UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Vyhodnoceni a validace proteomické analyzy vlivu

taxolu na koreny Arabidopsis

BAKALARSKA PRACE
Autor: Petra Knotkova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Ing. Tomas Takac, Ph.D.

Rok: 2015



ProhlaSuji, Ze jsem bakaldfskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vSech
pouzitych pramenil a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakaléaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byla jsem
sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zékon, ve znéni pozdéjsich predpisii.

V Olomouci dne



Podékovani

Dé&kuji predevsim vedoucimu mé bakalafské prace Ing. TomdaSovi Takacovi, Ph.D.
za odborné vedenti, trpélivost a ochotu, vénovany ¢as a cenné rady a pfipominky. Dale
dekuji Mgr. Olze Samajové, Dr. za pomoc pii praci na konfokalnim laserovém
skenovacim mikroskopu. V neposledni fadé¢ dékuji celému Oddé&leni bunécné biologie
CRH za ptijemné pracovni prostiedi a ochodu vzdy poradit. Tato prace byla podpotena
studentskym projektem IGA PiF2015 015.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Petra Knotkova

Nazev prace Vyhodnoceni a validace proteomické analyzy vlivu
taxolu na koteny Arabidopsis

Typ prace Bakalatska

Pracovisté Centrum regionu Hand pro biotechnologicky vyzkum,
Oddéleni bunécné biologie

Vedouci prace Ing. Tomas Takac, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2015

Abstrakt

Mezi zivotné dulezité bunétné struktury se tadi cytoskelet, ktery predstavuje sit
proteinovych vldken lokalizovanych v cytoplazmé. Zajistuje rust a prodluzovani
bunky, jeji déleni a oporu. U rostlin je cytoskelet tvofen dvéma druhy proteinovych
vlaken: mikrotubuly a aktinova filamenta. Stavebni slozkou mikrotubulti jsou proteiny
a-tubulin a B-tubulin, u aktinovych filament je to aktin. Pro studium cytoskeletu je
mozno pouzit ptirodni toxiny, které interaguji s cytoskeletem. V této bakalarské praci
byl pouzit diterpenoidni alkaloid taxol. Taxol se vaze na p-tubulin a inhibuje
depolymerizaci mikrotubulii, ¢imz naruSuje jejich funkci. Proteomicka analyza
umoznuje zjistit proteinové slozeni v buice, pletivu, organu nebo celém organismu.

Teoretickd Cast prace je zaméfena na popis rostlinného cytoskeletu s dirazem
na mikrotubuly, charakterizaci taxolu, jeho vlivu na rist rostlin a vyuZiti
pro proteomickou analyzu.

V experimentalni ¢asti je vyhodnocen vliv taxolu na fenotyp kofenti Arabidopsis
thaliana, na dynamiku mikrotubul a dale vyhodnoceni proteomické analyzy vlivu
taxolu na kofeny Arabidopsis thaliana. Na zaklad¢ vysledk proteomické analyzy
byly vybrany proteiny (Beclin 1, Secl4p a profilin), které vykazovaly zménu
abundance po osetfeni taxolem. Tyto proteiny mohou zajistovat propojeni cytoskeletu
s transportem vezikul a také propojeni mikrotubulti a aktinovych filament. Jejich
zména abundance po oSetfeni taxolem byla ovéfena metodou imunoblotovani
u profilinu nebo pozorovanim zmény intenzity fluorescence u Beclin 1 a Secl4p
fuznich konstrukti s GFP pod kontrolou nativniho promotoru ve stabilné
transformovanych semendccich Arabidopsis. Metodou imunoblotovani byla takeé
analyzovana zména abundance o-tubulinu, B-tubulinu a aktinu po osetieni taxolem
Vv kofenech Arabidopsis ekotyp Columbia a zména abundance téchto proteind
u mutanta Arabidopsis derl-3, ktery ma nefunk¢ni isovariantu aktin2 pro sledovani
propojeni aktinovych filament a mikrotubuld.

Vysledky prace poukédzaly nejen na inhibi¢ni G¢inek taxolu na rlst primarnich
a postrannich kotfenti, gravitropismus a na zvySeni abundance proteini Beclinl
a Secl4p, ale 1 na tésné propojeni aktinového cytoskeletu a mikrotubuld.
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Abstract

The cytoskeleton is a very important cellular structure. It represents a network
of protein filaments which are localized in cytoplasm. Cytoskeleton allows cell
growth, elongation, division and mechanical support. Plant cytoskeleton consists
of two protein filaments: microtubules and actin filaments. Structural components
of microtubules are a-tubulin and B-tubulin. Actin filaments are composed of protein
called actin. Natural toxins which interacts with cytoskeleton can be used
for cytoskeleton investigation. In this thesis we used diterpenoid alkaloid taxol. Taxol
binds to B-tubulin and inhibits microtubule depolymerization, which alters their
fuction. Proteomics allows the identification of proteins in cell, tissue, organ
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The theoretical part of this thesis focuses on description of plant cytoskeleton, mainly
microtubules, characterization of taxol and its effect on plant growth. The current
knowledge about the effects of taxol on proteome of organisms is summarised as well.

The experimental part shows evaluation of taxol induced changes in Arabidopsis
thaliana root proteome, impact of taxol on microtubule dynamics and Arabidopsis
root phenotype. For validation of proteomic data, we selected Beclin 1, Secl4p and
profilin which showed changes in their abundance after taxol treatment. These
proteins are promising candidates to play important role in crosstalk between
cytoskeleton and vesicular trafficking, as well as between actin and microtubules.
The change in their abundance was verified using immunoblotting (for profilin) or by
microscopic observation of stably transformed Arabidopsis plants expressing Beclin 1
and Secl4p-GFP fusion constructs under their native promoter. Moreover, the actin-
tubulin interaction was studied by imunoblotting-based monitoring of a-tubulin, -
tubulin and actin abundance after taxol treatment in Arabidopsis Columbia ecotype
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Results showed not only that taxol inhibits growth of primary and lateral roots,
gravitropism and cause increase of Beclinl and Sec14p abundance, but also that actin
filaments and mictotubules are tightly connected in their functions.
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CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace je vypracovani literarni reSerSe na téma:

o rostlinny cytoskelet a jeho funkce
e charakterizace taxolu a jeho vlivu na rust rostlin

o proteomika a taxol
Cile experimentalni Casti prace:

e pozorovani vlivu taxolu na fenotyp kofent Arabidopsis thaliana

e pozorovani vlivu taxolu na dynamiku mikrotubula

e vyhodnoceni proteomické analyzy vlivu taxolu na koteny Arabidopsis thaliana

e analyza abundance o-tubulinu, B-tubulinu a aktinu v kofenech Arabidopsis
thaliana po osetfeni taxolem

e analyza abundance o-tubulinu, B-tubulinu a aktinu v kofenech aktinového
mutanta Arabidopsis thaliana der1-3

e analyza abundance proteini Beclin 1, Sec14p a profilin v kofenech Arabidopsis

thaliana po osetfeni taxolem



1 UVOD

Cytoskelet, bunécna kostra, u rostlin stejné jako u vSech dalSich organismu patii mezi
struktury nezbytné pro zivot buiky. Svymi unikatnimi vlastnostmi jako je napf.
dynamicka nestabilita, umoziiuje vyvoj, rast, rozmnozovani buiikky a vSechny dalsi
procesy a funkce s timto spojené (transport organel a vezikul, mechanicka opora, vnitini
bunécna organizace, tvorba déliciho vieténka). U rostlin se setkdvame s dvéma druhy
cytoskeletalnich vlaken (mikrotubuly a aktinova filamenta), Zivo¢isné buiiky obsahuji
navic jesté intermedialni filamenta. Mikrotubuly jsou slozeny z isoforem proteint o-
tubulinu a B-tubulinu, aktinova filamenta obsahuji isovarianty aktinu (Alberts et al.,
2008). U Arabidopsis existuje 8 aktinovych isovariant, mutant Arabidopsis derl-3 tvoii
nefunkéni isovariantu aktin2 (Ringli et al., 2002).

Ptirodni toxiny produkované rGznymi rostlinami, houbami atd. se ¢asto vazi prave
na mikrotubuly nebo aktin. Tento mechanismus zajisti naruSeni dynamiky
cytoskeletalnich vlaken a ohrozeni zivota zasazeného organismu. Efekt n€kterych téchto
toxind je vyuZivan pro objasnéni funkce cytoskeletalnich vlaken v riznych bunéénych
procesech. Dalsi vyuZiti je také v 1€katstvi pro nddorovou lécbu. Mezi tyto toxiny patii
I taxol vazici se na mikrotubuly (konkrétné na B-tubulin) a zpusobujici jejich stabilizaci,
tim i inhibici depolymerizace a poruseni dynamické nestability. Diterpenoidni alkaloid
taxol byl objeven v kuaie tisu tichomoiského (Alberts et al., 2008; Freedman
et al., 2009).

V této bakalaiské praci byl hodnocen vliv taxolu na kofeny rostlin Arabidopsis
thaliana. Zhodnoceni vlivu mulze byt dosazeno pifimym nebo mikroskopickym
pozorovanim fenotypu kofenid Arabidopsis oSetfenych taxolem a urenim rozdild
abundance cytoskeletalnich proteind (tubulinti a aktinu) metodou imunoblotovani mezi
kontrolnimi rostlinami a rostlinami oSetfenymi taxolem. Pro komplexni posouzeni vlivu
taxolu je mozné srovnat zmeény v proteomu mezi kontrolnimi a taxolem oSetienymi
rostlinami (proteomicka analyza). Proteomickd analyza vlivu taxolu na kofeny
Arabidopsis ukazala mj. zménu abundance u proteint: Beclin 1, Secl4p a profilin.
A abundance téchto proteinii po oSetfeni taxolem byla v rdmci této prace analyzovana
metodou imunoblotovani a pozorovanim intenzity fluorescence V transgennich
rostlinach Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt s Beclin 1 a Sec14p pod nativnim

promotorem konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 CYTOSKELET U ROSTLIN

Rostlinny cytoskelet je tvoien slozitym systémem proteinovych vladken, kterd jsou
obsazena v cytoplazmé vSech bunék. Cytoskelet je zivotné dilezitou strukturou, nebot’
zajistuje spravny tvar bunky, spravnou vnitini organizaci, rozestup chromozomu pfi
mitoze, rozdéleni bunky ajeji rust. Je zodpovédny za reakci na ménici se vngjsi
podminky, pohyb organel a vezikul uvnitt buriky, podili se na tvorbé bunééné stény
a na mechanické opote. Tyto funkce jsou umozZnény piedevSim diky dynamické
nestabilit¢ cytoskeletalnich vlaken (schopnosti jejich neustalé polymerizace
a depolymerizace), jedna se tedy o velmi dynamicky utvar (Alberts et al., 2008).
Existuji tfi typy proteinovych vlaken tvoficich cytoskelet: mikrotubuly, aktinova
filamenta (mikrofilamenta) a intermedidlni filamenta, pfi¢emz posledni jmenované jsou
charakteristické pro Zivoc¢isné buiiky, kde se nachazeji napiiklad pod vnitini jadernou
membranou nebo v mistech mezibunéénych spoji a vytvaieji provazovitd vldkna

slozena z riznorodych proteind (Alberts et al., 2008; Herrmann a Strelkov, 2011).

2.1.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou dlouhé, duté a nepfili§ ohebné trubice o priméru 25 nm tvofené
z proteind o-tubulinu a B-tubulinu, které se spojuji v tubulinovy dimer. Kazdy
mikrotubulovy valec je tvofen 13 protofilamenty, v nichz se opakuji a-tubulinové a B-

tubulinové jednotky (Obr. 1).

B

a
Tubulinovy dimer

minus-konec plus-konec

Obr. 1: Znazornéni slozeni mikrotubulu z a-tubulinu a f-tubulinu tvoticich tubulinové dimery,
které se opakuji v protofilamentu a umoziuji polaritu mikrotubulu (plus-konec a minus-konec).
Kazdy mikrotubul je tvofen 13 protofilamenty uspofddanymi do kruhu (vpravo nahote).
Upraveno dle Alberts et al., 2001.



Jeden konec mikrotubulu je tak zakonéen a-tubulinem (tzv. ,,minus-konec*), kdezto
druhy je =zakoncen f-tubulinem (tzv. ,plus-konec) (Alberts et al., 2001).
Pii vykonavani svych funkci musi mikrotubuly interagovat s mnozstvim proteini

oznacovanych jako proteiny asociované s mikrotubuly (MAP) (Hirokawa et al., 1998).

2.1.1.1 a-tubulin a B-tubulin

Tyto dva proteiny, jak jiz bylo uvedeno, jsou slozkami mikrotubuld. V bunkach se
mohou vyskytovat v n€kolika riznych isoforméch a pocet téchto isoforem se mezi
organismy lisi. U Arabidopsis thaliana bylo objeveno devét gend kodujicich B-tubulin,
ovSem dva tyto geny koduji stejnou isoformu, proto existuje pouze osm isoforem -
tubulinu. Téchto osm isoforem ma aminokyselinovou sekvenci shodnou z 89-96 %.
Isoformy obsahuji 444-450 aminokyselin (Snustad et al., 1992). Dale bylo objeveno
Sest genu kodujicich 4 rtzné isoformy a-tubulinu. VSechny isoformy obsahuji 450
aminokyselin (Kopczak et al., 1992). Isoformy se li§i pfedev§im aminokyselinami
lokalizovanymi na C-konci (Wiche et al., 1981).

Aminokyselinova sekvence a-tubulinu a B-tubulinu je shodna piiblizné z 50 %

a molarni hmotnost obou tubulint je pfiblizné¢ 50 000 Da (Desai a Mitchison, 1997).

Struktura

Struktury a-tubulinu a B-tubulinu jsou si velmi podobné (Obr. 2). Ve stfedni ¢asti se
nachdzi 2 B-skladané listy tvofené celkem 10 B-vlakny a kolem nich je umisténo 12 a-
helixti. Struktura jednotlivych tubulinii se déli na tfi ¢asti: N-koncova doména, ktera
obsahuje vazebné misto pro GTP nebo GDP, stfedni doména a C-koncova doména,
kterd se nachazi na vné¢j$i stran¢ mikrotubul a ma zde proto moZznost interagovat
s molekularnimi motory a dalsimi proteiny asociovanymi s mikrotubuly (Nogales et al.,
1998).

N-koncova doména je tvofena z 205 aminokyselin. Obsahuje tfi a-helixy (H3, H4,
HS), které se nachazeji na jedné strané tubulinu a dva a-helixy (H1 a H2) lokalizované
na opacné strané. Dale ji tvoii pét B-vlaken (B1-B5) (Nogales et al., 1998). Jak a-
tubulin, tak B-tubulin obsahuji ve svych molekulach vazebné misto pro GTP. U a-
tubulinu je molekula GTP siln¢ vazana a proto nedochazi k jeji vyméné ani hydrolyze,
kdezto nukleotid u B-tubulinu je vymeénitelny a hydrolyzovatelny na GDP. Tato
skutecnost je zptisobena tim, ze vazebné misto pro GTP/GDP u B-tubulinu je vystaveno

na povrchu a dochazi zde tedy snadno k hydrolyze i vyméné nukleotidu. U a-tubulinu je
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vazebné misto pro GTP zakryto dal$imi strukturami a tedy malo pfistupné (Alberts
et al., 2008; Nogales et al., 1998). Vlakno B6 a a-helix H6 se nachazi na rozhrani mezi
N-koncovou a stfedni doménou. Stfedni doména je tvofena aminokyselinami
oznacenymi 206-381. Obsahuje ¢tyti a-helixy (H7-H10) a ¢tyti B-vlakna (B7-B10). C-
koncova doména obsahuje dva a-helixy (H11 a H12) (Nogales et al., 1998).

V mikrotubulech se uplatiluji jednak vazby mezi vrchnimi a spodnimi ¢astmi
tubulinovych dimerti a mezi tubuliny v rdmci jednoho dimeru a jednak boc¢ni vazby
mezi stejnymi tubulinovymi proteiny (a—o, p—f). Tyto postranni vazby jsou pii¢inou

nizké ohebnosti mikrotubultl (Alberts et al., 2001).

B-tubulin
plus-konec

M-smycka

a-tubulin
minus-konec

Obr. 2: Struktura o-tubulinu a B-tubulinu se znazornénymi B-vlakny (modie) a a-helixy
(Cerveng). B-vlakna a a-helixy tvofici C-koncovou a stiedni doménu jsou znazornény zelené
u molekuly p-tubulinu (nahote). Zluté jsou znazornény smycky mezi B-vlakny a a-helixy. GDP
u B-tubulinu (nahoie) a GTP u a-tubulinu (dole) jsou znazornény zelen¢. Pismenem H jsou
oznaceny a-helixy a pismenem B f-vlakna. Pohled na tubulinovy dimer z vnéjsi strany
mikrotubulu. Upraveno dle Erickson, 1998.



Podélné kontakty uvniti tubulinového dimeru i mezi dvéma dimery jsou si velmi
podobné. Smycka mezi a-helixy H7 a H8 a i sam a-helix H8 vytvaieji kontakty
s nukleotidem vazebného partnera. Do postrannich kontaktt je zapojena M-smycka
(smyc¢ka mezi a-helixem H9 a B-vlaknem B9) na jedné stran¢ a Smycka mezi a-helixem

H1 a B-vlaknem B2 a a-helix H3 na proté&jsi strané (Nogales et al., 1999).

Polymerizace

Nové syntetizované molekuly o-tubulinu a B-tubulinu se vazi na cytoplazmaticky
chaperonin oznacovany jako CCT (Gao et al., 1992; Llorca et al., 1999). Zde dochazi
k jejich caste¢nému slozeni do funk¢nich tvart a poté interaguji s péti specifickymi
chaperony oznacovanymi jako kofaktory A-E. Tyto kofaktory napoméhaji vytvoreni
vazebné interakce mezi a-tubulinem a B-tubulinem a po hydrolyze GTP na B-tubulinu

dojde k oddisociovani kofaktord a uvolnéni tubulinového dimeru. GDP je poté nahrazen

GTP (Lewis et at., 1997; Tian et al., 1997).

Nukleace (vznik zarodku nového viakna) mikrotubulii

V in vivo podminkach nedochazi k nukleaci, tedy ke vzniku zarodku nového vlakna
mikrotubulii samovolné (tubulinové dimery nedokdZou vytvofit prvni prstenec
mikrotubulu, mohou se pfipojovat az na jiz existujici prstenec), ale je pro tento d¢j
zapotiebi y-tubulinovy komplex (Obr. 3) tvofeny y-tubulinem a dal§imi proteiny: GCP2
(y-tubulin complex protein 2), GCP3, GCP4, GCP5, GCP6 (Wiese a Zheng, 2006).
U nékterych organismii mohou nékteré z téchto proteini chybét a komplex piesto
vykazuje nukleacni aktivitu, u Arabidopsis thaliana je vSak nutnd piitomnost vSech
vyjmenovanych proteind (Jaspersen a Winey, 2004; Murata et al., 2007). Kromé nich se
zde uplatiluje také dalsi protein NEDD1 zajistujici lokalizaci y-tubulinového komplexu
do nukleacnich mist (Liiders et al., 2006).

y-tubulinovy komplex

Kromé a-tubulinu a B-tubulinu se mezi tubulinové proteiny fadi také y-tubulin, ktery se
nezabudovava do mikrotubulového valce, ale nachazi se v mistech, kde dochazi
K tvorbé novych mikrotubuli (mikrotubulova organizacni centra) a jeho vyskyt byl
potvrzen u vSech eukaryot (Job et al., 2003). U Arabidopsis thaliana byly objeveny dva
geny (TubGl a TubG2) kodujici dva y-tubuliny (yl-tubulin a y2-tubulin) majici
aminokyselinovou sekvenci shodnou z 98 %, s a-tubulinem a B-tubulinem z 30 %
(Oakley, 1992; Liu et al., 1994).
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Obr. 3: Model y-tubulinového komplexu skladajiciho se z y-tubulinu a dal§ich proteini
(GCP2-GCP6) se znazornénym pfiipojovanim dimeru a-tubulinu a B-tubulinu ke komplexu.
Upraveno dle Teixido-Travesa et al., 2012.

Nekteré dalsi proteiny y-tubulinového komplexu umoziuji pfipojeni komplexu
ke strané existujiciho mikrotubulu pod spravnym thlem (Nakamura a Hashimoto, 2009;
Kong et al., 2010).

Komplex mé prstencovy tvar a slouzi jako predloha pro vystavbu mikrotubuli
(Zheng et al., 1995). Kazdy prstenec je po okraji lemovan proteiny y-tubulinu, na které
se napojuje a-tubulin pii vystavbé mikrotubulu, takZe se z jednoho prstence tvoii vzdy
jeden mikrotubul pfipojeny ke y-tubulinu svym minus-koncem. K pocate¢nimu kruhu,
ktery obsahuje 13 tubulinovych dimeri se postupné napojuji dalsi tubulinové dimery

k plus-konci, az se vytvoii struktura dutého mikrotubulu (Alberts et al., 2001).

Dynamicka nestabilita

Jako dynamicka nestabilita je oznaCovana polymerizace mikrotubuli rychle se stfidajici
s jejich depolymerizaci (Obr. 4). Hydrolyza GTP vazaného na [-tubulin probiha
snadnéji po zabudovani tubulinu do mikrotubulu nez na volném tubulinu. Proto kratce
po zabudovani tubulinu do mikrotubulu dochazi k hydrolyze GTP. Té€lo mikrotubuld
skladajici se z GDP-tubulinovych jednotek je ale nestabilni, jeho stabilizaci zajist'uje
Cepicka z GTP-tubulinu. Ztrata této Cepicky vede k depolymerizaci (Mitchison
a Kirschner, 1984).
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Obr. 4: Znazornéni rustu (polymerizace) a zkracovani (depolymerizace) mikrotubuld.
Upraveno dle Alberts et al., 2008.

Pii polymerizaci se tubulinové dimery napojuji na existujici mikrotubul. Pouze
dimery s navazanym GTP mohou polymerizovat (Mitchison a Kirschner, 1984). Pokud
je jejich ptipojovani rychlejsi, nez hydrolyza GTP na GDP, jsou konce mikrotubul
kryty GTP-¢epickou (B-tubuliny s navazanym GTP). Vazby mezi tubulinovymi
jednotkami jsou silngjsi, pokud je na B-tubulinu navazan GTP. Pokud je ptipojovani
novych dimerd rychlej$i nez hydrolyza GTP, mikrotubulus roste. AvSak v ptipadé,
ze rychlost hydrolyzy GTP na GDP piekro¢i rychlost vazani novych jednotek,
v dusledku oslabeni vazeb mezi témito jednotkami, dojde k jejich uvoliiovani a tento
proces se oznacuje jako depolymerizace mikrotubulii a vede k jejich zkracovani. GDP
vazany na uvolnénych B-tubulinovych podjednotkach se poté¢ vyméni za GTP a slouzi
jako zasoba jednotek pro vystavbu dalSich mikrotubulii. Tato dynamika mikrotubull se
projevuje jejich neustalym narstem a zkracovanim (Alberts et al., 2001). Pti dostatecné
koncentraci tubulinu s GTP, bude ¢epicka pfitomna a mikrotubuly se budou nachazet
vrastové  fazi. Pfi vymizeni monomeri, dojde Kvymizeni Cepicky
(Mitchison a Kirschner, 1984).

Hydrolyza GTP véazaného v mikrotubulech ovliviiuje strukturu protofilament.
Jednotky snavazanym GTP zajistuji rovnou konformaci protofilament nutnou
k vytvofeni mikrotubulu. Hydrolyza GTP na GDP je spojena se zakiivenim
protofilament, kterda nemohou vytvafet mikrotubuly (Melki et al., 1989). Rovna

konformace je pravdépodobné zajiSténa postrannimi kontakty mezi protofilamety, které



se po hydrolyze GTP oslabuji a tim dochdzi k zakiiveni tvaru jednotlivych
mikrofilament a toto zakftiveni je pozorovatelné u koncti mikrotubull, které se zkracuji
(depolymerizuji) (Obr. 4; Janosi et al., 1998).

Kromé dynamické nestability je u mikrotubulG znam jesté¢ dalSi jev, pfi kterém
dochazi k pfipojovani tubulinovych dimeri k plus-konci a zaroven k odpojovani dimert
z minus-konce. Timto je zajisténo posouvani mikrotubuldi, aniz by doslo ke zméné

jejich délky (Alberts et al., 2008).

2.1.1.2 Uspotéadani mikrotubuld v bunice v riznych fazich bunééného cyklu
Celkové usporadani i funkce mikrotubulti v bunice se méni v priibéhu bunééného cyklu,
rozliSujeme kortikdlni a endoplazmatické mikrotubuly, preprofazni prstenec,

mikrotubuly tvotici délici vieténko a fragmoplast (Obr. 5; Wasteneys, 2002).

Kortikalni mikrotubuly

V interfazi jsou mikrotubuly organizovany pod -cytoplazmatickou membranou
a oznacuji se jako kortikalni mikrotubuly (Fishel a Dixit, 2013). Uspotadani v bufice je
zavislé na jejim umisténi v téle rostliny, tak naptiklad kortikdlni mikrotubuly
v prodluzujicich se bunkach hypokotylu a kofene jsou sefazeny pii€né¢ pod sebe.
Naopak u buné€k, kde doSlo ke zpomaleni prodluzovani, jsou mikrotubuly sefazeny
podélné vedle sebe (Buschmann a Lloyd, 2008; Wasteneys a Ambrose, 2009).
Kortikalni mikrotubuly ur€uji tvar bunky a tidi smér transportu materidlu pro vystavbu
bunécné stény (Lloyd, 2011).

Bylo zjisténo, ze y-tubulinovy komplex je rozptylen pod cytoplazmatickou
membranou, kde je napojen na postranni stény existujicich kortikalnich mikrotubula
apravé z téchto bodl se vytvareji nové mikrotubuly prodluzujici se nejcastéji
pod ostrym uhlem 40° (20-60°) od existujiciho mikrotubulu (Chan et al., 2009; Murata
a Hasebe, 2007). Mén¢ casto se prodluzuji paralelné s existujicim mikrotubulem
(4hel 0°) (Chan et al., 2009; Nakamura et al., 2010). V ptipadé¢ prodluzovani
pod ostrym uhlem je y-tubulinovy komplex vazan slab&ji nez v piipadé paralelniho

prodluzovani (Fishel a Dixit, 2013).



Obr. 5: Schematicka ilustrace znazornujici usporadani mikrotubulti v riznych fazich bunééného
cyklu. Preprofazni prstenec s vyzna¢enym pfipojenim k jadru mikrotubuly a aktinovymi
filamenty (A), délici vieténko (B), fragmoplast (C), fragmoplast v pozdé&jsi fazi cytokineze (D),
endoplazmatické mikrotubuly (E), kortikalni mikrotubuly (F). Pfevzato z Wasteneys, 2002

ProdluZzovani pod ostrym thlem vede ke zméné organizace kortikalnich mikrotubuld,
kdezto paralelni prodluzovani zachovava a podporuje stavajici usporadani (Wasteneys
a Ambrose, 2009). V obou piipadech dochazi k prodluZzovani ve sméru k plus-konci
pivodniho jiz existujiciho mikrotubulu (Chan et al., 2009). Nov¢ kortikalni mikrotubuly
mohou vznikat také bez pfitomnosti jiz existujicich mikrotubulii pravdépodobné
na zakladé nahodné aktivace y-tubulinové komplexu (de novo nukleace). Takto vznika
pouze asi 1-2 % vSech mikrotubulti (Chan et al.,, 2009; Nakamura et al., 2010;
Shaw et al., 2003).

Z nuklea¢nich mist jsou mikrotubuly asi po 60 s uvolnény (Nakamura et al., 2010).
Ambrose a Wasteney (2009) pozorovali lokalizaci nuklea¢nich komplexti na okrajich
nove vytvofenych bunék kofend Arabidopsis thaliana a proto je mozné, ze tato centra
dopliiuji nové mikrotubuly po rozdeleni bunék. Dale je mozné, Ze mikrotubuly
vyrustajici z jaderné membrany mohou byt pod plazmatickou membranu transportovany

a vytvareji zde kortikalni mikrotubuly (Cyr a Palevitz, 1995).

Endoplazmatické mikrotubuly

Endoplazmatické mikrotubuly se prodluzuji od jaderné membrany k plazmatické
membrané pres cytoplazmu. Vznik tohoto uspotadani zavisi na typu buiiky i organismu,
u nekterych organismt je pritomné po celou dobu trvani interfaze, ale u jinych se misto

n¢j vytvaii kortikalni uspotaddni (Murata a Hasebe, 2011). Diky tomu,



ze endoplazmatické mikrotubuly spojuji jadernou membranu s plazmatickou
membranou, se pravdépodobné podileji na detekci zmen ve vnitinim i vnéj§im prostiedi
a predavaji tyto informace jadru (Baluska et al., 1997).

Nuklea¢ni mista pro endoplazmatické mikrotubuly se nachazeji na povrchu jaderné
membrany a jejich tvorba probihd nejspisSe de novo za pfitomnosti y-tubulinovych

komplexi (Erhardt et al., 2002; Stoppin et al., 1994).

Preprofazni prstenec
V G2 fézi vznikd pod plazmatickou membranou preprofazni prstenec v misté, kde se
pozd€ji pifi cytokinezi vytvoifi bunécna deska rozdélujici matefskou builku na dvé
dcefiné. Prstenec tak rozhoduje, ve kterém misté se buiika rozdéli. Preprofazni prstenec
je pripojen k jadru pomoci mikrotubull a aktinovych filament. Pfed zacatkem mitdzy
preprofazni prstenec mizi (Wasteney, 2002).

Mikrotubuly preprofazniho prstence vznikaji pravdépodobné z y-tubulinovych
komplext lokalizovanych na existujicich mikrotubulech nebo de novo (Liu et al., 1993,;
Murata a Wada, 1991)

Délici vieténko

V pribéhu G2 faze dojde ke zvySeni intenzity tvorby endoplazmatickych mikrotubuld,
které se pozdé€ji shromazd'uji u protilehlych polli bunky a vytvareji délici vieténko
umoziujici rozestup chromozomt v metafazi (Smirnova a Bajer, 1998).

Pt mitdéze se mikrotubuly sdruZuji svymi minus-konci na protilehlych bunéénych
polech a plus-konce se paprs¢ité prodluzuji smérem k centru buiky, kde interaguji
s kinetochory, coz jsou proteinové komplexy nachdzejici se v oblasti centromery
chromozomi. Na rozdéleni chromozoml v anafdzi na jednotlivé chromatidy a jejich
shromaZdéni na opaénych poélech buiky se podileji molekularni motory kineziny
a dyneiny, které se pohybuji po mikrotubulech, dale depolymerizace mikrotubult
na plus-konci a protahovani bunky spojené s oddalovanim obou délicich vretének

od sebe (Alberts et al., 2008).

Fragmoplast

Pti cytokinezi se mikrotubuly organizuji podélné¢ vedle sebe do dvou prstenci
nachazejicich se mezi novymi dcefinymi jadry. Mikrotubuly se zde UcCastni transportu
vackll obsahujicich molekuly pro vystavbu nové bunécné stény (Jiirgens, 2005).
V pribéhu cytokineze se prstence pivodné lokalizované v centru bunky rozsifuji

smérem k cytoplazmatické membrané (Wasteney, 2002).
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2.1.2 Aktinova filamenta

wewvr

Jedinou stavebni jednotkou jsou kruhové molekuly aktinu, které se na sebe napojuji
a vytvareji vlakna. Aktinova filamenta jsou tvofena dvéma témito vldkny obtocenymi
kolem sebe do Sroubovice. Nékteré vlastnosti jsou podobné jako u mikrotubuld,
napiiklad dynamicka nestabilita, rozliSeni vlakna na plus-konec a minus-konec,
polymerizace také probihd podobnym mechanismem, neuplatituje se zde ale hydrolyza
GTP, nybrz ATP. Aktinovych vlaken je v buiice vice nez mikrotubull a nachéazeji se
Vv celé cytoplazmé, ale predevsim tésné pod plazmatickou membranou. Zajistuji pevnost
a mechanickou odolnost (Alberts et al., 2001).

U Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 8 isovariant aktinu (Laval et al., 2002). Mutant
derl (deformované kotenové vlasky), ktery vytvari nefunk¢ni aktin2 vykazuje naruSeni
vyvoje kofenovych vlaskd a iniciace jejich tvorby. Existuji tfi alely genu kodujiciho
aktin2: derl-1 mutant vykazuje rozSifenou spodni polovinu vlaskt, kdezto horni
polovina se vyviji normalné, derl-2 tvoii kratké kofenové vlasky a derl-3 tvoii kratsi
vlasky s rozsifenou zakladnou. Aktin2 piedstavuje nejvetsi ¢ast aktinovych isovariant

(Ringli et al., 2002).

2.2 TAXOL

Taxol (paclitaxel) patfi mezi diterpenoidni taxany (alkaloidy nachazejici se v rostlinach
rodu Taxus). Taxol byl izolovan z kury tisu tichomotiského (Taxus brevifolia) na konci
50. let 20. stoleti v ramci hodnoceni a zkoumani rostlinnych extraktli pro posouzeni
jejich vhodnosti k 1€¢bé nadort organizaci National Cancer Institute (Wani et al., 1971;
Guénard et al., 1993).

2.2.1 Struktura

Strukturu taxolu (Obr. 6) je mozno rozdélit na hlavni kostru a postranni fetézec. Kostru
taxolu tvoii Ctyfi kruhy (ABCD): Sestiuhlikaty s dvojnou vazbou, osmiuhlikaty,
Sestiuhlikaty a oxetanovy kruh. Taxol obsahuje mnoZstvi funkénich skupin: tfi
hydroxylové skupiny, benzoylovou skupinu, dvé karbonylové skupiny a dvé acetatové
skupiny, ¢tyfi methylové skupiny, fenylovou skupinu a benzamidovou skupinu.

Postranni fetézec je k hlavni kostie pfipojen esterovou vazbou (Ghosh a Sarkar, 1994).
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Obr. 6: Strukturni vzorec taxolu. Upraveno dle Gupta et al., 2003.

2.2.2 U&inky taxolu na rostliny

2.2.2.1 Mechanismy ptisobeni taxolu
Taxol je mitoticky jed, vaZze se na mikrotubuly, kde je jeho vazebné misto na B-
tubulinové jednotce (Obr. 7) dimeru (Freedman et al., 2009). Zptsobuje zastaveni
mitdzy a buné¢nou smrt (Xiao et al., 2006).

Neptedpoklada se, Zze se molekula taxolu dostava k vazebnému mistu na B-tubulinu
otevienymi konci mikrotubuli, ale prochdzi pfimo sténou mikrotubul. Vazebné misto
je lokalizovdno na vnitini strané¢ mikrotubulu (Obr. 8A). Taxol pravdépodobné
difunduje k vazebnému mistu pfes nanopory ve sténé¢ mikrotubulii a v priabéhu této
cesty se piechodné vaze na urcité misto v nanoporech (Obr. 8B), z néhoz poté prechazi
pfimo ke svému vazebnému mistu. Pfi transportu taxolu K vazebnému mistu na -
tubulinu se jako stabiliza¢ni prvek uplatnuji vodikové vazby (zapojuje se OH skupina
na C7 taxolu). Bylo zjiSténo, ze na tvorbé téchto vodikovych vazeb se u nékterych B-
tubulinovych isoforem podili serin 275 na M-smycce (Obr. 8B), kdezto u jinych
isoforem je to alanin (Freedman et al., 2009).

Pti zkracovani mikrotubuld, které je dilezité pro spravny pribéh procesti v burice,
nastava depolymerizace dimeru na a-tubulin a B-tubulin (Mitchison a Kirschner, 1984).
Pokud se ale taxol navdZe na [-tubulin, stabilizuje dimer a =zabraifluje jeho

depolymerizaci (Jordan et al., 1996).
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Obr. 8A: Znazornéni vazebného mista taxolu na vnitini strané mikrotubulu, prifez vlaknem
mikrotubulu, zelené jsou znazornéna jednotliva mikrofilamenta. Upraveno dle Alberts et al.,
2001; Lowe a Amos, 1999.

Obr. 8B: Pfechodné vazebné misto taxolu pfi cesté nanopéry, znazornény jsou stabilizaéni
vazby mezi OH skupinou na C7 taxolu a serinem 275 na M-smycce (rizové zbarveni)
mikrotubulu a také mezi serinem 278 na mikrotubulu a acetylovou skupinou na C10
taxolu.Molekula taxolu je znazornéna Sedou barvou. Upraveno dle Freedman et al., 2009.

Tato stabilizace je nejspi§ zplsobena zvySenim sily spojeni mezi sousednimi
protofilamenty v mikrotubulech. Taxol interaguje s M-smyc¢kou pfitomnou na f-
tubulinu atim ji udrzuje v poloze zajistujici posileni spoje mezi sousednimi

protofilamenty i mezi sousednimi dimery v podélném sméru (Xiao et al., 2006).
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Taxol snizuje pocet protofilament tvoricich valec mikrotubulu z 13 na 12.
To naznacuje, ze vazba taxolu zmensuje vzdéalenost mezi M-smyckou a smyckou mezi
a-helixem H1 a pB-vldknem B2 a snizuje uhly mezi dimery v sousednich

protofilamentech z 152,3° na 150° (Andreu et al., 1994).

2.2.2.2 Vliv taxolu na organizaci mikrotubulti

Baskin et al. (1994) pozorovali vliv taxolu na 6 dnd staré rostliny Arabidopsis thaliana.
Taxol v koncentraci 10 pmol-I* vyvolava (po 12 h, 24 h i 48 h pisobeni) zvySeni
hustoty kortikélnich mikrotubulli v kofenovych buiikach. Jejich pticné usporadani
zistava zachovano v bunkach primarni klry (cortex) apokozky (rhizodermis).
V buiikach stfedového valce dochazi k vyraznéjsim poruchdm organizace kortikalnich
mikrotubuli (zména pfi€ného uloZeni v podélné). V buikach rhizodermis dochazi
ke spojovani mikrotubulti do svazku, ale pouze v délici zoné kotene.

Taxol v koncentraci 30 pmol-I™* a 100 umol‘l™ piisobici na buiiky kofend kukufice
(Zea mays) po dobu 24 h vyvolava v téchto bunkach zvySeni poctu kortikalnich
mikrotubulii a jejich spojovani do svazkll. Plvodni pfi€na orientace kortikalnich
mikrotubulll je také porusena (Baluska et al., 1997).

Taxol také chrani endoplazmatické mikrotubuly pted ucinkem latek, které zptisobuji

jejich depolymerizaci napt. kolchicin a oryzalin (Baluska et al., 1997).

2.2.2.3 Vliv taxolu na velikost jadra a strukturu chromatinu

Po 6 h plisobeni taxolu o koncentraci 30 pmol-l'1 na bunky kotent kukufice (Zea mays)
v interfazi u apikalniho merist¢tmu v kofenové Spicce dochédzi ke zmenSeni jadra
I ke zvySeni kondenzace jaderného chromatinu. Po 24 h pisobeni taxolu o stejné
koncentraci bylo ale u téchto bunck pozorovano zvétSeni velikosti jadra a snizeni
kondenzace chromatinu. Taxol u bunék primarni ktiry a rhizodermis zptsobuje inhibici
mitotického de€leni. Ale ubunék endodermis a stfedového valce zlistava schopnost
mitotického déleni zachovéana, také u nich dochédzi ke zmenSeni jadra a zvySeni
kondenzace chromatinu a to ipodelsim ptsobeni taxolu (ipo24h). Zvyseni
kondenzace chromatinu je pravdépodobné odpovédné za sniZenou genovou expresi
a nasledn¢ i za zmenseni velikosti bunék. Burnky kofenu kukufice, které byly vystaveny

vlivu taxolu, vykazovaly skute¢né zmenseni svého objemu (Baluska et al., 1997).
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Taxol vyvolava tyto zmény tim, ze plusobi na endoplazmatické mikrotubuly, které
se dotykaji jaderné membrany a vypliuji cytoplazmu az k plazmatické membrané

(Baluska et al., 1997).

2.2.2.4 Vliv taxolu na rist kofene
Taxol v koncentraci 100 pmol-I™* inhibuje elongaci kofene u kukufice uzpo 4 h
od aplikace a efekt pietrvava i po 24 h. Dochazi také ke zmenseni objemu bunék
(Baluska et al., 1997).

Pfi 10 pmol-I" koncentraci taxol vyvolava rozséhlé zdufeni kofene v prodluzovaci
z6né (u rostlin ovliviiovanych taxolem po dobu dvou dntl), poskozeni epidermalnich
bundk kofene a struktury kofenovych vlaskii (Obr. 9). Taxol v koncentraci 1 pmol-1*

zpusobuje pouze mirné zduteni (Baskin et al., 1994).

2.2.2.5 Antikarcinogenni u¢inky taxolu

Rakovinové buiiky se vyznacuji zrychlenim bunééného cyklu, coz vyvolava trvalé
a nekontrolovatelné déleni bun€k a vznik nadoru. Tyto bunky se vymykaji regulacnim
mechanismim organismu. Taxol je v 1é¢bé rakoviny vyuzivan jako chemoterapeutikum
pro své stabilizacni vlivy na mikrotubuly. Stabilizaci dochazi k zastaveni mitdzy
a k bunécné smrti. Taxol ma uplatnéni zejména v 1ébé rakoviny prsu, plic, vajeénikl
ajicnu (Yvon et al., 1999).

Schiff et al. (1979) prozkoumali mechanismy antikarcinogenniho pisobeni taxolu
na bunkach HeLa (bunécnd linie nddorovych bun€k schopnych stalého déleni poprvé
izolovanych z nddoru dé¢lozniho hrdla). Taxol zcela potlacil déleni téchto bunék
uz V nizké koncentraci 0,25 pmol~l'1, bunky ziistaly v M nebo G, fazi bunééného cyklu.
Vystavba mikrotubuléi byla vyrazn& urychlena. Taxol v koncentraci 0,25 pmol-1?
a 10 pmolI"* vyvolal u bunék HeLa po 20 h piisobeni také sdruzovani mikrotubuli
do svazki. I piestoze se asi 70 % sledovanych bunék po aplikaci taxolu nachéazelo
vV M fazi bunééného cyklu (doSlo ke zformovani chromozomil a k vymizeni jaderné
membrany), nebyl u nich vytvofen normalni mitoticky aparat (Schiff a Horwitz, 1980).

Vlivem taxolu byla také potlacena replikace mysich fibroblastli a inhibovana jejich
migrace (Schiff a Horwitz, 1980). Fibroblasty maji vyznamnou roli pii rastu, vyvoji
arozsifovani rakovinovych bunék, poskytuji jim napiiklad ristové faktory (Kalluri
a Zeisherg, 2006). Taxol v koncentraci 1 pmol-1™ i 10 pmol-I™ u bunék fibroblasti

vyvolal sdruzovani mikrotubul do svazkd. Bunky ovlivnéné taxolem se liSily
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od kontrolnich  buné€k také nepfitomnosti mikrotubulli v oblasti  pfiléhajici

k cytoplazmatické membrané (Obr. 10) (Schiff a Horwitz, 1980).

Obr. 9: Kofen Arabidopsis thaliana (stafi 8 dni) po 2dennim ovliviiovani taxolem
v koncentraci 1 pmol-I* (a) a 10 pmol-I* (b). Fotografie z mikroskopického pozorovani
pii zvétSeni 64x. Pievzato z Baskin et al., 1994,

Obr. 10: Snimek znepfimé imunofluorescencni mikroskopie s pouzitim protilatky proti
tubulinu. Kontrolni buiika fibroblastu (A) a buiika fibroblastu po 22 h pusobeni taxolu
v koncentraci 10 pmol-I* (B). Sipky vyznaduji okraj plazmatické membrany. Méfitko 20 pm.
Upraveno dle Schiff a Horwitz, 1980.
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2.3 PROTEOMICKA ANALYZA VLIVU TAXOLU

Proteomika je védni disciplina zabyvajici se identifikaci proteini pfitomnych v urcité
bunce, pletivu, organu nebo v celém organismu. Umoznuje nejen identifikaci proteind
ve vzorku, ale také srovnani proteomu (souboru proteinti, které se v bunice nachazi)
Vv riznych fazich vyvoje buiikky a organismu, mezi riiznymi buiitkami organismu a dale
mezi bunkami vystavenymi ucinkiim nékterych latek (IéCiv, drog) a buikami, které
témto latkam vystaveny nebyly (Westermeier a Naven, 2002). Je také efektivnim
nastrojem pro identifikaci posttransla¢nich modifikaci proteinti (Cerny et al., 2013).
Ptistupy v proteomické analyze se rozdé€luji na bezgelové a gelové. Doposud byly
publikovany dvé prace o proteomické analyze vlivu taxolu na buiiky dermalni papily
(nachézi se uprostfed vlasové pochvy) a HeLa buniky. V obou pracich byl pouzit gelovy
ptistup a metodicky postup skladajici se ze Ctyi krokl: piiprava vzorku, isoelektricka
fokusace (separace v prvnim rozméru), SDS elektroforéza (separace v druhém rozméru)
a detekce, kvantifikace a identifikace proteint (Rabilloud a Lelong, 2011; Chen et al.,
2011).

2.3.1 Priprava vzorku

Osetfeni taxolem je provadéno aplikovanim taxolu nafedéného na pozadovanou
koncentraci kultivaénim médiem na bunéénou kulturu, tkan nebo organismus. Chen
etal. (2011) aplikovali taxol (1 pmol-I") rozpustény v kultivaénim médiu na buiky
dermalni papily (12 hodin). Bull et al (2010) oSetiovali taxolem (koncentrace
5,8 umol-I™") HeLa buiiky po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Pro porovnani je tfeba pracovat také s kontrolnim materialem, ktery nebyl vystaven
ucinklim taxolu. Expozice je stanovena na ur¢itou dobu V zavislosti na biologickém
materialu.

K extrakci proteini mohou byt pouZity rizné postupy. Napi. k bunkam dermalni
papily byl pfidan pufr o sloZeni: mocovina (7 mol-I""), thiomocovina (2 mol-I™%),
4% (w/v) CHAPS, 0,5% (v/v) IPG pufr pH 3-10, poté nasledovala homogenizace
sonikatnim homogenizatorem a centrifugace pii odstfedivém zrychleni 15000 g
po dobu 10 minut pro oddéleni peletu (Chen et al., 2011).

Druha4 studie uvadi extrakei proteint pufrem o sloZeni: Tris-HCI (25 mmol-I%), KCI
(50 mmol-1), EDTA (@3 mmollY), 1% (v/v) Triton X-100, B-merkaptoethanol

(5mmol-IY), pH =71, inhibitory proteas (benzamidin (3 mmol-I), leupeptin
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(10 mmol-I") a PMSF (1 mmol-I™)) a fosfatas (NaF (30 mmol-I™), NasVO, (1 mmol-17)
aNasP,0; (20 mmol-I™Y)). Nasledovala mechanickd homogenizace, centrifugace
pfi odstfedivém zrychleni 16 000 g po dobu 10 minut a pti 4 °C. Koncentrace proteint
Vv supernatantu po odd¢leni peletu byla méiena spektrofotometricky (Bull et al., 2010).
Pti ptipravé vzorku je tieba dbat na to, aby nedoslo ke zmén¢ naboje proteinti, proto
se pro extrakci, denaturaci a rozpusSténi proteinti pouzivaji nenabité chaotropni latky
narusujici trojrozmérnou strukturu proteinti (napf. mocovina nebo thiomocovina)

inhibitory proteas a redukéni cinidla zabraiiujici vytvofeni disulfidovych vazeb

(napi. DTT, B-merkaptoethanol) (Rabilloud a Lelong, 2011).

2.3.2 Separace proteini

Pro separaci proteinl se vyuziva dvourozmérné (2D) elektroforéza. Separaci v prvnim
rozméru zajistuje metoda izoelektrick¢ fokusace, pii které jsou proteiny déleny
na zaklad¢ rozdilného izoelektrického bodu. Fokusace probihd na gelovych prouzcich
s pH gradientem, na které se nanasi vzorky. Pohyb proteinu prouzkem se zastavi v zon¢,
kde pH odpovida izoelektrickému bodu (Westermeier a Naven, 2002).

Gelové prouzky (stripy) se pred nanaSkou vzorkli inkubuji ve stejném pufru,
ve kterém jsou rozpustény proteiny (tzv. rehydrataéni pufr) (Rabilloud a Lelong, 2011).
Elektrické napéti je pfi zahajeni fokusace niz$i, a poté se zvysuje, napf. 50 V po dobu
12 hodin, 500 V po 1 hodinu, 1000 V po 1 hodinu a poté pii 8000 V (Chen et al., 2011).
Nebo pii 200 V po dobu 40 minut, 450 V po 40 minut, 750 V po 30 minut a 2000 V
po 70 minut. Po tomto kroku jsou stripy ptfeneseny do ekvilibra¢nich roztoku (Bull
et al., 2010).

SDS-PAGE elektroforéza se vyuziva pro separaci proteinll ve druhém rozméru
na zaklad¢ jejich rozdilné molekulové hmotnosti. Stripy se upevni na vrchni cast
polyakrylamidového gelu a elektroforéza probiha napt. 6 hodin pii 20 mA/gel
(Chen et al., 2011).

2.3.3 Detekce, kvantifikace a identifikace proteint

Detekce proteini na polyakrylamidovém gelu se provadi nékolika zpusoby: barveni
gelu barvivem Coomassie Brilliant Blue, barveni stiibrem anebo fluorescen¢ni detekce
(Rabilloud a Lelong, 2011). Srovnava se intenzita detekovanych skvrn protein

ze vzorku ovlivnéného taxolem a z kontrolniho vzorku. Skvrny proteinti, u kterych je
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rozdil vyznamny, se z gelu vyfiznou a rozlozi se proteolytickymi enzymy (napf.
trypsinem) a vzniklé peptidy jsou poté analyzovany hmotnostni spektrometrii, nejcastéji
MALDI-TOF. Ziskaji se tak molekulové hmotnosti peptidii a s vyuzitim databazi Ize
poté identifikovat jednotlivé peptidy (Westermeier a Naven, 2002).

Metoda MALDI-TOF je zalozena na smichani vzorku s matrici (malé organické
kyseliny) a naneseni smési na kovovou desticku, kterd se umisti do hmotnostniho
spektrometru, kde na ni plsobi laserovy paprsek vyvoldvajici sublimaci matrice
spoleéné se vzorkem. Molekuly vzorku se pfitom ionizuji a jsou poté urychleny
Vv elektrickém poli. V. TOF analyzatoru jsou ionty rozdéleny podle poméru jejich

hmotnosti a naboje na zaklad¢ rozdilné doby letu analyzatorem (Cobo, 2013).

2.3.4 Priklady vysledkii gelové proteomické analyzy

Chen et al. (2011) studovali vliv taxolu na proteom v buiikach dermalni papily. V této
studii bylo detekovano asi 972 skvrn proteinti a celkem u 11 proteinti byla potvrzena
snizend nebo zvy$ena tvorba v porovnani s kontrolnim vzorkem. Slo o proteiny
ucastnici se vezikularniho transportu a skladani proteind (napt. Rab-3b), metabolismu
(napt. enolasa, fosfoglyceratmutasa 1), detoxikace (karbonyl reduktasa) a procest
regulovanych Ca?* ionty (annexin A2).

Pfi studiu vlivu taxolu na bunky HelLa byly zjiStény vyznamné rozdily abundance
mezi kontrolnimi a taxolem oSetfenymi vzorky u 87 proteint. Podle doby, kdy u nich
doslo ke zméné€ abundance (0, 24, 48 a 72 h po aplikaci taxolu) byly proteiny rozdéleny
do Ctyt kategorii: proteiny zapojené v zadrzeni bunck v mitotické fazy (napf. annexin,
calumenin, aktin, 60 kDa heat shock protein, stathmin), proteiny zapojené v procesech
odehravajicich se mezi zadrzenim mitdzy a apoptdzou (napi. lamin a vigilin), proteiny
ucasnici se apoptézy (napt. 40S ribosomalni protein SA, 60 kDa heat shock protein,

elongaéni faktor 1 a miosin-9) a pozdni apoptdzy (napf. aktin a elongacni faktor 1)
(Bull et al., 2010).

2.4 CHARAKTERIZACE PROTEINU BECLIN 1 U ROSTLIN

Beclin 1 (také oznacovéan jako ATG6) se ucastni imunitni reakce rostlin na infekci
vyvolanou patogenem a autofagie. Bylo zjisténo, ze béhem infekce je zvySen piepis
genu pro Beclin 1 do mRNA (Patel a Dinesh-Kumar, 2008). Infekce vyvolana
patogenem vede u rostlin k hypersenzitivni reakci, jejimz cilem je programovana

bunééna smrt pouze napadenych bunék s cilem zabranéni Sifeni patogenu
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(Greenberg, 1997). Beclin 1 zajistuje, aby hypersenzitivni reakce byla soustiedéna
pouze nanapadené bunky a nezasahovala i zdravé bunky v okoli mista infekce
(Liu et al., 2005). Rostliny Arabidopsis thaliana se sniZzenou expresi genu pro Beclin 1
vykazovaly pied¢asnou senescenci, zvySenou citlivost na nedostatek zivin, zakrnény
rust a fenotypové abnormality (Patel a Dinesh-Kumar, 2008). Beclin 1 je také nezbytny
pro kliceni pylového zrna (Fujiki et al., 2007).

2.5 CHARAKTERIZACE PROTEINU SEC14p U ROSTLIN

Protein Secl4p-like phosphatidylinositol transfer family protein (Atlg74170; v této
praci uvadén jako Secl4p) patii do skupiny proteini Secl4, které byly poprvé izolovany
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Curwin et al., 2009). U rostlin byly objeveny
proteiny podobné Sec14, které patii mezi prenasece fosfolipidl, ti¢astni se metabolismu
fosfolipidii a podili se na ptenosu fosfatidylinositolu mezi bunéénymi organelami
ohrani¢enymi bunécnou membranou (Bankaitis et al., 2010). Proteiny ze skupiny Sec14
jsou nezbytné pro biosyntézu fosfatidylinositolu a tvorbu sekre¢nich vackia z Golgiho

komplexu. Ugastni se i transportu fosfatidylcholinu (Curwin et al., 2009).

2.6 CHARAKTERIZACE PROTEINU PROFILIN U ROSTLIN

Profilin patfi mezi proteiny, které se vazi na aktin a ovliviiyji aktinova filamenta (Wang
et al., 2009) Pfedevsim aktivuje aktin tim, ze umozni vyménu ADT za ATP, takze
se podili na polymerizaci aktinovych cytoskeletalnich vlaken (Ahern-Djamali et al.,
1999). U Arabidopsis existuje 5 profilinovych isoforem a neni ziejmé, zda se liSi svymi
funkcemi. Profilinl, profilin2 a profilin3 se nachazi pfevazné ve vegetativnich organech
Arabidopsis, kdezto profilind a profilin5 jsou pylové specifické (Kandasamy et al.,
2002). Molekulova hmotnost profilinu je 12—15 kDa (Wang et al., 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL

3.1.1

Biologicky material

rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0)

rostliny Arabidopsis thaliana nesouci GFP fuzni konstrukt s Beclin 1
(At3g61710) a Secldp (At1lg55690) pod nativnim promotorem (Kienek et al.,
nepublikovano)

rostliny Arabidopsis thaliana nesouci GFP fuzni konstrukt 35S-MAP4-GFP,
jako markr pro detekci mikrotubuld (Marc et al., 1998)

mutant Arabidopsis der1-3 (Ringli et al, 2002)

Chemikalie

2-propanol, Sigma Aldrich

4x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad
aceton, Sigma Aldrich

akrylamid, Sigma Aldrich

Complete (EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets), Roche
Coomassie Brilliant Blue G250, Serva
¢inidlo Bradfordové, Sigma Aldrich
dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma Aldrich
dithiothreitol (DTT), Sigma Aldrich
dodecylsiran sodny (SDS), Sigma Aldrich
ECL Clarity Western Substrate, Bio-Rad
ethanol 96%, lihovar Kojetin

glycerol, Sigma Aldrich

glycin, Sigma Aldrich

hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma Aldrich
hydroxid draselny (KOH), Sigma Aldrich
hydroxid sodny (NaOH), Sigma Aldrich
CHAPS, Sigma Aldrich

chlorid draselny (KCl), Sigma Aldrich
chlorid sodny (NaCl), Sigma Aldrich
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imerzni olej, Zeiss

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma Aldrich

kyselina fosforecna (HsPO,), Sigma Aldrich

kyselina chlorovodikova (HCl), Sigma Aldrich

kyselina octova (CH3COOH), Sigma Aldrich

methanol, Sigma Aldrich

mocovina, Sigma Aldrich

MS (Murashige a Skoog) medium, Duchefa Biochemie

odtu¢néné mléko, Laktino

persiran amonny ((NH4).S20s, APS), Sigma Aldrich

phytagel, Sigma Aldrich

Ponceau S, Sigma Aldrich

Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad

primarni protilatka mouse anti-aktin, Sigma Aldrich (kat. ¢. A0480)
primarni protilatka mouse anti-alfa tubulin (DM1A), Abcam (kat. ¢. ab7291)
primarni protilatka mouse anti-beta tubulin (TUB2,1), Sigma Aldrich
(kat. & T5201)

primarni protilatka mouse anti-profilin, Sigma Aldrich (kat. ¢. P8498)
sacharosa, Sigma Aldrich

sekundarni protilatka rabbit anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology
(kat. . 036SC-358914)

siran amonny ((NHy4),SO,), Sigma Aldrich

taxol, Sigma Aldrich

TEMED, Sigma Aldrich

thiomocovina, Sigma Aldrich

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), Sigma Aldrich

Tris-HCI (tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid), Sigma Aldrich
Triton X-100, Sigma Aldrich

Tween 20, Sigma Aldrich

B-merkaptoethanol, Sigma Aldrich
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3.1.3 Roztoky a média
1/2 MS médium

e sacharosa (10 g1™)
e MS(2,15¢gl1?
o phytagel (8 g-I'")
e pH =5,8 (4prava pomoci KOH)
12% délici gel
e 435% (viv) H,O
e 259% (v/v) Tris-HCI (1,5 mol-1'"), pH =8,8
o 30 % (v/v) 40% (w/v) akrylamid (37,5:1)
e 1% (v/iv) 10% (w/v) SDS
e 0,05% (v/v) TEMED
e 0,5% (v/v) 10% (w/v) APS
4x Laemmliho roztok
e 277,8 mmol-1™ Tris-HCI
o 4,4% (w/v) SDS
e 44,4 % (w/v) glycerol

e 0,02 % bromfenolova modf
e pH=6,8
4% zaosttovaci gel
e 63,6 % (VIV) H,O
e 25,2 % (v/v) Tris-HCI (0,5 mol-I'), pH = 6,8
o 10 % (v/v) 40% (w/v) akrylamid (37,5:1)
o 1% (v/iv) 10% (w/v) SDS
e 0,125 % (v/v) TEMED
e 0,5% (v/v) 10% (w/v) APS

Blokovaci roztok

o 4% (W/v) BSA vV TBS-T

e 4% (w/v) susené odtucnéné mléko v TBS-T

Colloidal Coomassie barvivo (barveni elektroforetického gelu)
e roztok A: 2% (v/v) H3PO,4 + 10% (w/v) (NH),SO,4v H,O
e roztok B: 5% (w/v) CBB G50 v H,0
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e roztok C: 8 ml roztoku B + 8 ml roztoku A

e vysledny roztok: 20% (v/v) methanol v roztoku C
Tris-glycin-SDS elektroforeticky pufr

e 0,25 mol-I™ Tris

e 1,92 mol1™ glycin

e 1% (w/v) SDS

e H,O

e pH=83
Ponceau S

e 0,1% (w/v) Ponceau S v 5% (v/v) kyseliné octové
Pienosovy pufr (Tris-glycinovy)

o 0,25 mol 1™ Tris

e 1,92 mol'I* glycin

L Hzo
e pH=83
TBS 10x

e 0,5 mol-1* Tris-HCI
e 1,5mol1!NaCl

L Hzo
e pH=74
TBS-T

e 99% (v/v) TBS 10x

e 9% (v/v) methanol

e 0,09 % (v/v) Tween
Tekuté 1/2 MS médium

e sacharosa (10 g™

e MS(215¢gl1%

e pH =58 (Uprava pomoci KOH)
Tris-HCI pufr, pH 8,3 (30 mmol-I"")

e 0,3 % (w/v) Tris, tiprava pH na 8,3 pomoci HCI
e 0,86 % (w/v) NaCl
e 2% (v/v)EDTA
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3.1.4 Pristroje

analytické vahy XA110/2X, Radwag (Polsko)

binokularni mikroskop M165FC, LEICA (Némecko)

centrifuga Scan Speed 1730 MR, Scala Scientific (Nizozemi)

digestot, Merci (Cesk4 Republika)

dokumentaéni zafizeni pro dokumentaci gelt a bloti Chemidoc, Bio-Rad (USA)
fytotron, WEISS Gallenkamp (Némecko)

konfokalni laserovy mikroskop s ,,live* detekei a rota¢nim diskem Cell Observer
SD, Zeiss (Némecko)

konfokalni laserovy skenovaci mikroskop ZEISS LSM 710, Zeiss (Némecko)
laboratorni pfedvazky, BEL (Italie)

laminarni box, Biohazard (Italie)

michacka elektromagneticka, Boeco (Némecko)

mikrocentifuga s vortexem, Biosan (LotySsko)

mikrocentrifuga, Bio-Rad (USA)

mikrovlnna trouba, Hitachi (Japonsko)

pH metr, Eutech Instruments (Singapur)

skener Image Scanner I1I, GE Healthcare (Svédsko)

spektrofotometr, Beckman Coulter (USA)

termoblok, Bioer Technology (Cina)

ttepacka vykyvna, Biosan (LotySsko)

tiepacka, Hoefer Scientific Instruments (San Francisco)

vortex, Genie (Nizozemi)

zdroj napéti, Bio-Rad (USA)

Programy a databaze

Aramemnon (http://aramemnon.uni-koeln.de/)

Blast2GO (https://www.blast2go.com/; Conesa a Gotz, 2008)

DAS - Transmembrane Prediction server (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/,
Cserzo et al., 1997)

ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/)

ImageLab (Bio-Rad)

MS Excel
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e MS Powerpoint

e NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/)

e TAIR (https://www.arabidopsis.org/)

e TargetP 1.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)
e UniProt (http://www.uniprot.org/)

e Zeiss Zen 2012 Blue a Black software

3.2 METODY

3.2.1 Sterilizace semen

Sterilizace semen byla provadéna v laminarnim boxu. Semena Arabidopsis thaliana
byla v mikrozkumavce protiepavana s 1 ml 70% ethanolu po dobu 5 min. Po usazeni
semen na dn¢ zkumavky byl ethanol odpipetovan a k semeniim byl pfidan 1 ml 96%
ethanolu a protiepavani probihalo po dobu 3 min. Po usazeni semen a odebrani
ethanolu, byl k semenim pfidan 1 ml sterilni destilované H,O, protiepavani 3 min
(postup s H,O byl opakovan 5x a pii poslednim opakovani byla semena nabrana
Spickou pipety a pienesena rovnomérné na filtraéni papir v Petriho misce). Po uschnuti
filtra¢niho papiru byla Petriho miska se semeny uzaviena parafilmem a uschovéna pro

dalsi pouziti do lednice na 4 °C.

3.2.2 Priprava kultiva¢niho média
Pro kultivaci rostlin Arabidopsis thaliana bylo pouzivano 1/2 MS médium (Murashige
a Skoog, 1962). Médium bylo pfipraveno smichanim 10 g sacharosy, 2,15 g MS
(Duchefa) a 1000 ml H,0, poté bylo upraveno pH na hodnotu 5,8 pomoci KOH
(0,1 mol-I'Y). Roztok byl rozlit po 250 ml do &tyi sklenénych nadob a do kazdé byly
pfidany 2 g phytagelu. Médium bylo sterilizovano v autoklavu.

Pii experimentech bylo také vyuzivano tekuté 1/2 MS médium, jehoz sloZeni
a pfiprava jsou stejné jako u tuhého 1/2 MS média, ale neobsahuje phytagel, ktery

zajiStuje ztuhnuti média.

3.2.3 Sazeni, ovliviiovani a homogenizace rostlin

Sazeni rostlin bylo provadéno v lamindrnim boxu. Pro biochemické analyzy byla
napovrch 1/2 MS média ve ¢tvercové Petriho misce (14 cm) pfenesena Semena
Arabidopsis thaliana (20 semen) asi 1 cm od horniho okraje misky. Misky byly

zalepeny parafilmem a uloZeny horizontalné na 1-2 dny na 4 °C pro stratifikaci. Poté
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byly misky se semeny umistnény (ve vertikalni poloze) do fytotronu. Podminky
ve fytotronu byly nasledujici: 22 °C, 71% vlhkost vzduchu, osvétleni 16 h a 8 h tma.

Rostliny byly po 14 dnech od umisténi do fytotronu ovliviiovany taxolem.
Na rostliny v Petriho miskach bylo aplikovano 10 ml 1/2 tekutého MS média s taxolem
rozpusténym v DMSO. Vysledna koncentrace taxolu v 1/2 tekut¢ém MS médiu byla:
1 pmol-1™*, 5 pmol-I™!, 10 pmol-I"* a 15 pmol-I™. K rostlinim slouZicim jako kontrola
bylo piidano 10 ml 1/2 tekutého MS média s DMSO tak, Ze objem piidavaného DMSO
Vv jednotlivych ptipadech byl stejny jako objem pfiddvaného taxolu rozpusténého
v DMSO. Pro zabranéni hypoxie byly Petriho misky s rostlinami umistény vertikalné
na tfepacku a ovliviiovani taxolem takto probihalo po 2 h.

Po 2 h byly kofeny rostlin oddéleny skalpelem a mechanicky homogenizovany
ve tieci misce s pouzitim tekutého dusiku. Homogenat byl umistén do mikrozkumavek

a ulozen na —80 °C.

3.2.4 Extrakce proteini

Pro extrakci byl pouzivan Tris-HCI pufr (pH = 8,3; 30 mmol-I™") s DTT (1 mmol-I™")
a inhibitor proteas (Complete EDTA free protease tablets; 20 ul na 1 ml). Pufr byl
ptidan do mikrozkumavky k homogenatu z kotenil, nasledovalo vortexovani, 15 min
inkubace na led¢, 15 min centrifugace (13 000 g, 4°C) a odpipetovani supernatantu.

Dale byl méfen obsah proteinll v supernatantu.

3.2.5 Méreni obsahu proteint ve vzorku metodou Bradfordové

Obsah proteini ve vzorku byl méfen metodou Bradfordové (Bradford, 1967).
Do mikrotitracni desticky bylo napipetovano do jamek 89 ul destilované vody, 10 pl
¢inidla Bradfordové a 1 ul vzorku (proteinového extraktu), smés byla promichana
ainkubovana 10 min pifi laboratorni teploté, poté byla méfena absorbance
na spektrofotometru pii vinové délce 595 nm oproti blanku (89 ul destilovana voda,
10 pl ¢inidla Bradfordové, 1 pl extrakéni roztok). Absorbance pro kazdy vzorek byla
odectena z kalibra¢ni kiivky ve 3 opakovanich. Kalibra¢ni kiivka byla zhotovena

pomoci znamych koncentraci albuminu z hovéziho séra (Bovine serum Albumine).

3.2.6 Denaturujici polyakrylamidova elekroforéza
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s detergentem dodecylsiranem sodnym (SDS)

byla pouzita pro separaci proteini podle jejich molekulové hmotnosti.
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Vzorky byly pfipravovany tak, aby v kazdém z nich bylo stejné mnoZzstvi proteini
(pro rtizna biologicka opakovani se tento obsah lisil, ale v ramci jednoho opakovani byl
stejny). Objem proteinového extraktu odpovidajici tomuto mnozstvi byl napipetovan
do mikrozkumavky a byl pifidan puvodni extrakéni roztok pro vyrovnani objemu
jednotlivych vzorkd.

Ke vzorkim byl dale ptidan f-merkaptoethanol (5 % v/v) a 4x Laemmli Sample
Buffer (25 % v/v). Vzorky byly poté zahfivany 5 min na 95 °C.

Byl pouzivan 12% délici gel a 4% zaostfovaci gel. Nanaska vzorkti do jamek byla
pro riizna opakovani takova, aby bylo pfitomno stejné mnozstvi proteinti. Na gel byly
vzdy davkovany 3 pul standardu. Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 180 V
ptiblizné 45 min. Byl pouzivan Tris-glycin-SDS elektroforeticky pufr. Proteinové bandy
byly vizualizovany barvenim barvivem Coomassie Brilliant Blue, které ptsobilo na gel
pfiblizné 1-2 h. Poté byly gely odbarveny miniméalné¢ 1 den v destilované vodé.

Dokumentace byla provadéna na Chemidoc MP (Bio-Rad) dokumenta¢nim systému.

3.2.7 Imunoblotovani
Metoda byla vyuzita pro stanoveni abundance aktinu, a-tubulinu, B-tubulinu a proteinu
profilin ve vzorcich kofenti. V prvnim kroku probé&hla denaturujici polyakrylamidova
elektroforéza podle postupu popsan¢ho v piedchozi podkapitole. Membrana PVDF
(96 cm) byla aktivovana ponofenim do methanolu na 20 s a poté inkubovana 10 min
Vv ptenosovém pufru spolecné s gelem z SDS PAGE. Poté byla slozena aparatura (Mini
Trans Blot, Bio-Rad) a spustén pfenos proteintl z gelu na membranu pii napéti 100 V
po dobu 1,5 h (nebo pti napéti 24 V pies noc) a 4 °C. Byl pouzivan pienosovy pufr
(Tris-glycinovy pufr s methanolem).
Pro kontrolu, zda byl pfenos proteinti Uspé$ny, byla membrana oplachnuta v H,O
a barvena v roztoku Ponceau S. Nasledovaly tyto kroky:
e oplachnuti membrany v H,O
e omyvani membrany roztokem TBS-T na tfepacce (3x 10 min, pokojova teplota)
e blokovani nespecifickych mist membrany blokovacim roztokem na tfepacce
(1 h, pokojova teplota)
e oplachnuti membrany v TBS-T
e aplikace primarni protilatky natedéné v roztoku TBS-T s 1% BSA (inkubace
membrany s roztokem protilatky pfes noc pii 4 °C nebo 1,5 h pfi pokojové

teploté na tiepacce)
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promyvani membrany roztokem TBS-T na tfepacce (3x 10 min, pokojova
teplota)

aplikace sekundarni protilatky nafedéné v roztoku TBS-T s 1% BSA
na membranu (inkubace membrany s roztokem protilatky 1,5 h pti pokojové
teploté na tfepacce)

promyvani membrany roztokem TBS-T na tfepacce (3x 10 min, pokojova
teplota)

detekce signalu Chemidoc MP dokumenta¢nim systémem (program ImageLab)

po aplikaci roztoku ECL na 2 min na membranu

Roztoky protilatek byly pfipraveny nafedénim protilatky roztokem TBS-T

s 1% BSA. Redéni pro jednotlivé protilatky bylo nasledujici:

primarni protilatka mouse anti-aktin (1:5000)

primarni protilatka mouse anti-alfa tubulin (DM1A) (1:5000)
primarni protilatka mouse anti-beta tubulin (TUB2,1) (1:5000)
primarni protilatka mouse anti-profilin (1:1500)

sekundarni protilatka rabbit anti-mouse 1gG-HRP (1:5000).

Po vyvolani signalu byly membrany jesté¢ jednou pouzity pro aplikaci odlisné

primarni protilatky a detekci jiného proteinu. Plivodni primérni a sekundérni protilatka

byla z membrany odstranéna nasledujicim zptisobem:

promyvani membrany H,O na tfepacce (3x 5 min, pokojova teplota)

promyvéani membréany roztokem NaOH na tiepaice (0,5 moll™, 3x 15 min,
pokojova teplota)

promyvani membrany roztokem TBS-T na tfepacce (3x 10 min, pokojova
teplota)

nasleduje blokovani membrany a opakuje se postup popsany vyse

Analyza abundance a-, B-tubulinu a aktinu ve vzorcich kofene mutanta Arabidopsis

derl-3 (tyto vzorky nebyly ovlivnény taxolem) byla provedena ve trech biologickych

opakovanich.

Analyza abundance o-, B-tubulinu, aktinu a profilinu byla provadéna u vzorka

kotenti Arabidopsis Col-0, které¢ byly ovliviiovany taxolem v téchto koncentracich:

1 pmol-I%, 5 pmol I, 10 pmol-I™* @ 15 umol‘1™. U kontrolnich rostlin byl pouzit DMSO

v odpovidajicim objemu pfidavaného taxolu. Kvantifikace abundance proteinii byla

provedena v programu Imagelab pouze pro vzorky ovliviiované taxolem/DMSO
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v koncentraci 10 pumol1™. Pro kvantifikaci byla pouzita dvé biologickd opakovani

U proteint a-, B-tubulin a profilin a tfi biologicka opakovani u proteinu aktin.

3.2.8 Vliv taxolu na fenotyp korenu Arabidopsis

Na pevné 1/2 MS médium v Petriho misce bylo vysazeno 60 semen Arabidopsis
thaliana (Col-0). Petriho misky se semeny byly ulozeny na 1 den na 4 °C (horizontalni
poloha) a poté vylozeny do fytotronu na 5 dnt (vertikalni poloha). Dale byly rostliny
pfeneseny na pevné 1/2 MS médium s taxolem (10 rostlin) nebo DMSO (10 rostlin).
Médium s taxolem bylo pfipraveno smichanim taxolu rozpusténého v DMSO s tekutym
1/2 MS médiem, tento roztok byl filtrovan pies injekéni steriliza¢ni filtr (pro zabranéni
kontaminace média) a poté byl smichan s nezpevnénym 1/2 MS médiem. Roztok
0 celkovém objemu 20 ml a koncentraci taxolu 5 pmol-I™ byl nalit na Petriho misku
s prumérem 90 mm. Médium s DMSO slouzici jako kontrola bylo pfipraveno pfidanim
taxolu-ekvivalentniho mnozstvi DMSO do 1/2 MS média. Poté byly Petriho misky
s rostlinami umistény do fytotronu ve vertikalni poloze.

Pro pozorovani fenotypu byly rostliny skenovany ptistrojem Image Scanner Il v den
preneseni (nulty den), 3., 4. a 5. den po pfeneseni. Paty den byly rostliny také
pozorovany binokuldrnim mikroskopem (pro dokumentaci délky a poctu kotenovych
vlask).

Pro méteni délky primarniho kofene a postrannich kotent, délky kofenovych vlaskl
a §itky kofene byl pouzivan program Imagel. Siika kofene byla méfena v oblasti
zacatku tvorby kofenovych vlaskd. Pro ovéfeni, zda jsou rozdily ve fenotypu mezi
kontrolnimi a taxolem ovlivnénymi rostlinami vyznamné byl pouzit dvouvybérovy t-test

(p <0,05).

3.2.8.1 Gravistimulace
Po 5 dnech od pifeneseni rostlin na médium s taxolem nebo DMSO byly Petriho misky
s rostlinami natoceny o 90° oproti pivodni poloze a umistény takto do fytotronu
ve vertikalni poloze. Dalsi den byly rostliny skenovany a otoceny znovu o 90° nazpét
do ptivodni polohy a skenovany nasledujici den.

Pro vyhodnoceni byly méfeny uhly mezi smérem plvodniho kotfenového rhstu

a riistu po otoceni o 90°.
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3.2.9 Konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

Konfokalnim laserovym mikroskopem byla pozorovana dynamika mikrotubuld,
lokalizace proteinii Beclin 1 a Secl14p a vliv taxolu na abundanci téchto dvou proteini.
Pro emisi GFP byla pouzivana vinova délka 488 nm a pro detekci vlnové délky mezi
500 a 535 nm.

Experiment pozorovani vlivu taxolu na dynamiku mikrotubuli byl realizovan pro piimé
ovéfeni stabiliza¢niho ucinku taxolu na mikrotubuly. Pétidenni transgenni rostliny
Arabidopsis nesouci GFP fuzni konstrukt MAP4-GFP pro vizualizaci mikrotubuld
(Marc et al., 1998) rostouci na 1/2 MS médiu, byly pieneseny na podlozni sklo
do kapky 1/2 tekutého MS média. Podlozni sklo bylo po stranach ohrani¢eno prouzky
oboustranné lepici pasky a na ni bylo pfilozeno kryci sklo. Rostliny byly inkubovany
nejméné 1 hodinu ve vlhké komirce vytvofené z Petriho misky s navlhéenymi
ubrousky. Takto piipraveny preparat byl infiltrovan roztokem tekutého 1/2 MS média
s taxolem (10 pmol-I™") nebo se stejnym objemem DMSO (kontrola), po 2h od infiltrace
byl preparat pozorovan konfokalnim laserovym mikroskopem s rotujicim diskem
(ZEISS SD).

Pro mikroskopické pozorovani lokalizace proteinii Beclin 1 Secl4p byly pouZivany
rostliny Arabidopsis nesouci GFP fuzni konstrukt s proteiny Beclin 1 a Sec14p pod
nativnim promotorem rostouci na 1/2 MS médiu, staii 4 d. Preparat byl pripraven
zpusobem popsanym vySe. Lokalizace proteinti v bunice i v rostlinnych organech byla
sledovana konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem (podle lokalizace
fluorescenéniho signalu). Pro pozorovéni vlivu taxolu na abundanci proteinii Beclin 1
a Sec14p byly preparéty infiltrovany tekutym 1/2 MS médiem s taxolem (10 pmol-I™)
nebo s DMSO pro kontrolu (10 ul DMSO v 1 ml média). Pozorovani bunék rostlin
konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem bylo provedeno pted infiltraci,
10 min po infiltraci a poté za 2 h. Intenzita fluorescence byla métena softwarem Zen
Vjedné vybrané linii vZdy u dvou sousedicich bun¢k. Namétfené intenzity byly

zprumérovany a porovnany.

3.2.10 Bioinformatické vyhodnoceni proteomické analyzy vlivu taxolu

na kof'eny Arabidopsis
Cilem bakalarské prace bylo také vyhodnoceni proteomickych dat které byly diive
ziskany gelovou a bezgelovou analyzou kotfenii Arabidopsis ovlivnénych taxolem.
Proteomicka analyza byla provedena se dvéma vzorky (kontrolou a vzorkem z rostlin
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ovlivnénych taxolem), pfi¢emz z kazdého vzorku byly zhotoveny 3 repliky. Vysledkem
bezgelové analyzy byly identifikované a kvantifikované proteiny ve 3 replikach
(Takac¢ et al., nepublikovana data). V ramci analyzy byla tato data statisticky
vyhodnocena pomoci One way Anova testu a proteiny se zménénou abundanci po vlivu
taxolu s hladinou vyznamnosti p <0,05 byly spolecné sdaty z gelové proteomické
analyzy podrobeny bioinformatické analyze. Déle byly vybrany proteiny, které byly
detekovany pouze v kontrolnich vzorcich nebo pouze ve vzorcich ovlivnénych taxolem
v jedné nebo ve dvou z celkem tfi replik.

Selektované proteiny byly klasifikovany podle lokalizace, molekularni funkce
a zapojeni v biologickych procesech pomoci softwaru Blast2GO (Conesa a Gotz, 2008),
do kterého byly vloZeny aminokyselinové sekvence proteinil ziskané z databazi UniProt
nebo NCBI. S vyuzitim tohoto softwaru byly také identifikovany proteiny majici
souvislost s cytoskeletem.

Do vyhodnoceni byly zahrnuty proteinové sekvence z urovné 8 v Blast2Go
u lokalizace, z trovné 6 u biologickych procesii a pouze u téch procesi, kde bylo
detekovano vice nez 5 proteinti se zménénou abundanci a z rovné 5 u molekularnich
funkci a pouze u funkci, kde byly detekovany vice nez 2 proteiny se zménénou
abundanci. V rdmci anotace sekvenci ,,Gene onthology annotation* byly pomoci
Blast2go vyhledany homologické (identické) sekvence z databaze NCBI (Arabidopsis
thaliana), poté probéhlo mapovani a anotace sekvenci za pouziti nasledujicich
parametrti: E Value Hit filter: 1.0E-6; Annotation cut off: 55; GO weight: 5. Anotace
byly vyexportovany do formatu programu MS Excel a vyhodnoceny do grafu.

Pro zjiSténi, zda proteiny obsahuji transmembranové domény, byl pouzit DAS -

Transmembrane Prediction server (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 VLIV TAXOLU NA FENOTYP KORENU ARABIDOPSIS

Tento experiment byl proveden s cilem zjistit, jak se efekty vyvolané taxolem uvnitt
bunky (stabilizace mikrotubulli a zpomaleni jejich dynamiky) projevuji ve fenotypu
kotenil. Kofeny rostlin rostoucich na médiu s taxolem a kontrolnich rostlin rostoucich
na médiu s DMSO byly porovnavany v nasledujicich parametrech: délka primarnich
kotenil, pocet a délka postrannich kofend, rychlost ristu primarnich kotfent, pocet
a délka kotenovych vlaskl, vliv gravitace na rust primarnich kofenii a popsany byly

i dal$i vyznamné rozdily.

4.1.1 Délka a rychlost ristu primarniho korene
Taxol vyznamné zpomalil rust primarniho kofene Arabidopsis thaliana (Obr. 11 a 12).
Délky kotent rostlin rostoucich na médiu s DMSO a na médiu s taxolem byly méfeny
programem ImageJ v den pieneseni rostlin, 3., 4., a 5. den po pfeneseni a vysledky
vSech méfeni jsou uvedeny v piiloze (Tab. 4, 5, 6, 7). Primérna rychlost ristu kofent
na médiu staxolem (4,43 + 0,61 mm/den) byla oproti kontrolnim rostlinam
(8,33 + 0,87 mm/den) mensi témé&f o polovinu (Tab. 1).

Vysledky se shoduji s ocekavanim, Ze taxolem vyvoland stabilizace mikrotubulil
a predevS§im mikrotubulti déliciho vieténka vedouci k zastaveni bunécéného dé€leni
(Jordan et al., 1993), muze byt pii¢inou zpomaleni ristu kofent rostlin ovlivnénych
taxolem (Baskin et al., 1994, Baluska et al., 1997). A také, ze s rostouci dobou piisobeni
taxolu narostliny jsou jeho ucinky vyrazngj$i a intenzivngjsi. Skutec¢nost, ze taxol

inhibuje rust primarnich kofend rostlin kukufice, pozorovali Baluska et al. (1997).
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kontrola taxol (5 pmol-I*)

0. den

5_den

Obr. 11: Kontrolni rostliny Arabidopsis rostouci na médiu s DMSO (vlevo) a rostliny rostouci
na médiu s taxolem (5 pmol-1™) (vpravo) 0. den, 3., 4. a 5. den od pieneseni na tato média.
Celkové stafi rostlin je 5, 8,9 a 10 d. Méfitko 10 mm.
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Obr. 12: Porovnani pramérné délky primarniho kotene kontrolnich rostlin Arabidopsis, ekotyp
Col-0 a rostlin ovlivnénych taxolem 0., 3., 4. a 5. den od pfeneseni na médium s DMSO
(kontrola) nebo s taxolem (celkové staii rostlin je 5, 8, 9 a 10 d). Sloupce znazorfiuji prameér
délky (= smérodatna odchylka) z 10 méfenych rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi
kontrolnimi a ovlivnénymi rostlinami jsou oznaé¢eny hvézdickou (t-test, p < 0,05).

Tab. 1: Primérna rychlost rustu primarnich kofent kontrolnich rostlin Arabidopsis, ekotyp Col-
0 umisténych na médiu s DMSO a rostlin ovlivilovanych na médiu s taxolem a primérny
kotenovy ptirtstek u té€chto rostlin 3., 4. a 5. den od pieneseni na média (celkové stafi rostlin je
5, 8,9 a 10 d). Primér byl pocitan z 10 rostlin pro kontrolu i pro taxolem ovlivnéné rostliny.

Prumérny koienovy prirtstek od preneseni na

Doba od pi‘eneseni rostlin (den) medium s taxolem (mm)
kontrola taxol
3 23,03 12,95
4 30,79 16,70
5 40,35 21,92

Primérna rychlost ristu kofene: 8,33 £ 0,87 mm/den 4,43 £ 0,61 mm/den

4.1.2 Pocet a délka postrannich korent

Pocet a délka postrannich kofend u kontrolnich rostlin a taxolem ovlivnénych rostlin
byly méfeny 3. den od preneseni rostlin na médium s DMSO nebo s taxolem. Postranni
kofeny byly poté roztiidény podle délky (0-3, 3-6, 6-9, 9-12 a 12-15 mm)
a porovnaval se pocet kofenti v jednotlivych rozmezich délek (Obr. 13). Délky

postrannich kofent v§ech rostlin jsou uvedeny v ptiloze (Tab. 8, 9).
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Obr. 13: Porovnani poctu postrannich kofentt u kontrolnich a taxolem ovlivnénych rostlin
Vv jednotlivych délkovych rozmezich postrannich kofend. Hodnoty byly ziskdny zméfenym
vSech postrannich kofenti u 10 kontrolnich a 10 taxolem ovlivnénych rostlin, u rostlin starych
8 dnt, rostoucich na médiu s taxolem/DMSO 3. den.

Celkovy pocet postrannich kotfenti kontrolnich rostlin (73) prevySoval pocet kotfent
u taxolem ovlivnénych rostlin (54) a stejnd situace se opakovala i v jednotlivych
délkovych intervalech postrannich kofenti. Délky vétsi nez 6 mm dosahlo
17 postrannich kofenii kontrolnich rostlin, ale pouze 6 postrannich kofenl taxolem
ovlivnénych rostlin. Podle naSich védomosti, v dosavadnich literarnich pramenech vliv
taxolu na rast postrannich kofenu sledovan nebyl. Lze fici, Ze taxol vyvolava snizeni
poctu i1 délky postrannich kofend, coz je mozné vysvétlit tim, Ze tvorba postrannich
kotent je regulovana hormonem auxinem a spravna dynamika a organizace kortikalnich
mikrotubuld je nezbytna pro transport auxinu a tedy i pro riistové procesy kontrolované

auxinem (Casimiro et al., 2001; Abu-Abied et al., 2015).

4.1.3 Délka, pocet korenovych vlaskii a dalSi rozdily
Pozorovani délky a poctu kotfenovych vlaski bylo provadéno binokuldrnim
mikroskopem 5. den od pteneseni rostlin na médium s DMSO nebo s taxolem.
Pro stanoveni poctu vlaskl byla vybrana jedna reprezentativni kontrolni rostlina a jedna
reprezentativni taxolem ovlivnéna rostlina (Obr. 14A, B). Snimky dalSich kofent
s kofenovymi vlasky jsou uvedeny v priloze (Obr. 34). Bylo zméteno 10 vlasku
Z oblasti vyznacené slozenou zavorkou na Obrazku 14A, B. Vysledky méfeni jsou
uvedeny v piiloze (Tab. 10).

Bylo zjisténo, ze kotfenové vlasky rostlin ovlivnénych taxolem (62 kotenovych

vlaskd na 2,4 mm délky kotfene) jsou pocetnéjsi nez kotenové vlasky u kontrolnich
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rostlin (44 kofenovych vlaskd na 2,4 mm délky kofene). AvSak primérna délka
kotenovych vlaskl kontrolnich rostlin (247 + 57 pm) ptevysuje prumérnou délku vlaskt
taxolem ovliviiovanych rostlin (144 £+ 42 pm).

Sitky kofenti méfené na zalatku zony ristu kofenovych vlaskd se u kontrolni
rostliny (135 um u kofene na Obr. 14A) a taxolem ovlivnéné rostliny (150 um u kotfene
na Obr. 14B) od sebe mirng lisily. U taxolem ovlivnénych rostlin byla viditelna radialni
expanze kofene (Obr. 14).

Déle bylo u kofeni taxolem ovlivnénych rostlin misty pozorovano vétveni
(branching) kotenovych vlaskt (Obr. 14B), kdy z jedné rhizodermalni bunky vyristaly
dva vlasky misto jednoho, nebo k vétveni dochazelo béhem ristu jednoho kofenového
vlasku. U téchto rostlin bylo patrné také zduieni rhizodermalnich bunék (Obr. 14D).

Baskin et al. (1994) pozorovali stejné ucinky taxolu na kofeny Arabidopsis (radialni
expanze, zdufeni, poruseni tvaru rhizodermalnich bunék a kofenovych vlaski). Radialni
expanzi a zdufeni davali do souvislosti s poruchou organizace kortikalnich mikrotubult
zpiisobenou taxolem. Vétveni miZze byt vysvétleno tim, Ze neporusena funkce
mikrotubulii je potfebna pro zajisténi polarity prodluzovani vlasku bez vétveni

(Bibikova et al., 1999).

Obr. 14: Koien kontrolni rostliny Arabidopsis (A) a jeho detail (C), kofen rostliny rostouci
3 dny na médiu s taxolem (B) a jeho detail (C), svorkami je zndzornéna oblast, ve které byly
méfeny délky kofenovych vlaski. Sipkou je zndzornéno zdufeni rhizodermalnich bundk
a vétveni kofenovych vlasku. Stafi rostlin je 8 d. MéfFitko 0,5 mm.
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Taxol v tomto experimetu tedy zptsobil zvyseni poctu kotenovych vlasku, zkraceni

jejich délky, vétveni vlaski, zdufeni rhizodermalnich bunék a radialni expanzi kotene.

4.1.4 Vliv taxolu na gravitropismus koiene Arabidopsis

Byl také sledovan vliv taxolu na gravitropismus a gravistimulaci kofenti Arabidopsis
thaliana. Gravitropismus kofenti byl sledovan u 5 kontrolnich rostlin a 5 rostlin
ovlivnénych taxolem po prvnim otoceni Petriho misky o 90° (vzhledem ke gravitaci),
po druhém otoceni 0 90° zpét byly pro méfeni vybrany 4 rostliny z kazdé Petriho misky
(Obr. 15). V prvnim piipadé se pruimérné tthly mezi ptivodnim smérem ristu primarniho
kotfene a novym smérem u kontrolnich (107,77 + 7,90°) a taxolem ovlivnénych rostlin
(103,33 +3,68°) prilis nelisily. Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany
po druhém otoceni o 90° do piivodni polohy, u kontrolnich rostlin 99,94 + 12,75°
a u taxolem ovlivnénych rostlin 134,63 + 3,56°.VSechny namétené uhly jsou uvedeny
v ptiloze (Tab. 11 a 12).

Jev, pii kterém se kofeny rostlin orientuji ve sméru puisobeni gravitace, se oznacuje
jako gravitropismus a jeho podstatou je plisobeni zemské tiZe na statolity nachazejici se
v bunikach kotené Cepicky. Pokud je kofen ve vertikalni poloze, statolity jsou umistény
ve spodni (bazélni) ¢asti bun¢k kotenové Cepicky a to zajiStuje rovnomeérnou distribuci
auxinu transportovaného do kotenové ¢epicky z nadzemni Casti rostliny cévnimi svazky
(Nakamura et al., 2011). Poté je auxin transportovan do elongaéni zoény kofene, kde fidi
jeho prodluzovani. Transport a polarni distribuci auxinu zajistuji tzv. auxin influx
a eflux carriers (Friml et al., 2002). Pii zmén¢ polohy rostliny po jejim otoceni netlaci
statolity na bazalni cast buiiky, ale na jednu z jejich stran a distribuce auxinu je na této
stran¢ hojn&j$i nez na opacné strané. Tim je zajiSténa vétsi koncentrace auxinu na jedné
stran¢ elongacni zény a bunécné prodluzovani je v této strané inhibovano, kdezto

Z vysledka experimentu v této praci, by se dalo pfedpokladat, ze mikrotubuly budou
hrét roli v transportu auxinii do kofenové Cepicky nebo v transportu statolitd. | kdyz
byla prvni moznost vyvracena ve studii Hasenstein et al. (1999), nedavna studie
potvrdila tuto hypotézu (Abu-Abied et al., 2015). Hou et al. (2003) zjistili,

Ze na transportu statolit se podili pfedevsim aktinova vlakna.
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Obr. 15: Porovnani reakce na gravistimulaci. Kontrolni rostliny Arabidopsis rostouci na médiu
s DMSO (A, B) a rostliny rostouci na médiu s taxolem (5 pmol-1™) (C, D) 6. den (A, C) a 7. den
(B, D) od pfeneseni na tato média. Po otoceni o 90° (A, C) a 0 90° zpét do puvodni polohy (B,
D). Celkové stafi rostlin je 11 a 12 d. M¢fitko 10 mm.

V odbornych publikacich byla popséana jak situace, kdy taxol nemél na gravitropismus
zadny vliv (Hasenstein et al., 1999), tak situace kdy bylo naopak pozorovano negativni
ovlivnéni gravitropismu taxolem (Park et al., 1996). Vysledky v této bakalaiské praci
naznacuji, Ze spravna dynamika mikrotubuld je dilezita pro gravitropismus Arabidopsis

thaliana.

4.2 POZOROVANI DYNAMIKY MIKROTUBULU PO VLIVU
TAXOLU

Pozorovani dynamiky mikrotubuld bylo provedeno na pétidennich transgennich
rostlinach Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt MAP4-GFP po aplikaci taxolu
(10 pmol-I™) po dobu 2 hodin pomoci konfokalni laserové mikroskopie s rotujicim
diskem (spinning disc microscopy).

U kontrolnich rostlin bylo pozorovdno dynamické chovani mikrotubuld, jejich rychlé
prodluzovani nebo zkracovani (polymerizace i depolymerizace), kdezto u rostlin
ovlivitovanych 2 h taxolem doslo k vyraznému snizeni, az zastaveni jejich pohybu

a to u kotenovych i1 hypokotylovych bunék.
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Obr. 16: Mikroskopické pozorovani dynamiky mikrotubuld u transgennich rostlin Arabidopsis
nesouci GFP fuzni konstrukt MAP4-GFP pro vizualizaci mikrotubulti u bunék kofent (A, B)
a hypokotylu (C, D) pted aplikaci taxolu (A, C) a po 2 h plisobeni taxolu v koncentraci
10 pmol-I™* (B, D). Stati rostlin je 5 d. Mé&fitko 10 pm. Projekce vech snimanych fokalnich
rovin v jednom snimku.

Podobné jako Baluska et al. (1997) jsme pozorovali také nartst intenzity difuzniho
signalu MAP4-GFP po taxole u kofent (Obr. 16B). Vysledky v této praci potvrdily
inhibici dynamiky mikrotubuld v kotfenech a hypokotylech Arabidopsis (Baskin et al.,
1994).

4.3 VYHODNOCENI PROTEOMICKE ANALYZY VLIVU TAXOLU
NA KORENY ARABIDOPSIS

Cilem této Casti prace bylo vyhodnoceni proteomickych dat ziskanych proteomickou
analyzou kofenii Arabidopsis ovlivnénych taxolem (10 pmol-1™, 2h, Taka¢ et al.,
nepublikovana data).

Proteomicka analyza signifikantn¢ ovlivnila celkem 97 proteint, 62 z nich bylo
ziskano gelovou proteomickou analyzou, pficemz 35 poskytla bezgelova proteomika.
Z celkového poctu proteinii mélo 39 statisticky vyznamné snizenou abundanci po taxolu

a 58 statisticky vyznamné zvySenou (Tab. 12, 13 v pfiloze).
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Taxol vyvolal statisticky vyznamné zmény abundance u 11 proteind (8 se snizenou
a3 se zvySenou abundanci) bun¢k dermalni papily ve studii Chen et al. (2011).
Zménéna abundance nékterych téchto proteini byla detekovana i proteomickou
analyzou vyhodnocenou v ramci této bakalaifské prace. Jednd se o annexin, jehoz
abundance byla snizend, a ktery se vdZze na membrany, reguluje organizaci membran,
vezikularni transport a signalizaci a ucastni se také regulace apoptozy (Clark et al.,
2012). Dale proteiny patiici mezi Rab-GTPasy, které se ucastni vezikularniho
transportu, heat shock proteiny udrzujici spravnou konformaci proteint a enolasa (Chen
etal., 2011, Tab. 13 a 14).

U bun¢k HeLa taxol vyznamné ovlivnil abundanci 87 proteind, pfi¢emz pocet
proteinii se zvySenou abundanci po taxolu pfesahoval pocet proteinli se sniZenou
abundanci, stejné¢ jako ve vysledku proteomické analyzy této bakalafské prace
(Bull et al., 2010)

Pro vyhodnoceni proteomu bylo vyuzito n¢kolika bioinformatickych metod. Nejprve
byly proteiny funkéné roztéidény podle tzv. Gene onthology annotation. Gene
onthology annotation pfifazuje funkci k sekvenci (aminokyselinové nebo nukleotidové)
na zékladé zndmych homologickych sekvenci pomoci slozitého algoritmu ktery
zohlediiuje podobnost, miru homologie, databazi, hierarchii GO a kvalitu originalnich
anotaci (Ashburner et al., 2000). Pomoci této analyzy byly proteiny klasifikovany podle
lokalizace (Obr. 17), biologického procesu (Obr. 18) a molekularni funkce (Obr. 19).

cytoplazma
plastid "

jadro

Golgiho aparat
vakuola
mitochondrie
lumen organel

obal organel
ribozom
cytoskelet
organelové sub-kompartmenty
0 20 40 60 80
(%)

EsniZzena abundance  ®zvySena abundance

Obr. 17: Porovnani lokalizace proteinti koiene Arabidopsis thaliana (podle Gene Onthology
annotation) se zvySenou nebo snizenou abundanci po oSetfeni taxolem. V procentech je
vyjadfen pocet proteinil se snizenou/zvysenou abundanci.
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Obr. 18: Porovnani zastoupeni proteinii kofene Arabidopsis thaliana (podle Gene Onthology
annotation) se zvySenou nebo snizenou abundanci po oSetfeni taxolem V biologickych
procesech. V procentech je vyjadien pocet proteind se snizenou/zvySenou abundanci
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Obr. 19: Porovnani zastoupeni proteinii se zvySenou nebo sniZenou abundanci po oSetieni
taxolem v molekularnich funkcich. V procentech je vyjadien polet proteind se
sniZzenou/zvySenou abundanci.

Nejvetsi pocet proteinti se zménénou abundanci byl podle této bioinformatické
analyzy v cytoplazmé, dale pak v plastidech a v jadie. Vyrazné rozdily mezi poétem
proteinii se snizenou a zvySenou abundanci byly zaznamenany v plastidech
(pfevazovaly proteiny se sniZenou abundanci), v jadru (pfevaha proteinli se sniZzenou
abundanci) a v mitochondriich (pfevaha proteinli se zvySenou abundanci). Mén¢

vyrazné rozdily byly v Golgiho aparatu a v lumenu organel (Obr. 17). Tato klasifikace
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ukdzala, ze taxol inhibi¢né plisobi na procesy probihajici v plastidech, jadru, Golgiho
aparatu a vakuole, naopak procesy v mitochodriich (respirace) byly patrné stimulovany.

Nejveétsi pocet proteinii se zménénou abundanci se v ramci biologickych procesi
ucastni metabolismu oxokyselin, reakce na kademnaté ionty a metabolismu proteint.
Rozdily mezi snizenou a zvySenou abundanci byly nejpatrnéjsi u proteint podilejicich
se nametabolismu oxokyselin, reakci na kademnaté ionty, metabolismu latek
obsahujicich nukleové baze a katabolismu uhlovodiku (Obr. 18).

Je zajimavé, Ze taxol ovlivnil abundanci proteinti dulezitych pro odpovéd na vliv
kadmia. Toxické pusobeni kadmia je spojeno, kromé jinych procest, S rozpadem
mikrotubul na mensi fragmenty a poruchou jejich organizace (Dovgalyuk et al., 2003;
Xu et al., 2009). Vysledky této prace mohou naznacovat hypotézu, ze taxol simuluje
ucinky kadmia a tudiz taxol mize modulovat odpovéd’ bunék na vliv kadmia. Tento
efekt musi byt ale experimentalné potvrzen.

V ptipadé molekularnich funkci se nejvice proteind se zménénou abundanci ucastni
vazani kovovych iontl a nejvétsi rozdily mezi poctem proteinli se zvySenou a snizenou
abundanci bylo u proteint, které jsou zapojeny v procesu vazani nukleotidl, véazani
purinovych nukleosidi, vazani purinovych NTP a vazani ribonukleosida (Obr. 19). Tato
klasifikace naznacuje, Ze taxol nejvice ovliviioval tvorbu proteini zapojenych do téchto
vazebnych interakci. V porovnani s nasimi vysledky anotace pomoci Gene onthology
annotation, proteomicka analyza lidskych rakovinovych bunék po vlivu taxolu ukézala
zejména zmeény Vv cytoskeletalnich proteinech, proteinech zapojenych v translaci
a transkripci, metabolickych procesech a u jadernych ribonukleoproteint (Bull et al.,
2010). Rozdil ve funkéni charakterizaci spo¢iva zejména v rozdilech analyzovaného
materidlu, protoZze rakovinové buniky jsou intenzivné se délici, zatim co délici buiky

U kotene Arabidopsis tvofi jenom nepatrnou Cast.

4.3.1 Proteiny souvisejici s cytoskeletem

Proteiny jejichz abundance byla ovlivnéna taxolem a které jsou strukturnimi prvky
cytoskeletu, anebo se podileji na jeho regulaci, jsou uvedeny v Tab. 2. Tyto proteiny
byly vybrany na zakladé¢ jejich zafazeni do GO kategorii GO:0007010 (cytoskeleton
organization), GO:0030865 (cortical cytoskeleton organization), GO:0030036 (actin
cytoskeleton organization), GO:0000226 (microtubule cytoskeleton organization).

Dulezitym poznatkem této analyzy je, ze taxol vyznamné zménil abundanci proteinti
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spojenych s aktinovym cytoskeletem. Mezi tyto proteiny patii napf. aktin7 a aktinll,
oba vykazovaly snizenou abundanci po taxolu.

Aktin7 byl detekovan ve vyvijejicich se mladych rostlinnych organech jako je
hypokotyl, kotyledon, to naznacuje jeho dulezitost pro vyvoj téchto organti. Je také
potiebny pro spravny vyvoj kofene (Gilliland et al., 2003; McDowell et al., 1996).
Aktinl1, nezbytny pro rostlinny vyvoj, vykazuje vysokou aktivitu v rychle se
prodluzujicich tkanich a v pupenech. Hraje roli pti vyvoji embrya a endospermu (Huang
etal., 1997).

ZvySena abundance po taxolu byla zaznamenéna u proteind profilin2 a villin2.
Profilin2 se ucastni polymerizace aktinovych filament, je lokalizovan v cytoplazmé
v blizkosti ER (Wang et al., 2009). Villin2 sdruzuje aktinova vlakna do svazku, které
jsou dulezité pro rast buiky v riznych bunéénych organech (van der Honing et al.,
2012).

Tato data jsou dukazem uzkého propojeni aktinového a mikrotubulového
cytoskeletu. Z téchto divodu byla dale studovana také abundance aktinu a tubulinu
Vv kofenech Arabidopsis po ovlivnéni taxolem (Kkapitola 4.4) a abundance aktinu
v mutantu Arabidopsis derl-3, ktery exprimuje nefunk¢ni isovariantu aktin 2 (kapitola

4.5) pomoci imunoblotovani.

Tab. 2: Proteiny se zménénou abundanci po oSetfeni taxolem majici souvislost s cytoskeletem
podle klasifikace pomoci ,,Gene onthology annotation“. Zména abundance vyjadfuje pomér
mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku.

SNiZENA ABUNDANCE
Databazovy Zména
kod Nazev proteinu abundance
NP_196543.1  actin-7 0,75
NP_187818.1  actin-11 0,62
NP_178151.1  ATPase katanin p60 0,65
ZVYSENA ABUNDANCE
Databazovy Zména
kod Nazev proteinu abundance
NP_177729.1  V-type proton ATPase subunit B1 1,6
NP_198035.2  threonyl-tRNA synthetase 1,47
NP_194664.1 profilin 2 1,93
NP_565958.1  villin2 10,03
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4.3.2 Proteiny ovlivnéné taxolem dileZzité pro membranovy transport
Dalsim zdmérem byla predikce pfitomnosti proteinti s transmembranovymi doménami
a vyhodnoceni vlivu taxolu na proteiny membranového transportu. Membranovy
transport je Uzce propojen s cytoskeletem, ktery je jeho kliGovym regulatorem (Samaj
etal., 2006). Pfitomnost transmembranové domény byla piedpovézena na zakladé
aminokyselinové sekvence pomoci aplikace DAS - Transmembrane Prediction server
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) u proteinti uvedenych v Tab. 3. Tato doména
upeviiuje protein v membrang, takze proteiny obsahujici transmembranovou doménu
jsou lokalizovany na membranach, nebo interaguji s membranami. Ovlivnéni téchto
proteini mize indikovat jejich propojeni s cytoskeletdlnim (mikrotubuldrnim)
systémem.

U nékterych z predikovanych proteini byla jiz jejich membranova lokalizace
experimentalné dokézana.

Luminal binding protein (BiP) nachazejici se v lumen ER je nezbytny pro spravné
skladani proteind a rozpoznani $patné sloZzenych nebo neslozenych proteint a zajisténi
jejich  degradace, jde o0 molekularni chaperon s ATP-asovou aktivitou
(Ma a Hendershot, 2004; Rothman 1989).

Proteiny ze skupiny RabE (RAB GTPase homolog E1b) se ucastni transportu vezikul
z Golgiho aparatu k cytoplazmatické membrané (Rutherford a Moore, 2002; Camacho
et al., 2009).

Protein SLY1 (SEC1 family transport protein SLY1) se podili na transportu vezikul
zER do Golgiho komplexu (Peterson et al., 1996). U ZivoCichti se vyskytuje
Vv cytoplazmé (Beer et al., 2005).

Elongacni faktor EF-1 umoZiujici posun aminoacyl-tRNA na ribozomu v pritbéhu
proteosyntézy, obsahuje podjednotku A, coz je G-protein a podjednotku B, ktera
zajiStuje vymeénu nukleotidu. Druhd jmenovand podjednotka je tvofena proteinem EF-
1By, kterd krom¢ vymeény nukleotidu umoznuje spravné prostorové usporadani dalsich
proteinit v podjednotce B, jeji transport do cilovych mist a pfipojeni na cytoskeletalni
vlakna. Faktor se nachazi v ER a v cytoplazmé (Le Sourd et al., 2006).

Vsechny popsané membranové proteiny ménily svou abundanci po oSetfeni taxolem,
coz indikuje, Ze stabilita mikrotubult je dilezitd pro jejich funkci ve spojeni

S membranovym transportem, stabilitou nebo signalizaci. Tyto vysledky
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ve vSeobecnosti indikuji, ze stabilita mikrotubulli vyznamn¢ ovliviluje membranovy

transport. Podobna zjisténi byla publikovana i v publikaci Chen et al. (2011).

Tab. 3: Proteiny s pfedpovédénou transmembranovou doménou, jejich databazovy kod a poloha

transmembranové domény v aminokyselinové sekvenci proteinu.

Databazovy kod
NP_181715.1

NP_171821.1
NP_568808.1
BAA12348.1
NP_568125.1
NP_187818.1
NP_974269.1

NP_001030712.1

NP_198206.1
NP_851119.1
NP_178073.1
NP_178299.1
NP_196543.1
NP_190861.1
AAM61686.1
NP_190894.1
NP_568781.1
NP_176802.1

Databazovy kéd
NP_567346.1

NP_195504.2
NP_178140.1
NP_001118718.1

NP_850541.1

NP_565958.1
NP 191274.1
NP_182103.1
NP_001031305.1
NP_188713.1
NP_193769.1
NP_001030914.1
NP_001031202.1

SNiZENA ABUNDANCE

Nazev proteinu
40S ribosomal protein S2-3
aspartyl protease-like protein
universal stress protein PHOS32
luminal binding protein (BiP)

monodehydroascorbate reductase (NADH)

actin-11
adenosine kinase 1

JA-responsive protein 1

Luminal-binding protein 1
Luminal-binding protein 2
phosphoglycerate kinase

DNAse I-like superfamily protein
actin 7

fructose-bisphosphate aldolase
adenylosuccinate synthetase
phenylalanine ammonia-lyase 2
thylakoid lumenal protein 2
beta-glucosidase 22

ZVYSENA ABUNDANCE

Nazev proteinu
nucleoside diphosphate kinase 1
heat shock protein 70-1
cytochrome ¢ oxidase subunit 5b-2
succinate dehydrogenase

ADP,ATP carrier protein 1

villin 2

putative pseudouridine synthase NAP57
phosphomannomutase

heat shock protein 91

protein ethylene insensitive 3

RAB GTPase homolog E1b

autophagy protein 6

elongation factor EF-1 gamma subunit
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Poloha TMD v sekvenci
AMK
189-192
58-71
131-138; 248-251
60-74; 477483
316-319
169-173; 377-379
38-41; 168-169
137-138; 182—-186;
291-292
56-71; 474479
56-70; 473479
266-273
215-222
168-173; 377-379
120-122; 313-317
376
337-340; 566569
105-117
48-63; 194

Poloha TMD v sekvenci
AMK
55-64; 137-142
477485
101-102
76-80
246-248; 302-309;
337-341
259-262
278-288
53
183-185
241-242
143-148; 286-287; 490
343-353
53-56; 212-221; 223



Tab. 3: Proteiny s pfedpovédénou transmembranovou doménou, jejich databazovy kod a poloha
transmembranové domény v aminokyselinové sekvenci proteinu. (pokracovani).

enolase (2-phospho-D-glycerate

AAM12985.1 176-184
hydroylase)

NP 2014771 succinate (;Iehydrog_enase [ubiquinone] 577_578

- flavoprotein subunit 1

NP_193224.1 O-acetylserine (thiol) lyase (OAS-TL)
. 171-177
isoform Al

NP_190861.1 fructose-bisphosphate aldolase 120-122; 313-317

NP_179389.1 SEC1 family transport protein SLY1 236-249

AAF02837.1 AC009894_8 elongation factor EF-2 177

AED92487 1 5-methyltej[rahydropteroyltrlglutamate- 244-950
homocysteine methyltransferase

NP_188876.1 alternative oxidase 1A 291-302

NP_195252.1 Isocnr_ate dehydrogenase [NAD] regulatory 387383
subunit 1

4.4 ANALYZA VLIVU TAXOLU NA ABUNDANCI a-, B-TUBULINU,
AKTINU A PROFILINU (IMUNOBLOTOVANI)

Validace proteomickych dat je nevyhnutnou c¢asti proteomické analyzy z divodu
komplexnosti (slozitosti) metodického postupu a vysoké variability mezi technickymi
a biologickymi replikami (Taka¢ a Samaj, 2015). Pro validaci zmény abundance aktinu
a profilinu po ovlivnéni taxolem a také pro zjisténi abundance a-tubulinu a B-tubulinu
byla pouZita metoda imunoblotovani pomoci primarnich protilatek. Abundance téchto
proteinl byla analyzovana po vlivu riznych koncentraci taxolu (pro aktin a tubulin)
apo 10 pmol-I*  koncentraci pro profilin. Pro kvantifikaci signalu proteini
po imunoblotovani byly vybrany vzorky kofeni ovlivnéné taxolem/DMSO
Vv koncentraci 10 umol-l'1 protoZze stejna koncentrace byla pouzita pro proteomickou
analyzu. Na gely bylo aplikovano identické mnozstvi proteinti z kazdého vzorku.
Kontrola davkovani vzorkt na gel byla provedena barvenim geli pomoci Colloidal
Coomassie barviva (Obr. 20).

U proteinu a-tubulin bylo po 2 h pusobeni taxolu (10 pmol-1?) zaznamenano mirné
zvySeni abundance (Obr. 21) v porovnani s kontrolou. Stejna situace nastala i u f-
tubulinu (Obr. 22). Abundance aktinu se po 2 h piisobeni taxolu (10 pmol ') vyznamné
nezm¢énila (Obr. 23).
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Obr. 20: Kontrola davkovani vzorkd na gel. Po SDS PAGE byl gel barven Colloidal Coomassie
barvivem. Kontrolni (K) a taxolem ovlivnéné (T) kofeny Arabidopsis. Stafi rostlin 14 d,
ovliviiovani taxolem/DMSO 2 h v koncentracich uvedenych v zavorkach.
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Obr. 21: Porovnani abundance a-tubulinu mezi kontrolnimi (K) a taxolem ovlivnénymi (T)
kofeny Arabidopsis. Naméfené denzity bandi a-tubulinu (A) u vzorkd ovlivnénych
taxolem/DMSO v koncentraci 10 pmol-I* (B, zndzornéno ipkami). Reprezentativni membrana
z imunoblotovani s bandy a-tubulinu (B). Stafi rostlin 14 d, ovliviiovani taxolem/DMSO 2 h.
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ZvySené abundance tubulinovych proteintt po aplikaci taxolu jsou v souladu
svysledky v publikaci Baluska et al. (1997). Taxol zabranuje depolymerizaci
mikrotubulG. ZvySenou hladinu tubulini po aplikaci taxolu je moZno vysvétlit
mechanismem autoregulace hladiny volnych tubulini. Mezi hladinou volnych
a do mikrotubuld zabudovanych tubulind existuje rovnovaha (Bao et al., 2001). Snizena
hladina volnych tubulini vede ke stabilizaci tubulinovych mRNA a tim k rapidnimu
zvyseni tvorby tubulinii. A naopak zvySena hladina volnych tubulinti vyvolana latkami
zpusobujicimi depolymerizaci mikrotubulii (napf. kolchicin) destabilizuje tubulinové
mRNA a snizuje tvorbu tubulint (Cleveland et al., 1981; Barlow et al., 2002). Timto je
mozné vysvétlit mirné zvySeni abundanci tubulinii po taxolu. Nguyen et al. (1999)
pozorovali zvySenou abundanci tubulini po ovlivnéni taxolem u bunék HeLa, coz je
vsouladu svyse uvedenou hypotézou autoregulace. Stejné vysledky publikovali
Stargell et al. (1992) u bunék prvokd.
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Obr. 22: Porovnani abundance B-tubulinu mezi kontrolnimi (K) a taxolem ovlivnénymi (T)
kofeny Arabidopsis. Naméfené denzity bandd p-tubulinu (A) u vzorkd ovlivnénych
taxolem/DMSO v koncentraci 10 pmol-I™* (B, zndzornéno ipkami). Reprezentativni membrana
z imunoblotovani s bandy B-tubulinu (B). Stafi rostlin 14 d, ovliviiovani taxolem/DMSO 2 h.
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Obr. 23: Porovnani abundance aktinu mezi kontrolnimi (K) a taxolem ovlivnénymi (T) kotfeny
Arabidopsis. Namétfené denzity bandl aktinu (A) u vzorkll ovlivnénych taxolem/DMSO
vkoncentraci 10 pmoll™ (B, zndzornéno Sipkami). Reprezentativni ~membrana
Z imunoblotovani s bandy aktinu (B). Stéii rostlin 14 d, ovliviiovani taxolem/DMSO 2 h.
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Obr. 24: Porovnani abundance profilinu mezi kontrolnimi (K) a taxolem ovlivnénymi (T)
kofeny Arabidopsis. Naméfené denzity banda profilinu (A) u vzorkd ovlivnénych
taxolem/DMSO v koncentraci 10 pmol‘l™ (B, znazorndno Sipkami). Reprezentativni membrana
z imunoblotovani s bandy profilinu (B). Stafi rostlin 14 d, ovliviiovani taxolem/DMSO 2 h.

Mirn¢ snizend abundance aktinu koresponduje s vysledky proteomické analyzy vlivu
taxolu na koteny Arabidopsis (Kap. 4.3; Tab. 13 a 14). Porucha spravné funkce
mikrotubull nebo zvySena abundance tubulinii miize vést ke zvysené tvorbé aktinovych
filament. Na zvysenou tvorbu aktinovych filament mize poukazovat i zvySena
abundance profilinu po aplikaci taxolu (Obr. 24). Tento protein zajistuje polymerizaci
aktinovych filament tim, Ze vyménuje ADP za ATP na aktinovych proteinech a aktivuje

je (Ahern-Djamali et al., 1999). Zvysena abundance profilinu v kofenech Arabidopsis
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po vlivu taxolu byla zjisténa imunoblotovanim potvrdila data ziskana proteomickou
analyzou, které jsou uvedeny v pfiloze (Tab. 13 a 14).

Z vysledkl experimentu vyplyva, ze inhibitor mikrotubulli taxol vyvolava kromé
zvySeni abundance tubulini, také zmény abundance aktinovych proteint profilinu

a aktinu a to poukazuje na propojeni aktinového a tubulinového cytoskeletu.

45 ANALYZA ABUNDANCE o-, B-TUBULINU A AKTINU
U MUTANTA derl-3

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda ztrata funkce isovarianty aktin2 mize mit
vliv na abundanci tubulinii v kofenech Arabidopsis. Mutant Arabidopsis derl-3 vytvaii
nefunk¢ni isovariantu aktin2 (Ringli et al., 2002). Analyza abundance aktinu v kofenech
mutantu derl-3 ukazala pouze malé zmény Vv porovnani sabundanci v kofenu
Arabidopsis Col-0 (Obr. 25), coz je v souladu s Ringli et al. (2002), kde zjistili, ze
exprese isovarianty aktin2 v derl mutantu je stejna jako V netransgennim typu.
Pro kontrolu davkovani vzorku na gel byla membrana po pienosu barvena barvivem
Ponceau S (Obr. 25C), pro analyzu a-tubulinu i B-tubulinu byly naneseny stejné obsahy
proteinl.

Abundance a-tubulinu i B-tubulinu byla umutanta derl-3 vyrazné snizena
(Obr. 26, 27). Z tohoto experimentu vyplyva, ze aktin2 ovliviiuje abundanci a- a B-
tubulinu. Je pravdépodobné, ze aktin2 plsobi na rovnovahu mezi syntézou a degradaci

tubulind.
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Obr. 25: Porovnani abundance aktinu mezi kofeny Arabidopsis Col-0 a kofeny mutanta
Arabidopsis derl-3. Naméfené denzity bandi aktinu (A). Reprezentativni membrana
Z imunoblotovani s bandy aktinu (B), membrana po transferu barvena barvivem Ponceau S pro
kontrolu davkovani vzorkl (C). Stafi rostlin 14 d.
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Obr. 26: Porovnani abundance a-tubulinu mezi kofeny Arabidopsis Col-0 a kofeny mutanta

Arabidopsis derl-3. Naméfené denzity bandt a-tubulinu (A). Reprezentativni membrana
Z imunoblotovani s bandy a-tubulinu (B). Stafi rostlin 14 d.
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Obr. 27: Porovnani abundance B-tubulinu mezi kofeny Arabidopsis Col-0 a kofeny mutanta
Arabidopsis derl-3. Naméfené denzity bandt B-tubulinu (A). Reprezentativni membrana
z imunoblotovani s bandy B-tubulinu (B). Stafi rostlin 14 d.
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4.6 POZOROVANI LOKALIZACE BECLIN 1, SEC14p
Proteiny Beclin 1 (At3g61710) a Secl4p (Atlg75170) byly identifikovany

proteomickou analyzou jako proteiny se zvysenou abundanci po vlivu taxolu na kofeny
Arabidopsis. Je znamo, ze oba tyto proteiny jsou dilezité pro membranovy transport
(Bankaitis et al., 2010; Qin et al., 2007). Senzitivita vici taxolu muze indikovat jejich
roli vinterakci mezi cytoskeletem a membranovym transportem. Jejich zvySena
abundance indikuje také jejich moznou akumulaci a zvySenou potiebu pro vitalni
detailni studium a byla validovana jejich abundance v kofenech Arabidopsis

mikroskopickym pozorovanim in vivo.

Beclin 1

Nejprve byla u transgennich rostlin Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt
s proteiny Beclin 1 a Sec14p pod nativnim promotorem vyhodnocena lokalizace téchto
proteint podle intenzity a umisténi fluorescenéniho signalu pozorované¢ho konfokalnim

laserovym skenovacim mikroskopem.

Obr. 28: Lokalizace proteinu Beclin 1 (zelen&) v kofenu, kofenové $pi¢ce a v koienovych
vlascich (A), v bunkach kotyledonu a pruduchovych buiikach (B) a v buice hypokotylu (C)
u transgennich rostlin Arabidopsis (stafi 5 d) s konstruktem Beclin 1-GFP. Mé¢ritko 20 pm.
Projekce vSech snimanych fokalnich rovin v jednom snimku (A, B) a jedné fokalni roviny (C).
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Protein Beclin 1 byl lokalizovan v cytoplazmé bunék kotene (Obr. 28A, 30).
Fluorescencni signal byl pozorovan po celé délce kotene, nejvice v kofenové Spicee.
Beclin 1 se také vyskytoval v kofenovych vlascich (Obr. 28A). Intenzita fluorescence
byla vétsi v kratSich rostoucich kofenovych vlascich nez v delSich vlascich. Beclin 1 je
protein ktery je nezbytny pro kliceni a riust pylového zrna (Harrison-Lowe
a Olsen, 2008; Fujiki et al., 2007). Toto mikroskopické pozorovani naznacuje jeho
moznou roli vrastu kofenovych vlaskli, coz je stejné jako rust pylového zrna,
polarizovany proces.

V cytoplazmé bunék hypokotylu a kotyledonti byla pozorovana difuzni lokalizace

proteinu Beclin 1 (Obr. 28B, C).

Secldp

Bylo zjisténo, ze Secldp je lokalizovan v kotyledonech a hypokotylech (Obr. 29A)
ataké v kofenech (Obr. 29B) rostlin Arabidopsis thaliana. Subcelularné se Secl4p
vyskytuje v plazmatické membrané a v cytoplazmé bunék kotyledond (Obr. 29C),
hypokotylu (Obr 29E) a kofene (Obr. 32). V ramci kofene byla pozorovana nejvyssi
fluorescence v kofenové Spicce a CepiCce. Signal fluorescence Secl4p-GFP byl
nejvyraznéjsi v hypokotylu a v kotyledonech. Vyrazny fluorescen¢ni signal byl také
pozorovan v plazmatické membrané a cytoplazmé pruduchovych bunék (Obr. 29D).
Na Obr. 29D je také pozorovatelna zvysSena lokalizace Sec14p v uzavienych svéracich
bunkach praduchi oproti otevienym svéracim bunikam.

Proteiny skupiny Secl4 jsou nezbytné pro transport fosfatidylinositolu (Bankaitis
etal., 2010). Fosfatidylinositol se podili na uzavirani priduchd a sniZeni jeho
koncentrace ve svéracich bunikach vede ke zpomaleni uzavirani priiduchové $térbiny
(Jung et al., 2002). Timto mechanismem je mozné vysvétlit pritomnost Secl4p

ve svéracich bunikach a jeho zvySené mnoZzstvi v uzavienych pradusich.
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Obr. 29: Lokalizace proteinu Secl4p (zelené) v hypokotylu a v kotyledonu (A), v kofenu
a kofenové Cepice a Spicce (B), Vv burnikach kotyledonu a v pridusich (C, D) a v bunce
hypokotylu (E) u transgennich rostlin (stafi 5 d) Arabidopsis s konstruktem Sec14-GFP.
Metitko 20 um. Projekce vSech snimanych fokalnich rovin v jednom snimku.

4.7 MIKROSKOPICKE POZOROVANI VLIVU TAXOLU
NA ABUNDANCI PROTEINU BECLIN 1 A SEC14p

Vliv taxolu na abundanci proteini Beclinl a Secl4p byl pozorovan konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem na zakladé zmény intenzity fluorescence
v bunkach transgennich rostlin Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt s proteiny

Beclin 1 a Secl14p (pod kontrolou s nativniho promotoru) po osetfeni taxolem.

Beclin 1
U transgennich rostlin Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt s proteinem Beclin 1
pod nativnim promotorem poklesla intenzita fluorescence po 2 h pisobeni taxolu

(Obr. 30, 31). Pokles intenzity fluorescence ale nebyl signifikantni. Tyto vysledky
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naznacuji Ze taxol mirné sniZzuje nebo neovlivituje abundanci Beclin 1, coz by bylo
v rozporu s vysledky proteomické analyzy vyhodnocené v ramci této prace (Kap. 4.3).
Je potieba poznamenat, ze pozorovani intenzity fluorescence Beclin1-GFP probé¢hlo jen
ve dvou rhizodermalnich burikach kofene v elongacni zon¢, pfic¢emz proteomicka data
vznikla analyzou celého kofenu. Z tohoto diivodu by bylo vhodné validaci provést jinou
metodou, napf. imunoblotovanim, coz se v pribé¢hu experimentalni prace nepodatilo
uspesné uskutecnit, z divodu nemoznosti detekce signalu GFP na blotovacich

membranach.

Secldp

U transgennich rostlin Arabidopsis nesoucich GFP fuzni konstrukt s proteinem Secl4p
pod nativnim promotorem poklesla intenzita fluorescence po 2 h pisobeni taxolu
(Obr. 32, 33). Pokles intenzity by znamenal, ze taxol snizuje abundanci proteinu
Secl4p, coZ by bylo v rozporu s vysledky proteomické analyzy vyhodnocené v ramci
této prace (Kap. 4.3). Snizena abundance tohoto proteinu vSak byla zaznamenana i po
2 h ptisobeni DMSO u kontrolnich vzorkd (Obr. 32, 33), proto zaznamenany pokles
abundance neni mozZné jednoznacné pficist ucinkim taxolu. Vysvétleni poklesu
abundance v tomto experimentu muze byt takové, Ze GFP fuzni konstrukt s proteinem
Secl4p neni stabilni. Stabilita nebo tvorba miize byt narusena u¢inkem DMSO, popf.

ucinkem laserovych paprskii mikroskopu.
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Obr. 30: Porovnani abundance proteinu Beclin 1 (zelen€) u kotfenovych bunék transgenni
rostliny Arabidopsis s konstruktem Beclin 1-GFP mezi kontrolni rostlinou pfed aplikaci DMSO
(A), po 2 h pisobeni DMSO (B) a taxolem ovliviiovanou rostlinou pied aplikaci taxolu (C)
a po 2 h pisobeni taxolu (D). Bil¢é Sipky znazoriuji mista méfeni intenzity signalu v programu
Zen. Stafi rostlin je 5 d. Méfitko 10 um. Projekce vSech snimanych fokalnich rovin v jednom
snimku.
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Obr. 31: Porovnani abundance (intenzit fluorescenéniho signalu) proteinu Beclin 1
U kofenovych bunék transgenni rostliny Arabidopsis s konstruktem Beclin 1-GFP mezi
kontrolni rostlinou a taxolem ovliviiovanou rostlinou pied aplikaci taxolu/DMSO, 10 min

a 120 min po aplikaci.
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Obr. 32: Porovnani abundance proteinu Secl4p (zelen€¢) u kotfenovych bun€k transgenni
rostliny Arabidopsis s konstruktem Sec14p-GFP mezi kontrolni rostlinou pfed aplikaci DMSO
(A), po 2 h pisobeni DMSO (B) a taxolem ovliviilovanou rostlinou pied aplikaci taxolu (C)
a po 2 h pasobeni taxolu (D). Bilé Sipky znazornuji mista méfeni abundance v programu Zen.
Stafi rostlin je 5 d. Méfitko 10 pm. Projekce vSech snimanych fokalnich rovin v jednom
snimku.
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Obr. 33: Porovnani abundance (intenzit fluorescen¢niho signalu) proteinu Secl4p
u kofenovych buné¢k transgenni rostliny Arabidopsis s konstruktem Sec14p-GFP mezi kontrolni
rostlinou a taxolem ovliviiovanou rostlinou pifed aplikaci taxolu/DMSO, 10 min a 120 min
po aplikaci.
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5 ZAVER

V teoretické Casti této prace byla vypracovana literarni reserSe na téma rostlinny cytoskelet
s durazem na charakterizaci mikrotubulli, jejich struktury, mechanismu vystavby,
organizaci v bunice a vlastnosti. Pozornost byla vénovana i charakterizaci taxolu a jeho
vlivu na rust rostlin, popisu vyuziti a metod provedeni proteomické analyzy se zamétenim
na jiz provedené a publikované proteomické analyzy vlivu taxolu.

V experimentalni ¢asti prace byl pozorovan vliv taxolu na fenotyp kofenti Arabidopsis
thaliana, na délku primarnich kofent, délku a pocet postrannich kofenti a kotfenovych
vlaskda, sirku kofent a vliv taxolu na odpovéd’ na gravistimulaci primarnich kotent.

Nejdulezitéjsim zavérem této fenotypové analyzy byla kromé negativniho vlivu
taxolu na rist primarniho kofenu hlavné inhibice tvorby a rastu postrannich kotfenti
a naruSeni gravitropismu Arabidopsis.

Byl také sledovan vliv taxolu na dynamiku mikrotubuli pomoci konfokalniho
laserového mikroskopu. Dale bylo provedeno vyhodnoceni proteomické analyzy vlivu
taxolu na kofeny Arabidopsis thaliana. Toto vyhodnoceni ukazalo zejména zménu
abundace u proteinti majicich souvislost s aktinovym cytoskeletem, coz bylo validovano
1 imunoblotovanim. Pro dalsi sledovani a potvrzeni této souvislosti byla analyzovéana
abundance a-, B-tubulinu a aktinu u mutanta Arabidopsis derl1-3, ktery tvofi nefunk¢ni
isovariantu aktin2. Aktin2 vyznamné ovliviiuje rovnovahu mezi syntézou a degradaci
tubulini. Z vysledkii proteomické analyzy byly vybrany proteiny Beclin 1, Secl4p
aprofilin, jejichz zména abundance po oSetfeni taxolem byla dale ovéfovana
a sledovana. Pro sledovani zmény abundance profilinu a také o-, B-tubulinu a aktinu
po osSetfeni taxolem byla pouZita metoda imunoblotovani. Pro zjiSténi vlivu taxolu
na abundanci proteint Beclin 1 aSecl4p bylo pouzito pozorovani intenzity
fluorescence konstruktl téchto proteini s GFP pod nativnim promotorem konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem invivo. Beclin 1 je lokalizovan v cytoplazmé,
pticemz Secl4p se kromé cytoplazmy nachazi i v plazmatické membrané. Abundance
Secl4p je zavisla na taxolu, pficemz mikroskopie ukazala ze Beclin 1 svou abundanci
po taxole neménil.

Vysledky ziskané v této bakaldiské praci prispély k lepSimu pochopeni funkce
mikrotubuld, jejich vlivu na membranovy transport a k dikazu propojeni aktinového

cytoskeletu a mikrotubuld.
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8 PRILOHY

Tab. 4: Porovnani délek primarnich kofeni mezi 10 kontrolnimi a 10 taxolem ovlivnénymi
rostlinami nulty den po preneseni rostlin na médium s DMSO (kontrola) nebo na médium
taxolem. Celkové stafi rostlin bylo 5 dnti.

., ) Délka kofene (mm)
Cislo rostliny

kontrola taxol

1 13,55 13,88
2 15,56 13,63
3 13,43 13,96
4 13,10 13,82
5 14,61 12,45
6 12,75 11,07
7 12,68 9,43
8 18,55 11,92
9 13,93 10,69
10 9,56 13,55

Priamérna délka, smér.

odchylka 13,772,229 1244+ 1,61

Tab. 5: Porovnani délek primarnich kofent mezi 10 kontrolnimi a 10 taxolem ovlivnénymi
rostlinami 3. den po pfeneseni rostlin na médium s DMSO (kontrola) nebo na médium taxolem.
Celkové stafi rostlin bylo 8 dnd.

" . Délka kofene (mm)
Cislo rostliny

kontrola taxol
1 34,94 28,69
2 40,59 28,10
3 38,88 28,30
4 37,10 27,61
5 40,17 26,92
6 31,64 24,44
7 33,39 23,05
8 46,44 26,71
9 35,40 23,26
10 29,46 16,79

Priumérna délka, smér.

odchylka (mm) 36,80 +4,95 2539+3,66
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Tab. 6: Porovnani délek primarnich kofeni mezi 10 kontrolnimi a 10 taxolem ovlivnénymi
rostlinami 4. den po pfeneseni rostlin na médium s DMSO (kontrola) nebo na médium taxolem.
Celkové stafi rostlin bylo 9 dnt.

., ) Délka koi'ene (mm)
Cislo rostliny

kontrola taxol
1 43,45 33,01
2 49,82 32,11
3 47,07 32,39
4 45,61 32,00
5 49,03 31,25
6 37,81 27,64
7 39,34 27,26
8 54,75 31,09
9 42,12 27,73
10 36,65 16,90

Priamérna délka, smér.

odchylka (mm) 4456579 29,14+ 481

Tab. 7: Porovnani délek primarnich kofeni mezi 10 kontrolnimi a 10 taxolem ovlivnénymi
rostlinami 5. den po pteneseni rostlin na médium s DMSO (kontrola) nebo na médium taxolem.
Celkové stafi rostlin bylo 10 dnt.

., Délka korene (mm)
Cislo rostliny

kontrola taxol
1 51,85 39,21
2 59,93 36,44
3 55,73 38,42
4 54,77 36,74
5 60,45 37,86
6 46,71 33,48
7 48,01 32,92
8 64,50 36,43
9 51,55 33,08
10 47,73 19,07

Prumérna délka, smér.

odchylka (mm) 5412+6,05 34,36+ 582
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Tab. 8: Pocet a délka vSech postrannich kotfend u 10 kontrolnich rostlin. Celkové stafi rostlin
bylo 8 dnti a na médiu s DMSO byly rostliny 3. den.

Cislo
rostliny

1

2

Pocet

postrannich Délka postrannich kofenti (mm)

korfenu

6
8
8

574 7,05 2,59 4,00 1,33

3,27

8,39

14,70 9,40

6,19
9,38
5,70
8,89
4,59
5,82

9,30

3,61
4,68
4,37
4,74
5,14
7,76

5,57

7,57
2,22
3,64
4,80
3,43
2,68
6,65
0,30

4,18

4,57
4,50
2,25
4,32
1,81
2,80
7,90
3,74
2,06

5,04
3,91

3,51
0,77
1,76
7,58

2,27

8,47 13,37

0,70
2,92
1,35

2,53

1,89

2,28

1,44

6,15
2,35

0,63

1,37

4,37

1,10

1,93
1,49

0,76

6,19

0,35

3,52 2,46

Tab. 9: Pocet a délka vSech postrannich kotenti u 10 rostlin ovlivnénych taxolem. Celkové stati
rostlin bylo 8 dnli a na médiu s taxolem byly rostliny 3. den.

Cislo
rostliny

1

2

10

Pocet
postrannich
kofenu

7

5

7

Délka postrannich kofreni (mm)

6,42 2,00 2,75 3,41 2,44 3,06 241

4,44
3,85
6,19
3,09
8,59
9,46
3,52
8,17

1,67

2,00
511
3,61
3,21
3,81
3,20
4,83
3,48

4,05

3,18
3,08
3,64
2,87
3,38
1,75
3,01
3,09

3,76

2,51
2,13
2,25
1,74

2,50

3,29

2,28

3,12
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9,85
2,87

2,30
1,68

2,62
1,91

3,27

1,02

1,52

1,73

2,14

1,68



Obr. 34: Porovnani poctu a délky kofenovych vlaskd kontrolnich rostlin Arabidopsis (A)
arostlin ovliviiovanych taxolem (B). Kofeny rostly 3 dny na médiu s DMSO (A) nebo
s taxolem (B). Stafi rostlin je 8 d. Méfitko 0,5 mm.
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Tab. 10: Délky a celkovy pocet kofenovych vlaskti u vybrané kontrolni rostliny a taxolem
ovlivnéné rostliny. Celkovy pocet kofenovych vlaskl byl méfen na kotenech z Obr. 14A a 14B.
Délky byly méteny u 10 kofenovych vlaskt z kotenové zony vyznacené na Obr. 14A, 14B
slozenou zavorkou. Celkové stafi rostlin je 8 d. Na médiu s taxolem/DMSO byly rostliny 3. den.

Cislo korenového vlasku

kontrola

356
192
232
327
246
260
244
182
260
169

© 00 N oo o B~ W N P

[EEN
o

Priumér, smérodatna odchylka (um) 247 £ 57

Celkovy pocet vlaski 44

Délka koi‘enového vlasku (um)

taxol
240
186
143
139
114
151
101
88
121
152

144 + 42
62

Tab. 11: Porovnani uhli mezi smérem rustu primarnich kofend a smérem rustu po otoceni
rostlin 0 90° (vzhledem ke gravitaci) mezi 10 kontrolnimi a 10 taxolem ovlivnénymi rostlinami.
Rostliny byly otoéeny po dobu 1 dne. Celkové stafi rostlin bylo 11 dnd a na médiu

s taxolem/DMSO byly rostliny 6. den.

. 5 Uhel (°)
Cislo korene
kontrola taxol
1 111,64 99,85
2 94,80 105,54
3 103,10 108,21
4 117,72 98,33
5 111,58 104,73
Pramér, smér. 107,77+7,98 103,33 = 3,68

odchylka (°)
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Tab. 12: Porovnani (hli mezi smérem rdstu primarnich kofenii po otoceni rostlin o 90°
vzhledem ke gravitaci a po otoCeni o 90° zpét do plivodni polohy mezi 10 kontrolnimi
a 10 taxolem ovlivnénymi rostlinami. Rostliny byly otoceny po dobu 1 dne. Celkové stati
rostlin bylo 12 dnii a na médiu s taxolem/DMSO byly rostliny 7. den.

L Uhel (°)
Cislo koiene
kontrola taxol
1 95,67 140,49
2 87,52 130,97
3 95,26 134,04
4 121,29 133,01
Primér, smér. 99,94 £ 12,75 134,63 +3,56

odchylka (°)

Tab. 13: Seznam proteinii s vyznamné zménénou abundanci (One way Anova test, p < 0,05)
po osetfeni taxolem ziskanych ze vzorkli kofeni Arabidopsis s vyuzitim metod bezgelové
proteomické analyzy (jejich nazev, pfistupovy kéd a zména abundance). Zména abundance
vyjadiuje pomér mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku.

Piistupovy
kéd Gl

18400212
15227443

18390444

15218740
15236981
15227825
15237548
18410510
186521400
18423628
334187803
334188667
15219413
145323776

15225103

30694221

30684428
145323950
334183191

Nazev proteinu

SNiZENA ABUNDANCE
dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein

40S ribosomal protein S2-3

ubiquitin-associated (UBA)/TS-N domain-containing
protein

aspartyl protease-like protein

60S ribosomal protein L14-2

ankyrin repeat-containing 2B

40S ribosomal protein S28-1

HIS triad family protein 3

ATP synthase subunit beta-1

universal stress protein (USP) family protein
chaperonin 20

sulfurtransferase 18

nascent polypeptide-associated complex subunit beta
histone H4

ZVYSENA ABUNDANCE
glutathione peroxidase GPx
dihydrolipoyl dehydrogenase 1
dihydrolipoyl dehydrogenase 2
dehydroascorbate reductase
poly(A) binding protein 8

75

Zména
abundance

0,20
0,24

0,27

0,29
0,30
0,31
0,34
0,41
0,42
0,51
0,53
0,55
0,66
0,67

1,24
1,51
1,75
1,76
1,78



Tab. 13: Seznam proteinii s vyznamné zménénou abundanci (One way Anova test, p < 0,05)
po oSetfeni taxolem ziskanych ze vzorkli kofeni Arabidopsis S vyuzitim metod bezgelové
proteomické analyzy (jejich nazev, pfistupovy kéd a zména abundance). Zména abundance
vyjadfuje pomér mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku
(pokracovani).

15238284  CBS domain-containing protein 1,78
15219901  patellin 2 1,84
18413214  nucleoside diphosphate kinase 1 1,90
15233538  profilin 2 1,93
30691626  heat shock protein 70-1 2,03
15225333  monothiol glutaredoxin-S12 2,27
15220092  cytochrome ¢ oxidase subunit 5b-2 2,69
186510498 succin_ate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur 2.79
subunit 1
30681492  glycine-rich RNA-binding protein 7 2,87
15237679  peptidyl-prolyl isomerase FKBP12 3,19
240255880 heat shock factor binding protein 3,36
15225798  3-ketoacyl-CoA thiolase 2 3,38
15241592  succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha-1 3,40
15218090 glu;ﬁt;_vle mitochondrial-processing peptidase subunit 6.20
30680570  ADP,ATP carrier protein 1 8,41
18405794  villin 2 10,03

Tab. 14: Seznam proteinii s vyznamné zménénou abundanci (One way Anova test, p < 0,05)
po oSetfeni taxolem ziskanych ze vzorkli kofenti Arabidopsis s vyuzitim metod gelové
proteomické analyzy (jejich nazev, pfistupovy kod a zména abundance). Zmeéna abundance
vyjadfuje pom&r mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku.

. L . . Zména
Databazovy kod N Nztzev proteinu abundance
SNIZENA ABUNDANCE
0i|30693962 BIP; ATP binding
At2g01900 endor_1uclease/exonuclease/phosphatase family
protein
CYSKP_ARATH cysteine synthase, chloroplast/chromoplast
precursor
MDAR4_ARATH probable rr_lopodehydroascorbate reductase, 0,40
cytoplasmic isoform 4
TL158 ARATH thylakoid lumenal 15,0 kDa protein 2, chloroplast 0,44
= precursor
MPPAL ARATH probat_)le mltochon_drlal-proc_essmg peptidase 0,50
= subunit alpha-1, mitochondrial precursor
BIP1_ARATH luminal-binding protein 1 precursor 0,51
ANXD1 ARATH annexin D1 0,54
At3g16470 myrosinase-binding protein-like 0,60
0i|18404382 malate dehydrogenase 0,60
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Tab. 14: Seznam proteinii s vyznamné zménénou abundanci (One way Anova test, p < 0,05)
po oSetieni taxolem ziskanych ze vzorkti kofent Arabidopsis s vyuzitim metod gelové
proteomické analyzy (jejich nazev, pfistupovy kéd a zména abundance). Zména abundance
vyjadfuje pomér mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku
(pokracovani).

77

ACT11 ARATH actin-11 0,62
SCRK1_ARATH probable fructokinase-1 0,62
0i[15219623 glycosyl hydrolase family 1 protein 0,63
KTNA1_ARATH Kkatanin p60 ATPase-containing subunit 0,65
ADK1 ARATH  adenosine kinase 1 0,66
0i|1303695 luminal binding protein (BiP) 0,73
gi|1303695 luminal binding protein (BiP) 0,75
ACT7_ARATH  actin-7 0,75
gi|15231778 PALZ2; phenylalanine ammonia-lyase 0,75
gi|21594017 putative lectin 0,79
0i|15231715 fructose-bisphosphate aldolase 0,80
0i|21537345 adenylosuccinate synthetase 0,88
gi|15219412 PGK (phosphoglycerate kinase) 0,90
0i|41080591 3,5-epimerase/4-reductase 0,90
ZVYSENA ABUNDANCE
Atl1g76030 vacuolar ATP synthase subunit B
At3g20770 ethylene-insensitive 3 (EIN3)
At5g11200 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 56
At5g07310 ethylene-responsive transcription factor ERF115
At1g07890 APX1; L-ascorbate peroxidase 1,12
At1g79930 HSP91 1,13
At3G17390 methionine adenosyltransferase 1,14
At3g52930 fructose-bisphosphate aldolase 1,19
At3g22370 alternative oxidase 1a, mitochondrial (AOX1A) 1,24
At4g14880 cysteine synthase 1,30
At3g52880 monodehydroascorbate reductase, putative 1,30
At4g34200 amino acid binding /oxidoreductase, acting on the 1,34
CH-OH group of donors
At5g66760 succinate dehydrogenase [ubiquinone], putative 1,37
At2g36530 enolase (2-phospho-D-glycerate hydroylase) 1,39
At3g02090 probable mitochondrial-processing peptidase subunit 1,45
beta
At5g26830 threonyl-tRNA synthetase 1,47
At4g13930 glycine hydroxymethyltransferase, putative 1,48
At1g10895 F-box protein 1,50
At1g57720 probable elongation factor 1-gamma 2 1,50
At2g43750 cysteine synthase, chloroplast/chromoplast precursor 1,50
At2¢g36880 ATP binding/methionine adenosyltransferase 1,52
At1g07890 secl family protein 1,68
At4g35260 isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory subunit 1, 1,69
mitochondrial
At1g07890 L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic 1,70
At5g17920 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine 1,91
methyltransferase
At5g11170 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 15 2,60



Tab. 14: Seznam proteinii s vyznamné zménénou abundanci (One way Anova test, p < 0,05)
po oSetieni taxolem ziskanych ze vzorkti kofent Arabidopsis s vyuzitim metod gelové
proteomické analyzy (jejich nazev, pfistupovy kéd a zména abundance). Zména abundance
vyjadfuje pomér mezi abundanci proteinu v taxolem ovlivnéném vzorku a kontrolnim vzorku
(pokracovani).

guanine nucleotide-binding family protein/activated

Al3g18130 protein kinase C receptor (RACK1) 2,70
At1g04410 malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 2,83
Atlg75170 Sec14 cytosolic factor family protein 3,00
0i|6056373 elongation factor EF-2 3,03
At2g45790 phosphomannomutase 3,71
At4g20360 elongation factor Tu, chloroplast precursor 3,90
At3g13920 eukaryotic translation initiation factor 4A-1 4,00
At3g08560 VHA-E2 5,06
At5g20010 GTP-binding nuclear protein (RAN-1) 6,20
At3g61710 beclin-1-like protein 6,60
At3g57150 dyskerin putative / nucleolar protein NAP57 9,40
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