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ABSTRAKT

Modifikace proteinti ubiquitinem je jeden zregulacnich procesi v
eukaryotickych bunkach a rostliny pouzivaji tuto modifikaci pfi reakci na exogenni
a endogenni podnéty. Stale vice dikazli naznacuje, ze ubiquitin- proteasomovy systém
je kliovy prvek pii reakci na bioticky stres. Tato prace s nazvem Interakce rostlin
S patogenem: vyznam proteasomu a cytoskeletu popisuje tlohu proteasomu v rostlinné
signalizaci a stru¢né shrnuje interakce mezi cytoskeletem a patogenem a nastinuje roli
cytokininii pfi interakci rostliny s patogenem. V experimentalni casti byla pomoci
nekolika rozdilnych pfistupii sledovana signalizace proteasomu. Byla sledovéna rastova
odezva, vyuzita metoda pro identifikaci substrati proteasomu a analyzovany zmény
cytoskeletu pomoci konfokalni mikroskopie. Vysledky ukazuji, Ze pouzité metody

budou uzite¢né i pro studium interakcei rostlin s patogeny.

Klic¢ova slova: degradace proteint, ubiquitinace, cytokininy, hmotnostni spektrometrie,

konfokalni mikroskopie

ABSTRACT

Modification of substrate proteins by ubiquitin is one of the major regulatory
events in eukaryotic cells, and plants use this modification to react to exogenous and
endogenous cues. Mounting evidence indicates that the ubiquitin-proteasome system is
also a key component in response to biotic stressors. This thesis entitled "Plant-
pathogen interactions: The role of proteasome and cytoskeleton" reviews the role of
proteasome in plant signaling and briefly summarizes interactions between cytoskeleton
and pathogen and outlines the role of cytokinin in plant-pathogen interactions. In the
experimental part, proteasome-mediated signaling is probed using growth response
assay, identification of proteasome substrates and confocal microscopy of cytoskeleton
structures. The results present evidence that the employed methodology will be useful

for plant-pathogen interaction analyses.

Key words: protein degradation, ubiquitination, cytokinin, mass spectrometry, confocal

microscopy
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1. UVOD

Rostlina jako pfisedly organizmus se v piirodé neustile potyka s fadou
abiotickych a biotickych ciniteld. Na zaklad¢é zptsobu svého zivota rostlina vyvinula
celou fadu mechanizmu, kterymi Se snazi omezit ¢i zastavit virulenci patogena. Pii
vzajemném kontaktu mezi rostlinou a patogenem dochazi k procesum, které mohou byt
specifické nejen druhov¢, ale i lokalizaci a vyvojovym stadiem rostliny. Dle souc¢asnych
poznatkii rostlindm, na rozdil od savcii, chybi mobilni obrance bun¢k a somaticky
adaptabilni imunitni systém. Misto toho se spoléhaji na pfirozenou imunitu kazdé bunky
a na systémové signaly vychazejici z infikovanych mist. Schopnost aktivovat své
obranné mechanizmy je zavisla na tom, zda je rostlina schopna patogena rozpoznat.
Pokud se tak stane, dochazi kaktivaci lokalni obranné reakce, napftiklad
k hypersenzitivni reakci, a zpozdéni systémové reakce pisobicich na patogena. Dalsim
krokem muze byt vyvinuti systémové ziskané rezistence (SAR), ktera vede k rezistenci
Vv celé rostling. V poslednich letech se ukazuje, ze velmi vyznamnou roli v signalnich
drahach ma ubiquitin-proteasomovy systém (UPS). Zasahuje do kazdého kroku cyklu

patogent a naopak patogeny maji schopnost vyuzit tento systém k vlastnimu prospéchu.

Cytoskelet je vysoce dynamicky a univerzalni intracelularni systém slozeny
Z mikrotubulil, aktinovych mikrofilament a intermediarnich filament. Hraje vyznamnou
roli v mnoha aspektech rustu a vyvoje bun€k. Cytoskeletarni sit’ rostlinnych bunék
reaguje na vngjs$i podnéty zménami své organizace a prochdzi rozsahlou reorganizaci
v reakci na symbiotické i patogenni organizmy. V mnoha situacich mohou patogeny
vyvolavat depolymerizaci kortikalnich mikrotubulll a tim zvySovat nachylnost rostliny
k invazi. Vyuziti cytoskeletu patogenem je dobie prostudovano V ptipadé zivocisnych
virtl, které interaguji jak pfimo s mikrotubuly a mikrofilamenty, tak zprostfedkované
asociaci s molekuldrnimi motory, které ovliviiuji nitrobunéény transport. Podobné
mechanismy byly dokumentovany i u rostlinnych virG. Je ziejmé, ze remodelace
rostlinného cytoskeletu je snaha o strukturalni reakci na jiny organismus. Zmény v
organizaci cytoskeletu mohou také usnadnit signalizaci pfitomnosti symbiontt nebo

patogentl na povrchu rostlin.



Obr. 1: Zména organizace mikrotubulii v reakci na symbiotické (a, b) a patogenni (c, d,
e, f) organizmy (Hardham et al., 2013).

Tato prace méla nekolik cili. Jednim z nich bylo vypracovani literarni reserse,
ktera shrnuje aktualni poznatky Vv oblasti zapojeni ubiqutin-proteasomového systému
v interakci mezi rostlinou a patogenem. V experimentalni ¢asti byl sledovan ucéinek
inhibitoru proteasomu (MG-132) na dynamiku proteomu transgenni Arabidopsis
thaliana nesouci konstrukty, jejichz expresi je mozné modulovat endogenni hladinu
cytokinint. Dale byla testovana metoda pro zachyceni protein nesoucich ubiquitinaci
pomoci TUBE matrice. Posledni ¢asti bylo sledovani efektu inhibitoru proteasomu a

cytokininli na dynamiku cytoskeletu.



1.1 Struktura a funkce proteasomu

Proteasom je proteinovy komplex s proteolytickou aktivitou, ktery se nachazi
uvnitf vSech eukaryot, archei a né¢kterych bakterii. U eukaryot se nachazi uvnitf bunék
nebo v cytoplazmé. Jeho hlavni funkci je degradovat poSkozené ¢i nepotiebné
intracelularni proteiny. Degradace proteintl fizena proteasomem je dilezitd pro mnoho
procesti v buiice jako je bunécny cyklus, regulace genové exprese ¢i reakce na oxidaéni

stres (Lodish et al., 2004).

26S proteasom

Obr. 2: Zakladni strukturou 26S proteasomu. 26S proteasome je valcovity komplex o
velikosti 2 MDa, ktery se sklada ze dvou podjednotek a to z 208 centralni jednotky a 19S
regulacni jednotky. Cely komplex ma tvar valce slozeného z heptamerickych prstencii.
Centralni jednotka se sklada ze ctyr prstencii, jejichz dva vnéjsi prstence jsou slozeny ze
sedmi a podjednotek a dva vnitini ze sedmi 8 podjednotek. Prstence regulacni
podjednotky jsou navazany na o prstence centralni jednotky. Regulacni jednotka je
sloZena ze dvou casti a to z ,,baze* a ,,vika". Baze ma za ukol regulovat vstup do 20S
podjednotky a viko deubiquitinovat ubiquitinované proteiny pred vstupem do nitra

celého 268 proteasomu (Bedford, 2010, upraveno).

1.1.2 Degradace proteint ubiquitin-proteasomovou cestou

Ubiquitin-protesomova draha (UPS) je jedna z nejvice konzervovanych drah
slouzici k degradaci intracelularnich proteint v eukaryotickych bunikach. Proteiny, které
jsou degradovany na proteasomech jsou ubiquitinovany (ozna¢eny ubiquitinem), ale asi
20% vSech proteint, které jsou Stépeny na proteasomech, nemusi mit ubiquitinové
znaCeni (Baugh et al., 2009). Proces degradace proteinu ma nékolik krokt. Jedna se o

pfenos ubiquitinu na cilovy protein prostfednictvim tfistupniové enzymatické kaskady
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mezi E1, E2 a E3 enzymem. Tteti enzym zvany ubiquitin-ligaza E3 vytvafi finalni

spojeni ubiquitinu a proteinu, ktery je nasledné degradovan. (Pickart et al., 2004).

Aktivace Konjugace Ligace

@%@ £1 u@ £2 Subsua( ——— Substrat
Subs(ral

()

Deubiquitinace oo TR

@@@

Obr. 3: Proces degradace proteinu ubiquitin-proteasomovou cestou (prevzato z

http://www.formatherapeutics.com/, upraveno)

Burnka obsahuje velké mnozstvi potencidlnich substrati pro UPS systém a je tak
nutné zajistit jejich specifické rozpoznavani. To je zajiSténo charakterem ubiquitinové
kaskady, kdy pii kazdém nasledujicim kroku nariistd pocet enzymi UcCastnicich se
jednotlivych reakci (Komander et al., 2009). E3 ligaza predstavuje nejrozsifenéjsi a
nejrozmanitéj$i skupinu. Lidsky genom obsahuje ptiblizné¢ 600 genti E3 a modelova
rostlina Arabidopsis thaliana dokonce vice jak 1000 E3 ligaz. E3 ligazy jsou
multiproteinové komplexy rozdélujici se do nékolika skupin podle jejich primarni
sekvence aminokyselin, struktury, substratové specifity a modifikaci (Pickart et al.,
2011).

1.1.3 Proteasom a signalizace rostlinnych hormoni

Signalizace rostlinnych hormond je uzce spojena s ubiquitin-proteasomovou
drahou a to diky komplexu Skpl-Cullin-F-box zkracen¢ SCF (Ub ligaza E3), ktery
prebira funkci regulatoru v pozitivni nebo negativni genové expresi. Nazev je odvozen
od tfi podjednotek, ze kterych se komplex sklada: SKP1 (ASK), CUL1 (Cullin) a F-box.
Ctvrtou podjednotku tvoii RING prstencovy protein RBX1 (Zheng et al., 2002). Role
UPS je nejdetailngji prostudovana v signalizaci rostlinnych hormonti auxinu, giberelinu,

kyseliny jasmonové, kyseliny salicylové a ethylenu (Obr.3) ( Vierstra et al., 2009).
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Obr. 4: Ustredni role UPS v signalizaci fytohormonii. V signdlnich drahdch auxinu
figuruje komplex SCF™RL ktery slouzi jako E3 ubiquitin ligdza degradujici AUX/IAA.
SCFSYYCI®2 jo zodpovédny za ubiquitinaci a degradaci DELLA proteiny v piiitomnosti
giberelinii. SCFCO"' komplex zprostiedkovava degradaci JAZ proteinii v reakci na
jasmonyl isoleucin. SCFEBFVEBFZ  jomplexem jsou degradoviny EIN3 a EILI
V nepritomnosti ethylenu. SCF*MP ovliviiuje cytokininovou signalizaci regulovinim
degradace regulatorii odezvy typu B, SCFM™? se podili na signalizaci strigolaktonu a
CUL3NPRY fomplex se podili na signalizaci kyseliny salicylové. Signdlni draha kyseliny
abscisové pak zahrnuje celou Fadu E3 ligaz (Cerny, 2015).
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1.2. Interakce mezi rostlinou a patogenem

Prvni obrannou linii proti patogenim je epidermalni sténa builky, proto
naptiklad patogenni houby produkuji enzymy, které umoziuji proniknout kutinem pod
povrch burniky. Patogenni viry enzymy neprodukuji a mohou vstupovat do rostliny
pouze pres prirozené otvory, jako jsou stomata ¢i poranéni. Kdyz pak rostlina a patogen
pfichazeji do vzajemného kontaktu, vytvareji mezi sebou tésnou komunikaci
(Hammound-Kosack & Jones et al., 2000). Zdali rostlina aktivuje své obranné
mechanizmy je zavislé na schopnosti rozpoznat patogeny. Podle toho délime interakci
mezi rostlinou a patogenem na interakci kompatibilni, kdy neni patogen rostlinou
rozpoznan, mnozi se a $ifi volné v rostlin€, a na nekompatibilni interakci, kterd se dale
rozdéluje na tfi obecné piipady. Rostlina je hostitelska a rezistentni, rostlina je
nehostitelskd a patogen se na ni nemlze uchytit, a nakonec patogen je rostlinou
rozpoznan a rostlina spusti své obranné reakce v mist¢ napadeni (Buchanan et al.,
2000), jako je hypersenzitivni reakce, ktera spociva v akumulaci reaktivnich forem
kysliku, coz ma za nésledek naprogramovanou smrt rostlinnych bunék kolem mista

napadeni (Lamb et al., 1997).

1.2.1 Imunitni systém rostlin

Imunitni systém rostlin se skladd ze dvou vzajemné propojenych uUrovni
receptoru, jedné vngj$i a jedné uvnitf bunky, které maji za ukol snimat vetfelce,
reagovat na jeho vniknuti a poptipad¢ signalizovat zbytku rostliny a nékdy 1 sousednim
rostlindm jeho pfitomnost. Prvni stupen primarné tidi rozpoznavaci receptory umisténé
na povrchu bungk, které jsou aktivovany rozpoznanim evoluéné konzervovanych
molekul patogeni oznaCovanych jako ,Pathogen-associated molecular patterns®
(PAMP). PAMP jsou exogenni elicitory vyluCované patogeny, nebo jsou uvolilovany
plsobenim riznych hydrolytickych enzymi z jeho bunéénych stén (Jones a Dangl et al.,
2006). Po navazani elicitoru na receptor dojde ke spusténi signalni kaskady vedouci
k rezistentni reakci a spusténi bazalni obranné reakci PTI (PAMP-triggered immunity).
Mezi nejlépe popsané MAMPs se tadi chitin jakozto zakladni sloZzka bunécné st€ény hub

a flagelin, peptid utvarejici bicik fytopatogennich hub. (Sun et al., 2006).

Druhou ¢ast systému tvoti efektory vyvolana imunita ETI. Sklada se ze sady
receptortl, které maji schopnost rozpoznavat efektory, jeZ zablokuji rozpoznani PAMP.
ETI je aktivovana v pfitomnosti patogennich efektort, které jsou v nékterych piipadech

produkty genu avirulence (Avr), a je zavisldA na genech rezistence (R)
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zprostifedkovavajicich odolnost vic¢i patogenim. Aby mohla byt rostlina rezistentni,
musi byt gen rezistence komplementarni ke genu avirulence. Pokud gen rezistence neni
komplementarni ke genu avirulence, stava se rostlina nachylnou. VétSina gend
rezistence jsou intracelularni proteiny bohaté na leucin se schopnosti vazat nukleotidy
(NB-LRR) (Jones et al., 2006). NB-LRR jsou na rozdil od receptord rozpoznavajici
PAMP umistény piedev§im v cytosolu. Proteiny kodované geny rezistence neplisobi
piimo proti patogeniim, ale slouzi pouze jako receptory patogennich efektora, které po
jejich rozpoznani aktivuji imunitni systém (Bent et al., 2007). Jasné¢ demonstrujicim
pfikladem mechanizmu piekonani imunity vyvolané rozpoznavanim PAMP je
modelovy patosystém Arabidopsis thaliana — Psedomonas syringae pt. tomato. Tato
bakterie vnasi do rostlinné bunky efektor AvrPtoB, ktery dokaze ubiquitinem oznacit
kindzy vedouci signal od receptoru flagelinu a nasmérovat je k degradaci pomoci UPS

(Rosebrock et al., 2007).

Pouhé rozpoznani patogena rostlinu neochrani pfed infekci. Pfenos signdlu od
receptoru vede slozitym systémem signalnich drah, které slouzi k preprogramovani
transkriptomu. Kli¢ovou roli pfi pfenosu signalu hraji predevSim fytohormony a to
kyselina salicylova, ethylen, oxylipiny (kyselina jasmonova) a cytokininy. Jako ptiklad
lze uvést indukci kyseliny salicylové pfi napadeni biotrofnimi patogeny, kyseliny
jasmonové pii utoku nekrotrofnich patogeni a herbivori a interakci téchto drah

prostiednictvim signalizace ethylenu (Obr. 4) (Ma et al., 2016).
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Obr. 5: Schéma znazornujici propojeni signalizacnich drah fytohormonii v obrané proti
patogenum. Virulentni faktory produkované biotrofi jsou zvyraznény modre, virulentni
faktory nekrotrofii jsou zvyraznény cervené a faktory produkoviny obéma jsou
zvyraznény zelene. Nezndmé procesy a mechanizmy jSou zndzornény prerusovanou

carou (Ma, 2016).

1.2.3 Role ubiquitinu v interakci rostliny a patogena

Ochrana rostlin je zprostfedkovand nasazenim aktivnich obrannych
mechanizmi pfi interakci mezi rostlinou a patogenem (Jones et al., 2001). Kli¢ovou roli
ma 1 cilend degradace proteinu promoci proteasomu. Bylo popséno, Ze viry mohou
vyuzit UPS ke svému prospéchu, at’ se jedna o naruseni drah hostitele, nebo o regulaci
jednotlivych virovych proteinti, které vznikaji procesovanim ptivodniho polyproteinu
v ekvimolarnim mnozstvi. V soucasnosti neni znamo, zda jsou tyto interakce dulezité
kroky v zivotnich cyklech virQ, nebo zda se jedna o netispésny pokus hostitelské buriky
zabranit mnozeni viru (Dielen et al., 2010).

Nasledujici priklady ukazuji dilezitost indukované specifické E3 ligazy pro
kontrolu virové infekce. U BSCTV (Beet severe curly top virus) bylo zjisténo,
ze exprese C4 proteinu, hlavniho determinantu patogeneze ovliviwjiciho déleni bunék,
podporuje expresi RING typu E3 ligaizy RKP. RKP prostfednictvim degradace
inhibitort reguluje bunécény cyklus, takze C4 protein viru muze ptimo ovlivnit cyklus
hostitelskych bun€k a usnadnit jeji infekci (Lai et al., 2009). Stale ptibyva novych
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dukazi, ze rostlinné viry bézné pouzivaji strategii k uchvacovani hostitelské E3 ligazy

(Obr. 6).

cilovy protein SCF E3 ligaza
v rostliné komplex patogenu
VIPL .o (
i < VirF

? €= ASKI2 <€| GALAL->7 R. solanacearum
Fen . _._._._. _ R L
FLS2 < AvrPtoB

AMMIN === = - HopM1

pRB  <€-- SKP1 <& CLINK

\ AGOL €= ASK12 <€| PO

patogen vyuziva E3

E3 ligaza ligazu hostitele
rostliny

!

T it - RKP < -1- 4

Obr. 6: Priklady vyuziti Ubiquitin-proteasomového systému hostitele patogenem. Toto

schéma znazornuje propojent ubiqutin ligaz, jimiz miize patogen manipulovat ke svému
viastnimu prospéchu. FBNYV - Faba bean necrotic yellow virus; BWYV - Beet western
yellows virus; CABYV - Cucurbit aphid-borne yellow virus; BSCTV - Beet severe curly

top virus (Dielen, 2010, upraveno).

1.3 Cytokininy

Cytokininy jsou definovany jako rostlinné hormony, které¢ podporuji bunééné
déleni. Maji klicovou roli v regulaci ristového cyklu buiky, diferenciaci bun¢k a
mohou ovliviiovat celou fadu vyvojovych procesii, jako je vyvoj chloroplasti,
mobilizaci zivin, pferuseni dormance pupend a kli¢ivost semen (Sakakibara, 2006). Jsou
také regulatory imunitniho systému (Robert-Seilaniantz et al., 2007). Cytokininy jsou
N® derivaty adeninu lisici se od sebe konfiguraci postranniho fetézce. Zakladni dvé
skupiny cytokininti jsou isoprenoidni, které jsou zastoupeny zeatinem, dihydrozeatinem
a isopentenyladeninem, a aromatické, reprezentované napft. topoline a benzyladeninem

(Frébort et al., 2011).
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1.3.1 Biosyntéza a degradace cytokinin

Biosyntéza cytokinini probiha ptedev§im v meristému kofenti, odkud jsou
nasledné rozvadény do dalSich casti rostlin (Frébort et al. 2011). Prvnim krokem
Vv biosyntéze isoprenoidnich cytokininli je pfenos isopentenylu z dimethylallyldifosfatu
na N® pozici ADP/ATP za vzniku isopentenylribotidii enzymem isopentenyltranferdzou
(IPT). Vzniklé isopentenylribotidy jsou trans-hydroxylovany P450 monooxygenazou
CYP735A na trans-zeatinribotidy. K tvorbé cis-zeatin ribotidu dochazi isoprenylaci a
naslednou degradaci tRNA za katalyzy tRNA-isopentenyltransferazy. Dalsi pfeména
iIsopentenylribotidi je mozna defosforylaci a deribosylizaci prostfednictvim enzymu
LOG (cytokinin ribosid-5'-monofosfat fosforibohydrolasy), ktery pievadi inaktivni
formu cytokinini (nukleotidii na volné baze (aktivni forma) (Kurakawa et al., 2007).
Aktivni cytokinin miize byt inaktivovan konjugaci (napf. N- a O-glykosylaci), ¢i
degradaci pomoci enzymu cytokinin dehydrogenasy. Mechanizmus degradace spociva
v odétépovani N°-postranniho fetézce za vzniku adeninu a aldehydu. (Schmiilling et al.,

2003).

1.3.2 Signalizace cytokininu

Signalizace cytokinint je proces podobny dvoustupriové draze u bakterii a
kvasinek. Jedna se 0 kaskadovy pienos signalu z endoplasmatického retikula do jadra,
ktery zahrnuje opakovany pienos fosfatové skupiny mezi histidylovym a aspartylovym
zbytkem. Cely proces je zaloZen na nékolika po sobé jdoucich fosforylaci, které zacinaji
u cytokininového receptoru histidinové kinazy piedavajiciho fosforylaci na histidin
fosfotransferovy protein pies aparat. K dalsi fosforylaci dochazi pii translokaci
fosfotransférového proteinu do jadra pii predani informace regulatorim odpoveédi.
Poslednim krokem je transkriptomicka odpovéd’, ktera zaroven zahrnuje indukci

negativnich regulatori cytokininové signalizace (Argueso et al., 2009).
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Obr. 7: Schéma prenosu cytokininového signalu. D- zbytek kyseliny asparagové, H-
zbytek histidinu, P- fosfatova skupina, ER- endoplazmatické retikulum (EI-Showk,
2013, upraveno).

1.4. Cytokininy a imunitni systém rostlin

Cytokininy hraji dilezitou roli v modulaci rostlinné ptirozené imunity. Mohou
systémové vyvolat akumulaci fytoalexini a odolnost proti patogenu prostfednictvim
interakce se signdlni drahou kyseliny salicylové, ¢i pfimé indukce genli pro obranné
ucely. Mnohé mikroby, vétSinou rostlinné patogeny, vylucuji analogy cytokinini nebo
aktivuji produkci cytokinini Vv infikovanych ¢astech, coz vede k aberantnimu rdstu a

ztraté produktivity zemédé€lskych plodin. (Tsuda et al., 2009).

1.4.1 Cytokininy a fytopatogenni viry, bakterie a houby

Viry maji schopnost interferovat s endogenni hladinou rostlinnych hormont a
mohou tak vyvoléavat celou fadu symptom1, véetn¢ abnormalnich rastovych forem, jako
je napfiklad tvorba halek a obecné naruSovani pletiv nebo naruSeni fotosyntézy, jako
jsou chloroza nebo tvorba zelenych ostrovt (Choi et al., 2010). Fytopatogenni bakterie
bézné nesou geny pro syntézu cytokinini, které vnasi do bunck hostitele. NejlepSim
ptikladem je tvorba nadort na listech bakteriemi Agrobacterium tumefaciens, které¢ do

rostliny vnasi gen biosyntézy cytokinini isopentenyltransferazu (ipt) (Jameson et al.,
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2000). Podobné ipt geny byly nalezeny v jinych bakteriich stejného rodu (A. vitis, A.
rhizogenes), ale i v dalsich rostlinnych patogennich bakteriich (Frébort et al., 2011).
Naptiklad Rhodococcus fascians zodpovédny za listové choroby mnoha hostitelskych
druhti obsahuje ortolog ipt znamy jako fasl(Jameson et al., 2000). Tato bakterie
vylucuje Sest cytokininl, které synergicky piesméruji vyvojovy program vedouci
Kk proliferaci mladych vyhonkd pletiva, které se rozSifuji a bakterie je mohou
kolonizovat a zit v nich (Frébort et al., 2011).

Infekce fytopatogennimi houbami je Casto spojena se zpozdénym starnutim,
akumulaci zivin v infikovanych mistech a rGstovou malformaci, coz naznacuje
specifickou interakci s cyklem hostitelské buriky, fotosyntézou a transportem Zzivin. Je
znamo, ze fytopatogenni houby maji schopnost produkovat cytokininy (na rozdil od
nekrotickych hub). U hemibiotrofické aktinomycety R. fascians bylo prokazano, ze
stejné jako u nékterych bakterii ma funkéni ipt gen K produkci cytokininii. Mozné je i
nepiimé ovlivnéni metabolismu cytokininli. Infekce mulze manipulovat fyziologii

rostliny do t€¢ miry, ze rostlina uvolni své vlastni cytokininy (Jameson et al., 2000).

1.4.2 Cytokininy a byleZravy hmyz

Nejvice ziejmym ptikladem interakce rostlinného hmyzu a cytokininu je tvorba
listovych halek. Nejedna se vSak o obranny mechanizmus rostliny, ale o propracovanou
biochemickou manipulaci s hostitelem. Listové halky jsou vyristky na povrchu rostlin,
kter¢ jsou Casto extravagantné¢ tvarované a zbarvené, naznacuji hluboké
preprogramovani vyvojového procesu rostlin, které je zptisobeno raznymi druhy hmyzu.
Na vzniku se podileji nejen indukované cytokininové signaly, ale také dalsi rostlinné
hormony. Dals$im ptikladem jsou tzv. zelené ostrovy, vznikajici po napadeni hmyzem
zivicim se listovym parenchymem. Tyto ostrovy jsou nejvice patrné na podzim, kdy
dochazi ke ztrat¢ chlorofylu s vyjimkou zminénych zelenych ostrovi, které si
zachovavaji zelenou barvu az do 1éta, a s tim je spojeno i ovlivnéni transportu Zivin.
Paraziticky hmyz tak muze ziskat n&jaky cas navic k pokracovani svého vyvojového

cyklu (Walter et al., 2008).
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Obr. 8: Uloha cytokininii pii interakci mezi rostlinou a patogenem (Giron, 2013,
upraveno. (1) Cytokininy se podileji na indukci obrany proti hmyzim Skiudcim; (2)
mohou menit alokaci Zzivin, coz md primy a neprimy dopad na celou komunitu
bylozravého hmyzu a patogenii; (3) cytokininy lze také narusit obranné mechanizmy

rostliny, indukovat specificke rostliné struktury, které mohou slouzit jako ukryt.

1.5 Proteomika

Pojmy ,,proteom® ¢i ,,proteomika” poprvé pouzil v roce 1994 Marc Wilkins.
Proteom je definovany jako soubor veskerych proteini kddujici genomem organizmu.
Proteomika je védni obor, ktery se zabyva studiem proteinti — jejich vlastnosti,
strukturou a funkci. Cilem proteomiky je obsahnout vSechny proteiny, které se nachazi
v organizmu v prib&hu jeho Zivota. Proteom je dynamicky a bude odrazet bezprostiedni
okoli, ve kterém se studovany organismus nachéazi. V reakci na vné&jsi a vnitini podnéty
se proteiny mohou syntetizovat, degradovat, modifikovat posttranslaéni modifikaci,

nebo naptiklad transportovat jak v rdmci bunky, tak i do extracelularniho prostoru
(Zhang et al., 2013).
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1. 5. 1 Priprava rostlinného proteinového vzorku

Jednou z nejvyznamnéjSich procedur proteinové analyzy je nalezita priprava
vzorku. Ta ve vét§in¢ pfipadl zahrnuje homogenizaci a extrakci. NejbéznéjSim
postupem je rozdrceni materidlu v tfeci misce spolecné s tekutym dusikem, ktery uc¢inné
zamezuje enzymatické pochody. Dalsim krokem je zpravidla extrakce proteini, béhem
které je nutné co nejlépe oddélit proteiny od balastnich latek, a ktera zpravidla probiha
za snizeni teploty. Existuji dva zakladni zpisoby extrakce proteind, prvni z nich je
piima extrakce, kdy se protein ziskava z homogenizovaného materialu srazenim.
Ptikladem je TCA/acetonova extrakce, kdy jsou ve vzniklém kyselém a hydrofobnim
prostiedi proteiny denaturovany. Druhym zplisobem je rozpusténi homogenizovaného

materialu v lyzaénim pufru a nasledna frakcionace (Stejskal et al., 2010).

1.5.3 Metody frakcionace

Metodou frakcionace ziskdme jednodussi smés proteint/peptidit s podobnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Podle typu experimentu mizeme provést
frakcionaci intaktnich proteinii nebo peptidit vzniklych $t€penim. V dnes$ni dobé¢ jsou
pfednostné vyuzivany pokrocilej§i metody elektromigracni a chromatografické. K
nejcastéji pouzivané separacni metod¢ patii kapalinova chromatografie (LC). Podstatou
chromatografie je distribuce smési mezi mobilni fazi a stacionarni fazi. Kapalinova
chromatografie pouziva kapalinu jako mobilni fazi a stacionarni fazi ve formé Castic

umisténych zpravidla v kolon¢ (Stejskal et al., 2010).

1.5.5 Identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd rozd€luje ionty na
zékladé¢ pomeéru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). Analyzovany mohou byt kladné€ 1
zédporn¢ nabité ionty, které jsou po separaci detekovany. Vysledkem je hmotnostni
spektrum znazornujici zavislost intenzity signalu na m/z. Zakladni ¢asti MS je iontovy
zdroj, ktery pfevadi neutralni molekuly analytu na nabité ¢astice, hmotnostni analyzator
slouzici k rozdéleni iontd v plynné fazi na zakladé m/z a detektor, ktery detekuje ionty
po jejich rozdéleni a zaznamena jejich relativni intenzitu. V soucasnosti se vyuzivaji
dvé zékladni techniky pro ionizaci vzorku biomolekul. Ionizace elektrosprejem (ESI)
ionizuje analyty v kapalné fazi za atmosférického tlaku a proto je propojena

s kapalinovymi separa¢nimi technikami. U druhé techniky je zakladem laserova
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desorpce/ionizace za pomoci matrice (MALDI) a analyt je pfeveden do plynné faze
rychlym odpafovanim piisobenim kratkym laserovym pulsem (Friedecky a Lemr et al.,
2012).

Iontovy .:.

zdroj

Obr. 9: Schéma zéakladnich komponentli hmotnostniho spektrometru
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2. MATERIAL A METODIKA

2.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Pro studium vlivu inhibice proteasomu na morfologii semenacku jsme pouzili
rostliny Arabidopsis thaliana L. ekotyp Col-0 a transgenni rostliny Arabidopsis thaliana
L. nesouci transgen CaMV35S>GR>ipt a CaMV35S>GR>HvCKX2 na pozadi Col-0 kde
1ze pomoci dexametozon(DEX)-inducibilniho systému aktivovat expresi genu ipt ¢i
enzymu cytokinin oxidazy/dehydrogenazy CKX2 a tim ovlivnit endogenni hladinu
cytokininti. Pro testovani vlivu inhibitoru proteasomu a trans-zeatinu na dynamiku
cytoskeletu jsme pouzili transgenni rostliny Arabidopsis thaliana L. v pozadi ekotypu
Col-0 spoleéné s kontrolou fluorescence GFP u tubulin znacenych linii 35S::MAP4-
GFP, 35S::TUA5-GFP, 35S::TUAG6-GFP pro vizualizaci mikrotubuli. Seminka pro
analyzu poskytl Mgr. Jan Skaldk. Semena rostlin jsme nejprve povrchové sterilizovali
v 75% ethanolu po dobu 5-7 minut. Vysterilizovana semena jsme vyseli ve sterilnim
prostiedi flow-boxu na zivném Murashige a Skoogova media s 1,2 % agarem, jehoz pH
jsme upravili na 7,8 pomoci 1 M KOH. Misky s vysetymi semeny jsme po dobu tii dnt
stratifikovali v lednici pfi teploté¢ 3-4 °C a nasledné kultivovali 7-14 dni pfi intenzité
svétla 90 pmol.m2.s™ a rezimu dlouhého dne (16/8) pii 21°C (den) a 19°C (noc) (box
Percival AR-36L).

2.2 Extrakce ubiquitinovanych proteinii

Vzorky kli¢nich rostlin A. thaliana jsme homogenizovali v tekutém dusiku a
zhruba 100 mg homogenitu jsme extrahovali pomoci 1 ml vychlazeného lyza¢niho
pufru (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, 1% NP-4¢é, 10% glycerol, pH
7,5) s piidavkem inhibitort proteas (Sigma-Aldrich) a deubiquitinas (1 mM fenantrolin,
Cayman chemicals). Nasledné jsme vzorky centrifuguvali (14,000xg, 10 min, 4°C).
Mikrozkumavky se vzorky jsme inkubovali pii teplot¢ 4 °C po dobu 30 minut
(Thermomixer, 600 RPM). Nasledné jsme znovu centrifugovali vzorky, supernatan
jsme piesunuli do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky s pfipravenym afinitnim nosi¢em
TUBE (Agarose-TUBEL). Vzorek jsme nechali inkubovat po dobu 1 hodiny pfi teploté
4 °C, poté znovu centrifugovali (2000xg, 4 °C, 5 min) a ziskany pelet jsme promyli
TBS (20mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween-20) resolubilizovan a inkubovan 60
min pii 4 °C veluénim pufru (0,2 M glycin, pH 2,5). Nasledn¢ jsme vzorek
centrifugovali po dobu 5 minut a supernatan jsme odebrali, roziedili roztokem 2 M

mocoviny s hydrogenuhli¢itanem amonnym a po orientacnim stanoveni koncentrace
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proteini (metoda dle Bradfordové) jsme §tépili trypsinem pii 25 °C ptes noc (Promega,

10 pl suspenze trypsinu na 500 pg proteinu).

2.3 Odsoleni a priiprava vzorku pro LC-MS analyzu

Vzorky jsme odsolili za vyuziti Cig SPEC desti¢ky. V prvnim kroku jsme
promyli desticky (2x 400 ul methanolu, 4x 400 ul H20). Nasledné jsme nanesli vzorky
a promyli (4x 400 ul H20). Vzorky jsme eluovali pomoci 400 pl metanolu a nechali
jsme je odpatit v SpeedVac koncentratoru (Thermo). V poslednim kroku pied LC-MS
analyzou jsme vzorky rozpustili ve vodném roztoku obsahujici 0,1% kyseliny mravenci

a 5% acetonitril.

2.4 LC-MS/MS analyza a vyhodnoceni dat

Vzorky jsme analyzovali pomoci C18 reverzni chromatografie (Ascentis
Express Column, Sigma-Aldrich), ktera je napojena na nanoESI zdroj CaptiveSpray
(Bruker) a UHR maXis impact q-TOF hmotnostni spektrometr (Bruker). Nalezena
spektra jsme extrahovali a interpretovali (Mascot 2.4.0) proti databazi proteint
Arabidopsis thaliana (TAIR 10). Ziskana data jsme nasledné vyhodnotili v programu
String 9.1 (htttp://string-db.org/), kde jsme ziskali mapu protein-proteinovych interakei.

2.5 Priprava vzorki pro konfokalni mikroskopie

Pro konfokalni mikroskopii jsme pouzili 7 dni staré rostliny, které jsme po dobu
30 min inkubovali v tekutém mediu obohaceném o (a) 20 uM cytokinin, (b) 50 uM
MG-132 (c) DMSO (kontrola). Rostliny jsme nasledné fixovali v 1 ml PFA a 4 ml %
MTSB o dobu 1 hodiny. Nésledné jsme je promyli ve 4 ml %2 MTSB po dobu 10 minut a
2x ve 4 ml PBS po dobu 10 minut. Rostliny jsme poté pienesli na sklicko,
zakonzervovali v 90 % glycerolu v TRIS pufru spolecné s "Prolong Antifade Reagent”
od firmy Thermo Fisher. Kryci sklicko jsme pfetieli lakem na nehty. Sklicka jsme

nasledn¢ uchovali ve tmé v lednici pii 4°C.

2.6 Konfokalni mikroskopie

Pro sledovéni vlivu inhibice proteasomu na dynamiku cytoskeletu jsme pouzili
konfokalni mikroskop Zeiss LSM 710 s nastavenym olejovym imerznim objektivem
63X NA 1.2 a argonovym laserem emitujici svétlo s vVlnovou délkou 488 nm. Obrazky

jsme ulozili ve formatu CZI a upravili v programu ZEN lite 2011.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva studiem UPS a metodou analyzy
dynamiky cytoskeletu. UPS je vyznamny hra¢ pii interakci mezi rostlinou a patogenem,
ale 1 kdyz jsou zdkladni mechanismy smérovani proteinii k degradaci jiz objasnény,
zustdvd mnoho nezodpovézenych otdzek. V prvni Casti této prace byla sledovana
interakce mezi signalni drdhou hormonu cytokininu a UPS za vyuziti zakladni
fyziologické analyzy (sledovani elongace hlavniho kotene). Dale byly hledany
potencidlni cile UPS pomoci proteomické analyzy. Posledni Cast prace vyuziva
konfokalni mikroskopii pro sledovani dynamiky cytoskeletu a opét sleduje efekt
cytokininu a naruSeni UPS. I kdyZ nebyl pro tyto pfevazné testovaci experimenty vyuZit
zadny infikovany rostlinny materidl, Ize uvedené postupy obecné uplatnit pro analyzu

interakci mezi rostlinou a patogenem.

3.1 Pozorovani vlivu inhibitoru proteasomu na morfometrické parametry
semenacki Arabidopsis thaliana

Jednim z cili prace bylo sledovani ucinku inhibice UPS na modelovych
organizmech s rozdilnou hladinou endogennich cytokinind. Jako rostlinny material jsme
pouzili transgenni Arabidopsis thaliana nesouci konstrukt CaMV35S>GR>HVCKX2 a
CaMV35S>GR>ipt jejichz expresi miizeme modulovat endogenni hladinu cytokinind. U
transgennich rostlin CaMV35S>GR>HvVCKX2 se snizena hladina cytokininli projevuje
rychlej$im rtstem hlavniho kofene. Naopak u linie CaMV35S>GR>ipt se projevuje
zvySend hladina cytokinini pomalejSim rGstem hlavniho kofene. Pro sledovani u¢inka
inhibice UPS byla zvolena Skala koncentrace inhibitoru proteasomu MG-132, diky

némuz lze zastavit degradaci ubiquitinem znac¢enych proteind.

3.1.1 Pozorovani vlivu inhibitoru proteasomu na morfologické parametry u linie
CaMV35S>GR>HVCKX2 a CaMV35S>GR>ipt

Pro sledovani uc¢inku inhibitoru proteasomu MG-132  spolecné
s dexametazonem na rast hlavniho kofene jsme zvolili koncentra¢ni Skalu u
dexametazonu (10-100 nM) a MG-132 (0, 1 a 10 uM). Rostliny byly analyzovany po 7
a 14 dnech (Obr. 10, 11). U obou linii se po samotné aplikaci MG-132 zkratil hlavni
kofen o 25-30 %. ZvySeni hladiny cytokininu (linie ipt, Obr. 10) vedlo k vyznamnému
zkraceni kofene a pfitomnost inhibitoru to jesté¢ prohlubovala. Obdobné vysledky byly

pozorovany i po dvou tydnech kultivace.
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Délka hlavniho kofene CaMV35S>GR>ipt
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Obr. 10: Vliv inhibice proteasomu na elongaci korene 7 dennich rostlin linie se
zvySenou hladinou cytokininii. Reprezentativni fotografie klicnich rostlin a graf

prumérnych hodnot spolu se smérodatnou odchylkou.
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Obr. 11: Vliv inhibice proteasomu na elongaci korene I4dennich rostlin linie se

zvySenou hladinou cytokininii. Reprezentativni fotografie 14 dnu starych rostlin.

Transgenni linie se sniZzenou hladinou cytokinint (Obr. 12) ma delSi hlavni
kotfen. Aplikace niz§i koncentrace inhibitoru proteasomu MG-132 se na délce hlavniho
kotene pti aktivaci DEX-inducibilniho systému viibec neprojevila a u zvySené
koncentrace 10 uM MG-132 byl efekt potlac¢en. I zde bylo hodnoceni provedeno po 7 a
14 dnech s podobnym vysledkem. Na zakladé¢ téchto vysledki mizeme piedpokladat, ze
negativni efekt MG-132 na elongaci hlavniho kofene je zprostfedkovan cytokininy a

FKMD

pravdépodobné v ni hraje roli SC a stabilizace pozitivnich regulatori odpovédi

ARR-B.
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Obr. 12: Vliv inhibice proteasomu na elongaci korene 7dennich rostlin linie se
snizenou hladinou cytokininu. Reprezentativni fotografie klicnich rostlin a graf

pramérnych hodnot spolu se smerodatnou odchylkou.
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Obr. 13: Vliv inhibice proteasomu na elongaci korene 14 dennich rostlin linie se

snizenou hladinou cytokininii. Reprezentativni fotografie 14 dnii starych rostlin.
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3.2 Zachyceni a identifikace ubiquitinovanych proteinii pomoci TUBE matrice

Proteasom hraje vyznamnou roli v Signalizaci a ma dulezity vyznam pro
interakci rostliny s patogenem (viz kapitola 1.2.3). Klicové jsou vSak samotné proteiny,
jejichz mnozstvi proteasom reguluje. Posttranslaéni modifikace ubiquitinem je jednim z
nejdulezitéjSich mechanismit v regulaci stability a funkce proteind. Samotna
charakterizace ubiquitinovanych proteini neni snadna. Nejen Ze v piipad€ ubiquitinace
vedouci k degradaci modifikovany protein rychle mizi, ale v buiice je navic pfitomna i
fada deubiquitinas, které navazany fetézec uvoliuji. Jako jedno z moznych feSeni se
nabizi nedavno vyvinutd technologie, kterd vyuziva pro zachyceni ubiquitin-vazajici
domény. Tyto proteiny jsou pfirozenou soucasti bunky a jsou vyuzivany k rozpoznani
ubiquitinového fetézce. Pro zvyseni efektivity jsou tyto domény fetézeny a tvoii tzv.
TUBE (tandem ubiquitin binding entities). Dle dostupnych informaci TUBE nejen
zachyti polyubiquitinovany protein, ale zaroven chrani modifikaci pted aktivitou
deubiquitinas. Zde bylo testovano vyuzito TUBEI, ktera ma vyssi afinitu pro fetézce

vazané pies lysin v pozici 63 (Parker et al., 2010).

Testovaci vzorek byl pifipraven ze 7 dnu starych kli¢nich rostlin Arabidopsis
thaliana dle instrukci dodavatele afinitni matrice TUBE (viz Matrial a metody).
Zachycené proteiny jsme Stépili trypsinem a separovali pomoci CI18  reverzni
chromatografie a analyzovali hmotnostnim spektrometrem qTOF maXis Imapact
(Bruker). Ziskana data jsme vyhodnotili v softwaru ProteinScape 3.1 s vyuzitim
vyhledavaciho algoritmu Mascot (verze 2.4) a nasledného zpracovani dat na zakladé 1%
FDR (false discovery rate). Z tii nezavislych méteni jsme identifikovali celkem 136
proteind. Jako jediny protein s detekovanou pfitomnosti modifikace ubiquitinem a

lokalizovanou pozici byl samotny ubiquitin (Ubiquitin 4, AT5G20620.1; Obr. 14).
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Obr. 14: Reprezentativni spektrum nalezeného peptidu nesouciho ubiquitinaci

(LIFAGKQLEDGR)

3.2.1 Funkce proteinti zachycenych pomoci TUBEI1 purifikace

U vétSiny identifikovanych proteini nebyla prokadzéna pfitomnost
ubiquitinace. I kdyz nemiizeme vyloucit, ze nékteré proteiny jsou k nosi¢i TUBE
nespecificky navazané, samotna absence ubiquitinovanych peptidi v analyze neni
prekvapiva. Pokryti sekvence vétsiny identifikovanych proteind je pomérné nizké (9,5
%), coz samo snizuje pravdépodobnost uspésného zachyceni modifikovaného peptidu.
Déle vazba ubiquitinu sniZuje detekovatelnost peptidi v tryptickém digestu, protoze se
vaze na misté, kde dochazi k Stépeni trypsinem (K), coZ miize vést k vynechani
St€épného mista a tvorbé pfili§ dlouhého peptidového Stépu. Navic navazany zbytek
ubiquitinu (vétSinou diglycin GG, ale muze byt i LRGG) vede v MS/MS spektru
k tvorbé vedlejSich iontovych sérii, coz opét snizuje celkovou intenzitu fragmentd a
snizuje Sanci na uspeSné detekovani. V neposledni fadé je také mozné, ze samotny
identifikovany protein ubiquitinaci nenesl, ale Ze byl vradmci protein-proteinové
interakce navazan k jinému ubiquitinovanému proteinu. Jelikoz je analyza protein-
proteinovych interakci in silico i velmi jednoduchym nastrojem k zakladni interpretaci
dat, analyzovali jsme vSechny identifikované proteiny timto zpiisobem pomoci néstroje

String (http://string-db.org/) (Obr. 15). V ramci této analyzy jsme pak dale vizualizovali

vyznamné reprezentované metabolické drahy (funkce Kegg pathways). Cast proteint
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http://string-db.org/

Vv interak¢ni siti pak bylo mozné zaradit do procesii jako je fotosyntéza, metabolizmus
uhliku nebo identifikovat jako soucasti proteasomu a ribozomu (Obr. 15). Mimo to bylo
nalezeno také nékolik enzymd, které jsou zapojeny do obrany rostlin proti patogentim.
Funkce jednotlivych proteinil byly zjistény z databaze Uniprot
(http://www.uniprot.org/) a TAIR (http://www.arabidopsis.org/).

A R
—scisiin]

W

@ATSGSW ]

Obr. 15: Mapa protein-proteinovych interakci. Vytvoreno pomoci programu String 9.1

(http://string-db.org/). Jednotlivé zvyraznéné kategorie reprezentuji  vyznamné

zastoupené procesy. Cervené ohraniceni zndzoriuje proteiny zapojené do fotosyntézy,
Zluté zndzornuje proteiny zapojené do uhlikového metabolizmu, modré proteiny, které

Jsou soucasti ribozomii a zelené proteiny, které jsou soucasti proteasomu.
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3.2.1.1 Proteiny fotosyntézy a metabolismu uhliku

Celkem 18 zidentifikovanych proteini jsou enzymy a komponenty
fotosyntézy, 7 dalSich pak proteiny podilejici se obecné na metabolismu uhliku. I kdyz
na zaklad¢ naseho experimentu nemizeme hledat pfimou spojitost s interakci rostlina-
patogen, jsou tyto proteiny nalezené ve frakci obohacené na ubiquitinované proteiny
zapojené do procesu, ktery v patogenezi hraje vyznamnou roli. Jiz dlouhou dobu jsou
znamé ucCinky virové infekce na fotosyntézu a uhlikovy metabolizmus. V piipadé
obranné reakce a hypersensitivni odpovédi je to spojeno s cilenou tvorbou radikalt a
naslednym vznikem chlor6éz. Odlisny efekt je pozorovan, pokud je interakce host-
patogen kompatibilni. V takovém piipadé vir zneuzije metabolismu hostitele a ovlivni
smér metaboliti tak, aby to vyhovovalo jeho potfebam. V ramci studii protein-
proteinovych interakci byly v minulosti identifikovany komplexy fotosyntetickych
proteint s virovymi ¢asticemi, coz je dikazem, ze virové proteiny mohou sami o sobé
regulovat fotosyntézu, at’ ptfimo, nebo jako soucast interagujicich proteini (Alexander et

al., 2015).

3.2.1.2 Vybrané proteiny se znamou funkci v interakci mezi rostlinou a patogenem

Pomoci funkce GO Biological Processes jsme nalezli 12 proteind, které jsou
nebo mohou byt zapojeny do obrany rostlin proti patogenim. Jednim znich je
elongacni faktor Tu zkracené¢ EF-Tu (Obr. 15), jehoZ ortology maji schopnost vyvolat
vrozenou imunitu a vyvolat rezistenci vu¢i patogennim bakteriim. Také mohou mit
funkci v toleranci rostlin vii¢i vysokym/nizkym teplotam, zasoleni, nedostatku vody a
znecisténi. EF-TU muze nahradit EF-1a v procesu degradaci N-terminalné blokovanych
proteint v proteasomu 26S (Kunze et al., 2004)

Dal§imi proteiny zapojenymi do imunitni odpovédi jsou glykolat oxidasy
(GOX3 a GOX1), lokalizované v peroxizomech. Podileji na lokalni obranné reakci
prostfednictvim produkce H202 (Rojas et al., 2012). DalSim identifikovanym proteinem
je Heat shock 70kDa protein 1, ktery dle anotaci miiZze byt soucasti mediatorového
komplexu, koaktivatoru zapojené¢ho do regulované transkripce vSech gent zavislych na
RNA polymeraze II. Proteiny teplotniho Soku funguji nejen jako molekuldrni
chaperony, ale experimenty ukazuji, ze jsou zapojeny i do signalnich drah (Timperio et
al., 2008).

Zbylych nalezenych 8 proteint je podle funkce GO Biological Proceses zapojeno do

obrany rostlin proti virim, bakteriim, houbam a jinym patogeniim, ale dosud neni
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znamy mechanizmus jejich zapojeni do obrany rostlin. Mezi nalezené proteiny patii
proteiny zapojené do fotosyntézy a to PS II kyslik vyvijejici komplex 1, fotosynteticky
ET (electron transfer) protein C a RuBisCo aktivaza. Byl také identifikovan protein
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza, ktery je kliCovym enzymem metabolismu
sacharidi  zajistujici pfeménu  glyceraldehyd-3-fosfatu na  kyselinu  1,3-
bisfosfoglycerovou. Déle byly nalezeny dva proteiny 20S proteasomova podjednotka
beta-6 a 26S proteasomova regula¢ni podjednotka N1, které jsou soucasti proteasomu.
Identifikovan byl i protein karboxyl anhydrydaza (CAS), ktera patii do skupiny
enzymu, které katalyzuji konverzi oxidu uhli¢ittho a vody na hydrogenuhli¢itan a
protony a podili se tak na celé fadé fyziologickych a patologickych procesii (Badger et
al., 1994). Posledni z této kategorie je ribozomalni protein L12, ktery ve spojeni s rRNA

tvoti ribozomdlni podjednotku (Rodnina et al., 2011).

3.3 Sledovani dynamiky cytoskeletu vreakci na cytokinin a po oSetfeni
inhibitorem proteasomu

Mikrotubuly ovlivituji morfogenezi tim, ze tvoii rizné geometrické struktury
Vv buiice, které nasledn€ ovlivni tvar a dal$i vyvoj bunky. Pro vizualizaci téchto struktur
byla v minulosti pfipravena fada transgennich organizmt nesouci fizni gen tubulinu
S fluorescenénim proteinem. V této praci byly pouzity konstrukty se zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP). Zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) medizy
Aequorea victoria. Tento protein se sklada z 238 aminokyselin s molekulovou
hmotnosti pfiblizn¢ 27 kDa a pii excitaci paprskem svétla o vinové délce 488 nm

emituje signal s absorpénim maximem pti ZZ nm (Haseloff et al., 1995).

Pro sledovani vlivu inhibice proteasomu a trans-zeatinu na dynamiku
cytoskeletu jsme se rozhodli pouzit tfi transgenni linie v modelovém organizmu
Arabidopsis thaliana v pozadi ekotypu Col-0. Pro sledovan GFP signalu jsme provedli
vysev rostlin in vitro spolecné s kontrolou fluorescence GFP u tubulin znac¢enych linii

35S::MA4-GFP, 35S::TUA5-GFP, 35S::TUAG-GFP pro vizualizaci mikrotubult.

3.3.2 Sledovani vlivu inhibice proteasomu na dynamiku cytoskeletu
7denni kli¢ni rostliny GFP-TUAG6 jsme nechali po dobu 30 minut inkubovat
bud s 20 uM roztokem cytokininu, nebo 50 uM MGI132 (viz Material a metody).

Rostlinky jsme poté zafixovali a sledovali signal TUA6 v kofeni pomoci konfokalni
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mikroskopie spolecné s kontrolnim vzorkem (piidavek DMSO) (Obr. 16). Morfologie
rostliny je do znacné miry zavisla na tvaru jednotlivych bunck a ten zase ptimo souvisi
s usporadanim cytoskeletu. Cytokininova signalizace zpisobuje zmény v koienové
architektuie, moduluje riist a vyvoj kofene. Pii porovnani s kontrolnim vzorkem je jasné
patrné, ze aplikace trans-zeatinu vedla k zméné orientace kortikdlnich mikrotubulii
Sikmo ke sméru osy rustu v epidermalnich bunikach kofene (Obr. 14). To mize byt
soucasti procesu, ktery vede k zpomaleni rGstu kofene vlivem zvysSené hladiny trans-
zeatinu nebo obecné cytokinini (viz experimenty popsané v 3.1). V piipadé inhibice
26S proteasomu inhibitorem proteasomu MG-132 je znamo, ze zpusobuje dezorganizaci

mikrotubuld (Sheng et al., 2006), coz se potvrdilo i v naSem experimentu (Obr. 16).

Kontrola trans-zeatin MG-132

Obr. 16: Analyza zmén struktury mikrotubulii pomoci konfokalni mikroskopie. Snimky
korene GFP-TUAG6 linie vystaveného ucinku cytokinini (20uM trans-zeatin) a
inhibitoru proteasomu (50uM MG-132). Smér pozorované zmény v orientaci

Mikrotubulii je zvyraznéna sipkou.
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4. ZAVER

Bakalarska prace byla zaméfena na zkoumdéni ubiquitin-proteasomového
systému jako nedilné soucasti imunitniho systému rostlin 1 jako prostiedku k Gispésné
virulenci rostliny patogenem. UPS je dilezity pro celou fadu signalnich drah
fytohormontli a Ize ocekavat, Ze inhibice tohoto systému bude pro rostlinu velice
stresujici. Proteasomem zprostiedkovand degradace ma mimo jiné 1 tlohu
V cytokininové signalizaci. Rust kofent je zpomaleny v reakci na inhibitor proteasomu
MG-132 a z nasich vysledki vyplyva, Ze tento proces zavisi na pfitomnosti cytokininu.
Aby bylo mozné Iépe odhalit roli UPS, je tfeba znat substraty, které jsou
ubiquitinovany. Proto byla vradmci této price testovina metoda izolace
ubiquitinovanych proteini pomoci TUBE matrice. Celkové bylo identifikovdno 136
proteint, ale u vétSiny nebylo mozné potvrdit pfitomnost ubiquitinace ptimo z MS/MS
spekter. Presto nasledna analyza moznych funkci téchto proteini napovida, Ze jsou
s UPS uzce provazany. Metoda TUBE bude vyzadovat dalsi optimalizace, aby byla pln¢
vyuZzitelnd s rostlinnym materidlem. Jako findlni experiment této prace byl porovnan
ucinek cytokininu a inhibitoru proteasomu na uspotadani mikrotubult. I kdyz obé¢ latky

vedou k naruseni struktury, analyza neukazala zadnou pfimou souvislost.

35



5. POUZITA LITERATURA

1.

10.

11.

Argueso, C. T., Ferreira, F. J., & Kieber, J. J., 2009: Environmental perception
avenues: the interaction of cytokinin and environmental response pathways.
Plant, cell & environment, 32(9): 1147-1160.

Badger, M. R., & Price, G. D., 1994: The role of carbonic anhydrase in
photosynthesis. Annual review of plant biology, 45(1): 369-392.

Baugh, J. M., Viktorova, E. G., & Pilipenko, E. V., 2009: Proteasomes can
degrade a significant proportion of cellular proteins independent of
ubiquitination. Journal of molecular biology, 386(3):814-827.

Bedford, L., Paine, S., Sheppard, P. W., Mayer, R. J., & Roelofs, J., 2010:
Assembly, structure, and function of the 26S proteasome. Trends in cell
biology, 20(7): 391-401.

Bent, A. F., & Mackey, D., 2007: Elicitors, effectors, and R genes: the new
paradigm and a lifetime supply of questions. Annu. Rev. Phytopathol., 45:399-
436.

Buchanan, B. B., Gruissem, W., Vickers, K., & Jones, R. L., 2015:
Biochemistry and molecular biology of plants. John Wiley & Sons,1264s.

Cerny, M., Novak, J., Habanova, H., Cerna, H., & Brzobohaty, B., 2016: Role
of the proteome in phytohormonal signaling. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Proteins and Proteomics. V tisku, doi:10.1016/j.bbapap.2015.12.008.

Dielen, A. S., Badaoui, S., Candresse, T., & GERMAN-RETANA, S. Y. L. V.
I. E., 2010: The ubiquitin/26S proteasome system in plant—pathogen
interactions: A never-ending  hide-and-seek  game. Molecular  plant
pathology,11(2): 293-308.

Dixon, R. A., & Lamb, C. J., 1990: Molecular communication in interactions
between plants and microbial pathogens. Annual review of plant biology, 41(1):
339-367.

El-Showk, S., Ruonala, R., & Helariutta, Y., 2013: Crossing paths: cytokinin
signalling and crosstalk. Development, 140(7):1373-1383.

Frébort, 1., Kowalska, M., Hluska, T., Frébortova, J., & Galuszka, P., 2011:
Evolution of cytokinin biosynthesis and degradation. Journal of Experimental
Botany, 62(8): 2431-2452.

36



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Friedecky, D., Lemr, K., 2012: Uvod do hmotnostni spektrometrie, Chemické
Listy, ro¢. 20, s. 152-157

Giron, D., Frago, E., Glevarec, G., Pieterse, C. M., & Dicke, M., 2013:
Cytokinins as key regulators in plant-microbe—insect interactions: connecting
plant growth and defence. Functional ecology, 27(3): 599-609.

Hammond-Kosack, K., & Jones, J. D., 2000: Responses to plant pathogens.
Biochemistry and molecular biology of plants, 1102-1156.

Hardham, A. R., 2013: Microtubules and biotic interactions. The Plant
Journal, 75(2), 278-289.

Haseloff, J., & Amos, B., 1995: GFP in plants. Trends in genetics, 11(8): 328-
329.

Choi, J., Choi, D., Lee, S., Ryu, C. M., & Hwang, I., 2011: Cytokinins and
plant immunity: old foes or new friends?. Trends in plant science, 16(7): 388-
394.

Jameson, P. E., Zhang, H., Lewis, D. H., 2000: Cytokinins. Extraction,
separation, and analysis. Methods. Mol. Biol, 141:101-121

Jones, J. D.,, & Dangl, J. L., 2006: The plant immune system. Nature,
444(7117), 323-329.

Jones, J. D., & Dangl, J. L., 2006: The plant immune system. Nature,
444(7117): 323-329.

Komander, D., 2009: The emerging complexity of protein
ubiquitination.Biochemical Society Transactions, 37(5): 937-953.

Kunze, G., Zipfel, C., Robatzek, S., Niehaus, K., Boller, T., & Felix, G., 2004:
The N terminus of bacterial elongation factor Tu elicits innate immunity in
Arabidopsis plants. The Plant Cell, 16(12): 3496-3507.

Kurakawa, T., Ueda, N., Maekawa, M., Kobayashi, K., Kojima, M., Nagato,
Y., Kyozuka, J., 2007: Direct control of shoot meristem activity by a cytokinin-
activating enzyme. Nature, 445(7128): 652-655.

Lai, J., Chen, H., Teng, K., Zhao, Q., Zhang, Z., Li, Y., Xie, Q., 2009: RKP, a
RING finger E3 ligase induced by BSCTV C4 protein, affects geminivirus
infection by regulation of the plant cell cycle. The Plant Journal, 57(5): 905-917.

Lamb, C., & Dixon, R. A., 1997: The oxidative burst in plant disease
resistance. Annual review of plant biology, 48(1): 251-275.

37



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Lodish H., Berk A., Matsudaira P., Kaiser CA., Krieger M., Scott MP.,
Zipursky SL., Darnell J., 2004: "3". Molecular cell biology. New York: W.H.
Freeman and CO, 5 vyd., 66-72s.

Ma, K. W., & Ma, W., 2016: Phytohormone pathways as targets of pathogens
to facilitate infection. Plant molecular biology, 1-13.

Parker CE, Mocanu V, Mocanu M, et al. Mass Spectrometry for Post-
Translational Modifications. In: Alzate O, editor. Neuroproteomics. Boca Raton
(FL): CRC Press/Taylor & Francis; 2010. Chapter 6.

Pickart, C. M., & Eddins, M. J., 2004: Ubiquitin: structures, functions,
mechanisms. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research,
1695(1): 55-72.

Rivero, R. M., Kojima, M., Gepstein, A., Sakakibara, H., Mittler, R., Gepstein,
S., & Blumwald, E., 2007: Delayed leaf senescence induces extreme drought
tolerance in a flowering plant. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 104(49): 19631-19636.

Robert-Seilaniantz, A., Navarro, L., Bari, R., & Jones, J. D., 2007:
Pathological hormone imbalances. Current opinion in plant biology, 10(4), 372-
379.

Rodnina, M. V., & Wintermeyer, W., 2011: The ribosome as a molecular
machine: the mechanism of tRNA-MRNA movement in
translocation.Biochemical Society Transactions, 39(2):658-662.

Rojas, C. M., & Mysore, K. S., 2012: Glycolate oxidase is an alternative
source for H202 production during plant defense responses and functions
independently from NADPH oxidase. Plant signaling & behavior, 7(7): 752-
755.

Rosebrock, T. R., Zeng, L., Brady, J. J., Abramovitch, R. B., Xiao, F., &
Martin, G. B., 2007: A bacterial E3 ubiquitin ligase targets a host protein kinase
to disrupt plant immunity. Nature, 448(7151): 370-374.

Sakakibara, H., 2006: Cytokinins: activity, biosynthesis, and
translocation.Annu. Rev. Plant Biol., 57: 431-449.

Sheng, X., Hu, Z., Lii, H., Wang, X., Baluska, F., Samaj, J., & Lin, J., 2006:
Roles of the ubiquitin/proteasome pathway in pollen tube growth with emphasis
on MG132-induced alterations in ultrastructure, cytoskeleton, and cell wall
components. Plant physiology, 141(4): 1578-1590.

38



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Schmiilling, T., Werner, T., Riefler, M., Krupkova, E., & y Manns, I. B.,
2003: Structure and function of cytokinin oxidase/dehydrogenase genes of
maize, rice, Arabidopsis and other species. Journal of plant research, 116(3):
241-252.

Stejskal, K., 2010: Ptiprava proteinovych vzorka z rostlinného materialu pro
LC-MS analyzu, Brno, Diplomova prace, Masarykova univerzita, Fakulta
pirodovédeckd, Ustav biochemie, Vedouci prace doc. RNDr. Zbyn&k Zdrahal,
Dr.

Sun, W., Dunning, F. M., Pfund, C., Weingarten, R., & Bent, A. F., 2006:
Within-species flagellin  polymorphism in Xanthomonas campestris pv
campestris and its impact on elicitation of Arabidopsis FLAGELLIN
SENSING2-dependent defenses. The Plant Cell, 18(3): 764-779.

Timperio, A. M., Egidi, M. G., & Zolla, L., 2008: Proteomics applied on plant
abiotic stresses: role of heat shock proteins (HSP). Journal of proteomics,71(4):
391-411.

Tsuda, K., Sato, M., Stoddard, T., Glazebrook, J., & Katagiri, F., 2009:
Network properties of robust immunity in plants. PLoS Genet, 5(12): e1000772.

Vierstra, R. D., 2009: The ubiquitin—26S proteasome system at the nexus of
plant biology. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 10(6): 385-397.

Walters, D. R., McRoberts, N., & Fitt, B. D., 2008: Are green islands red
herrings? Significance of green islands in plant interactions with pathogens and
pests. Biological Reviews, 83(1): 79-102.

Zhang, Y., Fonslow, B. R., Shan, B., Baek, M. C., & Yates Ill, J. R., 2013:
Protein analysis by shotgun/bottom-up proteomics. Chemical reviews, 113(4),
2343-2394.

Zheng, N., Schulman, B. A., Song, L., Miller, J. J., Jeffrey, P. D., Wang, P.,
Conaway, R. C., 2002: Structure of the Cull-Rbx1-Skpl-F boxSkp2 SCF
ubiquitin ligase complex. Nature, 416(6882): 703-709.

39



6. ZKRATKY

ATP - Adenosintrifosfat

Aux/IAA — transkripéni represor

CKX - cytokinin oxidéza/dehydrogenaza

DELLA — negativni regulator giberelinti

EIN3, EIL1 — transkripéni faktory genti

ESI - ionizace za pomoci elektrospreje (electrospray ionization)

ETI - efektory vyvolana imunita

FDR - False discovery rate

IPT - isopentenyltransferaza

JAZ — transkrip¢ni represor

LC-MS - hmotnostni spektrometrie spojend s kapalinovou chromatografii
LRR - leucine-rich repeat

MALDI - laserova desorpce/ionizace za ui¢asti matrice

MG-132 — inhibitor proteasomu

MRNA - medidtorova RNA (Messenger RNA)

MS -hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem mass spectrometry)
NB - nukleotid vazajici doména

PAMP - pathogen-associated molecular patterns

PTI - PAMP-triggered immunity

gTOF - tandemovy hmotnostni spektrometr sdruzujici dvojici kvadrupdlli a priletovy

hmotnostni analyzator

SCF - Skp1-Cullin-F-box

tRNA - transkripéni RNA

TUBE - tandem ubiquitin binding entities
Ub - ubiquitin

UPS - ubiquitin-proteasomovy systém
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| Abstract

( The protein homeostasis in cell is maintained by transcriptional and translational control but also through the level of targeted protein
degradation. The most frequent way of protein degradation in eukaryotic cell requires Ubiquitin-26S-proteasome system, UPS. More than
6 % of the Arabidopsis genome encodes components of the ubiquitin conjugation system and, in effect, most plant regulatory circuitry, and
many steps of process execution, depend on ubiquitin modification. For example, in plant hormone signal transduction, proteasome has the
key role for auxin, gibberellin, jasmonic acid or ethylene signaling. Here we employed a potent proteasome inhibitor and a transgenic
Arabidopsis line expressing modified ubiquitin to disrupt UPS. We follow its effects on plant physiology and analyze proteome-wide responses
via LC-MS proteome profiling. .
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with a 16 h photoperiod (90 umol m2 s light
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monitored and then harvested, dried, then
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