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1 UvVOoD

Fosforylacia je jednou =z najcastejSie sa vyskytujicich posttranslacnych
modifkécii bielkovin v eukaryotickych bunkach. Ovplyviiuje celi radu zivotne
dolezitych procesov a ma nezastupitel'na rolu v signalizacii a zabezpeceni odpovede
buniek na zmeny vonkajSieho prostredia. Detekcia fosforylacie je naro¢na a je vel'mi
dolezita v laboratornych podmienkach. Existuyje mnoho metéd pre detekciu
fosforylacie od biochemickych metdd, proteomickych metéd az po mikroskopické
metddy detekcie. Ku kazdej bielkovine je ale treba pristupovat individualne
Vv zavislosti na jeho vlastnostiach a Struktare. Fosfolipazy st dolezité enzymy, ktoré st
zodpovedné za hydrolyzu Strukturnych fosfolipidov, priCom produkujii signélne
molekuly. Funkcia fosfolipaz je pravdepodobne regulovana fosforylaciou pri réznych
enviromentalnych podmienkach. Z tychto dovodov je dolezité mat jednoduchu

metddu pre rychlu a efektivnu detekciu fosforylacie.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Fosforylacia proteinov

Fosforylacia je chemicka reakcia, pri ktorej dochadza k véazbe fosfatovej skupiny
na organické molekuly, ktoré menia svoju Struktaru, aktivitu a funkciu. K najcastejSim
organickym molekulam, ktoré st fosforylované patria bielkoviny, lipidy alebo cukry
(Olieviera a Sauer, 2012). Fosforylacia patri k post-translacnym modifikaciam, ktora je
uskutoc¢iiovand pomocou proteinkinaz. Fosforylacia ma ddéleziti ulohu predovsetkym
Vv signaliza¢nych procesoch, v bunkovom metabolizme, deleni, raste, membranovom
transporte a regulacii enzymatickej aktivity (Johnson a Bradford, 1993). Defosforylacia
proteinov je proces, v ktorom dochédza k naruSeniu vézby medzi fosfatovou skupinou a
substratom, pri¢om dochadza k jej uvolneniu. Defosforylaciu zabezpecuju Specifické
enzymy nazyvané proteinové fosfatazy (Obr.1; Hunter, 1994). Kinazy a fosfatazy reaguji

na odli$né bunkové stimuly a fosforylacia a defosforylacia su oddelené, na sebe nezavislé

procesy.
P
kinaza
+ ATP . + ADP
P
fosfataza
> +Pj

(Obr.1) Schéma fosforylacie a defosforylacie. Proteinkinaza za spotreby energie fosforyluje
proteinovy substrat. Reverzibilny proces defosforylacie spdsobujii proteinové fosfatazy za
uvolnenia fosfatového ionu.
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2.1.1 Proteinkinazy

Proteinkinadzy alebo fosfotransferazy maji za tulohu chemické pripojenie
fosfatovej skupiny z ATP na aminokyselinové zvysky serinu, treoninu, tyrozinu
¢i histidinu za spotreby energie. Dochadza k substitacii hydroxylovej skupiny za
fosfatova (Lehti-Shiu a Shiu, 2012). Podl'a fosforylovanej aminokyseliny sa delia na
serin/treonin-kinazy, tyrozin-kinazy a kinazy s dualnou funkciou, ktoré fosforyluju serin,
treonin a tyrozin. Viac ako 86,4 % fosforylovanych aminokyselinovych zvySkov patri
serinu, 11,8 % treoninu a 1,8 % tyrozinu. Netradi¢né fosforyldcie mozu prebiehat’ aj na
histidine (histidinkinazy) a aspartate, tie su vSak menej stabilné ako na serine, treonine
atyrozine (Ardito et al., 2017). Fosforylacia v modelovom organizme Arabidopsis
thaliana prebieha hlavne na serinovych a treoninovych aminokyselinovych zvyskoch,
pri¢om fosforylacia na tyrozine sa oproti fosforylacii na serine a treonine vyskytuje menej
(Bentem et al., 2009). Existuju dokazy o fosforylacii histidinu, ktora ma délezita Glohu
v signalnych procesoch spojenych s cytokininmi (Nongpiur et al., 2012). V gendéme A.
thaliana bolo identifikovanych viac ako 1000 proteinkinaz, ¢o tvori priblizne 5,5 %
genomu A. thaliana. Proteinkindzy mozu existovat’ v aktivnej alebo inaktivnej

konformacnej forme v zavislosti na aktivite regulacnych mechanizmov (Huse a Kuriyan,

2002).

Proteinkinazy su rozdelené do piatich podskupin (A-E). Do podskupiny A s
nazvom AGC skupina, patria cyklické kindzy zavislé na nukleotidoch PKA, PKG, PKC
(proteinkinazy A,G,C). U rastlin nie je tato skupina kinaz vel'mi rozsirena. V A. thaliana
boli identifikované gény AtPK1 a AtPK2, ktoré koduju ribozomalne proteinkinazy
patriace do skupiny AGC kinaz (Zhang et al., 1994). Pre tuto skupinu je typicka regulacia
sekundarnymi poslami ako su Ca?*, fosfolipidy alebo diacylglyceroly (Newton, 2009).
V podskupine B sa nachadza CaMK skupina, kam patria kinazy zavislé na
vapniku/kalmoduline a SNF1/AMP-aktivované proteinkinazy (Swulius a Waxham, 2008;
Schmidt a McCartney, 2000). Ako v pripade AGC-kinaz, aj tato skupina je regulovana
sekundarnymi poslami (Braun a Schulman, 1995). Kinazy zavislé na vapenatych iénoch
(Calcium dependent protein kinases; CDPK) su dominantné v rastlinnych druhoch. Boli
objavené CDPK, ktoré st asociované s plazmatickou membranou (Lu a Hrabak, 2013)
alebo cytoskeletom (Huang et al., 2014). Jednym zo substratov CDPK je H*-ATPaza
ktora sa nachddza na plazmatickej membrane (Roberts a Hannon, 1992). SNF1 kinazy st

serin/treonin-kinazy, ktoré hraju tlohu v bunkovych odpovediach na environmetalne
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podmienky prostrednictvom metabolickych drah. Tieto kinazy sa zOcastiiuju drédh
zodpovednych pri signalizacii, ktoré suvisia s nedostatkom energie alebo zivin
(McCartney et al., 2016). V podskupine C sa nachadza CMGC skupina kam patria kinazy
zavislé na cykline (CDK), mitogénom aktivované proteinkindzy (MAPK),
glykogénsyntaza kinaza (GSK) a kazeinkinazy I a Il (CK I,11I; Varjosalo et al., 2013). Pre
kinazy v tejto skupine je charakteristické, ze st regulované fosforylaciou na rozdiel od
AGC aCaMK-kinaz (Oruganty a Kannan, 2012). CDK hraji Glohu pri regulacii
bunkového cyklu v eukaryotickych bunkach (Malumbres, 2014). GSK-3 kinazy su
dolezité vo vyvine rastlin. V A. thaliana bolo identifikovanych 5 génov ASK (Arabidopsis
SKP-1 homologue), ktoré koduju GSK-3 homology. ASK1 a ASK2 gény maja dolezita
ulohu pri embryogenéze, bunkovom deleni a pri vyvine semena (Liu et al., 2004).
Rastliny s chybajucou expresiou génov ASK1 a ASK2 maju poruchy v embryogenéze, a
v tvorbe semenadikov bez korena (Smet et al., 2010). Dve rekombinantné ASK
autofosforyluju Ser/Thr/Tyr (Bianchi et al., 1994). Uloha CK II kinaz spoéiva v regulacii
bunkového delenia, DNA replikacii a oprave, svetlom indukovanej génovej expresie
alebo odpoved’ou na hormoény (Riera et al., 2013; Mulekar a Hug, 2014). CK II
fosforyluje a zlepSuje naviazanie DNA na transkrpi¢ny faktor GBF1 (G-box binding
factor 1), ktory interaguje s promotorom G-box potrebnym na expresiu génov
indukovanych svetlom v A. thaliana (Klimczak et al., 1995). Problematika MAPK je
podrobne opisana v kapitole 2.3. V podskupine D sa nachadza PTK skupina, kam patria
proteintyrozinové kindzy. V podskupine D sa nachadza PTK skupina, kam patria
proteintyrozin kindzy. Uloha proteintyrozinovych kinaz spodiva vo vyvine embrya,
metabolizme a odpovediach rastlin na environmentalny stres (Hubbard a Till, 2000).
Najvicsia skupina tyrozinkinaz st receptorové tyrozinkinazy (Receptor tyrosine kinases;
RTK). Tieto kindzy maju tlohu v zachyteni extracelularneho signalu a nésledny prenos.
RTK moézu spustat’ fosforylaéné MAPK kaskady v T'udskych bunkach (Zwick et al.,
2001). V podskupine E sa nachadza skupina kinaz, ktoré sa odliSuju od prvych 4
podskupin. Najdodlezitejsia z tychto je skupina kinaz podobné receptorom (Receptor like
kinases, RLK). RLK sa skladaji z extracelularnej domény a C-terminalnej Ser/Thr
kinazovej domény, ktora je na cytozolovej strane membrany. Transmembranova doména
ma za ulohu ukotvit’ receptor na bunkovej membrane (Stone a Walker, 1995). Bolo
identifikovanych 610 RLK génov, ktoré koduju RLK v A. thaliana (Shiu a Bleecker,
2001). RLK rozpoznavaju extracelularne ligandy a maja tak ulohu v obrane rastliny proti

biotickému a abiotickému stresu (Lehti-Shiu et al., 2010). RLK heterodimerizuju ak je na
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nich naviazany ligand a dochadza tak k autofosforylacii na ich kinazovej doméne (Gish

a Clark, 2011).
2.1.2 Proteinové fosfatazy

Proteinfosfatazy maju za ulohu odStiepit’ fosfatovi skupinu z fosforylovanej
aminokyseliny (defosforylacia). OdStiepena fosfatova skupina je uvolnend vo forme
vol'ného i6nu, nie je naviazand na ATP kvoli spotrebe energie. Vicsina defosforylacii
fosfoserinu a fosfotreoninu je spdsobena fosfoproteinovymi fosfatazami (Phosphoprotein
phosphatases; PPP), kam patria PP1, PP2A, PP2B, PP4-7 a proteinfosfatazami zavislymi
na manganatych ¢i horeénatych i6noch (Protein phosphatases dependent on
manganese/magnesium, PPM). PP1, PP2A, PP2B su pribuzné enzymy na zaklade ich
sekvencie. PPP a PPM fosfatazy nemaji ziadny vzajomny vztah vzhladom k ich
sekvencii, vyvinuli sa z dvoch nezavislych, odlisnych génov (Johnson, 2009). Katalyticka
doména PPP fosfatdiz mé priblizne 280 aminokyselin a je konzervovand aj medzi
ostatnymi ¢lenmi PPP fosfatdz, pricom ich nekatalytické N- a C- terminalne konce su
variabilné. PPP fosfatazy su dolezité pri regulacii membranovych kanalov, vyvojovych
procesoch apri kontrole bunkového cyklu (Smith a Walker, 1996; Luan, 2003).
Podskupina PPM fosfataz potrebuje pre svoju katalyticku aktivitu Mg?* a Mn?* kationy.
V genome A. thaliana bolo identifikovanych 69 PPM fosfataz (Kerk et al., 2002).
Katalytické domény jednotlivych PPM maju rozdielne N- a C- terminalne konce. Preto
sa PPM fosfatazy liSia v roznych typoch bunkovej regulécie, substratovej Specificity
a bunkovej kolokalizacie (Schweighofer et al., 2004). Rovnako odlisné su aj PPT
fosfatazy (proteintyrozinové fosfatazy). PTP sa delia na fosfatazy Specifické pre tyrozin
a fosfatazy  ,,dudlnej  funkcie”, ktoré dokdzu defosforylovat fosfotyrozin
a fosfoserin/fosfotreonin. V genéme A. thaliana sa nachadza 18 PTP (Kerk et al., 2002).
PTP fosfatazy hraja rolu pri bunkovej odpovedi na rézne typy environmentalneho stresu.
Napriklad, expresia génu AtPTP1 je silne indukovana pri ovplyvneni sol'nym stresom.
PTP1 je inaktivovand peroxidom vodiku, ¢o naznacuje, Ze PTP1 moézZe mat’ lohu
v odpovedi rastlin na oxidativny stres (Gupta a Luan, 2003). MKP1 (MAPK phosphatase
1) interaguje s MPK3, MPK4 a MPK®6, ¢o st klicové signalizaéné komponenty pri
odpovedi na environmentdlny stres. PTP si zahrnuté aj v auxinovej signalizacii

a signalizacii kyseliny abscisovej (ABA; Monroe-Augustus et al., 2003).
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2.1.3 Zmeny konformacie enzymov sposobené fosforylaciou

Fosforylacia aktivuje/inhibuje enzymaticku aktivitu cez zmeny konformacie
enzymu (Russo et al., 1996). Podl'a Monod-Wyman-Changeux tedrie, enzym existuje V
dvoch funkénych stavoch: T stav (z angl. tense, napéty), ktory je menej aktivny, a R stav
(z angl. relaxed, uvolneny; Monod et al., 1965). Prikladom enzymu s velkymi
konformaénymi ~ zmenami  spdsobenymi  fosforylaciou  je  hexamericka
aspartattranskarbamoyltransferaza z Escherichia coli. T4 existuje v neaktivnom T stave,
kedy ma malu aktivitu a afinitu, a aj v aktivnom R stave, kedy ma vysoku aktivitu aj
afinitu. Vézba substratu na katalytické podjednotky sposobi prechod do R stavu, zatial’
¢o vizba substratu na regulacné podjednotky sposobi prechod do T stavu. Na regulacnti
podjednotku sa mdze naviazat' aj ATP, ¢o vyusti prechodom do R stavu (Changeux,
2011). Obe tieto stavy, ktoré s interkonvertibilné, moézu byt kontrolované
nekovalentnymi ligandmi a fosforylaciou. Fosforyldcia mdéze mat velké ucinky na
funkciu proteinu. Fosfatova skupina s pKa ~ 6,7 bude pri fyziologickom pH prevazne
anionickd a sposobi zdvojnasobenie negativneho naboja proteinu. Tato zmena spolu so
schopnostou kysliku tvorit’ na fosfitovej skupine vodikové viazby poskytuje Specidlne
vlastnosti proteinov. Pri fosforylacii substratu st vytvdrané vodikové vizby medzi
fosfatovou skupinou a bo¢nym retazcom aminokyselinovych zvyskov. Vodikova vézba
medzi protonom amidovej skupiny fosforylovaného aminokyselinového zvysku a nabitou
fosfatovou skupinou méze byt hnacou silou pre priame Struktirne zmeny serinovych a
treoninovych fosforylécii. Tento efekt vSak chyba pri fosforylacii tyrozinu. MoZny dévod
absencie je ochrana aromatického jadra, ktoré zmierfiuje mozné interakcie medzi nabitou

fosfatovou skupinou a aminokyselinovym zvyskom (Kang et al., 2010).

Pri fosforylacii prebiehajii dva typy interakcii v tercidrnej Strukture bielkovin.
Prvy typ interakcie prebieha na tesnych vdzobnych miestach, ktoré¢ maji za ulohu
stabilizovat’ konformaénu §truktiru proteinu. Fosfatova (PO4>) skupina, naviazana na
aminokyseline, interaguje s bo¢nym retazcom jedného alebo viacerych argininovych
zvyskov. Guanidiniova skupina na arginine je vhodna pre tento typ interakcii, kvoli jej
planarnej Strukture a jej schopnosti tvorit’ vodikové vazby (Obr. 2). Guanidiniova skupina
(pKa <12) je slaby protéonovy donor. Pri hydrolyze fosforylovanych aminokyselin
nemoze zastavat funkciu obecnej kyseliny. Teoretické hodnoty sily vodikovych vizieb
st omnoho silnej$ie na guanidiniovej skupine v arginine, ako na aminoskupinach v
postrannych retazcoch lyzinu (Mandell et al., 2007). Druhy typ interakcie prebieha na
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Guanidiniova skupina

(Obr. 2) Struktirny vzorec argininu s vyzna¢enou guanidiniovou skupinou.

menej tesnych vdzobnych miestach, kedy sa fosfatové skupiny viazu na dusiky hlavnych

retazcov a-helixu. Toto naviazanie sposobuje kladny naboj helixového dipolu.

Inhibicia enzymovej aktivity fosforyldciou nemusi byt spdsobend len zmenou
konformacie. U izocitratdehydrogenazy sa fosfatova skupina sprava ako blokovacia
doména a nespdsobuje konformacné zmeny enzymu. Fosforyléacia
1zocitratdehydrogenazy prebieha na serine v pozicii 113. Inhibicia vézby na substrat je
sposobena zapornym nabitim serinu v pozicii 113 a zabranuje naslednej vazbe izocitratu
na enzym (Hurley et al., 1990). Enzymaticka aktivita je inhibovana aj u CDK2 (Cyclin-
dependent kinase 2), kedy fosforylacia tyrozinového zvySku prekaza vizbe kinazy na
Specifické miesta daného proteinového substratu (Welburn et al., 2007). Fosforylacia Src
(z angl. sarcoma, sarkém) tyrozinkinazy spdsobena Csk (C-termindlna Src Kinaza)
inaktivuje Src kinazu pdsobenim konformacnej zmeny, ¢im zakryje jej kinazova doménu
(Cole et al., 2003). Fosforylacia méze ucinit aj konformacné zmeny, ktoré vedu
k interakciam bielkovin. Tieto zmeny boli zistené u ERK (extracellular-signal-regulated-
kinase; Canagarajah et al., 1997) a STAT (signal transducer and activator of transcription;
Becker et al., 1998; Chen et al., 1998) bielkovin a ich premiestenie do jadra. Fosforylacia
dokaze tiez Stiepit protein-proteinové vizby. CDK fosforyluje substrat pRb
(retinoblastoma protein) a spdsobuje jeho odstiepenie od transkripénych faktorov EZF
(Endothelial zinc finger protein)/DP1 (Dimerization partner 1) v cicavéich bunkach
(Rubin et al., 2005).
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2.13.1 DalSie dosledky fosforylacie bielkovin

Fosforylacia moze byt tiez impulzom pre nasledni degradaciu bielkovin.
Fosforylacia urcitych bielkovin sposobuje ich degradaciu ubikvitinovou/proteazovou
signalnou drahou zavislej na ATP. Tieto ciel'ové bielkoviny sa stavaju substratmi urc¢itych
E3 ubikvitinovych ligdz len vtedy, ak su fosforylované. Transkripény faktor CO
(CONSTANS) reguluje kvitnutie rastlin na jar. CO moze byt fosforylovany, pricom
fosforylované formy CO maju vy$$iu abundanciu v dennom cykle a men$iu v no¢nom.
Fosforylovana forma CO je degradovana pri no¢nom cykle COP1-E3 (Constitutive
photomorphogenic 1) komplexom (Sarid-Krebs et al., 2015). WRKY su transkripéné
faktory, ktoré su rastlinne Specifické a patria k najdolezitejSim regulatorom pri vyvine a
obrane rastliny na environmentalny stres (Rushton et al., 2010). WRKY je fosforylovany
v doméne WRKYGQK na tyrozine v pozicii 115. Fosforylacia tohto transkrip¢ného
faktoru spdsobuje rapidnu degradaciu WRKY, ako aj inhibiciu transkripénej aktivity
(Yamada a Sato, 2016).

2.2 Metody detekcie fosforylacie bielkovin

Pre detekciu fosforylacie bielkovin sa vyuziva Siroka Skala metdd. Tieto metody
sa delia do troch podskupin. V prvej podskupine st biochemické metody detekcie. Sem
zahfname imunoblotovanie s pouzitim fosfospecifickych protilatok, izoelektrickt
fokusaciu (IEF), dvojrozmernt (2D) elektroforézu spojent S imunoblotovanim, metodu
Phostag a in vitro kinazovl analyzu. V druhej podskupine sa nachadzaju proteomické
metddy detekcie. Patria sem gélové a bezgélové metody separacie spojené
s hmotnostnou spektrometriou. V poslednej podskupine sa nachadzaji mikroskopické
metody detekcie, kde sa vyuZiva imunoznacenie s pouZitim fosfoSpecifickych

protilatok.
2.2.1 Biochemické metédy detekcie

22.1.1 Analyza fosforylacie proteinov pomocou imunoblotovania

s pouzitim fosfoSpecifickej protilatky

Imunoblotovanie (angl. western blotting) je analyticka technika, ktora vyuziva
detekciu konkrétnej bielkoviny vo vzorke prostrednictvom Specifickych protilatok.

Imunoblotovanie s pouzitim fosfoSpecifickej protilatky vyuziva prvotnu separaciu
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bielkovin na zéklade ich molekulovej hmotnosti Mr, prenos bielkovin na membranu s
vlastnostami ireverzibilne viazat bielkoviny a nésledne imunologickil detekciu. Na
separaciu bielkovin sa zvy¢ajne vyuZziva polyakrylamidova gélova elektroforéza (SDS-
PAGE). Po separacii SDS-PAGE sa bielkoviny z gélu prenasaji na PVDF
(Polyvinilidén difluorid) alebo na nitrocelulozovi membranu. Zaporne nabité
bielkoviny st pod elektrickym pradom prenesené a ireverzibilne viazané na membranu.
Po prenose je mozné pozadovanu bielkovinu identifikovat’ pomocou fosfoSpecifickych
protilatok (Towbin et al., 1979). Prva fosfoSpecificka protilatka pochadzala z kralika,
ktory bol imunizovany benzonylfosfonatom konjugovanym s KLH proteinom (Keyhole
limpet hemocyanin). Tato protilatka rozpoznavala bielkoviny s fosfotyrozinovym
aminokyselinovym zvyskom. (Ross et al., 1981). Specifické rozpoznavanie
fosforylovanych epitopov protilatkami je docielené pouZzitim syntetickych peptidov.
Tieto peptidy maji komplementarnu aminokyselinova sekvenciu k miestu fosforylacie
bielkovinového substratu. Peptidy musia obsahovat aminokyselinové zvysky, ktoré
mozu byt fosforylované danymi kinazami (Czernik et al., 1991). Pri $studiu MAPK kinaz
sa vyuziva predovSetkym pERK fosfoSpecificka protilatka. Aminokyselinova sekvencia
aktivacnej slucky MAPK je konzervovana u vsetkych MAPK. Fosforylacny motiv TXY
je preto rovnaky vo vSetkych rastlinnych MAPK, ktoré st podobné zivoc¢isSnym ERK
Willman et al., 2014). Fosfospecifické protilatky p44/42 MAPK, ktoré su $pecifické pre
ludské p44/42 ERK1 a ERK2 kinazy, taktiez dokazu detekovat MAPK aktivitu
v rastlinach. Této fosfoSpecificka protilatka rozpoznava aj fosforylované formy MPK3
a MPKG6 v rastlinach (Ovecka et al., 2014). Fosfospecifické protilatky teda rozpoznavaju

fosforylované formy proteinu s vel’kou presnost’ou.

2.2.1.2 Analyza fosforylacie bielkovin pomocou dvojrozmernej

elektroforézy a imunoblotovania

Dvojrozmerna (2D) elektroforéza je separacna technika pre rozdelenie bielkovin
na zaklade dvoch réznych fyzikdlnych parametrov. Konvenc¢na 2D elektroforéza
vyuziva v prvom rozmere separaciu bielkovin na zaklade ich izoelektrického bodu (pl)
a nasledne na zéklade Mr v denaturujicom polyakrylamidovom géli (O Farrel, 1975).
IEF vyuZiva pohyb proteinov v prostredi premenlivého pH. Bielkoviny v zdsaditom
prostredi maji zaporny naboj a putuji k andde. V kyslom prostredi maju bielkoviny

kladny naboj a putuju ku katode. V mieste, kde sa pH zhoduje s pl bielkoviny, sa
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molekula zastavi a strati naboj. IEF v ramci 2D elektroforézy prebieha najcastejSie na
polyakrylamidovom géli s pH gradientom imobilizovanom na plastovom prazku.
Amfolyty st amfotérne molekuly, ktoré obsahuju zasadité a kyslé skupiny. Pouzivaja sa
ako nosice gradientu pH pri IEF. Bielkoviny sa po IEF separuja v kolmom smere na
zaklade ich Mr. 2D elektroforéza je vel'mi citlivd metdda, ktorou dokdzeme rozlisit
bielkoviny v rozdiele ich pl az o0 0,01. Bielkoviny st na 2D géli separované vo forme
Skvin (O’Farrel, 1975). Pre vizualizdciu konkrétnej bielkoviny (po separacii tzv.
celkového bielkovinového extraktu) je nutné pouzit’ imunoblotovanie so Specifickou
protilatkou. Fosforylacia postuva pl bielkovin do kyslej oblasti, preto je fosforylovana
bielkovina po 2D elektroforéze viditeIna ako rad niekol’kych Skvin s rovnakou molarnou
hmotnostou ale roznym pl. Skvrna s najzasaditej§im pl predstavuje nefosforylovant
bielkovinu, pricom kazdd Skvrna v kyslej oblasti pl predstavuje rdéznu turoven
fosforylacie (podl'a po¢tu naviazanych fosfoskupin; Obr. 3). Na dokaz fosforylacie je
ale nutné pouzit’ potvrdzujuce experimenty. Jednym z takych moze byt defosforylacny
dokaz, ked’ sa extrakt vystavi posobeniu fosfatazy (Yamagata et al., 2002; Obr.3,
vpravo). Podobne je mozné pouzit' inhibitor kinazy, ktorou je dany protein
fosforylovany. Fosfoproteiny je mozné aj Specificky farbit’ pouzitim Specifickych
farbiciek ako napr. Pro-Q Diamond (Thermo-Fisher), ¢o je detailnejSie rozpracované
v podkapitole 2.2.2. Senzitivita takého farbenia je spravidla nizSia ako senzitivita

imunoblotovania.

a + / phosphatase
pH 7 pH4 kDa pH7 pH4 kI
SILUC | = -140  siLuc|  Teeas -14
SISMG6 —_— -140 siSMG6 “:— -14
siXRN1 e ——— -140 siXRN1 = -14

(Obr.3): Detekcia fosforylovanych foriem proteinov (vl'avo). Na dokaz fosforylacie tychto
proteinov boli proteinové extrakty ovplyvnené lambda fosfatdzou (vpravo). Specifické
proteinové $kvrny, ktoré sa nachadzali v Kyslej oblastach gélov vl'avo sa po ovplyveni
lambda fosfatazou na géloch vpravo nevyskytuju (prevzaté z Durand et al., 2015).
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2.2.1.3 Analyza fosforylacie bielkovin pomocou Phostag

technologie

Phostag je di-nuklearny kovovy komplex, ktory sa sklada z 1,3-bis(pyridin-2-
ylmetylamino)propan-2-olatu a dvoch kovovych katiénov (Mn2?*/Zn?"). Slizi ako
afinitna molekula, ktora sa Specificky viaze na fosfatovy monoester vo vodnom prostredi
pri neutralnom pH (Kinoshita et al., 2004). Najviac pouzivana technika je fosfatova
afinitnd SDS-PAGE, ktord sa vyuziva pre zistenie mobility fosforylovanych foriem
bielkovin. Princip spociva v tom, ze Phostag ligand, imobilizovany v
polyakrylamidovom géli spomal’uje migraciu fosforylovanych proteinov v elektrickom
poli pocas elektroforézy. Dochadza preto k oddeleniu fosforylovanej formy bielkoviny
od nefosforylovanej (Kinoshita et al., 2009, Bekesova et al., 2015). Po podrobeni gélu
imunoblotovaniu so Specifickou primarnou protilatkou je na membrane vidite'ny signal
prisluchajuci nefosforylovanej ¢asti. Okrem nefosforylovanej formy bielkoviny je na
membrane signdl prisliichajici aj fosforylovanej Casti, ktora sa nachadza vysSie (ma
niz§iu mobilitu). Touto technikou dokazeme taktiez od seba rozliSit' viacnasobné
fosforylacie. Ak ma bielkovina viacnasobné fosforylaéné miesta, rézne fosforylované
formy bielkovin nemaju rovnaku elektroforetickti mobilitu, a mézu byt’ detekované ako
samostatné proteinové pasy. (Kinoshita et al., 2015). Phostag technoldgia dokaze
rozpoznavat’ aj netradi¢né fosforylacie aspartatu (Barbieri a Stock, 2008), histidinu (Ishii
et al.,, 2013) a thiofosforylacie (Kinoshita et al., 2014). Detekcia fosforylovanych
bielkovin pomocou Phostag technoldgie bola vyuzitd aj pri skimani fosforylacie a
aktivacie MAP65-1 (Beck et al., 2010) v A. thaliana. Rovnako ako u predchadzajucich

technik, je vhodné fosforylaciu potvrdit’ pomocou fosfataz.
2.2.1.4 Analyza Kinazovej aktivity in vitro

Analyza kinazovej aktivity in vitro (angl. In vitro kinase assay) je analyticka
metoda, ktord sa pouziva pre analyzu kindzovej aktivity v pritomnosti substratu
(cielového proteinu). Principom je detekcia inkorporacie radioaktivne znaceného ATP
do substratu za pritomnosti purifikovanej rekombinantnej kinazy. Detekcia kindzovej
aktivity  prebieha kolorimetricky, radiograficky alebo fluorescencne na
polyakrylamidovych géloch (Johnson a Hunter, 2005). Intenzita pasu je priamo Gimerna
mnozstvu inkorporovaného ATP. Pouzitim in vitro kindzovej aktivity bola dokazana

priama fosforylacia na C-konci GSK3p kinazy p38 MAPK kinazou (Thornton et al.,
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2008). Tato inaktivacia vedie k akumulacii B-kateninu, ¢o je podjednotka
bielkovinového komplexu kadherinu a slizi ako prenasaé signalu v cicav¢ich bunkach.
MKK3 kinaza bola potvrdena aj ako aktivator MPK8 pomocou in vitro kinazovej
aktivity. Okrem MKK3 kinazy ako aktivator MPKS sluzia aj CaMK kindzy v rastlinnych
bunkach A. thaliana (Takahashi et al., 2011).

2.2.1.5 Analyza fosforylicie proteinov pomocou izoelektrickej

fokusacie

IEF je separacna technika, ktora rozdeluje bielkoviny na zéklade ich
izoelektrického bodu (pl). Fosfatové skupiny sposobuji posun pl bielkoviny na zaklade
zvysenia zaporného naboja proteinu. Na zaklade toho je mozné pomocou nasledného
imunoblotovania $pecifickou protilatkou identifikovat’ rozne proteoformy bielkoviny.
Po vyuziti defosforylacie fosfatizami je mozné vyvodit’ zaver, ze pas ktory zmizol po
aplikacii fosfatdz prislucha fosforylovanej Casti bielkoviny (Anderson a Peck, 2006).
IEF sa vyuziva hlavne pre analyzu posttranslacnych modifikécii bielkovin (Gianazza,
1995) a pri analyze fosforylaénich kaskad. Pouzitim komeréne dostupného
fluorescen¢ného substratu pre viaceré kinazy, je mozné detekovat’ fosforylaéné kaskady
cez viacnasobné kinazové reakcie pomocou metddy mikrokvapalinovej IEF (Choi et al.,
2015). Kapilarna IEF zdiel'a podobny princip ako gélova IEF s rozdielom, Ze prebicha
v kapilare miesto gélového pruzku. Kapilarna IEF je ¢asovo menej narocnd (15-20
minat) ako gélova IEF (4-6 hodin; Wehr et al., 1996). Funkcia monofosforylovanych
ERK1 a ERK2 kindz bola dokadzand pouzitim kapilarnej IEF v kombinacii
s fosfospecifickymi protilatkami pERK1 a pERK2 (Kraus et al., 2015). Pouzitim
jednorozmernej IEF bola dokdzand interakcia medzi ERK s aktinom a CH doménou

(Calponin homology) na bielkovinach, ktoré sa viazu na aktin (Leinweber et al., 1999).
2.2.2 Proteomické metody detekcie

Proteomické analyza, ktord umoziuje identifikaciu fosforylovanych proteinov
vo vzorke je fosfoproteomika (Engholm-Keller a Larsen, 2013). Fosfoproteomické
metédy sa delia na gélové a bezgélové. V oboch metddach je ddlezitou zlozkou

obohatenie fosfoproteinov.

Detekcia fosforylovanych proteinov alebo peptidov je technicky néarocna.

Fosforylacia je tranzientna modifikacia, preto sa moze pozadovana bielkovina
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nachadzat’ bud’ vo fosforylovanej alebo nativnej forme. Obohatenim fosfoproteinov
dochadza k elimindacii nefosforylovanych proteinov vo vzorke. Obohatenie musi byt
rovnako efektivne pre vSetky fosforylované peptidy a je dolezité na zaklade niekol’kych
faktorov. Proteolyza biclkoviny vygeneruje mnoho peptidov, pricom iba niektoré z nich
su fosforylované. Fosfopeptidy mézu byt menej abundantné ako ich nefosforylované
elektrosprejom su analyty s najva¢sim ioniza¢nym potencidlom nabité preferen¢ne. To
znamena, ze fosfopeptidy mozu byt’ vystavené potlac¢eniu naboja, ¢im poskytuju slabsie
signaly ako ich nefosforylované formy peptidov v komplexnych vzorkdch (White a
Wolf-Yadlin, 2016). Pre zvySenie mnozstva identifikovanych fosfoproteinov/peptidov
je dolezité oddelit’ fosfoproteiny/peptidy od nefosforylovanych. K technikdm zahustenia
fosfoproteinov/peptidov  patria imobilizovana kovova afinitna chromatografia
(Immobilized metal affinity chromatography; IMAC), afinitnd chromatografia s
pouzitim kovovych oxidov (Metal oxide affinity chromatography; MOAC) a i6nova
kovova afinitna chromatografia zaloZzena na polyméroch (Polymer-based metal ion
affinity chromatography, PolyMAC). Metéda IMAC vyuziva kovové kationy ako st
Fe3* (Neville et al., 1997) a Ti** (Zhou et al., 2008). Metoda MOAC vyuziva kovové
oxidy, medzi najviac pouzivané patria oxid titanicity (TiO2), oxid zirkoni¢ity (ZrOz) a
hydroxid hlinity (Al(OH)3). Principom metod IMAC a MOAC je zachytenie zéporne
nabitych fosfoproteinov/peptidov na kladne nabité kovové kationy alebo kovové oxidy
naviazané na pevnych nosicoch v chromatografickej kolone (Anderson a Porath, 1986).
Princip metody PolyMAC spociva v naviazani fosfopeptidov na titdnoveé atomy v
bo¢nych retazcoch rozpustného dendriméru. Po naviazani fosfopeptidu na dendrimér je
tento komplex nasledne zachytavany cez aldehydova skupinu dendriméru na pevny
nosi¢. Nefosforylované peptidy sa vymyju a fosfopeptidy pomaly eluuji z
chromatografickej kolony. Vyhodou PolyMAC metddy je vysSia efektivita a selektivita
na rozdiel od IMAC a MOAC metdd (Illiuk et al., 2010).

Géloveé metody detekcie zahfnaju gélovi separdciu pomocou jednorozmernej
IEF, SDS-PAGE alebo pomocou 2D elektroforézy. Fosfoproteiny st po separacii
nasledne farbené na géli Specifickymi fluorescenénymi farbickami, ktoré sa mozu viazat
na fosfoserin, fosfotreonin a fosfotyrozin (Stasyk et al., 2005). Nasledne je mozné
bielkoviny vizualizovat pomocou Coomassie Brilliant Blue G-250. V pripade

jednorozmernych separacii su obvykle drahy segmentované na niekolko Casti a tie st
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podrobené proteolytickému Stiepeniu a naslednej hmotnostnej spektrometrii
(Schevchenko et al., 2006). V pripade porovnavacej 2D elektroforézy je nutné denzitu
Skvin softvérovo kvantifikovat' a rozdiely medzi vzorkami Statisticky vyhodnotit’.
Skvrny so $tatisticky vyznamnym rozdielom medzi vzorkami st z gélu vyrezané.
Nésledne sa proteiny nastiepia a analyzuji pomocou hmotnostnej spektrometrie (St-

Denis a Gingras, 2012).

Bezgélova fosfoproteomickd analyza vyuziva separdciu peptidovej zmesi
(pripravenej proteolytickym Stiepenim bielkovin v extrakte) pomocou kvapalinovej
chromatografie. Patria sem metody kvapalinovej chromatografie s hydrofilnou
interakciou (Hydrophilic interaction liquid chromatography; HILIC), anionovymenne;j
kvapalinovej chromatografie (Strong anionic exchange; SAX), katidonovymennej
kvapalinovej chromatografie (Strong cationic exchange, SCX). Princip metody HILIC
spociva vo frakcionécii na zéklade hydrofility peptidov. Cim je peptid viac hydrofilny,
tym dlhSie putuje kolonou. Fosforylované peptidy su viac hydrofilné a eluuju z kolony
neskor (Alpert, 1990). SCX vyuziva zaporne nabiti chromatografick matricu nazyvant
anex. Princip SCX je, ze na anex sa viazu kladne nabité peptidy. Tym padom maja
negativne nabit¢ fosfopeptidy pri kyslom pH (2,7) tendenciu eluovat z
chromatografickej kolony skor (Beausoleil et al., 2004). SAX vyuziva kladne nabita
chromatograficki matricu nazyvani katex. Fosfopeptidy patria k najviac kyslym
peptidom, pretoZe obsahuji zdporne nabiti fosfatovi skupinu. Tym padom su
fosfopeptidy zadrziavané v chromatografickej kolone a eluuji neskor ako

nefosforylované peptidy (Nuhse et al., 2004).
2.2.2.1 Hmotnostna spektrometria

V stucasnych proteomickych metodach sa vyuzivaju hlavne ioniza¢né
hmotnostné spektrometrické metdody ako sui MALDI-MS (Matrix assisted laser
desorption ionization — mass spectrometry) alebo ESI-MS (Electrospray ionization-mass
spectrometry). Technika MALDI-MS vyuziva vysusenie analytu na matricu a desorpciu
laserom, pricom vznika energia a peptidy st ionizované (Karas a Hillenkamp, 1988).
Technika ESI-MS vyuziva rozprasovanie analytu v nabitej striekacke. Aerosol je
nasledne vysuSovany suchym dusikom, pricom dochédza k zniZeniu plochy, zvySeniu
naboja a nasledne je analyt detekovany (Fenn et al., 1989). V tychto proteomickych

aplikaciach sa zistuju poznatky o Struktire proteinov a peptidov, ureni Mr a

22



identifikacii analyzovanych peptidov. Tieto techniky avSak maji nevyhodu pri
peptidovej ionizécii. lonizacia nemusi byt presnd kvoli kontaminaénym molekulam ako
je napriklad vysu$ena matrica (Leitner et al., 2011). Naviac, fosfopeptidy nemusia byt
preferencne nabité ako je popisané Vv podkapitole 2.2.2. V sucasnych Stadiach
fosforylacie proteinov a identifikacie fosfopeptidov sa vyuzivaju molekuldrna
hmotnostna spektrometria (Roux a Tribauld, 2013) a hlavne aplikacia ICP-MS
(Inductively coupled plasma — mass spectrometry; Bettmer et al., 2009). V ICP-MS je
ionizacny zdroj plazma ionizovaného vzacneho plynu, najmid argonu, ktora je
generovana v intenzivnom magnetickom poli, pri¢om dochadza k zvySeniu teploty az na
8000 °C. Po aplikacii proteinovych vzoriek su proteiny vd’aka vysokej teplote vysusené,
disociované, excitované a nasledne ionizované vSetky rovnako nezéavisle na Strukture
poévodnej substancie (Bettmer et al., 2009; Wang et al., 2010). Vyhodou tejto metody je
absolutna kvantifikacia proteinov, ktoré obsahuju biologicky dolezity heteroatom
kovalentne naviazany na proteine, ktory stuvisi s post-translacnymi modifikaciami ako

st napriklad fosforylacia, metylacia alebo glykozylacia (Mounicou et al., 2010).
2.2.3 Mikroskopické metody detekcie

Stucasné metddy mikroskopickej detekcie fosforylacie bielkovin st zaloZené
predovsetkym na fluorescen¢nej mikroskopii. Vyhodou mikroskopickych metod je
okrem ziskania poznatkov o samotnej fosforylacii, ich schopnost podat’ informaciu o

lokalizacii fosforylovanych bielkovin.

Priamou metédou detekcie je imunoznacenie biologického materidlu pomocou
fosfospecifickej protilatky (Smékalova et al., 2014, Takac et al., 2017). Tato metoda
poskytuje nielen kvantitativnu informdaciu o intenzite fosforylacie, ale priamu
lokalizaciu fosforylacie. Na rozdiel od inych metdd je protilatka priamo viazana na
fosforylovani aminokyselinu, preto detekcia primarnou protilatkou podava priame
informacie (Takac et al., 2017). Pre studium bielkovin v prenose signalu pomocou in
vivo fluorescencnej mikroskopie je nutné fosforylacné znacenie bielkovin. V sii¢asnosti
sa najCastejSie vyuziva expresia konsStruktov obsahujucich bielkovinu sfizovanu
s fluorescenénym proteinom (najcastejSie green fluorescent protein; GFP) pod nativnym
promotorom (Takac et al., 2017). Samotna expresia konstruktu neprinasa informaciu o
fosforyléacii. Je mozné vsak takto sfuzované bielkoviny vyuZit' na analyzu protein-

proteinovych interakcii. FLIM (Fluorescence lifetime imaging microscopy) je typ
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mikroskopie, ktord zachytava fluorescencny signdl patriaci excitovanym chromoforom
rddovo v nanosekundéch. Excitované chromofry st charakterizované s fluorescen¢nou
zivotnostou. Fluorescen¢na zivotnost’ je citliva na reakcie v excitovanom stave, ako je
napriklad fluorescenény rezonanény prenos energie (Fluorescence rezonance energy
transfer; FRET), ktory je zvycajne vyuzivany na detekciu makromolekularnich
interakcii v zivych bunkach (Sekar a Periasamy, 2003). Detekcia fosforylacie bielkovin
moze prebiehat’ aj pouzitim mikroskopie atomarnych sil. Gong et al (2012), detekovali
pomocou mikroskopie atomarnych sil fosforylaciu komplexu VE (Vascular
endothelial)-kadherin pri napadnuti patogénnou baktériou R.rickettsii v Tudskych
bunkach.

2.3 Mitogénom aktivované proteinkinazy

Mitogénom aktivované proteinkinazové (MAPK) kaskady tvoria signalne moduly
v eukaryotickych bunkach (Cargnello a Roux, 2011). MAPK kaskady sa skladaju z troch
kindzovych urovni kde dochadza k fosforylacii MAPK kinéaz kinaz (MAPKKK), MAPK
kinaz (MAPKK) a MAPK (Obr. 4).

,,,,,,,, STy Receptorkinase __________ plasma
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, o

Cytosol
MAPKK —

) ’P) B
. (P Nuclear targets
Cytosolic targets e.g.TFs
e.g. protein
kinases, TFs 1 Nucleus

(Obr. 4) Vseobecna schéma MAPK kaskady. Receptorova kinaza po rospoznani extracelularneho
stresového signalu fosforyluje MAPKKK kinazu, ktora nasledne fosforyluje kinazy niz$ej tirovne.
Cielom MAPK su proteinkinazy V cytozole, ktoré su post-translacn modifikované alebo
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transkripcné faktory v jadre, ktoré reguluju expresiu génov pre adaptaciu organizmu na stresové
podmienky (prevzaté z Danquah et al., 2014)

MAPK  sa  serin/treonin-kinazy, ktoré su  schopné  fosforylovat
(aktivovat/inaktivovat’) Siroku Skélu substratov, medzi ktoré patria najma transkripné
faktory, niektoré cytoskeletalne proteiny a cytozolické proteiny (Komis et al., 2018).
MAPK maji ulohu v roznych oblastiach vyvoja rastliny ako st morfogenéza,
embryogenéza, gametogenéza, vyvoj a formacia semena (Xu a Zhang, 2015) a su kI'aCové
v odpovedi rastlin na biotické a abiotické stresy (Sinha et al., 2011). Kompletné
osekvenovanie genomu A. thaliana identifikovalo 10 MAPK, 20 MAP2K a 80 MAP3K
génov (Ichimura et al., 2002).

2.3.1 Charakteristika MAPK

MAPK mézeme rozdelit’ do 2 typov na zaklade ich fosforylaéného motivu. Prva
st MAPK s T-E-Y (Thr/Glu/Tyr) motivom a druha st MAPK s T-D-Y (Thr/Asp/Tyr)
motivom. Aktivita MAPK je regulované dvojitou fosforylaciou na aktiva¢nej slu¢ke na
Thr-Xxx-Tyr. Xxx moze byt kyselina asparagova, kyselina glutimova, glycin alebo
prolin (Widmann et al., 1999; Morrison a Davis, 2003). MAPK st regulované Styrmi
regulacnymi mechanizmami (A-D) na zaklade A.) substratovej Specificity, B.) bunkove;j
kolokalizacie, C.) ultmenia aktivity fosfatdzami alebo inhibitormi, D.) interakcii medzi

jednotlivymi MAPK kaskadami (Wang et al., 2007).

MAPKKK (Mitogénom aktivované proteinové Kinazy Kinazy Kindzy) su
heterogénne proteinové kinazy. Na zdklade sekvencie kindzovej katalytickej domény
delime MAPKKK v A. thaliana na dve podskupiny. V prvej podskupine sa nachadzaju
MEKK kinazy (MAPK/ERK kinaza kinaza). Medzi MEKK patria YODA, ANP1, ANP2,
ANP3, AtMEKK1, NPK1 a MAPKKKa. V druhej skupine sa nachadzaju Raf-like
kinazy. K najviac prestudovanym Raf-like MAPKKK kinazam patria CTR1 (Constitutive
triple response) a EDR1 (Enhanced disease resistance) kinazy (Ichimura et al., 2002).
Tieto kinazy sa zacastiujl pri negativnej regulacii etylénovych signalizacnych dréh (Lee

etal., 2014).

MAPKK (Mitogénom aktivované proteinové Kinazy Kinazy) sa delia do Styroch
podskupin (A-D) na zaklade podobnosti ich sekvencie. V podskupine A sa nachadzaju
MKK1 a MKK2 kinazy, ktoré sa zucastnuju v odpovedi A. thaliana na sol'ny stres, stres
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z chladu a sucha (Rizhsky et al., 2004), a na interakciu s patogénmi (Meszaros et al.,
2006). V podskupine A sa taktiez nachadza MKK6 kinaza, ktora aktivuje MPK13
(Melikant et al., 2004). MPK 13 ma ulohu vo vyvine lateralnych koreniov v A. thaliana
(Zeng et al., 2011). Do podskupiny B patria MKK3 kinazy, ktoré zohravaja tlohu
v MAPK kaskadach Specifickych pre napadnutie patogénmi a st zavislé na funkcii
jazmonatovej signaliza¢nej drahy (Wasternack a Hause, 2013). Tieto kinazy obsahuju
tzv. jadrovy prenosovy faktor (Nuclear transfer factor; NTF) ¢o je Specificka signalna
doména, pre transport biclkovin z a do jadra. Vd’aka tejto doméne maju ticto kinazy ulohu
v cytoplazmaticko-jadrovom prenose (Steggerda a Paschal, 2002). Do podskupiny C
patria MKK4 a MKKS5, ktoré sa zapajaji do obrany A. thaliana proti napadnutiu
patogénmi. Do podskupiny D zahfiame MKK7 azZ MKK10. S vynimkou MKK10 maji
vsetky zvy$né MKK (1-9) suhlasné fosforylaéné motivy S/TXsS/T. Vsetky MKK (1-10)
taktiez obsahuju konzervovany kinazovy interakény motiv (K/R2-3X1sL/IXL/l) na N-
terminalnom konci. Tento motiv zohrava kI"i¢ova tlohu pri MAPK signalizacii U rastlin

a zivoc¢ichov (Ichimura et al., 2002; Jin et al., 2003; Tanoue a Nishida, 2003).

MAPK Kinazy sa delia fylogeneticky do $tyroch podskupin (A-D). Podskupiny A,
B, C MAPK kinaz zdiel'aji spolocny fosforylacny motiv TEY. Podskupina D MAPK
kinaz je aktivovana na TDY fosforylatnom motive. V podskupine A sa nachadzaja
MPK3 a MPKG®, ktoré su kIai¢ové v odpovedi A. thaliana na bioticky a abioticky stres
(Zhang a Klessig, 2001). V podskupine B sa nachadza MPK4 a MPKI11, ktoré st
aktivované pri obrane proti patogénom a urcitému typu abiotického stresu (Droillard et
al., 2004). MPK4 negativne reguluje produkciu kyseliny salicylovej (SA) a reaktivnych
foriem kysliku (Reactive oxygen species; ROS; Gao et al., 2008). Informacie o
podskupine C NAPK kinaz su limitované. V tejto podskupine sa nachadzaju MPKI,
MPK2 a MPK14 (Ichimura et al., 2002).V podskupine D sa nachadzaja MPK8, MPKO9,
MPK15 — 20. Cielom MPK18 st kortikalne mikrotubuly aje mozné jeho zapojenie
Vv signalizacii cytoskeletu (Walia et al.,, 2009). MPK1 aMPK2 st aktivované
metyljazmonatom, naznacujic ich ulohu v negativnej regulacii jazmonatovej signalnej

drahy (Ortiz-Masia et al., 2007).
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2.3.2 Uloha MAPK v odpovedi na bioticky stres

V A. thaliana st tri MAPK, ktor¢ st aktivované pri strese z napadnutia patogénmi
a to st MPK3, MPK4, MPK6. Pri napadnuti patogénom rastlina rozpoznava molekulové
domény asociované s patogénmi (Pathogen associated molecular patterns; PAMP) a
spusta niekol’ko trovni obrany voci tymto patogénom. Flg22 je peptid odvodeny od
proteinu flagelinu, ktory sa skladd z 22 aminokyselin. Flagelin je hlavny Struktarny
protein, ktory sa nachadza v bakteridlnom bic¢iku. Flg22 pdsobi ako PAMP pre rastlinné
organizmy. Signalizacia prebieha na plazmatickej membrane cez komplex RLK. Tento
komplex je zlozeny z bielkovin FLS2 (Elagellin sensing 2) a BAK1 (BRI1-associated
Kinase). Pri rozpoznani bakterialneho peptidu flg22 a jeho naviazanim na receptor FLS2
sa spustaju dve MAPK kaskady. Prva kaskada je zlozena z MEKK1-MKK1/2-MPK4,
kde MPK4 fosforyluje substraty MKS1 (MAP Kinase substrate 1) a WRKY33 (Qiu et al.,
2008). Druha kaskada je zlozena z MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 kde MPK3 fosforyluje
substrat VIP1 (Vire-2 interacting protein 1; Djamei et al., 2007.), VQP (VQ-motif-
containing proteins; Pecher et al., 2014), SNC1 (Supressor of nprl-1, CONSTITUTIVE
1; MPK6 fosforyluje substrat ACS6 (ACC synthase 6; Liu et al., 2004) alebo NIA2
(Nitrate reductase 2; Hao et al., 2010). MKS1, WRKY33 a VIP1 spust’aju expresiu génov
a ACS6 spusta produkciu etylénu (Colcombet a Hirt, 2008). SNC1 spdsobuje
akumulaciu SA v rastlinnom organizme pri napadnuti patogénmi (Li et al., 2007). NIA2
je izoforma NR (Nitrite reductase), ktorej tloha je produkcia oxidu dusného (NO)

sprostredkovana MPK6 pri napadnuti patogénmi (Hao et al., 2010).
2.3.3 Sekundarni poslovia

Prenos signalu vramci rastlinného organizmu je iniciovany rozpoznanim
extracelularneho signalu vhodnym receptorom. Toto rozpoznanie aktivuje produkciu
sekundarnych signdlov ktoré mozu iniciovat’ kaskady fosforylacie proteinov (Xiong et
al., 2002). Medzi sekundarnych poslov, ktory interaguji s MAPK patria hlavne ROS, ale
aj kyselina fosfatidova (Phosphatidic acid; PA) a oxid dusnaty (NO).

Produkcia ROS je v A. thaliana indukovana pri oxidativnom, so'nom ¢i vodnom
strese, strese pri extrémnych teplotach, strese zo sucha (Suzuki et al., 2012) a pri
interakcii s patogénmi (OBrien et al., 2012). Medzi ROS sa radia hlavne peroxid vodiku

(H20) a superoxidové radikaly (O%). Tieto molekuly su toxické pre bunku, pretoZe
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dokézu poskodit’ proteiny, DNA a lipidy. Okrem ulohy v signaliza¢nych procesoch, su
ROS dolezité aj pri fyziologickych procesoch v bunke (Apel a Hirt, 2004). Peroxid
vodiku je produkovany v ochrannych bunkéch rastlin pri interakciach s patogénnymi
elicitormi (Lee et al., 1999). ROS sa bezne vyskytuju v rastlinnych bunkach, avsak vo
vel'mi nizkych koncentracidch, ktoré nie su pre bunku nebezpecné. Hladinu ROS
Vv bunkovych Strukturach reguluji antioxida¢né enzymy katalaza a superoxid dismutaza
(SOD). ROS hraju doélezitt ulohu pri MAPK signalizacii. Gén OXI1 (Oxidative signal
induce 1) kéduje serin/treoninkinazu OXI1. OXI1 je potrebna pre tplnt aktivaciu MPK3
aMPK6 pri ovplyvneni oxidativnym stresom. ZvySené hladiny ROS indukujt
transkripciu OXI1 kinazy, ktorej funkcia je udrziavanie rastu korenovych vlaskov pri
stresovych podmienkach a odolnost’ vo¢i Peronospora parasitica (Rentel et al., 2004).
Regulacia SOD na transkripnej Urovni po ovplyvneni oxidativnym stresom je
sprostredkovana MKKS5. Tato kindza prenasa fosfosignaly na MPK3 a MPKG6. (Miles et
al., 2009). MPK3 a MPK6 st pri aktivacii ROS premiestnené do jadra. V jadre sa taktiez
nachadza MKP2 (MAPK phosphatase 2), ktora je aktivovana oxidativnym stresom a
defosforyluje MPK3 a MPK6 ¢im spdsobuje zvySent toleranciu voci oxidativnemu stresu
(Lee a Ellis, 2007).

NO je plynny sekundarny posol, ktory sa akumuluje v rastline pri zvysenej
produkcii auxinu, ktora je sposobena zvySenim hladiny CO2. (Lombardo et al., 2006).
ZvySenie hladiny CO2 vedie Kk reorganizacii cytoskeletu v korenovych vlaskoch.
(Smékalova et al, 2014). Ye et al. (2013) uvadzajt, ze NO podporuje aktivaciu proteazy
podobnej kaspaze 3 (caspase-3-like protease) cez sprostredkovatel'a MPK6 v odpovedi

A. thaliana na stres z t'azkych kovov, konkrétne kadmia.
2.3.4 Mitogénom aktivovana proteinkinaza 3 (MPK3)

Expresia MPK3 je indukovana pri ovplyvneni rastlinného organizmu biotickym
a abiotickym stresom. Je dolezitou kinazou pri obrane organizmu a je sucast’ou kaskady,
ktora sa spust’a pri kontakte s bakterialnym peptidom flg22 ako obrana proti biotickému
stresu (Asai et al., 2001). Aktivita MPK3 kinazy stupa v organizme pri interakcii
s hubami alebo hubovym elicitorom chitinom (Wang et al., 2001). Pri zvySenej hladine
ROS, sposobujucich oxidativny stres, vysoko stipa aktivita MPK3 proteinu (Kovtun et
al., 2000). MPK3 je aktivovana aj pri hyperosmotickom strese (Droillard et al., 2000),

strese z ovplyvnenia ozénom (Ahlfors et al., 2004), strese z chladu a sol'nom strese
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(Mizoguchi et al., 1996). Okrem abiotického a biotického stresu je MPK3 aktivovana aj
aktivitou ABA. Nadexpresia MPK3 vedie k zvyseniu citlivosti ABA naznacujuc, ze ABA
signal je prenasany cez MPK3 (Lu et al., 2002). MPK3 je dolezita kinaza aj v etylénovej
signaliza¢nej drahe. Po ovplyvneni ACC, MKK9 sa premiestni do jadra a aktivuje MPK3
a MPK6. ACC aktivované MPK3 a MPK6 nésledne fosforyluju transkripény faktor EIN3
(Ethylene-insensitive 3), ktory spusta génova expresiu (Yoo et al., 2008). Dalsi dokaz
prepajajuci etylén a MPK3 st mkk9 mutanti A. thaliana, kde aktivacia MPK3 a MPKG6
zlyhava. Tito mutanti vykazuju fenotypové znaky, ktoré suvisia s necitlivost'ou na etylén
ako napriklad ne¢innost’ ACC na predlZovanie hypokotylu (Chao et al., 1997; Solano et
al., 1998). Okrem obrany rastlinného organizmu voci biotickému a abiotickému stresu je
MPK3 dblezita aj pri vyvine rastliny. Pri strate aktivity MPK3 a MPK6 dochadza
K naruseniu vyvoja prieduchov, vedtc k zhlukovaniu prieduchov k sebe (Wang et al.,
2007). MPK3 a MPKG6 taktiez reguluju vyvoj vajicka (Wang et al., 2008). A. thaliana
mutant mpk3-1 vykazuje fenotyp ako divy typ Columbia. Ma zhorSené uzatvaranie
prieduchov spdsobené indukciou H20, (Gudesblat et al., 2007). Dvojity homozygotny
mutant mpk3mpk6 ma trpasli¢i vzrast a typ prieduchov ako yoda mutant (Wang et al.,
2007).

2.4 Fosfolipaza Dal

Struktirne fosfolipidy st stavebné bloky bunkovych membran. St bohatym
zdrojom molekul, ktoré sluzia v bunke ako sprostredkovatelia signalu. Fosfolipazy
katalyzujti hydrolyzu tychto Struktarnych fosfolipidov. Hydrolyza fosfolipidov méze
viest’ k tvorbe kyseliny fosfatidovej, diacylglycerolu alebo vol'nych mastnych kyselin
a k tvorbe volnych molekul ako st cholin alebo etanolamin (Wang et al., 2012).
Rastlinné fosfolipazy sa delia na fosfolipazy typu D (PLD), C (PLC), A1 (PLA1) a A2
(PLA2; Wang et al., 2005). PLDa je najviac prevladajicou formou a je pritomna vo
vSetkych rastlinnych tkanivach (Pappan et al., 1997). V modelovej rastline A. thaliana
stt PLD najviac prestudovanymi enzymami vV odpovedi na environmentalny stres a jeho
funkciu v organizme. NajvyraznejSiu expresiu ma PLDal v rizoderme, rizodermalne
bunky ukazali silnejsiu expresiu PLDal v trichoblastoch oproti atrichoblastom. Vo
vzdusnych organoch bola PLDal identifikovana s vysokou expresiou v epidermalnyich
bunkach hypokotylu a v prieduchovych ochrannych bunkach v listoch, konkrétne v

cytozole na bunkovom kortexe v blizkosti plazmatickej membrany (Novak et al., 2018).
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V A. thaliana sa nachadza 12 identifikovanych génov, ktoré koduju rozne typy
PLD. Delia sa na PLDa (1-3), PLDp (1,2), PLDy (1-3), PLDS, PLDe a PLD (Wang et
al., 2006). Hlavnym substratom PLDal je fosfatidylcholin, hydrolyzou ktorého sa tvori
signalna molekula kyselina fosfatidova (Phosphatidic acid; PA) a rozpustny cholin.
Funkcia PLDal v rastlinnom organizme je tizko regulovana sekundarnym poslom Ca?*
(Zheng et al., 2000), pH (Pappan a Wang, 1999) a G proteinmi (Roy a Pandey, 2017).
PLDal interaguje s a-podjednotkou G proteinu a sprostredktiva ABA-zavisla
signalizaciu v A. thaliana (Zhao et al., 2013). Aktivita PLDal rapidne stipa pri
odpovedi na rézne typy environmentéalneho stresu, hlavne na stres zo sucha, sol'ny stres,
poranenie (Vu et al., 2015) a stres voci patogénom. PA sa viaze na MPK6 a stimuluje
kin4dzovu aktivitu po ovplyvneni sol'nym stresom. Mutantné rastliny s neexprimujicou
PLDal obsahuji men$iu hladinu PA a aktivita MPK6 je vyrazne menSia. Toto
zoslabenie vedie ku akumulacii Na* v listoch a zvySuje citlivost’ A. thaliana na sol'ny
stres (Yu etal., 2010). Rastliny A. thaliana, deficientné v expresii PLDal, maji zvySenu
odolnost’ voci stresu zo sucha (Sang et al., 2001). Rastliny deficientné v strese zo sucha
alebo ABA produkovanou PA, stracaji viac vody a vykazuju niZsiu toleranciu na sucho
(Hong et al., 2008; Sang et al., 2001). Tieto poznatky mdzu naznacovat’, ze zvySujlica
sa produkcia PA v rastlinach hra ulohu pri znizeni obsahu stratenej vody a pri znizeni
tolerancie na stres zo sucha. PLDal je dolezita v mnohych fyziologickych procesoch
v bunke ako je napriklad vezikularny transport alebo reorganizacia cytoskeletu
(Bargmann et al., 2009). PLD je negativny regulator biosyntézy prolinu v A. thaliana.
(Thiery et al., 2004). Stresové signaly spOsobuju iniciaciu prestavby plazmaticke;j
membrany priCom PLDal mézZe byt fyzicky zapojend v tychto procesoch prestavby
(Gigon et al., 2004). Pri ovplyvneni sol'nym stresom, PLDal reguluje odpoved’ rastliny
cez modifikacie mikrotubulov. Podobné regulacné interakcie medzi mikrotubulmi a
PLDal maji funkéné dosledky pri odpovedi na soI'ny a hyperosmoticky stres (Zhang et
al., 2012), uzatvarani prieduchov indukované ABA (Jiang et al., 2014) a vyvinovych
procesov spojenych s reorganizéciou mikrotubulov spdsobenych cytoskeletalnimi
inhibitormi (Zhang et al., 2017). PLDal stimuluje produkciu superoxidu, ktora je
zavisla na PA a spdsobuje bunkovu smrt’ (Sang et al., 2001). PLDal interaguje s AP-2
komplexom a klatrinom v A. thaliana, naznacujic, ze PLDal spolupracuje na
endocytoze sprostredkovanej klatrinom (Yamaoka et al., 2013). PLDal ma taktiez

ochrannt funkciu v zakrivenych oblastiach protoplastov, ktoré st oddelené od bunkovej
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steny v priebehu plazmolyzy v odpovedi na sol'ny stres (Novak et al., 2018). PLDal
moze byt fosforylovana MAPK pri abiotickom strese (Takac et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1  Material a metody

3.1.1 Biologicky material

Rastliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0) a mutantné mpk3-1 (T-
DNA inzerény mutant z kolekcie SALK (SALK_151594; Carey et al., 2008), pldal-1 (T-
DNA inzer¢ny mutant z kolekcie SALK (SALK _067533; Bargmann et al., 2009; Novak
et al, 2018) apldal-2 rastliny (T-DNA inzerény mutant z kolekcie SALK
(SALK_053785; Zhang et al., 2004; Novak et al., 2018).

3.1.2 Chemikalie

Tab.1 Zoznam pouzitych chemikalii

Nazov chemikalie Dodavatel’
2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich
40 % Akrylamid 37, 5:1 Biorad
4x Laemmli pufor Biorad
Aceton Sigma-Aldrich
Agardza Sigma-Aldrich
Akrylamid Sigma-Aldrich

IPG Buffer pH 3-10 (amfolyty)

GE Healthcare

Amid kyseliny jodooctovej (IAA) Sigma-Aldrich
Bis-akrylamid Sigma-Aldrich

5x Bradford protein reagent Biorad
Bromfenolova modra Sigma-Aldrich
Dimethyl (3;£1;;Z§§)(zggr21;n§;/1propan)-1- Sigma-Aldrich
Chlorid draselny Sigma-Aldrich
Chlorid hore¢naty Sigma-Aldrich
Chlorid sodny Sigma-Aldrich
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Clarity ECL Western Blotting substrate Biorad
Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) Roche
Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma-Aldrich
Dusi¢nan zino¢naty Sigma-Aldrich
Etanol PENTA
Fenol pufrovany Trisom pH 8,8 Sigma-Aldrich
Gellan gum Alfa-Aesar
Glycerol Sigma-Aldrich
Glycin Sigma-Aldrich
Hydrogénsiri¢itan sodny Sigma-Aldrich
Hydroxid draselny Sigma-Aldrich
HEPES Duchefa
MOPS Sigma-Aldrich
Kyselina chlérovodikova Sigma-Aldrich
Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) Sigma-Aldrich
Kyselina etylénglykoltetraoctova (EGTA) Sigma-Aldrich
Lambda fosfataza
Metanol Sigma-Aldrich
Mocovina Sigma-Aldrich
Murashige a Skoog médium Duchefa
Octan aménny Sigma-Aldrich
Peroxodisiran amonny (APS) Biorad

Phostag ligand

WAKO Laboratory

Chemicals
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Phostop (Phosphatase Inhibitor Cocktail Roche
Tablets)
2-propanol PENTA
Roche blocking solution Roche
Sacharo6za Sigma-Aldrich
TGX Stain free FastCast Acrylamide Kit 7,5 % Biorad
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tetrametyletyléndiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Tiomocovina Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich
Tween-20 Sigma-Aldrich

Tab. 2 Zoznam pouzitych protilatok

Nazov protilatky Dodavatel’
Goat anti-rabbit IgG konjugovana s HRP Sigma-Aldrich

Rabbit anti-MPK3 Sigma-Aldrich

Rabbit anti-PLDal Sigma-Aldrich

3.1.3 Pristroje

Tab. 3 Zoznam pouzitych pristrojov

Nazov pristroja Dodavatel
Analytické vahy (XA 110/2X) RADWAG
Aparatara pre SDS-PAGE Biorad
Centrifuga (Allegra 64R) Beckmann Coulter
ChemiDocTM MP Imaging System Biorad
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Digestor Merci
Ettan IPG Phor 3 GE Healthcare
Flowbox Merci
Infinite M Nano TECAN
pH meter (PC 2700) Eutech — Instruments
Rocker-Shaker MR-12 Biorad
Simplicity UV Water Purification Systems Merck Millipore
Thermoshaker TS-100 BioSan
Trans Blot Turbo Transfer System Biorad
Vortex-2-Genie Scientific Industries

3.2 Metédy

3.2.1 Priprava rastlinného materialu

Semena A. thaliana boli vysterilizované v troch krokoch. Vsetky kroky prebehli
v sterilnych podmienkach v sterilnom boxe. V prvom kroku boli semena inkubované
v 70 % etanole po dobu 5 minat. V druhom kroku prebehla inkubacia v 96 % etanole po
dobu 1 minuty. Nésledne boli semena premyté 3x sterilnou destilovanou vodou. Po
premyti sa semend naniesli na sterilny filtracny papier a nechali uschnut’. Nasledne sa
semend naniesli na 2 MS médium (10 g/l sachardza, 2,15 g/l MS basal salt mixture, 1 g/l
MES, 6 g/l Gellan gum, pH (5,8)) a uloZili do chladnic¢ky na 1 den pre stratifikaciu semien
pri 4 °C. Nasledne sa semena vystavili do fytotronu na 14 dni pri dennom rezime 16/8

a pri teplote 21 °C.
3.2.2 Ovplyvnenie rastlin stresom zo sucha

Stres z0 sucha sa indukoval u rastlin podla Umezawa et al., 2013. Strnast’ ditové
rastliny A. thaliana ekotyp Col-0 a mutantov mpk3-1 boli inkubované 24 hodin
Vv destilovanej vode (v Petriho miskach) pri stalom pomalom kyvani. Nasledne sa cast’
rastlin preniesla na suchy filtra¢ny papier, kde sa nechali 1,5 hodiny v laboratérnych
podmienkach. Druhd cCast’ rastlin sluzila ako tzv. suché a mokré kontroly. Ako suché

kontroly sluzili rastliny, ktoré neboli vystavené inkubacii v destilovanej vode ani suchu.
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Ako mokré kontroly boli pouzité rastliny, ktoré boli inkubované 24 hodin v destilovanej
vode a neboli vystavené suchu. Tieto rastliny boli podrobené biochemickej analyze. Pre
pozorovanie fyziologického stavu rastlin v odpovedi na stres zo sucha boli 14 diové
rastliny A. thaliana prenesené ex vitro do kvetinaov a kultivovali sa 3 tyzdne vo
fytotrone. Po uplynuti 3 tyzdiov sa Cast’ rastlin podrobila stresu zo sucha po dobu 10 dni.
Stres zo sucha sa indukoval u rastlin ich nezalievanim. Kultivacia rastlin prebehla vo

fytotrone pri dennom rezime 16/8 a pri 21 °C.
3.2.3 Extrakcia a precipitacia proteinov pre 2D elektroforézu

Na detekciu PLDal a MPK3 pomocou 2D elektroforézy boli pouzité 14 diové
rastliny Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 a mutanti mpk3-1 a pld1-1. Bielkoviny boli
extrahované fenolovou extrakciou s naslednou precipitaciou metanolom (Hurkman a
Tanaka, 1986; Taka¢ et al, 2011). Rastliny boli odobrat¢ z '» MS média
a homogenizované na jemny prasok v trecej miske s pouzitim tekutého dusika.
Homogenat bol preneseny do plastovej skimavky kde k nemu bolo pridanych 0,5 ml
extrakéného pufru (0,9 mol/l sacharoza, 0,1 mol/l Tris-HCI (pH 8,8), 10 mmol/l EDTA,
0,1 mol/l KCI) a nasledovala inkubacia na 'ade 15 mintt a 0,5 ml Trisom pufrovaného
fenolu (pH 8,8). Nasledne bola zmes vortexovana a inkubovand 30 mintt pri 4 °C. Po
inkubacii boli vzorky centrifugované 5 minut, pri 6000 g a4 °C. Vdaka centrifugécii
doslo k oddeleniu fenolovej fazy (obsahujucej bielkoviny) od tzv. vodnej fazy s
nebielkovinovymi zlozkami. Vrchnd fenolova faza bola odobrana do novej skimavky.
K vodnej faze bolo nasledne pridanych d’alsich 0,5 ml Trisom pufrovaného fenolu (pH
8,8). Zmes bola vortexovana a centrifugovana 5 minut, pri 6000 g a 4 °C. Nasledne sa
znova odobrala vrchna fenolova ¢ast’. Obe fenolové fazy boli zmiesané a bielkoviny boli
precipitované cez noc pri -20 °C pridanim 5 ndsobného objemu 0,1 mol/l acetatu
amonneho v 100 % metanole. Na druhy deni bola suspenzia centrifugovand 20 minut, pri
13000 g a4 °C. Supernatant bol odstraneny a K precipitatu (pelet) bol pridany 1 ml
studeného 0,1 mol/l acetaitu amonneho v 100 % metanole. Po vortexovani (kvoli
rozruseniu peletu) sme suspenziu inkubovali 15 min pri -20 °C. Po naslednej centrifugacii
(10 min, 13000 g, 4 °C) sa podobnym sposobom pelet premyl dvakrat 2x 80 % acetonom,
1x 70 % etanolom a 1x 80 % acetonom (roztoky boli predchladené pri -20 °C). Po
poslednom premyvani sa proteinové pelety nechali vysusSit’ v digestore 10 minut pri
izbovej teplote. Bielkoviny boli po vysuseni rozpustené v 125 ul rehydrataéného pufru
(Tab 4.) jednu hodinu pri izbovej teplote. Pre detekciu PLDal sme pouzili
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optimalizovany rehydratacny pufor (Tab 5.). Separacia proteinov prebehla pomocou
SDS-PAGE, kedy sme urcité¢ vzorky rozpustili v rehydratanom pufri s 2 % CHAPS a
2 % Triton X-100 a zvy$né vzorky rozpustili v 4 % Triton X-100.

Tab.4 Zlozenie rehydratacného pufra pre rozpustenie bielkovin

ZloZenie Objem (20 ml)
8 M mocovina 9,609 g
2 M thiomoc¢ovina 3,044 g
2 % CHAPS 0,49
2 % Triton X-100 0,4 mi
50 mmol/IDTT 0,0077 g/ml

Destilovana voda

Doplnena do 20 ml

Tab 5. Zlozenie optimalizovaného rehydrata¢ného pufra

ZloZenie

Objem (20 ml)

8 M mocovina 9,609 g

2 M thiomocovina 3,044 g

4 % Triton X-100 0,8 ml
50 mmol/I DTT 0,0077 g /ml

Destilovana voda

Doplnena do 20 ml

3.2.4 Meranie koncentracie bielkovin

Koncentracie proteinov boli stanovené pomocou metddy podla Bradforda
(Bradford, 1976) v mikrotitracnych 96 jamkovych dostickach. Bola pripravena zmes
239 ul destilovanej vody, 60 ul 5x Bradford protein reagent a 1 ul bielkovinového
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extraktu. Meranie koncentracie prebiehalo na pristroji Infinite M Nano (TECAN) pri
595 nm.

3.2.5 Separacia proteinov pomocou dvojrozmernej elektroforézy

Rehydratacia IPG pruzkov prebiehala pasivne na plastovom stojane s drahami v
tzv. IPG boxe (GE Healthcare) cez noc (16 hod). Proteinové extrakty (s obsahom
proteinov 50 ug) obohatené o 5 % (v/v) amfolyty (pH 3-10) a 0,002 % (w/v) BFB boli
nanesené do drahy IPG boxu v mnozstve 125 ul v dizke 7 cm. Do tychto extraktov sa
vlozili gélové prazky (7 cm, pH 4-7; Biorad) gélovou stranou dole tak, aby bol gél v celej
svojej dizke v kontakte s extraktom. Na druhy def sa rehydratované gélové prazky vlozili
na keramicku platiiu v pristroji Ettan IPG Phor 3. Gélové pruzky boli zaliate komerénym
syntetickym olejom na zabranenie odparovania a na ich konce boli pridané vlhké filtra¢né
papiere tak, aby ¢iasto¢ne pokryvali gél. Na tieto konce sa nésledne pripojili elektrody.
Po napojeni elektrod sa spustil prvy rozmer (IEF) dvojrozmernej elektroforézy, ktory
trval priblizne 5 hodin od 150 V (do dosiahnutia 150 VH), 500 V (do dosiahnutia
500 VH) a 4000 V (do dosiahnutia 15000 VH) pri izbovej teplote. Gél po dvojrozmernej

elektroforéze sa nachadza na obrazku 5.

pH: 4

(Obr.5): Reprezentativny obrazok dvojrozmerného gélu z bielkovinovych extraktov
z celych rastlin A. thaliana ekotyp Col-0.
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Po IEF sa gélové prazky oplachli v SDS elektrodovom pufri a inkubovali sa v
ekvilibra¢nom pufri (6 mol/l mocovina, 50 mmol/l Tris-HCI (pH 8,8), 2 % (w/v) SDS, 30
% (v/v) glycerol, 0,002 % (w/v) BFB) po dobu 15 minats 1 % DTT (redukcia) a po dobu
15 minlt s 2,5 % IAA (alkyldcia). Po inkubacii sa gélové prazky vlozili medzi skla
elektroforetickej aparatiry MiniProtean Tetra Cell priamo na 10 % separacny
polyakrylamidovy gél (Tab. 6) tak, aby sa zabranilo vzniku vzduchovych bublin medzi
prazkom a gélom. Pruzky sa stabilizovali na SDS-PAGE géli pomocou navrstvenia
0,5 % agarézou. Aplikacia bielkovinového Standardu prebiehala nanesenim Standardu na
filtraény papier v tvare Stvorca srozmermi 0,5 x 0,2 cm, ktory sa vlozil vedla
proteinového pruzku na gél. Po stuhnuti agar6zy bola spustena SDS-PAGE Vv prostredi

SDS elektrodového pufru pri 60, 120, 180 V, 1,5 hodiny pri izbovej teplote.

Tab. 6 Zlozenie 10 % rozdel'ovacieho polyakrylamidového gélu.

ZlozZenie 10 % gélu Objem (10 ml)
40 % Akrylamid 37,5:1 2,5 ml
Destilovana voda 4,85 ml
1,5 mol/l Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml
10 % SDS 0,1 ml
10 % APS 0,05 ml
TEMED 0,005 ml

3.2.6 Imunoblotovanie

Transfer bielkovin z gélu na PVDF membranu bol uskuto¢neny polosuchou
metddou pomocou pristroja TransBlot Turbo Transfer System (Biorad; Kurien et al.,
2015).

PVDF membrana (9 X 7 cm) bola rehydratovana 30 sekind v 100 % metanole a
nasledne inkubovana 5 minuat v tzv. transferovom pufri (20 % (v/v) 5x Transfer buffer
(Biorad), 20 % (v/v) 96 % etanol, 60 % (v/v) destilovana voda). Podobne boli inkubované
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aj filtracné papiere. Po 5 minutach bol na dno transferovej kazety polozeny filtra¢ny
papier, na ktory sa navrstvila PVDF membréana. Vzduch medzi filtraénym papierom a
membranou sa eliminoval tlakom pomocou plastového val¢eka. Na membranu sa polozil
g€l a nasledne filtracny papier. Vzduchové bubliny sa opat’ vytlacili pomocou valceka.
Kazeta sa uzatvorila a prenos prebiehal pri 10 mA po dobu 10 mintit. Po skonceni prenosu
boli membrany inkubované v Ponceau S pre vizualizaciu nanesenia proteinov. Membrany
boli po inkubacii v Ponceau S vymyté destilovanou vodou a inkubované v blokovacom
roztoku (15 % (v/v) Roche blocking solution v TBS-T) cez noc pri 4 °C. Na druhy den
boli inkubované 5 hodin pri laboratérnych podmienkach v roztoku s primarnou
protilatkou pri miernom kyvani (anti-MPK3, krali¢ia monoklonalna protilatka (Sigma-
Aldrich); riedena 1:2000 (v/v) v 2,5 % Roche blocking solution; anti-PLDal, krali¢ia
polyklonalna protilatka (Sigma-Aldrich); riedena 1:3000 (v/v) v Roche blocking
solution). Protilatka anti-PLDal rozozndva PLDal a PLDo2. PLDa2 je vSak pelovo
Specificka izoforma, vo vegetativnych organoch preto rozoznava PLDal. Po inkubovani
V primarnej protilatke sa membrany premyvali 5 X 10 minat v TBS-T pri intenzivhom
kyvani. Membrany boli nasledne inkubované 1,5 hodiny v laboratéornych podmienkach
Vv roztoku so sekundarnou protilatkou pri miernom kyvani (anti-rabbit IgG, konjugovana
s chrenovou peroxidazou; riedena 1:5000 (v/v) v 2,5 % Roche blocking solution). Po
inkubovani v roztoku so sekundarnou protilatkou boli membrany znova premyvané
5 X 10 minut v TBS-T pri intenzivhom kyvani. Na detekciu chemiluminescentného
signalu sme pouzili ,,Enhanced chemiluminescence (ECL, Biorad) substrat a signal sme
nasledne detekovali na dokumentaénom pristroji Chemidoc™ (Biorad). Kvantifikacia

intenzity Skvin bola vyhodnotena v programe ImageLab a ImageJ.
3.2.7 Detekcia fosforylacie pomocou Phostag technologie

14 dnové rastliny A. thaliana boli homogenizované v tekutom dusiku
a extrahované v tzv. E-extrakénym pufrom (50 mmol/l HEPES, 75 mmol/l NaCl,
1 mmol/l EGTA, 1 mmol/l MgClz, 1 mmol/l NaF, 10 % (v/v) glycerol, obohateny
0 inhibitory proteaz (Complete; Roche) a fosfataz (Phostop; Roche) a 1 mmol/l DTT).
Bielkovinovy extrakt bol niekol'’kokrat premieSany vortexovanim a inkubovany 15 mintt
na l'ade. Nasledne bol extrakt centrifugovany 15 mintt, pri 13000 g a 4 °C. Supernatanty
boli dvakrat precistené pomocou odsolovacich ultrafiltrov (koloniek) Amicon
(Millipore), ktoré zadrZiavaji zlozky vécSie ako 10 kDa. Extrakty sa aplikovali do
koloniek a boli podrobené centrifugacii 10 minuat, pri 14000 g a4 °C. Retentat bol
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preneseny do novej skimavky a bol k nemu pridany 4x Laemmli pufor a5 % (v/v)
2-merkaptoetanol. Vzorky sa nechali povarit’ 5 mintt pri 95 °C. Takto denaturované
proteinové extrakty boli potom centrifugované 10 minut, pri 13000 g a 20 °C a znova
prenesené do novej skiimavky. Vzorky (15 ug bielkovin) boli nasledne pipetované do
drah 7 % polyakrylamidového gélu s pridavkom Phostag ligandu (zloZenie v tabul'kéch 7
a 8). Po napipetovani sa elektroforeticka aparatira s gélom zaliala 500 ml Phostag
elektrodového pufra (20 x 50 mmol/l MOPS + 50 mmol/l TRIS + 0,1 % (w/v) SDS,
5 mmol/l hydrogénsiri¢itan sodny, destilovana voda) a spustila sa elektroforéza 1 hodinu,
180 V pri izbovej teplote. Po skon¢eni SDS-PAGE boli gély inkubované 2 X 15 mintt
v 0,01 mol/l EDTA v prenosovom pufri (bez pridavku metanolu) s obsahom
hydrogénsiri¢itanu sodného. Nasledne 10 minut v 0,001 mol/l EDTA v prenosovom pufri
S hydrogénsiri¢itanom sodnym. PVDF membréna bola rehydratovand 30 sekiind v 100 %
metanole a nasledne 10 minat v 0,001 mol/l EDTA v prenosovom pufri. V rovankom
roztoku boli inkubované aj gély a filtracné papiere. Po inkubdcii prebehol prenos pri
24 V cez noc. Po prenose boli membrany podrobené imunoblotovaniu so Specifickymi
protilatkami podobne ako v kapitole 3.4.6. Zaroven s elektroforézou v géloch s Phostag
ligandom sme bielkovinové extrakty s obsahom bielkovin 15 pg elektroforeticky rozdelili
na 10 % SDS-PAGE géloch. Elektroforéza prebiehala rovnako ako v pripade druhého
rozmeru 2D gélov s tym, Ze bolo aplikované konstantné napétie 180 V, 1 hodinu pri

izbovej teplote. Imunoblotovanie prebehlo obdobnym sposobom ako v kapitole 3.4.6.

Tab. 7 ZloZenie 7 % rozdel'ovacieho Phostag gélu

ZloZenie 7 % gélu Objem (5 ml)
1,25 mol/I bis-Tris-HCI, pH 6,8 1,430 mi
40 % Akrylamid 0,875 mi
Destilovana voda 2,580 ml
10 mmol/l dusi¢nan zino¢naty 0,05 ml
5 mmol/l Phostag ligand 0,05 ml
10 % APS 0,0125 ml
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TEMED

0,0025 ml

Tab. 8 Zlozenie 7 % zaostrovacieho Phostag gélu

ZloZenie 7 % gélu Objem (2 ml)
1,25 mol/I bis-Tris-HCI, pH 6,78 0,715 ml
40 % Akrylamid 0,250 ml
Destilovana voda 1,520 ml
10 % APS 0,0125 ml
TEMED 0,0025 ml

3.2.8 Defosforylacia bielkovin pomocou lamba fosfatazy

Cast’ extraktu pripraveného E-extrakénym pufrom bez pridavku fosfatazovych
inhibitorov bola inkubovana s lambda fosfatazou podl'a nasledovného postupu. Pripravili
sme 240 pl reak¢nej zmesi zlozenej z 118 pl destilovanej vody, 60 pl extraktu (120 pg
bielkovin), 24 ul lambda fosfatazového pufru (500 mmol/l Tris-HCI, (pH 7,5), 1 mmol/I
Na; EDTA, 50 mmol/l DTT, 0,1 % (v/v) Brij 35), 24 pl 20 mmol/l MnClz a 4 ul -
fosfatdzy (800U). Reakénu zmes sme inkubovali 60 minut pri 30 °C. Po inkubécii sme k

reakcnej zmesi pridali 80 pl 4 nasobne koncentrovaného Laemmli pufru a po premiesani

sme ju povarili 5 mintt pri 95 °C.
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekcia MPK3 pomocou dvojrozmernej elektroforézy a
imunoblotovania

Pomocou S$pecifickej primarnej protilaitky antiMPK3 sme na imunoblote
pripraveného z 2D gélu detekovali 3 skvrny s Mr 42 kDa, ¢o predstavuje hodnotu vel'mi
blizku databazovej hodnote Mr MPK3 (www.arabidopsis.org, At3g45640; 42,7).
Detekované skvrny mali rozdielny pl, a to 5,88, 5,82 a 5,77 (Obr. 6A). Dané skvrny mali
roznu intenzitu (Obr. 7B). Najvyssiu intenzitu mala $kvrna na zasaditej strane imunoblotu
a v smere do kyslej oblasti sa ich intenzita zmenSovala. NajintenzivnejsSia Skvrna mala pl
zhodné s databazovou hodnotou MPK3 (pl 5,85), ¢o naznacuje, ze tato skvrna s najvac¢sou
pravdepodobnost'ou predstavuje MPK3. Okrem tychto Skvin su na imunoblote viditeI'né
d’alsie Skvrny, ktoré su nespecifické. Jedna z nich (Mr 50 kDa, pl 5,97) zodpoveda vel’kej
podjednotke RUBISCA (Ribuloza-1,5-bisfosfatkarboxylaza). Pritomnost’ $kvin s Mr

rovnakou ako MPK3 ale s kyslejsim pl naznacuje, ze ide o dvojita fosforylaciu tohoto

proteinu.
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Obr.6: (A) Imunoblot z 2D gélu pripraveny z proteinového extraktu divého typu rastliny
A.thaliana ekotyp Col-0 pomocou anti-MPK3 protilatky; (B) vizualizacia bielkovin na PVDF
membréne po prenose. Sipka vpravo a dole ukazuje na poziciu Mr zodpovedajicu databazovym
hodnotam Mr MPK3 proteinu. S — proteinovy §tandard, kDa — molarna hmotnost’.

Pre potvrdenie, ¢i sa jedna o Specificky signal ktory zodpovedda MPK3 sme porovnali 2D

g¢él z divého typu Col-0 s 2D gélom z mpk3-1 mutantych rastlin. Imunoblotova analyza z
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rastlin A. thaliana ekotyp Col-0 ukazala signal (Obr. SA) zhodny s predchadzajicim
experimentom (Obr. 5), ¢o potvrdilo reprodukovatel'nost’ metédy. Na rozdiel od divého
typu (Obr. 6A) na imunoblote pripravenom z mpk3-1 mutanta v tejto oblasti nebol
detekovany Ziadny signal (Obr. 6B) Z toho vyplyva, ze vSetky tri Skvrny su Specifické
pre MPK3. Okrem S$pecifického signdlu boli detekované¢ Skvrny (napriklad velka
podjednotka RUBISCO), ktoré sa nachadzali ako v divom type, tak aj v mutante. Tieto

Skvrny st preto nespecifické a nemo6zu sa priradit’ k MPK3.
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Obr.6: (A) Imunoblot z 2D gélu pripraveny z proteinového extraktu divého typu rastlin A.
thaliana ekotyp Col-0, (B) imunoblot z 2D gélu pripraveny z proteinového extraktu mpk3-1
mutantych rastlin A. thaliana pomocou anti-MPK3 protilatky (C) vizualizacia bielkovin
z rastlin A. thaliana ekotyp Col-0 na PVDF membrane po prenose (D) vizualizacia bielkovin
z mpk3-1 mutantnych rastlin A. thaliana na PVDF membréne po prenose. Sipka znézortiuje
MPK3 protein a jeho fosforylacie v divom type Col-0 pricom Specificky signal zodpovedajuci
tymto hodnotam sa v mpk3-1 mutante nenachidza. S — proteinovy $tandard, kDa — molarna
hmotnost’.
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Obr.7: (A) detail bielkovinovych skvin z MPK3 imunoblotu z obrazku 6A, (B) relativna
opticka denzita bielkovinovych Skvin z obrazku A.

4.2 Detekcia PLDal pomocou dvojrozmernej elektroforézy

Imunoblotova analyza z rastlin A. thaliana ekotyp Col-0 a mutantych rastlin
pldal-2 vykazali proteinova skvrnu v oblasti priblizne 91 kDa a pl 5,75. V imunoblote z
mutantnej rastliny pldal-2 avsak nie je vidiet' Specificku proteinovu Skvrnu v rovnake;
oblasti (Obr. 8B) Tento vysledok méze naznaCovat, ze tato Skvrna zodpoveda PLDal
(Obr. 8A). Na oboch imunoblotoch sa taktieZ nachadza ne$pecificka Skvrna s pI 7 a s
rovnakou pl ako ma PLDal. Vysledok s vyraznou Skvrnou s Mr a pl podobnym
databazovym hodnotam PLDal sa nam nepodarilo potvrdit. Z tohoto dovodu sme sa

rozhodli optimalizovat’ zloZenie rehydratacného pufru.
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Obr.8: (A) Imunoblot z 2D gélu pripraveny z proteinového extraktu rastlin Arabidopsis thaliana
ekotyp Col-0, (B) imunoblot z 2D gélu pripraveny z proteinového extraktu pldal-2 mutantnych
rastlin A. thaliana pouzitim anti- PLDal protilatky. Sipka hore naznaduje mozny PLDal protein.
S — proteinovy §tandard, kDa — molekulova hmotnost.

4.3 Optimalizacia zloZenia rehydrata¢ného pufru pre detekciu

PLDal

Ciel'om tejto Casti bolo testovat’ vplyv r6zneho zlozenia rehydrataéného pufru na
senzitivitu  imunologickej  detekcie PLDal pomocou imunoblotovania na
jednorozmernych géloch. Imunoblotovanim boli analyzované denaturované (pomocou
SDS; Obr. 7A) bielkovinové extrakty. Vysledky okrem neSpecifickych pasov aj PLDal
Specificky proteinovy pas (Mr 91 kDa). Jeho Specificita je potvrdend tym, Ze nie je
pritomny v drahe, kde boli nanesené vzorky z pldal-1 mutantnych rastlin. Tento pas bol
detekovany len vo vzorkach rozpustenych v rehydratatnom pufri s Tritonom X-100
konkrétne vo vzorkach Col-0 ovplyvnenych stresom zo sucha 90 minat a vo vzorkach
extrahovanych E-extrakénym pufrom konkrétne v mokrej kontrole a pozitivnej kontrole.
Z vysledkov tejto optimalizacie vyplyva, ze PLDal je detekovate'na len v pripade
pouzitia Tritonu X-100 a pridavok CHAPS ma negativny vplyv na jeho detekovatel'nost’.
Preto sme pokracovali s detekciou PLDal pomocou dvojrozmernej elektroforézy. AvSak

aj po pozmeneni rehydratacného pufru sme nedetekovali Specificky PLDal signal.
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Obr.9: (A) Imunoblot z SDS denaturovanych vzoriek pripravené z rastlin A. thaliana ekotyp
Col-0 a pldal-1, (B) vizualizacia bielkovin na PVDF membrane po prenose pomocou
Ponceau S. Sipka ukazuje na $pecificky proteinovy péas znazoriiujuci PLDal signal vo
vzorkach rozpustenych v rehydrataénom pufri s 4 % Triton X-100 (Col D90, mokra a
pozitivna kontrola). S — proteinovy $tandard, kDa — molekulova hmotnost’.

4.4  Detekcia fosforylacie PLDal pomocou Phostag technolégie

Kedze detekcia PLDal nebola pomocou dvojrozmernej elektroforézy a
imunoblotovania tispes$na, rozhodli sme sa sa analyzovat’ fosforylaciu PLDal v rastlinach
divého typu Col-0 a mpk3-1 mutantoch v odpovedi na stres zo sucha pomocou Phostag
technologie. Zistili sme, ze imunoblotovanie vzoriek separovanych pomocou SDS PAGE

ukazalo vyrazny pas prisluchajiici PLDal (Obr. 10A). Rozdiel v profile pasov medzi
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Obr. 10: Imunoblot z proteinovych vzoriek rastlin A. thaliana ekotyp Col-0 a mutantnych
rastlin pldal-1, mpk3-1 z SDS-PAGE gélu (A), imunoblot z bielkovinovych vzoriek rastlin
A. thaliana ekotyp Col-0 a mutantnych rastlin pldal-1, mpk3-1 z Phostag gélu (B),
vizualizacia bielkovin na Stain free géloch po elektroforéze (C), vizualizacia bielkovin na
PVDF membrane po prenose pomocou Ponceau S (D). Sipka ukazuje na $pecificky
proteinovy pas zodpovedajuci Mr PLDal. S — proteinovy §tandard, kDa — molarna hmotnost'.

Obr. 9 a 10 je sposobeny rozdielnou metédou extrakcie. Z kvantifikacie intenzity pasov
vyplyva, Ze abundancia PLDal sa po 90 minatach stresu zo sucha mierne znizila v
obidvoch liniach, pricom sme zistili mierne niZ§iu abundanciu PLDal u mpk3-1 mutanta

v porovnani s Col-0.

Ako negativna kontrola posluzili proteinové vzorky z mutantnych pldal-1 rastlin
A. thaliana (Obr. 10A). Ako negativna kontrola pre tGto analyzu boli opat’ pouzité
mutantné rastliny pldal-1, a tiez vzorky ovplyvnené lambda fosfatazou, ktora sposobuje
defosforylaciu. Na imunoblotoch pripravenych z gélov s Phostag ligandom vidiet’ okrem
nespecifickych pasov aj dva vyraznejsie pasy. Prvy, s Mr. priblizne 91 kDa prislucha
PLDal. Druhy pés, s Mr. priblizne okolo 300 kDa je s najvdc¢Sou pravdepodobnostou
fosforylovana forma PLDal, pretoZe sa nenachadza v mutante pldal-1 a ani vo vzorkach
ovplyvnenych A-fosfatdzou (Obr. 10B). Intenzita pasu prislichajiceho fosforylovanej

forme PLDal je mierne vyssia po strese zo sucha u Col-0 rastlin, pricom vyrazne klesla
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u mpk3-1 mutantnych rastlin (Obr. 11B). Pridavok Phostag ligandu do elektroforetického
gélu sposobi oddelenie fosforylovanej formy bielkoviny od nefosforylovanej, ¢o
znamena, ze suhrnna intenzita pasov sa moze zhodovat’ s intenzitou ziskanou pomocou
imunoblotovania gélov pripravenych SDS PAGE. Tieto poznatky naznac¢ujt, ze PLDal

je v rastlinach Col-0 silnejsie fosforylovana v podmienkach stresu zo sucha nez
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Obr.11: (A) Graf relativnej optickej denzity proteinovych pasov PLDal po separacii SDS-PAGE
s pouzitim PLDal protilatky, (B) graf intenzity proteinovych pasov fosforylovanych foriem
PLDal pomocou Phostag technologie pouzitim anti-PLDal protilatky, (C) graf intenzity
nefosforylovanych proteinovych pasov anti-PLDa1 pomocou Phostag technologie pouzitim anti-
PLDal protilatky. Intenzita PLDal po ovplyvneni stresu zo sucha je silnejSia ako pri detekcii
SDS-PAGE. Dréaha 1 zodpoveda Col-0 suchej kontrole, draha 2 zodpoveda Col-0 ovplyvnenej
stresom z0 sucha 90 minat, draha 3 zodpoveda mpk3-1 mutantnym rastlinam suchej kontrole,
draha 4 zodpoveda mpk3-1 mutantnym rastlinim ovplyvnenym stresom zo sucha 90 mint.

— e —— . -
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v kontrole. Zistené poznatky mo6zu potvrdzovat’ tilohu fosforylacie PLDal pri obrane
rastliny na stres zo sucha. Analyza intenzity proteinovych pasov bola prevedena v

programe ImageLab.

4.5 Fyziologicky stav rastlin vex vitro podmienkach ovplyvnené

suchom

21 dnové rastliny A. thaliana boli podrobené stresu zo sucha 10 dni v ex vitro
podmienkach. Bolo pozorované ovplyvnenie stresu zo sucha v ekotype Col-0 (Obr. 12A),
pldal-1 (Obr. 12B) apldal-2 (Obr. 12C). Mutantné rastliny pldal-1 a pldal-2 boli

citlivejSie na stres zo sucha nez kontrolné rastliny ekotyp Col-0 Co sa prejavilo,
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Obr.12: (A) Rastliny A. thaliana ekotyp Col-0 v kontrolnych a stresovych podmienkach, (B)
mutantné rastliny A. thaliana pldal-1 v kontrolnych a stresovych podmienkach, (C) mutantné
rastliny A. thaliana pldal-2 v kontrolnych a stresovych podmienkach.

odumretim vegatitivnych tkaniv skor ako v kontrole. Sfarbenie spdsobené stresom zo

sucha je taktiez intenzivnejSie v mutantoch pldal-1 a pldal-2 (Obr. 12).

4.6 Predikcia fosforylaénych miest v aminokyselinovej sekvencii
PLDal

Podl'a databazy PhosPhat boli predikované pravdepodobné fosforylacné miesta
v aminokyselinovej sekvencii PLDal (Obr. 13). Fosforylované aminokyseliny v PLDal
st serin, treonin a tyrozin. Fosforylacia niektorych peptidov bola aj experimentalne
dokdzand proteomickymi metéodami. Detailné informacie o podmienkach
fosforylacie st uvedené v Tabulke 8. Je =zaujimavé, zZe fosfopeptid
SIDGGAAAGFPE(pS)PEAAAEAGLVSGK bol identifikovany v A. thaliana pocas
stresu zo sucha (Umezawa et al., 2013). Tiez sme chceli zistit, ktoré su
najpravdepodobnejsie kinazy pre fosforylaciu PLDal. Na tato predikciu sme vyuzili
program GPS 3.0 (Xue et al., 2005). Vysledky naznacujt, ze na zaklade hodnoty skore
su najpravdepodobnej$imi kindzami pre fosforylaciu PLDal MAPK (Tab. 9). Konkrétne
bol pre tato fosforylaciu predikovany peptid AAAGFPESPEAAAEA, ktory je zhodny s

tym, ktory bol experimentalne identifikovany v podmienkach stresu zo sucha (Tab. 8).

50



Tieto vysledky potvrdzuji nasSe zistenia o fosforylacii PLDal v podmienkach stresu zo

sucha.

About * AT3G15730.1

5+

Sequence

Arabidopsis thaliana
AT3G15730.1

PLDALPHA1, PLD; phospholipase D alpha 1
11.9.3.1 lipid metabolism.lipid degradation.lysophospholipases.phospholipase D
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(Obr.13): Predikcia fosforylovanych miest v aminokyselinovej sekvencii PLDal

o

Tab.8 Identifikované fosforylované peptidy v aminokyselinovej sekvencii PLDal

Fosfopeptid PLDal Rastlinny Typ vzorky | Podmienky | Referencia
material

GE(t)QL(Y)ATIDLQK | Oryza sativa Celkovy Kontrolné Nakagami

proteém et al, 2010

GE(t)QL(Y)ATIDLQK | A. thaliana Celkovy Kontrolné Sugiyama
Col-0 proteém et al., 2008

(pS)DYLPPILTT A. thaliana Celkovy Rast bez Wu et al.,
mutant sirkl, | protedm sacharozy 2013
Col-0

SIDGGAAAGFPE(pS) | A. thaliana Koren Ovplyvnenie | Zhang et

PEAAAEAGLVSGK Col-0 10uM NAA | al., 2013

SIDGGAAAGFPE(pS) | A. thaliana Koren Kontrolné Zhang et

PEAAAEAGLVSGK Col-0 al., 2013
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SIDGGAAAGFPE(pS) | A.thaliana Celkovy Ovplyvnenie | Umezawa
PEAAAEAGLVSGK mutant protedm ABA a etal., 2013
srk2dei, Col-0 stresom zo
sucha
(pPTYMEMMYKDVIQ | Nes$p. bunkova | Cytozol Rast bez Phosphat
ALR kulttra dusiku databaza
YPIGVA(PS)EGDITE | A.thaliana Celkovy Stres z Wang et al.,
LPGFEFFPDTK Col-0 proteon chladu 2013
O -

Tab.9 Predikcia najpravdepodobnejsich kinaz pre fosforylaciu PLDal

B T S ™ T 7

340
810
809
48
776
747
64
756
647
518
758
647
277
662
594
278
594
703
594

S 7 Y P T S 0 0 7 Y S 9 S 7 Y R R Ry S 1

CMGC/MAPK
Iné/PEK
Iné /PEK
Iné /PEK
Iné /PEK

CMGC/CK2
TK

Iné /Haspin
TK

STE/STE7

CMGC/DYRK

Iné /NEK
STE
Iné /Haspin
Iné /Haspin
TKL
Iné /Aur

Iné /Haspin
Iné /WEE
Iné /Aur

AAAGFPESPEAAAEA
QKIVVVDSEMPSRGG
YLPPILTT** %% %%
DYLPPILTT**#***
IGVGKGETQLYATID
RYPIGVASEGDITEL
IEKVNRISDKYWDFY
QKARVGRTRKIKNEP
KYWDFYSSESLEHDL
KPDPDTDYMRAQEAR
RRAKDFIYVENQYFL
WDFYSSESLEHDLPG
KPDPDTDYMRAQEAR
LLVWDDRTSVDVLKK
RFMIYVHTKMMIVDD
ILDWQRRTMEMMYKD
LVWDDRTSVDVLKKD
ILDWQRRTMEMMYKD
GYQPHHLSHRQPARG
ILDWQRRTMEMMYKD

49.609
15.909
14.455
14.045
13.773
12.807
12
12
11.833
11.25
10.9
10.821
10.75
10
10
9.451
9.197

8.915




5 DISKUSIA

Cielom tejto prace bolo vyuzit' kombindciu dvojrozmernej elektroforézy a
imunoblotovania pre detekciu fosforylacie MPK3 a PLDal. NaSe vysledky ukazali, ze
detekcia fosforylacie proteinu MPK3 bola uspesna pomocou dvojrozmerne;j elektroforézy
a imunoblotovania. MPK3 je MAPK kinaza, ktord sa podiel'a v odpovedi rastliny na
bioticky a abioticky stres (Jalmi a Sinha, 2015). Detekciou MPK3 pomocou
dvojrozmernej elektroforézy sme identifikovali tri Specifické proteinové Skvrny v
kontrolnych podmienkach, ktoré sa nachadzaju v kyslej oblasti gélu. Pritomnost
bielkoviny na 2D géli v podobe viacerych Skvin rovnakej molekulovej hmotnosti s
réznym pl moze mat’ viacero pri¢in. Mdze ist’ o rdzne izoformy jednej bielkoviny roznym
pl, alebo alternativny zostrih RNA kodujucej dany protein (Maugeri et al, 2016). Posun
v pl moze nastat’ takisto v dosledku tzv. processingu, €iZze proteolytického odstiepenia
signalneho peptidu (Zhu et al, 2005). Posun v pl stvisi aj s roznymi post-translacnymi
modifikaciami. Napriklad glykozylacia spdsobuje znizenie alebo zvySenie pl v zavislosti
od toho, ¢i ide o kyslu alebo zasaditt glykozylaciu (Wyss et al, 1999). Avsak glykozylacia
a ani izoformy, ¢i alternativny zostrih pre MPK3 nie st zndme. Na zaklade tohto poznatku
moézeme predpokladat’, Zze ndjdené proteinové Skvrny st dokazom fosforylacie. V ramci
MAPK fosforylacnych kaskad je MPK3 dudlne fosforylovana (na tyrozine a treonine)
pomocou MAPKK. Bolo publikované, ze plna aktivacia MPK3 v odpovedi na tvorbu
H20: je podmienena tiez dualnou fosforylaciou pomocou OXI1 a NDPK2. Je zname, ze
MAPK maju ur€itu bazalnu hladinu fosforylacie aj v podmienkach nesposobujucich stres
(Takac et al., 2016). Vychadzajic z poznatku, ze kazda vézba fosfatovej skupiny na
protein postva jeho pl do kyslej oblasti méZeme predpokladat’, ze prva Skvrna s mensim
pl (ako Skvrna s najvySSou optickou denzitou) zodpoveda jednoduchej fosforylacii

MPK3, pricom Skvrna s najmensim pl zodpoveda dvojitej fosforylacii.

V pripade PLDal sa ukazala kombinacia 2D elektroforézy a imunoblotovania ako
malo efektivna pre jej detekciu a tiez pre analyzu jej fosforylacie. V ramci optimalizécie
extrakcie proteinov sme sa rozhodli vybrat ¢o najlepSie zlozenie detergentov pre
rozpustenie bielkovinového peletu. Zistili sme, ze pouzitie samotného neidnového
detergentu Triton X-100 ma pozitivny vplyv na detekovatelnost PLDal na
jednorozmernom SDS PAGE géli, priCom pridavok zwiterionového detergentu CHAPS
jeho detekciu znemozZnoval. Efektivita rozpustenia bielkovin zaleZi aj na pouZitych
chaotrépnych cinidlach. Bolo zistené, Ze CHAPS je lepsi detergent pre membranové
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proteiny ako Triton X-100, ak je pouzité ako chaotropné Cinidlo mocovina. Tento
poznatok neplati, ak je pouzitd chaotropickd zmes mocovina s tiomocovinou. V tomto
pripade sa lep$im detergentom pre rozpustenie biclkovin stava Triton X-100 (Luche et
al., 2003). Kanoh et al (1991) uvadzaju, Ze aktivita PLD v mozgu potkana bola vyrazne
vySSia pri pouziti detergentu Triton X-100 v porovnani s idnogennymi detergentami
(deoxycholat sodny, cholat sodny) a zwiterionovymi detergentami (CHAPS, Lubrol-PX).
V sulade so spominanymi publikdciami, nase vysledky ukazuju, ze Triton X-100 ma
pozitivny vplyv na rozpustnost PLDal v bielkovinovom extrakte. Napriek optimalizacii
sa PLDal nepodarilo detekovat’ na 2D géloch. Dvojrozmerna elektroforéza ma mnoho
obmedzeni pri detekcii proteinov od reprodukovatelnosti (Lilley et al., 2002) slabej
citlivosti pre malo abundantné proteiny (Gygi et al., 2000) az po problémy pri separacii
vysoko kyslych/zasaditych proteinov (Ong a Pandey, 2001). Detekcia proteinov pomocou
2D nebude uspesna pokial’ je ich koncentracia v rastlinnom tkanive vel'mi malé a ich
fyzikalno-chemické vlastnosti nie st vhodné pre separaciu pomocou 2D (pI mimo rozsah
gélového prizku, molarna hmotnost’ pod 10 kDa, hydrofobnost’ proteinu (Baggerman et
al., 2005). Detekcia PLDal moéze byt preto ovplyvnena kombinaciou tychto faktorov,
vratane spominanych obmedzeni dvojrozmernej elektroforézy, ucinnost’ detergentov
alebo zvlastnych vlastnosti PLDal, ktoré ziskala posttranslaénymi modifikaciami.
Ukézalo sa, Ze Phostag technoldgia je vhodnad pre detekciu fosforylacie PLDal.
Abundancia fosforylovanej formy PLDal je vyraznejSia vo vzorkach ovplyvnenych
stresom zo sucha nez v kontrolnych vzorkach. Je zname, PLDal a PA zprostredkavaju
ABA-zavislu regulaciu otvarania a zatvarania prieduchov (Sang et al, 2001; Mishra et al,
2006). Nase vysledky naznacuju ze PLDal moZe byt v podmienkach sucha regulovana
aj fosforylaciou. To by znamenalo, Ze fosforylacia PLDal pozitivne pdsobi na pohyby
prieduchov pri strese zo sucha. Podobné poznatky boli zistené pomocou
fosfoproteomickej analyzy rastlin A. thaliana vystavenych suchu (Umezawa et al., 2007).
Zistili sme tiez, ze vo fosforylacii PLDal hrd vyznamni pozitivnu funkciu MPK3. Z
naSich vysledkov nie je mozné vyvodit zaver, Zze MPK3 priamo fosforyluje PLDal,
pretoze fosforylacia substratu si vyzaduje ich interakciu (Pitzschke et al., 2015).

Interakciu MPK3 s PLDal je preto nutné d’alej analyzovat.

Fyziologicky stav rastlin kultivovanych ex vitro naznacuje, ze mutanty pldal-1 a
pldal-2 su citlivejsie na stres zo sucha ako rastliny divého typu. Stres zo sucha sposobuje

zvySenie hladiny ABA v bunkach, ktord podporuje uzatvaranie prieduchov pre
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zabranenie Uniku vody z buniek. Mutanti pldal vykazuji vyssiu stratu vody ako divé
typy (Sang et al., 2001). Nase vysledky potvrdzuju zvysSent citlivost mutantnych rastlin
pldal-1 a pldal-2 na sucho, ¢o sa prejavuje skor§im vysychanim mutantnych rastlin ako

divé typy a skorSim odumieranim listového tkaniva.
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6 ZAVER

V predlozenej bakalarskej praci sme sa zaoberali problematikou detekcie
fosforylacie MPK3 a PLDal pomocou dvojrozmernej polyakrylamidove;j elektroforézy a
imunoblotovania. Dalej sme sa zaoberali, akd bude fosforylacia PLDal v mpk3-1
mutante, aki maji odolnost’ na stres zo sucha rastliny A. thaliana ekotyp Col-0 a
mutantné rastliny A. thaliana pldal-1 a pldal-2, pozorovanim fyziologického stavu

tychto rastlin.

Zistili sme, ze kombinacia dvojrozmernej polyakrylamidovej elektroforézy a
imunoblotovania je vhodna metdda na detekciu fosforylacie MPK3. Detekcia PLDal
pomocou tejto metody nebola v naSom pripade efektivna. Pre detekciu fosforylacie
PLDal je viac vhodna Phostag technologia. PLDal je fosforylovana v A. thaliana v
podmienkach sucha a tato fosforylacia je zavisla na expresii MPK3. Pozorovanie
fyziologického stavu rastlin kultivovanych ex vitro po ovplyvneni stresu zo sucha
ukazalo, ze mutantné rastliny A. thaliana pldal-1 a pldal-2 st citlivejsie na stres zo sucha

ako divé typy, Co sa prejavilo intenzivnejSim odumieranim listov.

Je mozné zaverom konstatovat, ze k detekcii fosforylacie treba pristupovat’ ku
kazdej bielkovine individudlne. Tiez sme dokazali zapojenie MAPK signalizacie v
regulécii fosforylacie PLDal, ¢o rozSiruje biotechnologické moznosti vyuzitia PLDal

pre zlepSovanie odolnosti rastlin vo¢i suchu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

CaMK
CDPK
CDK
GSK
CK
MAPKKK
MAPKK
MAPK
MPK3
ASK
GBF1
PTK
RTK
RLK
PPP
PPM
MKP1
MKP2
ABA
Csk
Src
ERK
STAT
ROS
SA
PAMP
OoxXiI1
PLDal
TEMED
IAA
DTT
FLIM
FRET
KLH
pRb
EZF1
DP1
CO
COP1
PVDF
APS
CH
IMAC
MOAC
PolyMAC

Proteinkinaz zavislé na vapenatych i6noch
Proteinkinazy zavislé na cykline

Kazeinové kindzy

Mitogénom aktivované proteinkindzy kinazy kinazy
Mitogénom aktivovane proteinkinazy kinazy
Mitogénom aktivované proteinkinazy
Mitogénom aktivovana proteinkindza 3
Arabidopsis SKP-1 homologue

G-box binding factor 1

Protein tyrozinkinazy

Receptorové tyrozinkinazy

Receptorové kindzy podobné receptorom
Fosfoproteinové fosfatazy

Proteinové fosfatdzy zavislé na mangane/horciku
MAP kinase phosphatase 1

MAP kinase phosphatase 2

kyselina abscisova

C-terminalna Src kinaza

Sarkém

Extracelullar-signal-regulated kinase

Signal transductor and activator of transcription
Reaktivne formy kyslika

Kyselina salicylova

Molekulové domény asociované s patogénmi
Oxidative signal — inducible 1

Fosfolipaza D alfa 1

Tetrametyléndiamin

Amid kyseliny jodooctove;j

Dithiotreitol

Fluorescence lifetime imaging microscopy
Fluorescence resonance energy transfer
Keyhole limpet hemocyanin

Retinoblastoma protein

Endothelial zinc finger protein

Dimerization partner 1

CONSTANS

Constitutive photomorphogenic 1
Polyvinilidin difluorid

Peroxodisiran aménny

Calponin homology

Imobilised metal afinity chromatography
Metal oxide afinity chromatography
Polymer-based metal ion afinity chromatography
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HILIC
SAX
SCX
MALDI-MS
ESI-MS
ICP-MS
NTF
FLS2
BAK1
MKS1
VIP1
VQP
SNC1
ACS6
NIA2
NR

PA
SOD
HEPES
MOPS
BFB

Hydrophilic interaction liquid chromatography
Strong anionic exchange

Strong cationic exchange

Matrix assisted laser desorption ionisation-mass spectrometry
Electrospray ionization-mass spectrometry
Inductively coupled plasma-mass spectrometry
Nuclear transfer factor

Flagellin sensing 2

BRI1-associated kinase

MAP kinase substrate 1

Vire-2 interacting protein 1

VQ-motif containing proteins

Supressor of nprl-1, CONSTITUTIVE 1

ACC synthase 6

Nitrate reductase 2

Nitrate reductase

kyselina fosfatidova

superoxid dismutaza
2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonova kyselina
3-(N-morfolino)-propan sulfonova kyselina
Bromfenolova modra
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