, prudu alebo napitia. Konkrétne
konstantné hodnoty vykonu, prudu alebo napdtia mozno zvolit podla analogickych
publikovanych prac, alebo vybrat’ vhodni hodnotu na zéklade metodologického odskusania

(Tab 2). Na cas ndrocnou je samotna elektroforéza, ktora najCastejSie trva 3 — 8 hodin
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v zavislosti od pouzitych tlmivych roztokov, hrabky a percentualneho obsahu skrobu v géle,

poctu a hribky knétov v géle a vyskumnikom nastavenych parametrov jednosmerného prudu.

Tab. 2: Vykon a pracovny ¢as pre jednotlivé gélové systémy a enzymy

v extrakte z koleoptily kukurice siatej (Stuber et al. 1988)

Gélovy systém Vykon Pracovny ¢as Enzymy
B 17,0 W 7 hodin 15 mint | MDH, ACP, GLU
C 12,0 W 6 hodin ADH, CAT, GOT
IDH, PGM, PGD,
D 16,0 W 6 hodin 30 minuat
PGI
F 15,0 W 6 hodin 30 mintt DIA

4.1.8 Technika rezania skrobovych gélov na jednotlivé platy

Gély sa reza jednoduchym zariadenim, ktoré sa dd zhotovit. Pozostava z drziaka na
ktorom je pevne napnuta gitarova struna E a z pasovych podloziek hrubych asi 1,2 mm
(Obr. 16). Tento sposob rezania Skrobovych gélov je velmi prakticky a dodava

experimentatorovi istotu, Ze nezni¢i pri rezani jednotlivé Skrobové platy urcené na

vyfarbovanie zon enzymovej aktivity.

Obr. 16: Zariadenie na rezanie gélov a podlozky
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Po skonceni elektroforézy sa gél vyberie z chladnicky a jeho okraje sa orezu skalpelom.
Cely gél sa prerezie priecne na dva velké platy. T4 Cast, na ktorej sa nepredpoklada vyskyt
izoenzymov sa odhodi a €ast’ urend na analyzy sa oznaci, napr. v lavom hornom rohu,
trojuholnikovym zarezom. Tak sa zabrani pripadnej zdmene smeru migracie izoforiem pri
manipulacii s narezanymi platmi Skrobu. Odstrania sa knoty a cely plat sa polozi na rovnu

podlozku. Tlakom ruky sa vytla¢ia vzduchové bubliny spod gélu a jeho povrch sa zat'azi. Po

stranach gélu sa prilozia podloZzné pasy a tahom gitarovej struny po podloZkach sa odrezie asi

1,2 mm hrubé vrstva gélu (Obr. 17).

Obr. 17: Rezanie skrobového gélu na jednotlivé platy (vrstvy)

Prikladanim d’alSich podloziek mozno narezat viaceré vrstvy (az 6 platov). Takto narezané
tenké platy gélu sa umiestnia do krabic na vyfarbovanie gélov (Obr. 18). Spodny
a najvrchnejsi plat sa nepouzivaju (nemaju potrebnu kvalitu na bezproblémovu interpreticiu

polymorfizmu).
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Obr. 18: Krabica na vyfarbovanie gélov s izozymogramami PGM na Skrobovom géle

4.1.9 Princip farbenia zon aktivity enzymov a zlozenie farbiacich roztokov

Farbenie zon enzymatickej aktivity prebieha v prisluSnom systéme tlmivého
roztoku za pritomnosti Specifickych substratov. Substraty sa pripravia vopred vo forme
roztokov, z ktorych sa pipetuju potrebné mnozstva. Na jeden tenky plat staci asi 50 ml
farbiaceho roztoku. Prehlad najCastejSie pouZzivanych tlmivych roztokov a substratov na
vyfarbovanie zon enzymovej aktivity uvadzaji Acquaah (1992), Soltis a Soltis 1989, Vallejos
(1983) a Wendel a Weeden (1989). Priklady zlozenia niektorych tlmivych roztokov
a substratov na vyfarbovanie zén enzymovej aktivity vybranych enzymov v koleoptile
kukurici siatej (Stuber et al. 1988):

ACP: 50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: octan sodny — kys. octova (pH = 5,0),
50 mg sol’ Fast Garnet GBC, 50 mg MgCl,, 50 mg sodna sol’ kys. a—naftyl fosforecnej,

ADH: 50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok zlozenia: Tris-HCl (pH=8), 1 ml 95 % etanol,
20 mg B-nikotinamidadenin —dinukleotid, 20 mg tetrazolium tiazolyl modra, 5 mg fenazin
metosulfat,

CAT: 500 mg ferikyanid draselny, 500 mg chlorid Zelezity, 50 ml H,O, 0,01 % H,O,,
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DIA: 50 ml 0,1 mol dm’ tlmivy roztok zlozenia: Tris-HCl (pH=9,1), 0,5 g
polyvinylpyrolidon 40, 5 mg redukovand forma B- nikotinamidadenindinukleotidfosfat,
40 mg tetrazolium tiazolyl modra, 4 mg 2,6-dichléfenol indofenol,

GLU: Roztok 1: 50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: fosfore¢nan draselny
(pH = 6,5), 1 g polyvinylpyrolidon 40, 100 mg sol’ Fast blue BB, roztok 2: 50 mg 6-bromo-2-
naftyl-B-D-glukozid v 5 ml N,N-dimetylformamid,

GOT: 50 ml substratovy roztok, 50 mg sol' Fast blue BB; substratovy roztok (pH=7,4)
- 400 ml H,O, 146,1 mg kys. o-ketoglutarovd, 532,4 mg kys. L-aspardgova, 2 g
polyvinylpyrolidon 40, 200 mg dvojsodnd sol' kys. etyléndiamin tetraoctovej, 5,68 g
Na,HPOy,,

IDH: 50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: Tris-HCI (pH=8,0), 50 mg MgCl,, 150 mg
trojsodna sol’ kyseliny DL-izocitrénovej, 5 mg sodna sol’ nikotinamidadenindinukleotidfosfat,
5 mg tetrazolium tiazolyl modré, 1 mg fenazin metosulfat,

MDH: 50 ml 0,1 mol dm” tlmivy roztok zloZenia: Tris-HCl (pH = 9,1), 100 mg
neutralizovana kys. DL-jabl¢nd, 20 mg redukovanej formy B-nikotinamidadenin - dinukleotid,
10 mg nitro blue tetrazolium,

PGD: 50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: Tris-HCI (pH=8,0), 20 mg trojsodné sol’
kyseliny 6-fosfoglukonovej, 50 mg MgCl,, 5 mg sodna sol’
3- nikotinamidadenindinukleotidfosfat, 5 mg tetrazolium tiazolyl modra, 1,5 mg fenazin
metosulfat,

PGI: 50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: Tris-HCI (pH=8), 50 mg dvojsodna sol
D-fruktoza-6-fosfat, 50 mg MgCl,, 5 mg sodna sol’ B nikotinamidadenindinukleofidfosfat,
5 mg tetrazolium tiazolyl modra, 1,5 mg fenazin metosulfat, 10 jednotieck NADP-zavislej
glukoza-6-fosfat dehydrogenazy,

PGM: 50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia: Tris-HCl (pH=8,5), 100 mg MgCl,,
250 mg dvojsodna sol o—D-glukéza-1-fostat, 10 mg sodna sol’
3-nikotinamidadenindinukleotidfosfat, 7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra, 1 mg fenazin
metosulfat, 37,5 jednotieck NADP-zavislej glukoza-6-fosfat degydrogenazy. Po inkubdécii sa

gély oplachnu vodou a podl'a moznosti sa ihned’ (najneskorsie na druhy den) fotografujt.

4.1.10 Fixacia, fotografovanie, fotokopirovanie a uchovavanie gélov

Samotny proces vyfarbovania Skrobovych gélov je velmi doblezity pre spravne

vyhodnotenie zymogramov. Nie je vhodné dlhé, ani kratke vyfarbovanie. Vyfarbovanie vo
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vztahu k polymorfizmu konkrétneho enzymu je potrebné ukoncit' vtedy, ked pasy su
najintenzivnejSie sfarbené, jasné aohrani¢ené. Zymogram mozno zaznamenat jeho
nakreslenim na milimetrov siet, ktora musi obsahovat’ vSetky potrebné udaje vratane
datumu a podmienok analyzy. NajpraktickejSim sposobom zaznamenania a uchovavania
zymogramov je ich fotografovanie. Na presvetlenie Skrobového gélu je vhodné pouzit
presvetlovaci panel. Kopiu izozymogramu mozno ziskat, ako fotokopiu na xeroxovacom
zariadeni.
Na dlhodobejsie uchovanie izozymogramov na Skrobovych platoch je ich potrebné vlozit’ do
plastovych vreciek azaliat malym mnozstvom zmesi glycerol:voda (1:1) auchovavat
v chladnicke. Naro¢nejs$im sposobom uchovavania je fixacia Skrobovych gélov. Na ochranu
intenzity pasov jednotlivych zymogramov, je potrebné pouzit' fixaéné cinidla. Hlavnym
fixaénym c¢inidlom je roztok metanol:voda:l'adova kyselina octova v pomere 5:5:1 (Cardy a
Beversdorf 1984). Gély vyfarbované za pritomnosti tetrazolium tiazolyl modrej (MTT) sa
lepsie fixuju v roztoku glycerol:kyselina octova:voda:etanol v pomere 1:2:4:5 podla
Stuber et al. (1988).

Skrobové gély mozno uchovavat aj vysuSovanim a uzatvaranim do obalov z plasticke;
hmoty za pouZitia termickej zoSivacky. Treba vSak pocitat’ s tym, Ze vysuSovanim gélov mézu

mnohé pasy stacat’ intenzitu sfarbenia.

Otazky: 1. Ktoré nevyhnutné metodologické postupy zahifia metéda horizontilnej
elektroforézy na Skrobovom géle?

2. Aké spésoby uchovavania izozymogramov poznate?

5 ZBER UDAJOV A ICH ANALYZA

V pripravnej faze a pocas samotnej elektroforetickej separacii enzymov je vhodné robit’
zaznamy do protokolu o elektroforéze. Je to velmi ddlezité preto, lebo tieto zdznamy
poskytuju dolezité tidaje o podmienkach za ktorych prebiehala elektroforéza. Protokol o
elektroforéze poskytuje udaje o termine konania analyz, informuje o rastlinnom druhu, organe
a variantoch, ktoré boli analyzované, spdsobe pripravy vzoriek, schéme ich umiestnenia do
gélu a podmienkach elektroforézy (vid’ vzor protokolu €. 1). Protokol ma zabranit’ zamenam
vzoriek pri ich vkladani do gélu a pomdct pri odhalovani chyb ktoré sa prejavia

hlavne az po ich vyfarbeni. Protokol je neocenitelny hlavne vtedy, ak sa analyzuju vzorky
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Vzor protokolu ¢. 1

PROTOKOL ¢.1

ANALYZY POLYMORFIZMU ENZYMOV LASKAVCOV
(AMARANTHUS SP.)

Genotypy: Amaranthus sp. L.
Vzorky ¢. 9,10, 11,12,13 a 14

Analyzovany biologicky material: - najmladsi vyvinuty list pod kvitnticim sikvetim
z rastlin vypestovanych v pol’nych podmienkach — Vyskumny ustav rastlinnej vyroby
Piest'any.

Podmienky a datum homogenizacie: - vyvinuty list, extrakéné ¢inidlo (Stuber et al.
1988), niekol’ko zrniek morského piesku na ulPahéenie homogenizacie. Homogenizacia —
na 200 mg vzorky 100 ul extrak¢éného cCinidla.

Datum homogenizacie vzoriek: 21.9.2010

Datum varenia a zloZenie Skrobového gélu: 20.9.2010

Varenie “B“  gélu (77,31 g Starchart + 15 g sacharoza)

Varenie “C*“ gélu (77,31 g Starchart + 15 g sacharoza)

Datum a podmienky elektroforetickej separacie izoenzvmov: 21.9.2010

Elektroforéza “B*“ gélu

Dizka separacie Vzdialenost’ &ela
(¢as v hod.) od Startu (cm)

1. zadiat 392/500V 43,6/80,0 mA 17/17W 3,3 PS (prava
elektroforézy strana gélu) = 18
koniec 389/500 V. 43,7/80,0 mA 17/17W IS (Pava
elektroforézy strana gélu) = 19

Elektroforéza “C* gélu

2. zacCiatok 207/500 V. 57,4/80,0 mA 12/12 W 4,0 PS =10,0 cm
elektroforézy
koniec 301/500 V. 39,9/80,0 mA 12/12'W LS =10,5 cm
elektroforézy
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Datum varenia a zloZenie §krobového gélu: 21.9.2010

Varenie “D“ gélu (77,31 g Starchart + 15 g sacharéza)
Varenie “F* gélu (77,31 g Starchart + 15 g sachardza)

Datum a podmienky elektroforetickej separacie izoenzymov:

Elektroforéza “D*“__ gélu Cas Dizka
1. zaCiatok 427/500 V. 37,6/80,0 mA 16/16 W 3,0 PS=17,0
elektroforézy
koniec 471/500 V. 34,1/80,0 mA 16/ 16 W LS =19.0
elektroforézy

Elektroforéza “F“ gélu

2. zaciatok 447/500 V. 33,7/80,0 mA 15/ 15W 3h10 min. PS=15;5
elektroforézy
koniec 415/500 V. 36,3/80,0 mA 15/ 15 W L£S=17,6
elektroforézy

Datum varenia a zloZenie Skrobového gélu:

Varenie gélu (77,31 g Starchart + 15 g sacharoza)
Varenie gélu (77,31 g Starchart + 15 g sacharoza)

Datum a podmienky elektroforetickej separacie izoenzvmov:

Elektroforéza  gélu Cas Dizka
1. zaliatok /500 V /80,0 mA / w PS =
elektroforézy
koniec /1500 V /80,0 mA / A% IS =
elektroforézy

Elektroforéza gélu

2. zaciatok /500 V /80,0 mA / W PS =
elektroforézy
koniec /500 V /80,0 mA / W LS =
elektroforézy
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rastlinného druhu, sktorym nie su experimentalne skusenosti, resp. nie je vyvinutd
Standardizovana metodologia jeho analyzy.

Okamzite, ako je Skrobovy gél vyfarbeny, mal by byt bez odkladu vyhodnoteny.
Vyhodnocovanie Skrobového gélu je proces ziskavania informécii zo zymogramov. Ako sa

vyhodnocovanie realizuje, zavisi od druhu pozadovanych informacii.

5.1 ZAZNAM UDAJOV A IZOZYMOGRAMOYV (FINGERPRINTOV) NA
HAROK PAPIERA

Vyhodnocovanie, alebo “Citanie” vyfarbenych gélov mozno uskutoc¢nit bez ich
vysuSovania priamo v krabiciach na vyfarbovanie. Pre tento uc¢el vel'mi dobre posluzi
presvetlovaci pult. Vhodny je napr. typ LP 554 firmy Hama (www.hama.sk). Pult ma
presvetlovaciu  obrazovku velkost 15 x 24 cm, integrovanu ziarivku a moze byt napajany
batériami alebo sietovym adaptérom. Mnohi experimentarori pri vyhodnocovani
izozymogramov vyuzivaju urobené zdznamy tykajuce sa elektroforetickej separacie enzymov,
ktoré si urobili na harok papiera. Je to dolezité hlavne vtedy, ked’ sa analyzuje velky subor
vzoriek druhu, pri ktorom nie je eSte znama diverzita polymorfizmu enzymov jeho zarod¢ne;j
plazmy. Pre zaznamenavanie dolezitych udajov a zakreslovanie diagramov jednotlivych
izozymogramov je vhodné pouZzit' harok papiera s milimetrovou sietou, alebo kockovany
harok (Obr. 19). Na harku papiera musi byt zaznamenana vzdialenost’ kontrolnej farbicky
(¢elo vyvijania, referenény bod) od miesta nanaSania vzoriek (Start) a migratné vzdialenosti
jednotlivych Skvin izozymogramov. Potom sa vypocitaji referencné hodnoty (Rf) pre
jednotlivé Skvrny izozymogramov, ako pomer ich migrac¢nej vzdialenosti k migracnej
vzdialenosti referenéného bodu (farbicky). Vypocitané hodnoty sa nazyvaji hodnoty

relativnej mobility (Ry).

St to priblizné hodnoty, pretoze odlisné podmienky elektroforézy mézu viest’ k odliSnému
suboru hodndét. Jednotlivé Skvrny na Skrobovom géle sa odliSuju velkostou a intenzitou
vyfarbenia. Tieto dodlezité skutoCnosti sa musia zaznamenat, iked pri vyhodnocovani
izozymogramov sa Vvac$i doraz kladie na rozdiely v pohyblivosti Skvin. Zaznamenanie
rozdielov v intenzite Skvfn vyznamne pomaha pri identifikacii heterozygotov a polyploidnych

druhov.
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Obr. 19: Schéma izozymogramov rodi¢ovskych linii a ich dvojliniovych hybridov (Sc) kukurice siatej — Maria, Marina a Tina.

Dvojliniovy hybrid Inka je kontrolnym materidlom (Mudry, 2002).
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5.2 ZASADY INTERPRETACIE POLYMORFIZMU ENZYMOV

Po uspesnej elektroforetickej separacii enzymov a ich detekcii na Skrobovom géle a po
zaznamenani podstatnych udajov o jej podmienkach, priebehu a uchovani izozymogramov, je
nevyhnutnou stcastou interpretacia polymorfizmu enzymov. Prvym krokom je poznanie
nomenklatiry enzymov, systému a sposobov znacenia ich izoforiem. Bez tohoto kroku je
prakticky nemozné kvalitné Statistické vyhodnotenie vysledkov analyz. Geneticka
interpretacia polymorfizmu enzymov konkrétneho rastlinného druhu vychadza z poznania
rozsahu diverzity polymorfizmu jeho zarodo¢nej plazmy, kvartérnej Struktiry enzymov,
spOsobu genetickej expresie lokusov pre polymorfizmus enzymov, inter- a intralokusovych
interakcii a poznania vyskytu artefaktovych zon.

Po farbeni ainkubacii Skrobovych gélov sa na géle objavi viditelny vzor, ktory je
charakteristicky (fingerprint) pre konkrétny enzym (pre ktory bol vyfarbeny) rastlinného
pletiva alebo jeho casti, daného veku a etapy vyvinu. Zretel'ne odlisné vzory zymogramov sa
v literature uvadzaja, ako zymeotypy, elektroforetické varianty alebo elektromorfy. Tieto
vzory su fenotypmi im prisluchajucich enzymovych lokusov.

Vzory polymorfizmu enzymov sa mozu odliSovat' rozdielnou pohyblivostou jedného
alebo viacerych izoenzymov alebo chybanim jedného alebo viacerych izoenzymov (napr.
nulové varianty).  Nulové varianty si c¢asto pod kontrolou jednotlivého génu a
v heterozygotnom stave to vedie k absencii pasu (Skvrny) simulujuc dominantny prejav génu
(Pierce a Brewbaker 1973). Nulovy variant je vysledkom zmien v polypeptidovom ret’azci,
ktoré ovplyviiuju aktivitu enzymu (Gorman a Kiang 1978). Skor, ako je urobeny zaver
z analyzy polymorfizmu enzymov, v ktorom sa konstatuje vyskyt nulovej alely, je potrebné sa
dokladne presvedcit’ zopakovanim analyz. V niektorych pripadoch aktivita enzymu moze byt
tak slaba, Ze je za konkrétnych podmienok nedetekovatel'na.

Geneticku interpretaciu izoenzymovych vzorov (izozymogramov) ul’'ahcuje poznanie ich
genetickej podmienenosti. Identifikacia izoenzymov je nevyhnutna, pretoze:
- pas alebo Skvrna na zymograme nemusi nevyhnutne patrit’ len jednej izoforme,
- ur€ity izoenzym moZze byt molekularnym hybridom, ktory je produktom dvoch
alebo viacerych lokusov,
- nie Casto, ale niektoré proteiny mdézu reagovat s tlmivymi roztokmi za prejavu
falo$nych pésov; k vzniku artefaktovych pasov moze prispiet’ molekulova nestabilita

proteinov, ktora moze byt’ vysledkom toho, ze vzorka je stara, alebo tym, ze analyza
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sa neuskutoc¢nila dostato¢ne rychlo po priprave vzorky,
-nové pasy mdzu vzniknit aj zdsahmi do metodiky (zmena tlmivych roztokov,

pH atd’.).

Vzory izozymogramov monomérneho enzymu

Najjednoduchsie vzory izozymogramov tvoria enzymy, na stavbe ktorych sa podiel’a iba
jeden polypeptidovy retazec. Enzymy maju stavbu monoméra. Jedinci, ktori maju
homozygotni stavbu lokusu pre dany enzym tvoria iba jeden pas (Skvrnu) ale jedinci
s heterozygotnou stavbou tvoria dva polypeptidové retazce, ateda dva pasy. Jeden pas
reprezentuje pohyblivejSiu izoformu enzymu a ¢asto sa oznacuje pismenom F (fast = rychly)
a pas reprezentujiici menej pohybliva izoformu pismenom S (slow = pomaly). Monomérny
enzym heterozygotného jedinca tvori dva pasy F a S (Obr. 20). Struktiru monoméra maji

napr. DIA a PGM kukurice siatej

F F
Dial (F)
I I
Dial (S) S_ &
Dia2 I I S
Dial 88 12/12 8/12
Dia?2 4/4 4/4 4/4

Obr. 20: Schémy izozymogramov diaforazy (DIA) kukurice siatej - Mudry (2002)

Vzory izozymogramov dimérneho enzymu

Iné enzymy moédzu mat’ zlozitejSiu kvartérnu Strukturu pozostavajiicu z dvoch alebo

viacerych polypeptidovych retazcov. Enzym, na stavbe molekuly ktoré¢ho sa podielaji dva
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polypeptidové ret'azce, sa nazyvaju dimérne enzymy alebo diméry, tri polypeptidové retazce
— triméry, Styri — tetraméry.

Enzym, ktory ma Struktaru diméra sa sklada z dvoch polypeptidovych retazcov, ktoré¢ mézu
mat’ rovnaku stavbu alebo odlisSni. Ak polypeptidové retazce maju rovnaku stavbu, ide
oenzym, syntéza ktor¢ho je podmienend homozygotnym lokusom alebo lokusom
s homozygotnou konstiticiou. Ak nemaju rovnaki stavbu a polypeptidové retazce sa
odliSuju, ide o enzym, syntéza ktorého je podmienena lokusom s heterozygotnou konstiticiou.
Je logické, ze v pripade, ked’ bude mat’ lokus heterozygotnu konstiticiu, bude podmienovat’
syntézu oboch polypeptidovych retazcov, a teda dvoch homodimérnych enzymov, ktoré sa
zobrazia na izozymograme ako dva pasy (Skvrny). Pohyblivejsi pas zodpoveda pohyblivejsej
forme enzymu s homemérnou stavbou (homodimér) acasto sa oznacuje FF amenej
pohyblivejsi pas menej pohyblivému homodiméru, ktory sa oznacuje SS. Stucasne sa vSak
bude tvorit’ aj treti pads — hederodimér (FS), ktory sa bude nachddza uprostred vzdialenosti
medzi Skvrnami homodimérov FF a SS. Tento treti pas (Skvrna) sa vyfarbuje ovela
intenzivnejsie a byva aj ovela vicsi (Obr. 21). Struktiru diméra maju napr. ADH a ACP

kukurice siatej.

Adhl (F) -

I
Adh1 (FIS) H
E—

Adn1 (9) I

Adhl 4/4 6/6 4/6

Obr. 21: Schémy izozymogramov alkoholdehydrogendzy (ADH) kukurice siatej -
Mudry (2002)
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Vzory izozymogramov tetramérneho enzymu

Niektoré enzymy maju Struktiru tetraméra, ktoru tvoria Styri polypeptidové retazce. Nie

vSak vzdy sa tvoria vSetky heterozygotné fenotypy tak, ako by sme teoreticky ocakévali.

Pric¢inou je nezlucitel'nost’” symetrii odliSnych podjednotiek. Tak pritomnost’ troch pasov v

grame nemozno definitivne prisudit’ enzymu, ktory ma stavbu diméra, ale ze enzym ma
u polyméra snajmenej dvoma polypeptidovymi retazcami. Rozmazana zoéna
natickej aktivity na zymograme je Casto znakom, ze enzym je polymericky. Preto je pre
ni geneticku interpretaciu zymogramov potrebné overit geneticku identitu pasov,
vit' submolekulovll Struktiru enzymu a zabezpecit, aby porovnavané vzorky boli
nakého pletiva z rovnakej etapy vyvinu (rovnakého veku). Zymogramy enzymu, ktory

tavbu tetraméra st uvedené na Obr. 22. Struktiru tetraméra ma napr. CAT kukurice

siatej.

Cat3 7/7 9/9 12/12 9/12

22: Schémy izozymogramov katalazy (CAT) kukurice siatej - Mudry (2002)

5.2.1 Nomenklatura izoenzymov

rre interpretdciu vysledkov analyz polymorfizmu enzymov je vel'mi dolezité poznat

spdsoby oznacovania enzymov, alel a lokusov. Pre oznaCovanie enzymu sa namiesto ¢asto

zlozitého vedeckého néazvu pouziva skratka pouzivaného ndzvu enzymu. Ako priklad mozno

uviest’ vedecky nazov podl'a Medzinarodnej komisie pre biochemicku nomenklatiru enzymu
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L-aspartat:  2-oxoglutarat  aminotransferdza,  najCastejSie  pozivany  ndzov  je
glutamatoxaloacetattransamindza, novS$ie pouzivany nazov je aspartdtaminotransferaza
a potom skratky, ktoré sa pouzivaji na vyjadrenie enzymu su GOT a AAT. Pre vacsinu
enzymov sa pouziva jedna skratka. Pri publikovani vysledkov je zauzivané pouZzivat’ okrem
nazvu  enzymu  aj katalégové ¢islo enzymu (kod  enzymu), napr.
glutamatoxaloacetattransaminaza (E.C. 2.6.1.1).

V priebehu pétdesiatrocnej historie vyskumu polymorfizmu enzymov sa objavilo niekol’ko
sposobov oznaCovania alel v lokuse. Jednym bol na =zidklade absolutnej mobility
v konkrétnych pracach, pricom ¢islo vyjadrovalo vzdialenost’ izoformy na géle — 5, 5.9, 12.7
atd’. Alely sa oznacovali aj na zaklade pohyblivosti ako rychla F (fast) a pomald S (slow).
Tento spdsob bol vhodny len v pripadoch, ak v lokuse sa vyskytovali iba dve alely.
Vyjadrenie alel moze byt aj na zdklade mobility izoformy, ktord sa pouZije ako marker.
V takychto analyzach vSak vzdy musi byt Standardny genotyp, ktory obsahuje konkrétnu
izoformu. Ak sa vo vzorkach s vel'mi vysokou frekvenciou vyskytuje spolo¢na alela, tak ju
mozno pouzit ako marker. Marker bude mat hodnotu 100 mm a ostatné alely podl'a aktualnej
vzdialenosti v mm od markera (90 alebo 110). Samozrejme, Ze vel'mi ¢astym vyjadrenim je aj
pomocou faktora relativnej mobility (Obr. 23).

Pre oznacenie izoenzymovych lokusov sa pouZzivalo tiez niekol’ko spdsobov. V oznaceni vSak
nikdy nechyba skratka oznacenia enzymu za ktorou je ¢islo lokusu, napr. Acpl (lokus kyslej
fosfatdzy Cislo jeden). Ak ma genotyp viac lokusov, tak sa analogicky oznacuju Acpl, Acp2
atd. V pripade vyskytu viacerych mozZznych alel v jednom lokuse oznacuji sa malym
pismenom abecedy alebo ¢islom — Acpl-a, -b, -c¢ atd’. alebo Acpl: 1, 2, 3 atd’. Lokus
s homozygotnou konStiticiou mozno vyjadritt napr. Acpl-a/a alebo Acpl:1/1
a s heterozygotnou konstiticou AcpI-a/b,-a/c,-b/c alebo Acpl: 1/2, 1/3, 2/3 (Obr. 24) atd’.
Podla  wurcitej konvencie lokus s najnizSou numerickou hodnotou kdédoval najmenej
pohyblivé izoformy voci anddovému polu, €ize najblizsie ku Startu. Na zéklade rozhodnutia
Medzinarodnej komisie pre biochemickd nomenklatiru sa lokusy oznacuju na zaklade
pohyblivosti izoforiem. Lokus s najpohyblivejSimi izoformami je oznaCeny 1, s menej
pohyblivymi 2 atd. Rovnako je to aj soznaCovanim alel. Alela konkrétneho lokusu
najpohyblivejsia smerom k andde bude oznacena a, menej pohybliva b atd’. V pripade analyz
polymorfizmu enzymov kukurice, kde je zndmy rozsah diverzity polymorfizmu zarodoc¢ne;j
plazmy tejto plodiny, su aj alely lokusov oznacCované Cciselne. Ale aj vtomto pripade
najmobilnejSia alela v lokuse sa oznacuje 1 az na enzym maldtdehydrogenéaza, kde cislovanie
je opacné.
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mm 0235
mm 0212
mm 0,176
. ) 212
K .S L

Obr. 23: [zozymogramy a diagramy enzymu malatdehydrogendza (MDH) druhu laskavec

metlinaty (Amaranthus cruentus L.)

Vysvetlivky: Q - kontrolna vzorka kukurice siatej — hybrid Qvintal, K — vzorka 3 — diiovych
klicencov laskavca metlinatého, S - kontrolna vzorka semien laskavca metlinatého, L1, L2,
L3, L4 - linie vzoriek listov z kultivovanych rastlin ldskavca metlinatého na zivnom médiu
(Murashige a Skoog 1962), Ry, - faktor relativnej mobility (Mudry ef al. 2010)

Obr. 24 Izozymogramy MDH kli¢nych listov réznych genotypov slnecnice rocnej
(Helianthus annuus L.) - Mudry a Juraéek (1998)

5.2.2 Geneticka interpretacia polymorfizmu enzymov (Struktira a rozsah variability

polymorfizmu, inter- a intralokusové interakcie)

Geneticka interpretacia polymorfizmu enzymov je najndro¢nejSia Cast vyhodnocovania

analyz. Prevazna cast’ aj publikovanych prac obchadza geneticku interpretaciu vysledkov,
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pretoze autori nepoznaju vSetky prace, ktoré knej vedd alebo nie je predmetom ich
vyskumného zameru. V takomto pripade prace dokumentuji polymorfizmus enzymov
Studovanych genotypov izozymogramami alebo ich diagramami, R, faktorom alebo
oznacenim druhu fenotypového prejavu vzorky. Idedlnou situaciou je, ak rastlinny druh je tak
intenzivne Studovany, Ze je genetickd interpretdcia polymorfizmu analyzovanych enzymov
znama vratane ich biochemickej Struktury. Aj v takomto pripade je potrebné prestudovat
vietky prace veduce k poznaniu genetickej interpreticie. Casto ide o prace publikované
v priecbehu poslednych  40-50 rokov vedeckymi kolektivmi konkrétnych svetovych
laboratorii.

Ak je studovany druh z pohl'adu poznania genetickej interpretacie polymorfizmu enzymov
takmer neznamy, je potrebné sa zamerat’ na:

a) vyvoj, vyber a adaptaciu vhodného metodologického postupu analyzy polymorfizmu

pre analyzované vzorky,

b) poznanie rozsahu diverzity zdrodo¢nej plazmy analyzovaného druhu — analyza 50 —

400 odrdd v zavislosti od distribucie diverzity v stibore,

¢) vnejasnych pripadoch vyuzit moznosti overenia genetickou analyzou krizeni

vhodnych rodicovskych genotypov,

d) stanovenie typu fenotypového prejavu polymorfizmu (vacSinou je to kodominancia),

e) urcenie kvartérnej Struktary enzymu, ktorého polymorfizmus analyzujeme,

f) urcenie alebo vylucenie prejavu jedného lokusu, dvoch alebo viacerych lokusov pri

polymorfizme enzymu,

g) na pripadnu rozdielnu silu prejavu jednotlivych alel a na vyskyt nulovej alely,

h) vyskyt artefaktovych pasov vo fingerprintoch.

Polymérne alebo oligomérne enzymy maji mnohotné Strukturdlne gény kodujice odlisné
podjednotky holoenzymu. Kombindciou tychto podjednotiek sa tvoria rdzne izoenzymy.
Izoenzymy vznikaji ndhodnou kombinéciou podjednotiek a pocet izoenzymov, ktory moze
vzniknuat pri diploidnom organizme mozZno vypocitat’ podl'a vzt'ahu:

i=(6+p—1!/[p!(s-1)!]
kde i - je pocet izoenzymov (Skvin alebo pasov na zymograme), p — je pocet polymérov
(ktoré sa podielaji na stavbe polymérneho holoenzymu) a s — je pocet odlisnych podjednotiek
alebo variantov polymérov. Je potrebné vSak spomenut’, Ze nie vzdy vsetky vypocitané
varianty izoenzymov sa realne aj v Studovanom druhu syntetizuju. Urc¢ité kombinécie nie st
mozné pre naboj podjednotiek, a preto sa v Zivych systémoch ani nevyskytuji. V mnohych

pripadoch st izozymogramy podstatne zlozitejSie s vicSim poctom izoforiem pritomnych vo
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vzorke a s komplikovanejSou interpretaciou, ako je uvedena v kap. 5.2. Hlavne ak ide
o polymorfizmus za ktory zodpoveda viac génov ako jeden pri diploidnom organizme, alebo
ak ide nahodou o iny spdsob fenotypového prejavu, ako je kodominantny alebo, ak je
organizmus polyploidny. V tychto pripadoch je potrebné siahnut’ po vhodnej literature,
v ktorej st publikované priklady fingerprintov alebo ich diagramy (origindly prac, katalogy
fingerprintov, knizné publikacie). Z publikécii si to napr. prace publikované autormi - Soltis

a Soltis (1989) a Acquaah (1992).

Otazky: 1. Co je to protokol o elektroforéze, ¢o obsahuje a aky je jeho vyznam?
2. Ako moZno oznacit’ izoformy enzymu v zymograme ?
3. Na Co dolezité je potrebné sa zamerat’ pri genetickej interpretacii

polymorfizmu enzymov?

6 NAJCASTEJSIE NEDOSTATKY PRI ANALYZE POLYMORFIZMU
ENZYMOV ELEKTROFOREZOU NA SKROBOVOM GELE

Kazda z analytickych technik a metodologii vedeckej prace poskytuje vysledky s urcitou
presnostou, ktord mdze byt ovplyvnend viacerymi objektivnymi a subjektivnymi faktormi.
Podstatné vSak je, aby =ziskané¢ vysledky wviedli k validnym, interpretovatelnym
a reprodukovatelnym zovSeobecniovaniam. KedZe vysledkom analyz si izozymogramy
(fingerprinty), spravnost’ ich interpretacie zavisi od ich kvality — spravne vyfarbenie, oddelené
ajasné pasy izoenzymov. Na prvy pohlad by sa mohlo zdat, Ze metdda analyzy
polymorfizmu enzymov horizontdlnou elektroforézou na Skrobovom géle je pristrojovo
a metodologicky nendro¢nou. Skutocnost’ je vSak takd, ze uroven analyz je zévisla od
dostatocnych praktickych skusenosti a hlavne manualnych zru¢nosti. Problémy mo6Zzu nastat’
v ktorejkol'vek faze metodologie od volby vhodnej velkosti analyzovanej vzorky cez tlmivé
roztoky na extrakciu, pH roztokov, elektrolyty, kvalitu Skrobu, zloZenie Skrobového gélu,
parametre jednosmerné¢ho prudu, rezanie Skrobovych gélov atechniku ich vyfarbovania.
Nedostatky fingerprintov mézu byt sposobené jednotlivymi chybami alebo ich kumulaciou.

Prehl’ad najcastejSich chyb a ich napravu uvadza Acquaah (1992).

54



6.1 CHYBY PRI PRIPRAVE TLMIVYCH ROZTOKOV, PRIPRAVE VZORKY,
SKROBOVEHO GELU, SAMOTNEJ ELEKTROFOREZE, REZANIi
A VYFARBOVANI SKROBOVYCH GELOV

6.1.1 Nedostatky pri priprave timivych roztokov

1. Zakalené az plesnivé si tlmivé roztoky znehodnotené mnoziacimi sa
mikroorganizmami, ktorych bielkoviny by mohli viest’ k vziku artefaktov
a faloSnych pasov na zymogramoch. Predist tomuto javu sa da
uskladnenim roztokov v chladnicke, resp. pripravou nevyhnutného
mnozstva na analyzu, pripadne na kratkodobé uskladnenie.

2. pH tlmivého roztoku sa meni pocCas uskladnenia, na ¢o moézu
velmi citlivo reagovat mnohé enzymy. Je potrebné dbat, aby vsetky
suché reagenty pouzité na ich pripravu boli dokonale rozpustené
a neponahlat' sa s ich pripravou. Treba ¢akat’ na jeho stabilizaciu pred

jeho uskladnenim.

6.1.2 Nedostatky pri priprave vzorky

1. Zmena farby zhomogenizovanej vzorky. MozZe byt spOsobend jej
oxidaciou latkami ako su fenoly, chinony atd”. Izoenzymy vo vzorke
mozu uUplne stratit’ svoju aktivitu. Predist’ tomuto javu mozno pridanim
antioxidantov a redukujucich ¢inidiel do extrakéného ¢inidla (napr. kys.
askorbova, 2-merkaptoetanol = 2-sulfanyletanol).

2. Knot nasava extrakt pomaly, ak homogenat je prili§ husty, alebo bolo
pridaného malo extrakéného c¢inidla. Tento nedostatok vedie k tomu, Ze
kndt nasaje malo extraktu a horna cast’ knotu zostane suchd, nasledkom
¢oho zrezand horna vrstva Skrobového gélu sa nevyfarbi pre nepritomnost’
enzymov. Ak je homogenat prili§ husty moéze poskytovat’ do knotu vel'a
proteinov, ¢o moOzZe spdsobit’ vytvaranie nadbyto¢nych pruhov pri
vyfarbovani Skrobovych vrstiev (platov). Je potrebné presne dodrziavat
pomer tlmivého roztoku ku pletivu.

3. Knot so vzorkou obsahuje pevké ¢asti, resp. tilomky, ak vzorka nebola

dostatocne zhomogenizovand. V tomto pripade sa zacni tvorit
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nadbytocné pasy nad vyfarbenymi péasmi, ¢o je dosledok prechodu
pevnych ¢asti do Skrobového gélu. Predchadzat’ tejto chybe sa da
centrifugaciou vzorky, alebo obratenim knotu ajeho vlozenim do gélu
tak, aby tuhé Casti neboli v Skrobovom géle.

6.1.3 Nedostatky pri priprave skrobového gélu

1. Hrékovity gél. Skrob bol zle suspendovany pre nedokonalé mie$anie
suspenzie alebo boli znecistené steny pouzitého skla (pred alebo po jeho
vareni), alebo odsavanie vzduchu z hortceho Skrobového gélu trvalo
dlho, a tak miestami uz mohol Skrobovy gél tuhnat. Chyba spdsobi
nerovnomernu separaciu izoenzymov. Preto je potrebné pouzivat Cisté
sklo na pripravu gélov, dokonale premieset’ Skrob v timivom roztoku pred
jeho varenim, rychlo odsat’ vzduch zo Skrobového gélu a nezasahovat’ do
tuhnticeho skrobového gélu.

2. Zakaleny gél. Nedostatocné varenie Skrobového gélu. Gél nema
homogénnu konzistenciu a bude sa trhat’ poCas rezania. Je potrebné gél
varit’ dostato¢ny cas.

3. G€l je prili$ tuhy a husty. Nedostatkom moze byt: a) nedostato¢ny
podiel tlmivého roztoku alebo b) prili§ dlhé odsavanie vzduchu, ktoré
viedlo k ochladeniu gélu v sklenej banke v ktorej sa varil. Nasledkom
toho a) je objem gélu mensi, ako je objem nosica gélu, o ma za nasledok,
ze sa z gélu da narezat’ o jeden az dva platy (vrstvy) menej (pretoze Cast’
g€lu zostane na stenach banky) a b) koncentracia Skrobu sa zvysi v géle
a spomali sa elektroforéza. Treba urychli odsavanie Skrobu zo Skrobového
gélu, vylievat’ Skrobovy gél, kym je eSte horuci a dodrziavat’ spravny
pomer Skrobu a timivého roztoku.

4. Drsny povrch Skrobového gélu po vychladnuti moze byt spdsobeny
a) folia na géle nebola vyrovnand alebo natiahnutd pocas nocného
uchovavania alebo b) gél bol prikryty foliou skor, ako bol dostatocne
vychladeny a unikajuca vlhkost kondenzovala pod féliou, na ktorej sa
utvorili kvapky, ktoré na povrch gélu vytvorili jamky. To vedie k tomu,
ze a) hrubsi najvrchnejsi plat (vrstva) sa nebude dat’ pouzit’ na vyfarbenie
zymogramov a b) nerovnomernému pohybu molekdl izoenzymov
(nerovnomerny tok pradu). Je potrebné prekryvat’ gél foliou, az

ked je gél vychladnuty a dbat’ na to, aby folia bola narovnana na
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povrchu gélu.

5. Poéut’ praskajuci zvuk pri vylievani gélu do nosi¢a gélu. Gél bol prilis
horuci, a preto pukal nosi¢ gélu. Gél pred vyliatim je potrebné nechat’
chvilu vychladnit. Ak odsdvanie vzduchu z gélu bolo dostato¢ne dlhé,

d’al$ie chladenie gélu nie je potrebné.

6.1.4 Nedostatky suvisiace so samotnou elektroforézou

1. Na ukazovateli zdroja jednosmerného priudu nie je Ziadna
hodnota. Pri¢inou moze byt’ a) nespravne zapojenie vodicov (kablov), b)
preruSeny vodi¢, ¢) nespravny kontakt v zasuvke, d) zdroj pradu nie
je zapojeny v sieti alebo v sieti nie je prad. Vysledkom je, Zze
elektroforéza neprebicha a bielkoviny volne difunduju do gélu, o sa
po vyfarbeni prejavi rozmazanostou Skvin. VodiCe zo zdroja
jednosmerného pridu je potrebné skontrolovat’ a spravne ocistit’ kontakty
a kontrolovat’ zapojenie zdroja do siete a nastavenie hodnét na zdroji.

2. Farbicka na oznacenie vzdialenosti Cela vyvijania od Startu sa
pohybuje vel’mi pomaly. Ak si zapojené na jeden zdroj jednosmerného
prudu dva Skrobové gély, moZze byt slaby prid. V tomto pripade sa
predizi priebeh elektroforézy. Pri¢inou méze byt nespravne pripraveny
gél alebo tlmivé roztoky. Odstranit’ chybu mozno kontrolou nastavenych
hodnét prudu na zdroji a ich korekciou alebo vymenou tlmivych roztokou
(pouZit’ Cerstvo pripravené).

3. Napiitie je prili§ vysoké. Ulozené kndty v géle st bud’ a) prili§ tenke,
b) Start na géle je roztvoreny, c) tlmivé roztoky nemaju spravnu iénovu
silu alebo d) kontaktné plochy gélu nie si kompletne v kontakte
s elektrodovymi elektrolytmi. Chyba sa prejavi nerovhomernou
separaciou proteinov, a teda nepresnou relativnou mobilitou, o vedie
k slabému rozliSeniu Skvfn, ktoré si rozmazané. Chybu mozno odstranit’
po vynati knotov z gélu spravnym uzatvorenim miesta Startu a jeho
zabezpecenim vlozenim pruzka vodu nasavajuceho papiera medzi stenu
nosica gélu a gél, dalej hrubSiecho knétu alebo pridanim vzdy
dostatocného mnozstva elektrolytu do elektroforetickych kyviet
(elektrody).
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4. Gél sa zahrieva. Pricinou moéze byt a) prad je prili§ vysoky,
b) nedostatocné chladenie prostredia, kde prebiecha elektroforéza,
¢) ibnova sila tlmivych roztokov je prili§ vysoka. Vysledkom tejto chyby
moze byt a) ohrozenie na teplotu zvIast velmi citlivych enzymov,
b) narezané vrstvy gélu mozu byt krehké a mdézu sa trhat' prirucnej
manipuldcii s nimi. Nedostatok mozno odstrdnit’ a) ¢astou kontrolou
nastavenych parametrov prudu na zdroji a pripadnou ich korekciou
a b) zabezpeCenim dodato¢ného chladenia (napr. vreckom naplnenym
vodou alebo vyplnenym kusom ladu (hlavne vtedy, ked’ sa pouzivaju
tlmivé roztoky s vysokou iénovou silou).

5. Odporucané napitie a prud je tazké alebo nemoZné udrzat’ bez rastu
jednej alebo druhej hodnoty do vysokych hodnét. Je mozné, Ze tlmivé
roztoky nie su presne pripravené, co méze mat’ za nasledok, ze a) gél sa
prili§ zahrieva a b) priebeh elektroforézy sa prediZi s rizikom, Ze sa znizi
aktivita niektorych enzymov. V tomto pripade je potrebné vymenit
a pouzivat’ Cerstvo pripravené tlmivé roztoky.

6. Farbicka na oznacenie vzdialenosti c¢ela vyvijania sa pohybuje
opaénym smerom. Pri¢inou moéze byt opacné zapojenie elektrod alebo
pouzitie nespravnej farbicky. Pri opatnom zapojeni elektrod hrozi, ze
vzhl'adom na kratky usek migracie v opacnom smere sa proteiny dostanti
do elektrodového tlmivého roztoku. Chybe moZno predist spravnym

vyberom farbicky a stistredenim sa na spravne zapojenie elektrod.

6.1.5 Nedostatky pri rezani skrobovych gélov

1. Gél sa prilepil o dno nosi¢a gélu. MozZe sa to stat’, ak je nosi¢ gélu
znecisteny alebo bola vel'mi nizka koncentracia skrobového gélu. Hrozi
zlomenie alebo dokonca znicenie gélu pri jeho vyberani z nosic¢a gélu. Gél
v miestach poskodenia sa zle rezie a pri stahovani narezanych vrstiev sa
trha. V lepSom pripade sa nedd pouzit’ len prilepend vrstva. Je potrebné
sa uistit, Ze nosi¢ gélu je dokonale Cisty tesne pred vyliatim horticeho
gélu. Predist’ prilepeniu sa gélu d4 aj oplachnutim nosica gélu s
roztokom Fotoflo a jeho vysuSenim.

2. Gél sa tazko rezie. G¢l je bud a) priliS koncentrovany vysokym
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podielom Skrobu, b) gél bol prili§ chladeny pocas elektroforézy alebo
¢) struna na pilke na rezanie Skrobovych gélov je uvolnena alebo st na
nej nalepené zvysky gélu z predoslého rezania. Takto narezané vrstvy zo
Skrobového gélu budu drsné alebo zvlnené, ¢o =zapriCini ich horSie
vyfarbovanie. Gél moze byt aj krehky a bude sa s nim horSie ru¢ne
manipulovat’ (mo6ze sa trhat). Nedostatok odstranime tak, Ze a) znizime
koncentraciu Skrobu, b) pouzijeme kvalitni strunu na rezanie (gitarova
struna E) a nastavime teplotu prostredia, kde prebieha elektroforéza na
priblizne 4 °C.

3. Narezané vrstvy Skrobového gélu maju drsny povrch. Pravdepodobne
je znelisteny povrch struny na rezamie gélov alebo struna nebola tahana
jednym rovnomernym tahom. Nasledkom toho sa moZzu vytvorit’ slabé
Skvrny na vrstvach zo Skrobového gélu a mézu sa trhat’ alebo sa Skvrny
nerovnomerne vyfarbuju (kde je vrstva hrubsia je Skvrna tmavsia a kde je
tenkd, tam je Skvrna toho istého izoenzymu slaba). Preto skor, ako
zacneme rezat’ Skrobovy gél na vrstvy (platy), je potrebné utriet’ alebo

umyt’ strunu na rezanie mokrou hygienickou vreckovkou.

6.1.6 Nedostatky pri vyfarbovani skrobovych gélov

1. Celo vyvijania je zvlnené. Pri¢inou moZe byt to, Ze zarez $tartu v ktorom
su vloZzené kndty, nie je rovny, pripadne kndty nie s rovnomerne
zatlacené alebo v =zareze si vzduchové bubliny. Chyba potom
vedie k nerovnomernému vyvijaniu zymogramov, a tak relativne mobility
su nepresné, o stazuje ich interpretadciu (porovnéavanie). Pre urcité stadie
sa vysledky nedaji pouzit. Vzdy je potrebné urobit’ rovny a priamy zarez
na vkladanie knotov so vzorkami. Kndty umiestnit’ v zareze tak, aby boli
v jednej rovine, aby medzi nimi neboli vzduchové bubliny.

2. Celo vyvijania ma kopcovity priebeh. Je pravdepodobné, ze: a) gél
nema rovnaku hrabku, b) kndty nie su v Starte uzatvorené paralelne alebo
c) Start je na jednej strane roztvoreny. Hodnotenie proteinov bude
komplikované, pretoze ich relativne mobility sa budu lisit’ niekol'kymi
milimetrami. Predist’ tomuto problému sa d& tak, ze nosi¢ gélu pred

vyliatim uvareného Skrobu sa vzdy polozi na vodorovnu plochu a knoty
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so vzorkami budu v Skrobovom zareze uzavreté paralelne so Startom.

. Celo vyvijania ma tvar krivKy (tzv.zymogramy s vyrazom tismevu

alebo smitku). Moze to byt sposobené tym, Ze: a) chladenie gélu je

nerovnomerné, ak je stred chladeny dodatocne, napr. blokom Tadu

(v tomto pripade vznikne krivka znazornujuca 1Usmev) alebo

b) nedokonalé uzatvorenie Startu na zaciatku a konci vedie k zniZzenej

mobilite proteinov a vznikne tvar krivky, ktord vyjadruje smutok. Takéto

zymogramy mozu skomplikovat ich Ccitanie (interpretaciu). Vzdy je
potrebné prekryt’ Skrobovy gél foliou z umelej hmoty, pretoze chladné
prostredie, kde prebicha elektroforéza, vysusuje gél, ktory sa scvrkava.

Medzi stenu nosica gélu a Skrobovy gél je potrebné vlozit’ prizok papiera

sajuceho vodu. Zarez v Starte zostane uzavrety pocas celej elektroforézy.

. Susediace Skvrny (pasy) splynuli. Pri¢inu mozno vidiet' a) knoty so
vzorkami boli umiestnené tesne k sebe, b) niektoré knoty boli umiestnené
do gélu, ked uz bezala elektroforéza, c) prili§ vel'a extraktu v kndtoch,
d) elektroforéza neprebiehala dost’ skoro po vlozeni vzoriek do Skrobu
alebo vyfarbovanie Skrobovych gélov nebolo dost” skoro po skonceni
elektroforézy. Vedie to k stazenej interpretdcii zymogramov, az po
ich necitatelnost’. Preto je potrebné a) spravne umiestnit knoty
v Skrobovom géle v nevyhnutnej vzdialenosti od seba, b) pouzivat
uzSie knoty s menSou kapacitou extraktu, ¢) odsat prebytocné
mnozstvo extraktu z kndtov pred ich vloZenim do Skrobového gélu
a d) kndty ulozit’ do Skrobového gélu tak, aby boli vzpriamené.

. VAdsi pocet linii je vyfarbenych, ako je pocet analyzovanych vzoriek.
Je to spdsobené¢ a) reorganizdciou kndtov v Skrobovom géle, ak
experimentator nepouZziva pri vkladani knotov plan a zisti na konci Startu,
Zze mu vystavaju nejaké kndty a dodato¢nou reorganizéciou sa ich snazi
umiestnit, b) knot s kontrolnou farbickou moéze mat tendenciu
absorbovat’ proteiny z prilahlych knétov (hlavne ak st saturované
extraktmi), ak je umiestneny tesne k nim alebo c) knoty neboli zbavené
nadbytku extraktov, ktoré sa dostanti do priestoru susediacich knotov
a vytvoria linie prilahlych (prilahlej) vzorky. V tomto pripade to Casto
vedie k chybnému vyhodnoteniu experimentu. Chybe sa da vyhnuat

pouzivanim planu nandSania vzoriek (hlavne, ak ide o zaciato¢nika),
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b) nepohybovanim a nepremiestiiovanim knotov, ak raz uz boli vlozené
do zarezu na Starte (zvlast, ak boli saturované extraktom), c) vyberom
tensich kndtov na nasiaknutie kontrolnej farbicky a ich umiestnenim dost’
d’aleko od kndtov so vzorkami, d) odsatim prebytku extraktu z knétov
(napr. dotykom knotu hygienickej vreckovky).

. Pasy (Skvrny) su zretel’ne rozliSené, ale tesnejSie pri sebe ako obvykle.
Pri¢inou je nedostato¢ny priebeh elektroforézy. V niektorych pripadoch to
Stazuje interpretdciu izozymogramov. Dodrzat odporacany priebeh
elektroforézy.

. Pasy (Skvrny) st nezretelné a slabo oddelené. Moze to byt spdsobené
tymito pri¢inami: a) systém tlmivych roztokov je nevhodny pre enzym,
b) pH a i6nova sila tlmivého roztoku nie su spravne, ¢) prilis mnoho
extraktu zo vzorky a d) diftizia proteinov do gélu. Nedostatky vplyvaju na
kvalitu vyhodnocovania, ktoré moéze byt az nemozné. Odstranit
nedostatky mozno: a) pouzitim in¢ho systému tlmivych roztokov,
b) prekontrolovanim pH tlmivych roztokov (rekalibracia pH- metra),
¢) pouzitim menS$ich knotov a ich odstranenim po 15-20 minutovej
elektroforéze alebo d) vysktSanim techniky prekryvajucej vrstvy
na vyfarbovanom skrobovom plate.

. Objavenie sa pasov a ¢muh medzi vyfarbenymi pasmi (Skvrnami).
Tento nedostatok sa prejavi, ak a) je systém tlmivych roztokov
neprimerany, b) prili§ vel'a extraktu v elektroforéze alebo c) nevhodny
plat gélu bol pouzity na vyfarbovanie. Chyby vedt ku komplikaciam pri
porovnavani a vyhodnocovani fingerprintov. Odstranenie chyb je mozZné:
a) zmenou systému tlmivych roztokov a kalibraciou pH- metra,
b) pouzitim mensiecho mnozstva extraktu zo vzorky (mensSie knoty alebo
odsatie prebytocného extraktu z kndtov alebo ¢) zmenit' poradie
vyfarbovania vrstvy zo siboru narezanych skrobovych vrstiev.

. Odli$na intenzita vyfarbenia §kvin. Pri¢inou modZze byt a) odliSny
fyziologicky stav vzoriek, manipuldcia a priprava vzoriek pred
elektroforézou alebo b) odlisné koncentracie extraktov vzoriek (odliSna
sacia kapacita knotov, velkost' kndtov). Vyhodnocovanie fingerprintov
bude komplikované alebo dokonca mdze viest’ ku chybnej interpretacii.

Nevyhnutna je Standardizacia elektroforézy tak, aby vzorky toho istého
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10.

11.

12.

13.

14.

typu pletiva a veku boli spracované rovnakym sposobom.

Pasy (Skvrny) sa slabé, fadne. Fingerprinty takéhoto typu mozu
vzniknut’, ak:a) bol pouzity nevhodny systém tlmivych roztokov, b)
nevhodné pH, c¢) roztok na vyfarbovanie bol nespravne pripraveny (chyba
nejaky komponent), d) chemikalie na pripravu farbiacich roztokov nie st
v dobrom stave (slaba aktivita, vek), e) slabd aktivita enzymu, f) kratky
Cas inkubdcie. V takomto pripade Skvrny sa nedaji vyhodnotit. Chyba sa
da odstranit’ a) pouzivanim kvalitnych, cistych a aktivnych chemikalii
(dodrzat’ dobu aspiracie chemikalii a pouzivat doporucené chemikalie
doporucenych vyrobcov), b) sustredit’ sa na kompletnost chemikalii
vo farbiacich roztokoch, ¢) uskladnenim chemikalii v podmienkach podl'a
doporudenia, d) vyskiganim iného postupu farbenia, e) predizenim ¢asu
vyfarbovania, f) pouzitim platov na vyfarbovanie dvojnasobnej hrubky.
Pasy (Skvrny) su prili§ tmavo vyfarbené. Je to spdsobené a) prilis
velkym mnozstvom proteinov v extrakte pouzitom v elektroforéze alebo
b) prefarbenie (prili§ dlha doba farbenia). V tomto pripade budua Skvrny
splyvat’, resp. zlievat sa dohromady, ¢o skomplikuje vyhodnocovanie.
Predist’ tomu sa da taky m spdsobom, Ze a) sa prerusi vyfarbovanie vcas
Alebo b) ak nie je moZné okamzité vyhodnotenie, je potrebné vhodne
fixovat’ gél.

Pozadie vyfarbeného gélu je prili§ tmavé. Tuto chybu zvycajne
sposobuje vystavovanie na svetlo citlivych farbi¢iek svetlu pocas procesu
vyfarbovania (pocas pripravy farbiaceho roztoku alebo inkubécie). Za
takejto situdcie sa mozu stratit’ slabo vyfarbené Skvrny. Inkubacia aj
uskadnenie farbic¢iek musi byt v tme.

Roztok na vyfarbovanie pocas pripravy nadobuda atypicku farbu.
Pri¢inou m6ze byt tvorba formazanu alebo nesprdvne poradie (Cas)
pridavania jednotlivych zloZiek do vyfarbovacieho roztoku. Takyto
vyfarbovaci roztok nebude farbit’ gél spravne. Je potrebné znovu overit’
navod na pripravu roztoku.

Gél je prazdny (Ziadne Skvrny, ktoré sa za obvyklych podmienok
vyskytuju). Pricin moéze byt niekolko: a) vo farbiacom roztoku chyba
najmenej jedna zlozka, b) vzorka bola znehodnotend neskorym

spracovanim alebo uchovdvanim, c¢) nevhodné podmienky pre substrat,
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enzym alebo jednu zlozku z farbiacich roztokov, d) nespravna substitiicia
chybajiicej chemikalie inou (i ked dost podobnou). Niet ¢o
vyhodnocovat. Vyhnut' sa chybe da: a) zodpovednejSou pripravou
farbiacich roztokov, b) pouzitim cerstvych extraktov a chemikalii,
c) skontrolovanim koenzymov, kde su aplikované a d) pouzitim
odport¢anych chemikalii (koncetracia, aktivita a mnoZstvo) na pripravu
farbiacich roztokov.

15. Nespravny pocet pasov (Skvin). Tento problém mdze byt spdsobeny:
a) odlisSnym ontogenetickym stavom vzoriek (vek), b) odliSnymi
fyziologickymi podmienkami pri kultivacii vzoriek, ¢) proteiny
podliehaju zmenam kvartérnej Struktiry pocas podmienok spracovania,
d) artefakty farbenia (urcité casti molekul bielkovin reaguju s farbiacim
roztokom). Vysledkom tejto chyby st komplikacie pri interpretacii
izozymogramov a chybné zavery. Predist tomuto javu mozno:
a) pouzivanim Cerstvych alebo spravne uskladnenych vzoriek,
b) pouzitim viac ako jedného systému tlmivych roztokov na potvrdenie
vysledkov a urcenie izoenzymov a c) analyzovanim vzoriek rovnakej

etapy vyvinu.

Otazky: 1. Ktoré nedostatky sa moZu prihodit’ pri elektroforéze na Skrobovom géle
v suvislosti s pripravou tlmivych roztokov, pripravy vzorky a Skrobovych
gélov?

2. Ktoré nedostatky sa moZu prejavit’ v sivislosti so samotnou elektroforézou
a rezanim §krobovych gélov?
3. Ktoré nedostatky sa moZu prejavit’ v stvislosti s vyfarbovanim $krobovych

gélov?
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