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1 UVvoD

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPKSs) jsou serin/threonin kinasy, které hraji
klicovou roli v pfenosu extracelularniho signalu v Arabidopsis thaliana. Tato signalni
draha je slozena z MAPK kinas kinas, MAPK kinas a MAP kinas (MAPKs), které¢ jsou
V postupném sledu pomoci fosforylace aktivovany. Mezi nejvice prozkoumané MAPK
u Arabidopsis patii MPK4 a MPK6. MPK4 hraje dtlezitou roli v odpovédich na rizné
stresové podminky (Smékalova et al., 2014), a je zahrnuta v procesech bunécného
déleni (Beck et al., 2011). MPK®6 je aktivovana zejména pisobenim chladu (Ichimura et
al., 2000) a reaktivnich forem kysliku (Lumbreras et al., 2010). Mutant mpk4 vykazuje
defekty pti mitéze a bunécném de€leni, kdy dochazi k naruseni dé€liciho vieténka a
vzniku dvou aZz mnohojadernych bunék (Beck et al., 2011). Mutant mpk6 vykazuje
neuspotadané soubory bunék v kotfenech a lokalizaci MPK6 na fragmoplastu a

v preprofaznim svazku (Miiller et al., 2010).

Proteomika je metoda slouzici k identifikaci a kvantifikaci proteinii ve vzorku. Pii
pouziti rostlin mutantnich v MAPKs ma proteomika velky potencial k charakterizaci
novych procest, které MAPKs reguluji. Pomoci tohoto pfistupu je také mozné
detekovat proteiny podilejici se na fenotypovych, fyziologickych a metabolickych

vlastnostech mutantu.

V této diplomové praci vyuZijeme proteomickou analyzu k charakterizaci mutantt
mpk4 a mpk6. Budeme klast diraz na proteiny dalezité pro vyvojové procesy a pii
odpovédi na oxidativni stres. Proteomicka data ovétujeme nezavislymi biochemickymi

a fenotypovymi analyzami.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPKS)

MAPKSs jsou proteiny, pfenasejici signal pomoci fosforylace v eukaryotickych bunkach.
Signalni draha MAPKSs je slozena z 3 hlavnich soucasti zahrnujicich MAPK kinasu
kinasu (MAPKKK), ktera fosforyluyje MAPK kinasu (MAPKK) na zbytcich
aminokyselin serinu a threoninu. Vysledkem této fosforylace je aktivace MAPK na
threoninu a tyrosinu (Jonak et al., 2002). MAPKs jsou zodpovédné za odpoveéd’ bunék
na bioticky a abioticky stres (Obr. 1), maji také ulohu v bunééném déleni, diferenciaci
bunék a v jinych vyvojovych procesech. Cilovymi proteiny, které MAPKSs fosforyluji
jsou predevsim transkripcni faktory (Sheikh et al., 2016). Jsou ale také experimentalni
udaje o fosforylaci cytoskeletalnich proteinti (Beck et al., 2011), anebo enzymu syntézy
ethylenu (Liu et al., 2004).

V genomu Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 20 MAPKs, 10 MAPK kinas a 60
MAPK kinas kinas (Ichimura et al., 2002). Signalni drahy MAP kinas jsou uzce
propojeny se signalnimi molekulami tzv. druhymi posli (napi. kyselina fosfatidova nebo
kyslikové radikaly) (Lee et al., 2001). MAPKs také zprostiedkovavaji pienos signdlu v
odpovédi na rastové hormony jako je auxin (Lee et al., 2009), kyselina abscisova
(Brock et al., 2010) a kyselina jasmonova (Howe, 2004). Nejvice studovanymi MAPKs
jsou u rostlin krom¢ MPK3 také MPK4 a MPK6, kterymi se budeme v teoretické ¢asti

diplomové prace podrobnéji zabyvat.
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Obr. 1 Schématické znazornéni signalnich drah MPK4 a MPK6 po puisobeni abiotického stresu
(Smékalova et al. 2014).
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2.1.1 Mitogenem aktivovana protein kinasa 4 (MPK4)

MPK4 je zahrnuta v signalnich kaskadach pii odpovédi na bioticky a abioticky stres,
jako napft. pusobeni vysokych a nizkych teplot (Ichimura et al., 2000), pisobeni tézkych
kovl (Liu et al., 2010), oxida¢ni (Rentel et al., 2004) a osmoticky stres (Teige et al.,
2004) a pusobeni bakterie Pseudomonas syringae (Suarez-Rodriguez et al., 2007).
MPK4 je aktivovana MAPKK jiz po 2 minutovém vystaveni nizké teploté¢ v
Arabidopsis. Byla také prokazana ptima interakce mezi MEKK1 (MAPKKK) a MPK4,
kdy MPK4 interaguje s N-terminalni regulacni doménou MAPKKK (Ichimura et al.,
1998). K aktivaci MPK4 muze také dojit pisobenim kyslikovych radikald, které
vznikaji jako produkty aerobniho metabolismu. Kyslikové radikaly aktivuji MEKK1
(MAPKKK), ktera aktivuje MKK1/MKK2 (MAPKK) a nasledné¢ dochazi k aktivaci
MPK4 (Pitzschke et al., 2009). V ptipad¢ solného stresu je aktivatorem MPK4 MKK?2
(MAPKK; Teige et al., 2004) (Obr. 1). Dale je MPK4 nezbytna pro procesy bunééného
déleni (Beck et al., 2011), fotosyntézy (Gawronski et al., 2014) a pro organizaci
kortikalnich a mitotickych mikrotubult (Beck et al.,, 2010, 2011). Organizace
mikrotubuli je regulovana pomoci proteinti asociovanych s mikrotubuly (Hamada,
2007). Jednim z téchto proteini je MAP65-1, ktery je fosforylovin MPK4. Diky této
fosforylaci dochazi ke zménam v dynamice mikrotubuli (Komis et al., 2011). Mutace
vV MPK4 proteinu zpusobuji zpomaleni vyvoje a proto rostliny vykazuji mensi vzrist
(Su et al.,, 2007). Mezi dalsi fenotypové znaky mpk4 mutantt patéi radialni rust
primarniho kofene a kratSi kofeny, vétveni kofenovych vlaskl a otok epidermalnich
bun¢k (Obr. 2; Beck et al., 2010). Pomoci imunofluorescence byla prokazana
vicejadernost bunék (Beck et al., 2011). Pfi bunécném déleni také u mutantu nedochazi
k expanzi bunéénych piepazek v kotenové $picce (Kosetsu et al., 2010). Dalsi studie
ukazuji, ze mutace v MPK4 zptlisobuje konstitutivni systémovou rezistenci, kterad
zahrnuje zvySenou hladinu kyseliny salicylové a zvySenou odolnost k virulentnim
patogeniim. Pomoci této mutace bylo prokdzano, Ze MPK4 je potiebnd pro spravnou

funkci jasmonatové signalni drahy (Petersen et al., 2000).
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Obr. 2 Porovnani fenotypu kotfenovych vlaskt u divého typu (Col-0) a mutantu (mpk4) (Beck et
al., 2010).

2.1.2 Mitogenem aktivovana protein kinasa 6 (MPK6)

Bylo prokazano, ze MPK6 je nezbytna pro rezistenci vici patogenim (Menke et al.,
2004). MPKG6, stejné jako MPK4, hraje dulezitou roli v reakci na chladové podminky.
Aktivovand MPK6 byla zaznamenéana jiz po 10 minutovém pisobeni chladovych
podminek (Ichimura et al., 2000). Také zvySena hladina kyslikovych radikald mutze
zpusobit aktivaci MPKG6 (Lumbreras et al., 2010). Béhem oxidativniho stresu je MPK6
aktivovana jadernymi a fragmoplast lokalizovanymi kinasami 1, 2, 3 Arabidopsis
(ANP1, ANP2, ANP3; (Kovtun et al., 2000)).

Kromé této drahy, Rentel et al., 2004 objevili gen OXI1 (oxidative signal-inducible 1),
ktery koduje serin/threonin kinasu. ZvySena hladina kyslikovych radikala indukuje
transkripci OXI1, ktery aktivuje MPK6. Bylo prokazano, ze MPK6 je nezbytna pro
expresi a aktivitu antioxida¢nich enzymi. Napiiklad v odpovédi Arabidopsis thaliana
na exogenni aplikaci kyseliny abscisové dochazi k expresi a aktivaci katalasy jenom za
ptitomnosti MPK6 (Xing et al., 2008). MPKG6 je v této signalni draze fosforylovana
pomoci AtMKKI1. V neddvné dobé bylo zjisténo, ze MPK6 je dilezitym
zprostiedkovatelem v signalni draze kyseliny jasmonové, ktera zptisobuje opad listl.
MPKG6 zde §tépi a pfendsi do jadra C-terminalni konec CEND proteinu, ktery indukuje
opadavani listd pomoci kyseliny jasmonové (Zhang et al., 2016). Pfi solném stresu je
aktivatorem MPK6 MKK2 (MAPKK) a mkk2 mutanti vykazuji hypersenzitivni reakci
pii solném stresu (Teige et al., 2004). MPK6 miiZze byt také aktivovana pusobenim

sucha, které indukuje akumulaci kyslikovych radikali a kyseliny fosfatidové (Liu et al.,
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2010). Aktivaitorem MPK6 je také kadmium, které opét zpiisobuje akumulaci
kyslikovych radikalt a aktivuje MPK6 piedevsim v kofenech Arabidopsis (Liu et al.,
2010). MPK6 byla detekovana na plasmatické membrané a na vezikulech trans-Golgi
sit¢. MPK6 byla také detekovana v preprofaznim svazku a fragmoplastu pti bunééném
déleni (Miiller et al., 2010). Mezi zakladni fenotypové defekty MPK6 mutantnich
rostlin patii absence lateralnich kofeni a zvySené mnozstvi adventivnich kotent (Obr.
3; Miiller et al., 2010). Na bunééné trovni dochazi k ektopickému déleni bun¢k (Miiller
et al., 2010) a pfi ztraté funkce MPK6 dochazi k shlukovani priduchti (Wang et al.,
2007).

Y
/4l

Col-0 mpk6-2 mpké-2

Obr. 3 Porovnani fenotypu divého typu (Col-0) a mutantu (mpkeé; Miiller et al., 2010).

2.2 Rostlinny cytoskelet

Cytoskelet tvoii dynamickou, sitovitou strukturu, kterd vypliluje cytoplazmu buiiky.
Mezi hlavni funkce cytoskeletu patii udrZzovani bunééného tvaru, intracelularni transport
organel, polarni rtst kofenovych vlaskl a pylové lacky a je také nezbytny pro spravny
pribéh meidzy a mitdzy (Staiger, Lloyd, 1991). Rostlinny cytoskelet je tvoren
aktinovymi filamenty a mikrotubuly (Obr. 4). Dal$i nedilnou soucasti cytoskeletu jsou
molekulové motory (kinesiny, dyneiny a myosiny). Jejich hlavni funkci je transportovat

molekuly nebo bunééné organely (Kost et al., 2002).

Zakladni stavebni sloZzkou aktinovych filament je linedrni polymer aktin. Aktinova
vlakna jsou né€kolik mikrometrii dlouha a maji 7 nm v priméru. Mezi hlavni funkce
aktinovych filament patii mechanick4 podpora buiiky a ur¢ovani tvaru bunky (Cooper,
2000). Dalsi jeho nezbytnou ulohou je regulace vezikularniho transportu a
zprostiedkovani procesi endocytozy a exocytozy (Lanzetti, 2007). Aktin je slozen z tzv.

G-aktinu (monomer) a vlaknitého F-aktinu (polymer; Dominguez et al., 2010). Genom
15
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Arabidopsis thaliana obsahuje 10 aktinovych gend, coz je vice nez u hub nebo prvokd.
Z téchto 10 genti je 8 funkénich gent a 2 jsou pseudogeny. Podle lokalizace mizou byt
izovarianty aktinu rozdéleny na vegetativni (ACT2, ACT7, ACT8) a reproduktivni
(ACT11, ACT1, ACT3, ACT4 a ACT12; An et al., 1996). Bylo zjisténo, ze geny ACT4 a
ACT12 jsou siln¢ exprimovany v kofenové Cepicce a béhem vyvoje pylového zrna
(Huang et al., 1996). ACT1 a ACT3 jsou siln¢ exprimovany ve zralém pylovém zrnu
(An et al., 1996). ACT2 a ACT8 jsou exprimovany v listech, kofenech a pylovych
zrnech (An et al., 1996). ACT11 je exprimovan ve vyvijejicim se vajicku a pylovych
zrnech (McKinney et al., 1998).

Mikrotubuly jsou slozeny ze dvou podjednotek, a-tubulinu a B-tubulinu. Skladanim
téchto podjednotek jsou tvoreny valcovité struktury o priméru 24 nm. Obé podjednotky
maji vazebné misto pro GTP, jehoZz hydrolyzou vnikd GDP. Tento proces dava
mikrotubulim jedine¢nou vlastnost, kterd je nazyvdna dynamicka nestabilita

mikrotubula (Burbank, Mitchison, 2006).

Obr. 4 Vizualizace kortikalnich mikrotubulii epidermalnich bunék primarniho kotene
Arabidopsis ekotyp Ler pomoci ,,wholemount® imunolokalizace (Smékalova et al., 2014).

2.3 Aktin 2

Gen pro aktin 2 (ACT2) je exprimovan ve vegetativnich organech rostlin (An et al.,
1996). ACT2 je nezbytny pro rist kotenové $picky, kofenovych vlaski a selekci mista
ristu kofenového vlasku na epidermalnich bunkach kotene. Tato funkce ACT2 byla
pozorovana na derl (deformed root hairs 1) mutantu Arabidopsis. Bylo zjisténo, Ze
derl lokus koduje ACT2 (Ringli et al., 2002). derl mutant vykazuje $ir$i bazi

kotenového vlasku a délka kotenovych vlasku byla mnohem mensi nez u divého typu

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC166735/#B1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC166735/#B1

(Arabidopsis thaliana, ekotyp C24), coz dokazuje dulezitou roli ACT2 pii vyvoji
kofenovych vlaskd. U derl mutantu byl také pozorovan postizeny membranovy

transport (Grebe et al., 2003). Fenotyp derl mutanta mizeme vidét na Obr. 5.

Obr. 5 Porovnani fenotypt: A — divy typ C24 (dlouhé kofenové vlasky), B — derl (kratké
kotenové vlasky; Ringli et al., 2002).

2.4 Proteiny vazici se na cytoskelet
Organizaci a dynamiku cytoskeletu reguluji proteiny vazici se na cytoskelet. Mizeme je

rozdé€lit do dvou skupin — proteiny asociované s aktinem nebo mikrotubuly.

2.4.1 Proteiny vazici se na aktin

Dynamika aktinového cytoskeletu je uréovana mnoha proteiny asociovanymi s aktinem.
Mezi hlavni funkce téchto proteinli patii svazkovani aktinovych vlaken, fragmentace,
nukleace a transport podél aktinovych vlaken (Higaki et al., 2007). V nasledujicich

fadcich se zaméfime na proteiny hrajicich roli v organizaci aktinu.

Arp2/3 je proteinovy komplex sloZzeny ze 7 podjednotek, jehoz dilezitou funkci je
polymerizace aktinu (Mullins et al., 1998). DilezZitou funkci tohoto komplexu je také
nukleace F-aktinu, ale u rostlin tento efekt prokazan nebyl (Evangelista et al.,
2002; Sagot et al., 2002), dale pohyb organel a ur¢ovani tvaru bunék pfi jejich vyvoji
(Mathur, 2005). Dalsi dulezitou skupinou proteint, ucastnicich se nukleace F-aktinu,
jsou forminy. Forminy se vazi na polymeracni konec F-aktinu, inhibuji jeho
depolymerizaci a ¢asteCné chrani aktin od ostatnich proteini, které by mohly ukoncit
rast F-aktinu (Ingouff, 2005). Mezi dalsi nukleaéni proteiny patii gelsolin, ktery byl
identifikovan v pylové la¢ce u méaku. Tento protein také stiiha aktinové vldkna a brani

shlukovani profilin-aktinového komplexu (Huang et al., 2004).
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2.4.1.1 Profilin

Profilin hraje roli ve zméné dynamiky a organizace aktinového cytoskeletu a kontroluje
polymerizaci aktinu (Sun et al., 2013). V nedavné studii bylo zjisténo, ze PRF1 fidi
dynamiku aktinovych vlaken pomoci modulace formint, které zprostiedkovavaji
nukleaci aktinu béhem ristu rostlinné bunky (Cao et al., 2015). Funkce profilinu zavisi
od aktivity jinych aktin-vazicich proteini jako forminy a Arp2/3. V jejich zavislosti
muze podpofit nebo inhibovat polymerizaci aktinu (Li et al, 2015). U Arabidopsis bylo
identifikovano 5 izoforem profilinu, PRF1-PRF5. PRF1-PRF3 jsou exprimovany ve
vegetativnich  organech, pticemz PRF4-PRF5 jsou lokalizovany v orgénech
reproduktivnich (Christensen et al., 1996; Kandasamy et al., 2002). Dalsi funkci
profilinu je interakce mezi plazmatickou membrénou a cytoskeletem. Pfi této interakci
dochazi k vazbé profilinu na fosfatidylinositol 4,5 - bisfosfat (PIP,), ktery je ukotven na
vnitini strané cytoplazmatické membrany (Nebl et al., 2000; Caroni, 2001). PIP; se vaze
k trasmembranovym proteinim a také interaguje s n€kolika proteiny vazicich se na
aktin, v¢etné profilinu (Goldschmidt-Clermont et al., 1990). Profilin je také proteinem
ktery zprosttedkovava interakci mezi cytoskeletem a vezikularnim transportem.
Interakce mezi profilinem a vezikularnim transportem byla studovana pomoci,
inhibitoru sekrece, Brefeldinu A (BFA). V kofenech Arabidopsis pii oSetieni BFA
dochazi ke tvorbé BFA kompartmentt, jako vysledek shlukovani vacki Golgiho aparatu
(Geldner et al., 2003). B&hem tohoto procesu dochazi ke zvyseni mnozstvi profilinu 2 a
jeho akumulaci v BFA kompartmentech. Aktin byl také lokalizovan v blizkém okoli
BFA kompartmentd. Profilin se proto podili na modulaci aktinu pifi tvorbé BFA
kompartmentii. Zde mliZeme nalézt spojitost mezi profilinem 2, aktinem a vezikuldrnim

transportem (Takac et al., 2011).

2.4.2 Proteiny vazici se na mikrotubuly (MAP)
MAP se vazi na mikrotubuly a reguluji jejich dynamiku, stabilitu a organizaci (Gardiner
et al., 2013). MAP proteint existuje cela fada. V nasledujicich fadcich se zaméfime na

strukturni a destabilizujici MAP.

2.4.2.1 Strukturni MAP

Mezi hlavni funkci strukturnich MAP patii propojeni mikrotubulti s cytoplazmatickou

membranou a dal$imi kompartmenty buiiky jako je endoplazmatické retikulum. Mezi

nejlépe prostudované strukturni MAP patii rodina MAP65 proteint, kterd obsahuje 9
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¢len. MAP65-1 a MAPG65-2 byly lokalizovany uvnitt svazkujicich se interfaznich
mikrotubuld v epidermalnich buiikach hypokotylu (Lucas et al., 2011). Dvojity mutant
map65-1 map65-2 vykazuje zpomaleny rast, avSak jiné morfologické defekty
zaznamenany nebyly (Lucas et al., 2011). MAPG65-3 protein hraje Glohu pfi svazkovani
mikrotubuld, kde vytvari pricné vazby mezi antiparalelnimi mikrotubuly na jejich plus
konci (Ho et al., 2012). MAP65-4 indukuje tvorbu pfi¢nych mustkti mezi sousednimi
mikrotubuly. Asociace MAP65-4 a mikrotubulti je soubézna s jejich prodluzovanim
(Fache et al., 2010). MAP65-5 se vaze k preprofaznimu svazku a také k profaznim
mikrotubulim (Gaillard et al., 2008). MAP65-6 se nachazi hlavné v mitochondriich,
kortikalnich a interfaznich mikrotubulech (Mao et al., 2005). Ostatni MAP65 proteiny

jesté nebyly detailnéji prozkoumany a charakterizovany.

Mezi dal$i strukturni MAP muzeme zatadit WAVE-DAMPENED 2 (WVD?2) protein.
Nadexprese WVD2 zpusobuje zpomaleni prodluzovani bunék, krouceni kofene (Yuen et
al., 2003) a zménu v orientaci kortikalnich mikrotubulti v bunikach kotenové Cepicky

(Perrin et al., 2007).

2.4.2.2 Destabilizujici MAP

Mezi hlavni proteiny, které destabilizuji mikrotubuly, mlzeme zafadit katanin a
MAP18. Katanin byl spolu s dal§imi proteiny vazajicich se na mikrotubuly izolovan a
purifikovan z bunééné suspenzni kultury Arabidopsis thaliana (Hamada et al., 2013).
Katanin je heterodimerni protein skladajici se z 2 podjednotek — p60 a p80 (McNally
and Vale, 1993). Podjednotka p60 se podili na spravném vyvoji trichomi, hypokotylu,
stonku a kofenovych vlaska (Burk et al., 2001). Genom Arabidopsis obsahuje 4 geny
s moznou funkci podjednotky kataninu p80 (Roll-Mecak, McNally, 2010). Jejich funkce
ale doposud nebyla popsana. Hlavni funkci tohoto proteinu je stfihdni mikrotubuli.
Proces stfihani mikrotubulli je regulovan hydrolyzou ATP, které je soucasti p60
podjednotky. Podstatou tohoto procesu je navdzani motorovych proteini na
mikrotubuly. Motorové proteiny zpusobi zlom na mikrotubulech a mize dojit

k navazani kataninu a ,,pfestfizeni‘ mikrotubulti (Ghosh et al., 2012).

Pomoci turbidimetrické analyzy byl prokazan inhibi¢ni vliv MAP18 na polymerizaci
mikrotubult. Transgenni rostliny s nadexpresi MAP18 vykazuji zkrouceni kofene a
zvétSené builky hypokotylu. Dale byla v transgennich rostlindch prokdzana vyssi

citlivost mikrotubulti k mikrotubularnim inhibitorim (napt.oryzalinu). Pfi nedostatku
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MAP18 byla naopak prokazana vyssi odolnost viici oryzalinu (Wang et al., 2007). Zhu
et al., 2013 prokazaly ulohu MAPI18 v rustu pylové lacky, kdy dochazi k modulaci

aktinovych filament.

2.5 Interakce mezi MAPKSs a cytoskeletem
MAPKS jsou enzymy, které zastavaji dtlezitou tlohu nejen pfi reakcich na bioticky a
abioticky stres, ale také se ucastni vyvojovych procest, ve kterych hraje nezastupitelnou

roli cytoskelet. Je tomu tak napiiklad pti bunééném déleni (Bogre et al., 1999).

2.5.1 MAPKS a aktinovy cytoskelet

Existuje jenom malo znalosti o vztahu MAPKs a aktinového cytoskeletu. Vztah mezi
MAPKSs a aktinovym cytoskeletem byl u rostlin zkouméan pomoci latek narusujici
aktinovy cytoskelet. Latrunculin B aktivuje stresem indukované MAPKs (SIMK) a
stresem aktivované MAPKsS (SAMK), které se ti¢astni odpovédi na osmoticky stres a
stres ztepla a sucha (Samaj et al., 2002). Jasplakinolid, latka snizujici dynamiku
aktinovych vlaken, aktivuje SIMK (Samaj et al., 2002), ale ne SAMK (Sangwan et al.,
2002). Uginek latrunculinu B a jasplakinolidu miZe naznadovat vliv MAPKs na
aktinovy cytoskelet (Samaj et al., 2002). V této studii byla prokdzana relokace stresem
aktivované MAP kinasy SIMK vojtésky z cytoplazmy do jadra pti depolymerizaci
aktinu ptsobenim latrunculinu B. Pfi stabilizaci aktinu pomoci jasplakinolidu dochazi

ke kolokalizaci SIMK s aktinovymi vlakny v cytoplazmé.

2.5.2 MAPKSs a mikrotubuly

MAP kinasové signalni drahy jsou propojeny s cytoskeletem pomoci fosforylace
cytoskeletalnich proteinti nebo pies interakce s tzv. ,,scaffold” proteiny (Komis et al.
2011, Meister et al., 2013). Beck et al., 2010 prokazali, ze MAP65-1 je fosforylaénim
cilem MPK4 a je také nezbytnd pro organizaci Kkortikdlnich mikrotubult
v epidermalnich bunkach Arabidopsis. Jak bylo zminéno diive, MPK6 je lokalizovana
na mikrotubulech pii bunéénych procesech. Kohoutovd et al., 2015 analyzovaly
lokalizaci MPKG6 v kofenovém meristému a interakci s EB1 proteinem na plus konci
mikrotubult. Pomoci dvojitého imunofluorescen¢niho znaceni byla MPK6 lokalizovana

Vv oblasti preprofazniho prouzku, metafdznim délicim vieténku a fragmoplastu.

MAPKSs reguluji dynamiku mikrotubuli béhem osmotického stresu v kvasinkach

(Hagan, 2008). Mikrotubuly a jejich asociace s MAPKSs muze byt také ovlivnéna nitraci
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tyrosinového a-tubulinu (Blume et al., 2013). Na Obr. 6 mizeme vidét schématické
znazornéni funkce interakce MPK4 a MAP65 v regulaci mikrotubuli. MAP65-1 a
MAPG65-2 byly identifikovany jako substraty MPK4 in vitro. MAP65-3 byl
identifikovan jako substrat pro MPK4 v NACK-PQR signalni draze u Arabidopsis
(Sasabe et al., 2011).

Interphase Pre-prophase Metaphase
pre-prophase band Spindle

Telophase Cytokinesis Interphase
Early phragmoplast Late phragmoplast
P e
== Microtubules @ Cell plate ® MAPE5
*® g:c fous/ amy Primary cell wall O MPK4
romosomes @ MPKe

Current Opinion in Plant Biclogy

Obr. 6 Asociace MAP65, MPK4 a MPKG6 s mikrotubuly v riznych fazich bunééného déleni
(Komis et al., 2011).

2.6 Auxin a jeho vliv na vyvoj rostlin

Auxiny jsou vyznamna skupina rostlinnych hormont. Jednim z hlavnich auxin ve
vysSich rostlindch je kyselina indol-3-octova (IAA). Auxin hraje nezbytnou roli
v mnoha vyvojovych procesech jako je napf. gametogeneze, embryogeneze nebo rust
semenackd (Zhao, 2010). Auxin také napomaha vazbé mezi AUX/IAA proteiny a
ubikvitin protein lipasou nazyvanou SCF. Diky tomuto mechanismu je auxin také
znamy jako reguldtor genové exprese (Estelle et al., 2004). Smékalova et al., 2014
prokézali vliv IAA na délku priméarniho kotene, kdy dochézi k redukci jeho délky. Dale
bylo prokazano, ze MPK6 je zahrnuta v postembryonalnim vyvoji kotfene skrze
auxinovy regulaéni mechanismus. Transport auxinu v bufice je dulezity pro tvorbu
lateralnich kotfent, coZ bylo prokdzano za pomoci inhibitoru auxinového transportu —
N-1-naftylftalamovou kyselinou (NPA; Casimiro et al., 2001). Jednim z inhibitord
auxinu je auxinol. Tento inhibitor potlacuje funkci TIR1 auxinového receptoru, coZ ma

za nasledek zkracenou délku a krouceni priméarniho kotene (Smékalova et al., 2014).
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2.7 Proteomické pristupy k analyze MAP kinasové signalni drahy

Mezi hlavni proteomické piistupy k analyze MAP kinasové signalni drahy patii analyza
proteomu MAP kinasovych mutantli, analyza fosfoproteomu stabilné transformovanych
rostlin nesoucich konstitutivné¢ aktivni formu heterologni MAPkinasy a vyuziti

,microarray* proteinti (shrnuto v Taka¢ a Samaj, 2015).

»Microarray* proteomicky pfistup umoziuje identifikovat substraty MAP kinas pomoci
imobilizovanych proteint na desti¢ce, a tak poznavat nové signalni drahy. Feilner et al.,
2005 identifikovali pomoci tohoto pfistupu 39 novych substratti pro MPK6 (napf. casein
kinasa I). VSechny substraty byly purifikovany, separovany na SDS PAGE, pieneseny
na PVDF membranu a inkubovany s MPK6 protilatkou za tcelem ovéfeni jejich
pravosti. V analogické praci Popescu et al., 2009 identifikovali proteiny fosforylované
aktivovanymi MPK. Vétsina z 570 identifikovanych proteint byly transkripéni faktory
hrajici vyznamnou ulohu ve vyvojovych procesech a odpovédich na stres. Napiiklad
transkripcni faktor WRKY62 je aktivovan pomoci MPK6, ktera je indukovéana

kyselinou salicylovou (Popescu et al., 2009).

Byla také publikovana proteomickd analyza dvojitého mutantu anp2anp3.Mutant
anp2anp3 je deficientni ve 2 MAPKKK. Proteomicka analyza ukézala zvysené
zastoupeni enzymi FeSODI1, MnSOD, DHARI a regula¢niho proteinu CPN20
asociovan¢ho s FeSOD1 v anp2anp3 V porovnami s divym typem. Tato data byla
validovana pomoci imunoblotovani a kvantitativniho biochemického méteni aktivity
uvedenych antioxida¢nich enzymu (Takac et al., 2014). MKK1 je MAP kinasa kinasa
hrajici ulohu v odpovédi na stres, ktera aktivuje MPK4 a MPK6. Bylo zjisténo, ze mkkl
mutant ma zvySenou toleranci vic¢i solnému stresu. Proteomickd analyza ukazala
zvySenou hladinu o podjednotky mitochrondrialni H+-ATPasy a mitochrondialni
NADH dehydrogenasy (Conroy et al., 2013).

Hoehenwarter et al., 2013 pouzili dvoukrokovou MOAC (afinitni chromatografie
s vyuzitim kovového oxidu) chromatografii v kombinaci s LC-MS/MS k identifikaci a
kvantifikaci fosforylovanych aminokyselin MAP kinasovych substrati v Arabidopsis
thaliana. Tato metoda je unikatni v obohaceni fosfoproteinii a nasledném obohaceni
fosfopeptidi. Mao et al., 2011 pomoci PHOSTAG metody prokazal, ze transkripcni
faktor WRKY33 je substrat pro MPK6 pti odpoveédi na stres plsobenim patogena

Botrytis cinerea. Lassowskat et al., 2014 pouzili pro fosfoproteomicky ptistup ekotyp
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Arabidopsis Col-0 a mutanty mpk3 a mpk6. Vsechny tyto rostliny exprimuji MKKS5
petrzele pod dexamethason-inducibilnim promotorem. Heterologni exprese MKKS

aktivuje MPK3 a MPKG®. Identifikovali 17 moznych substratt MAP kinas.

2.7.1 Vyhody ,,shot-gun* proteomického pristupu

Podstatou tzv. shot-gun proteomické analyzy je identifikace jednotlivych proteint za
pomoci  vysokoucinné kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (Obr. 7). Pouzitim rostlin s modifikovanou hladinou urcitého genu se
stava tento piistup vysoce ucinny pro detekci proteinovych kandidati zodpovédnych za
fenotypové a fyziologické procesy v mutantu. Také mizeme najit nové molekuldrni
procesy probihajici v mutantech, a které mtzou byt regulovany MAPKs, ve které je
mutant deficientni (Taka¢, 2015). Ovéteni téchto vysledkli mizeme pomoci dalSich
metod jako je napf. imunoblotovani pomoci monospecifické primarni protilatky nebo
mikroskopie zivych bunék s lokalizaci fluorescenéné znacenych proteini. Nezbytnou
soucasti proteomiky je zpracovani proteomickych dat a jejich nasledna interpretace.
K témto G¢elim je moZné vyuzit rlizné néstroje jako je napt. Gene ontology annotace
(Ashbumer et al., 2000). Predikce protein-proteinovych interakci je mozna pomoci
aplikace STRING (Von Mering et al., 2005).

Protein Extraction Y Digestion
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Obr. 7 Schéma identifikace proteinti a peptidii pomoc shot-gun proteomického pftistupu (zdroj:
http://www.mpipz.mpg.de/protein_MS).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Jako rostlinny material byl pouzit Arabidopsis thaliana, ekotyp C24 a Col-0 a mutantni
rostliny der1-3 (Ringli et al., 2002), mpk4 (Beck et al., 2010) a mpk6-2 (dale oznacovan

jako mpk6; Miiller et al., 2010).

3.2 Chemikalie

Tab. 1 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie Dodavatel

2-merkaptoethanol Sigma Aldrich

40% akrylamid/Bis solution Bio-Rad
acetat amonny Sigma Aldrich
acetonitril Sigma Aldrich

amfolyty Serva

amid kyseliny jodoctové (IAA) Sigma Aldrich
auxinol Sigma Aldrich
Bis-Tris Sigma Aldrich

Blotting-grade blocker (odtu¢néné mléko) Bio-Rad

Clarity ECL Western Blotting substrate Bio-Rad

Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) Roche

Coomassie protein assay reagent Sigma Aldrich
dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich
dodecyl sulfat sodny (SDS) Sigma Aldrich
dusi¢nan zine¢naty Sigma Aldrich
ethanol Sigma Aldrich
ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) Sigma Aldrich
chlorid zelezity Sigma Aldrich
chlorid draselny Sigma Aldrich
hexakyanozelezitan draselny Sigma Aldrich
glycerol Sigma Aldrich
glycin Sigma Aldrich
HEPES Sigma Aldrich
hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma Aldrich
hydrogensifi¢itan sodny Sigma Aldrich
CHAPS Sigma Aldrich
kyselina askorbova Sigma Aldrich

24




Tab. 2 Seznam pouzitych chemikalii (pokracovani)

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma Aldrich
Laemmli pufr Bio-Rad
methanol Sigma Aldrich
mocovina Sigma Aldrich
Murashige & Skoog medium Duchefa
Nitroblue tetrazolium chlorid (NBT) Sigma Aldrich
octan amonny Sigma Aldrich
O-dianizidin Sigma Aldrich
peroxid vodiku Sigma Aldrich
peroxodisiran amonny (APS) Sigma Aldrich
PhosStop (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) Roche
Phostag ligand WAKO Laboratory Chemicals
phytagel Sigma Aldrich
Ponceau S Sigma Aldrich
riboflavin Applichem
sacharosa Sigma Aldrich
Sequencing Grade Modified Trypsin Promega
tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 7,5% Bio-Rad
trifluoroctova kyselina Sigma Aldrich
Tris HCI Sigma Aldrich
Trisem pufrovany fenol pH 8,8 Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Tween-20 Sigma Aldrich

25




Tab. 2 Seznam pouzitych protilatek

Nazev protilatky Dodavatel Redéni
anti-aktin Sigma Aldrich | 1:4000 v 1% BSA v TBS-T
anti-alfa tubulin Serotec 1:2000 v 1% BSA v TBS-T
anti-beta tubulin Sigma Aldrich | 1:2000 v 1% BSA v TBS-T
anti-MPK4 Sigma Aldrich | 1:1000 v 3% BSA v TBS-T
anti-MPKG6 Sigma Aldrich | 1:5000 v 1% BSA v TBS-T
anti-profilin Sigma Aldrich | 1:5000 v 1% BSA v TBS-T
Goat anti-rabbit IgG (H&L), horseradish
veroxidase conjugate Novex 1:5000 v 1% BSA v TBS-T
Goat anti-mouse rabbit IgG (H&L),
horseradish peroxidase conjugate Novex 12000V 16 BSAVIBS-T
3.3 Pristroje
Tab. 3 Seznam pouzitych piistroji
Nazev pristroje Dodavatel
Aparatura pro SDS PAGE Bio-Rad
ChemiDoc MP - Imaging system Bio-Rad
MR-12 Rocker-Shaker Biosan
pH elektroda (PC 2700) Eutech Instruments
Analytické vahy (XA 110/2X) Radwaag
Digestof, flowbox Merci
Fluorescen¢ni binokuléarni stereomikroskop Leica
(Leica M165FC)
Centrifuga (Allegra 64R) Beckman Coulter
Spektrofotometr (DU 730 lifescience) Beckman Coulter
Imagescanner 111 GE Healthcare

3.4 Metody

3.4.1 Priprava rostlinného materialu
Semena Arabidopsis thaliana ekotyp C24, Col-0 a mutantt derl-3, mpk4 a mpk6 byla

vysterilizovana ve 3 krocich. Nejprve byla semena inkuboviana 5 minut v 70%
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ethanolu, poté 3 minuty v 96% ethanolu a nakonec byla 4x proplachnuta v 1 ml sterilni
destilované vody. Vysterilizovana semena byla nanesena na filtracni papir a vysusena.
Poté byla nanesena na misku s /2 MS (Murashige a Skoog, 1962) pevnym médiem (2,15
g MS (Duchefa), 0,1% (w/v) sachar6za a 8 g phytagelu na 1 1 destilované vody, pH 5,8).
Vysdzena semena byla inkubovédna 1 den pii 4 °C a nasledné ulozena na 14 dni do
fytotronu, kde byla kultivovana vertikaln¢ pii 22 °C, 71 % vlhkosti a dennim rezimu
16/8. Pozitivni mutantni rostliny byly po 6 dnech Kkultivace selektovany na zakladé

fenotypii pomoci binokularniho mikroskopu.

Pro proteomickou analyzu, imunoblotovou analyzu a analyzu aktivity antioxidac¢nich
enzymu byly odebrany kofeny mutantd mpk4, mpk6 a divého typu Col-0 ve ¢tyfech
biologickych replikach. Rostliny byly odebirany pro kazdy mutant nezavisle, proto jsou

analyzovany kofeny Col-0 zvlast pro oba mutanty.

Pro analyzu fosforylace MAPK v kofenech derl-3 mutantu byly 14-denni rostliny
divého typu C24 a derl-3 inkubovany v 15 mM H,0; v tekutém ' MS médiu.
Adekvatni pocet rostlin byl inkubovan v tekutém 2 MS médiu bez H,O, Ovlivnéni
probihalo 30 minut pfi nizké rychlosti tfepani ve fytotronu. Nésledné byly kofeny
odebrany a homogenizovany pomoci tekutého dusiku v tfeci misce. Homogenat byl

skladovén pii -80 °C pro dalsi zpracovani.

3.4.2 Extrakce proteini pro proteomickou analyzu mpk4 a mpk6

mutanta
Ke zhomogenizovanym vzorkiim bylo ptidano 300 pl extrakéniho pufru (0,9 mol.I™
sacharoza, 0,1 mol.I* Tris-HCI pH 8,8; 10 mmol.I* ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA), 100 mol.I* KCI a 0,4% (v/v) 2-merkaptoethanol) a 300 pl Trisem
pufrovaného fenolu (pH 8,8). Vzorky byly vortexovany a inkubovéany 1 hodinu pfi 4 °C.
Poté byly centrifugovany 5 minut, pii 6000 g a 4 °C. Fenolova faze (vrchni) byla
odpipetovana do c¢isté mikrozkumavky a k vodné (spodni) fazi bylo ptidano 200 pl
fenolu a po zvortexovani byla smés znovu centrifugovana a fenolova faze opét
odebrana. Poté byly proteiny ve fenolové fazi precipitovany 5-ti ndsobnym mnozstvim
0,1 mol.I"" acetatu amonného v 100% methanolu pii -20 °C pies noc. Nésledn& byly
vzorky centrifugovany (13 000 g, 20 minut, 4 °C), a proteinovy pelet promyt 1x v 0,1
mol.I" acetitu amonném v 100% methanolu a 2x v 80% acetonu. Po kazdém promyti

byly proteiny inkubovany 15 minut pfi -20 °C a centrifugovany pii 13000 g a 4 °C. Po
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precipitaci proteinti byl proteinovy pelet rozpustén v 50 pl 6 mol.I" mocoviny v 50
mmol.I"  Tris-HCI pufru (pH 7,4) a inkubovan 30 minut pii pokojové teplots. Byl
zmeéfen obsah proteint ve vzorku. Pro trypsinové Stépeni bylo pro kazdy vzorek pouzito
100 pg proteinii. Nejprve byly vzorky inkubovany 1 hodinu v 1 mmol.I" dithioreitol
(DTT) pii pokojové teplot&, nasledn& bylo pridano 11 pl 100 mmol.I"* IAA a nakonec
byly proteiny §tépeny pomoci trypsinu (1 ug/50 pg proteinu) pies noc pii 37 °C. Po
Stépeni trypsinem bylo snizeno pH vzorku na 4 pomoci kyseliny octové a proteiny byly
odsoleny na C18 kolonkach. C18 kolonky byly nejprve aktivovany 50% v/v
acetonitrilem, poté byly promyty 0,1% (v/v) trifluoroctovou kyselinou (TFA) a doslo k
naneseni vzorku. Odstranéni nenavédzanych slozek bylo provedeno aplikaci 0,5% TFA
V 5% acetonitrilu. Vzorek byl eluovan 90% acetonitrilem. Vzorky byly poté odeslany na

proteomickou analyzu.

Kvantitativni proteomickd analyza byla provedena pomoci pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie spojené s kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS) na
hmotnostnim spektrometru Orbitrap LTQ Velos (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) verze Xcalibur version 2.1.0 spojené s UltiMate 3000 nano flow HPLC
system (Dionex) externé¢ V laboratofi Dr. Tibora Pechana na Mississippi State

University.

Vysledkem proteomické analyzy byly identifikované proteiny pro kazdy individudlni

vzorek s uvedenou relativni kvantifikaci v podob¢ intenzity piku.

Porovnani abundance proteinii bylo provedeno pomoci softwaru MS Excel. Byla
provedena statistickd analyza pomoci jednofaktorového Anova testu. Proteiny

s hladinou prakaznosti > 95 byly povazovany za statisticky signifikantni.

Pro vyhodnoceni byly zahrnuty proteiny se zménou abundance vét§i nez 1,5
V porovnani s divym typem a proteiny detekovany jenom v 1 vzorku pro vSechny

biologické repliky.

3.4.3 Méreni obsahu proteint

Meéieni obsahu proteinti bylo provedeno metodou Bradfordové (Bradford et al, 1976).
Byla piipravena reakéni smés slozena z 89 pl destilované vody, 10 pul Coomassie
Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich) a 1 pl vzorku. Absorbance byla méfena pii 595
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nm. Obsah proteinii byl odvozen z kalibra¢ni kiivky, kterd byla zhotovena pomoci

hovéziho sérového albuminu jako standardu.

3.4.4 Extrakce proteini pro Phostag analyzu a imunoblotovani

Proteiny byly z homogenizovanych kofenli extrahovany pomoci 200 ul extrakéniho
pufru (50 mmol.I"  2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
(HEPES), 75 mmol.I* NaCl, 1 mmol.I"* ethylenglykoltetraocova kyselina (EGTA), 1
mmol.I> MgCl, 1 mmol.I* NaF, 10% glycerol, 1 mmol.I"* DTT, inhibitor proteas
Complete EDTA-free, ROCHE, a PhosSTOP (phosphatase inhibitor cocktail tablets,
ROCHE). Vzorky byly zvortexovany a inkubovany 30 minut na ledé¢ a poté
centrifugovany (13 000 g, 15 minut, 4 °C). Supernatant byl ptepipetovan do Cistych
mikrozkumavek. Po zméfeni obsahu proteind bylo do vzorku pfidano 5-ti nasobné
mnozstvi 80% acetonu a vzorky byly ponechéany pii -20 °C ptes noc. Po vysraZeni byly
vzorky centrifugovany (15 minut, 13 000 g, 4 °C). Precipitat byl rozpustén v 50 ul
extrakéniho pufru. Poté byl extrakt obohacen o Laemmli pufr (62,5 mmol.I™* Tris-HClI,
pH 6,8; 10% glycerol; 1% LDS; 0,005% bromfenolova modf) a 2-merkaptoethanol (ve

finalni koncentraci 5% (v/v)) a vzorek byl povafen 5 minut pii 95 °C.

3.4.5 Denaturujici polykrylamidova elektroforéza, Phostag analyza a

imunoblotovani
Separace proteini pro Phostag analyzu byla provedena na 7% separaénim gelu (Tab. 4)
a 4% zaostfovacim gelu (Tab. 5). Elektroforéza probihala 5 hodin, pfi konstantnich 10
mA/gel a 4°C. Soucasn¢ byly ty samé vzorky separovany na 12% denaturujicim
polyakrylamidovém gelu bez ptidavku Phostag ligandu. Nasledné byl gel s ligandem
inkubovan 2x15 minut v 10 mmol.I™* roztoku EDTA a 1x15 minut v 1 mmol.I" EDTA
v transferovém pufru 1 (20 mmolI* Tris, 150 mmol.I* glycin, 5 mmol.I*
hydrogensiti¢itan sodny, 10% methanol). Gel bez ligandu byl inkubovan v transferovém

pufru 2 (20 mmol.I"* Tris, 150 mmol.I"* glycin, 10% methanol).

Poté byly proteiny pfeneseny z obou geli pii 24 V, 4 °C ptes noc na polyvinylidine
difluoridovou (PVDF) membranu s pouzitim transferového pufru 1 s pfidavkem 5
mmol.I" EDTA (Phostag analyza) a transferového pufru 2 (denaturujici
polyakrylamidova elektroforéza). Poté byly obé membrany inkubovany po dobu 1

hodiny v blokovacim pufru (4% (w/v) BSA a 4% (w/v) odtu¢néné susené mléko v TBS-
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T (20 mmol.I* Tris; 150 mmol.I* glycin; 0,001% (v/v) Tween). Naslednd byly
membrany inkubovéany s primarnimi protilatkami v fedéni podle tabulky 2 pies noc a po
promyti byla pfidana sekundarni protilatka (Tab. 2). Signéal byl na PVDF membrané
vizualizovan chemiluminiscen¢né na dokumenta¢nim zafizeni Chemidoc (Bio-Rad) po

inkubaci v roztoku ECL (Clarity™ Western ECL Blotting Substrate, BioRad).

Pro kontrolu mnozstvi nanesenych proteint byly pouzity 12% TGX Stain-free FastCast
akrylamidové gely. Bylo pouzito 5 pg proteini do kazdé drahy. TGX Stain-Free
(BioRad) technologie umoznuje vizualizaci proteinti na gelu okamzité po elektroforéze
na zéklad¢ UV signalu. Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 200 V. Signal

byl detekovan pomoci dokumenta¢niho zatizeni Chemidoc (Bio-Rad).

Tab. 4 Chemické slozeni 7% separacniho gelu pro Phostag analyzu

Celkové mnoZstvi 5ml
Destilovana voda 2 289 ul
1,25 mol.I™* bis-Tris-HCI, pH 6,8 | 1 430 pl
40% akrylamid 1167 pl

10 mmol.I"* Zn(NOs), 25 ul

5 mmol.I" PHOSTAG 25 ul
10% APS 12,5 ul

TEMED 2,5 ul

Tab. 5 Chemické slozeni 4% zaostfovaciho gelu pro Phostag analyzu

Celkové mnozstvi 2,5 ml
Destilovana voda 1520 pl
1,25 mol.I™ bis-Tris-HCI, pH 6,8 | 715 pl
40% akrylamid 250 pl
10% APS 12,5 pl
TEMED 2,5 ul

3.4.6 Priprava rostlinného materialu na oSetieni IAA a auxinolem

Vysterilizovana semena (viz kapitola 3.4.1) Col-0 a mutantd mpk4 a mpké byla vyseta
na 2 MS médium a kultivovdna ve fytotronu na 3 dny. Ttidenni rostliny byly
vyselektovany a pielozeny na %+ MS médium s obsahem 1 pmol.I* amidu kyseliny

jodoctové (IAA) nebo 10 pmmol.I™ auxinolu (o-[2,4-dimethylphenylethyl-2-oxo]-
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IAA). Jako kontrola bylo pouzito adekvatni mnozstvi rostlin Col-0 a mpk4, mpk6
mutanttl, které bylo pfelozeno na 2 MS médium. Takto ptelozené rostliny byly vzdy 6.
den po piasobeni IAA (auxinolu) pozorovany pod fluorescenénim binokularnim

stereomikroskopem (Leica M165FC), kde byl sledovan jejich fenotyp.

3.4.7 Stanoveni aktivity vybranych antioxida¢nich enzymu v mpk4 a

mpk6 mutantech
Kofeny 14-dennich rostlin mutantd mpk4 a mpké a Col-0 byly homogenizovany v
pritomnosti tekutého dusiku v tfeci misce. Homogenat byl rozpustén v 50 mmol.I"* Na-
fosfatovém pufru s obsahem 2 mmol.I™" askorbatu, 2 mmol.I* EDTA a 10% glycerolu.
Extrakt byl centrifugovan (13000 g, 15 minut, 4 °C) a obsah proteinti v supernatantu byl
méfen podle metody Bradfordové (1976). Na gel bylo naneseno stejné mnozstvi

proteind ve vzorcich. Analyzy byly provedeny ve dvou biologickych opakovanich.

3.4.7.1 Stanoveni aktivity katalazy

Separace proteinti probihala na 12% nativnim polyakrylamidovém gelu (Tab. 6) a 4%
zaostfovacim gelu (Tab. 7). Byl pouzit elektroforeticky pufr s obsahem 25 mmol.I*
Tris-HCI a 192 mmol.I™ glycinu. Na gel bylo naneseno 5 pg proteini pro kazdy vzorek
a elektroforéza probihala 2 hodiny za konstantnich 20 mA/gel. Po skonceni
elektroforézy byl gel promyt 3x5 minut v destilované vodé a nasledné inkubovan 10
minut v 20 ml 0,006% H,0O,. Po inkubaci byl gel oplachnut opét destilovanou vodou a
inkubovan 5 minut v roztoku 1% ferikyanidu (K3[Fe(CN)6]) a 1% ferichloridu (FeCls).
Po inkubaci byl gel oplachnut destilovanou vodou a dokumentovan na dokumentacnim

zatizeni Chemidoc (Bio-Rad).

Tab. 6 Chemické slozeni 12% nativniho separa¢niho gelu

Celkové mnoZstvi 4,95 ml
Destilovana voda 2173 pl
1,5mol.I" bis-Tris-HCI, pH 8,8 |1 250 ul
40% akrylamid 1500 pl

10% APS 25 ul

TEMED 2,5 ul
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Tab. 7 Chemické slozeni 4% zaostfovaciho gelu

Celkové mnoZstvi 1,3 ml
Destilovana voda 793 ul

0,5mmol.I" Tris-HCI, pH 6,8 |312,5 ul
40% akrylamid 125 pl

10% APS 6,25 ul

TEMED 1,25 ul

3.4.7.2 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Separace proteini probihala za stejnych podminek jako v ¢asti 3.4.7.1. Na gel bylo
naneseno 15 pg proteini pro kazdy vzorek. Po skonceni elektroforézy byl gel
inkubovan v 50 mmol.I* Na fosfatovém pufru pH, 7.8 po dobu 15 minut. Poté
nasledovala inkubace ve tm& v 50 mmol.I"* Na fosfatovém pufru, pH 7,8 s obsahem 0,5
mmol.I'* NBT (nitroblue tetrazolium chlorid). Nakonec byl gel inkubovan ve tmé 20
minut v Na fosfatovém pufru, pH 7,8 s obsahem 8 mmol.I"* riboflavinu (rozpustén
v 96% ethanolu), 0,3% tetramehylethylendiamin (TEMEDu) a 5 mmol.I"* EDTA. Po
této inkubaci byl pro vizualizaci izoenzymu gel ponechdn 10 minut na svétle. Gely byly

dokumentovany na dokumenta¢nim zatizeni Chemidoc (Bio-Rad).

3.4.7.3 Stanoveni aktivity peroxidasy

Separace proteinti probihala stejné jako v ¢asti 3.4.7.1. Na gel bylo naneseno 15 ng
proteinti pro kazdy vzorek. Po skonceni elektroforézy byl gel inkubovan 15 minut v 50
mmol.I" Na acetatovém pufru pH 5 a poté 20 minut v 50 mmol.I" Na acetatovém pufru
pH 5 s obsahem 2 mmol.I" O-dianizidinu (nejprve rozpuitén v ethanolu) a 1 % H,0s.

Gely byly dokumentovany na dokumenta¢nim zafizeni Chemidoc (Bio-Rad).

Kvantifikace pasti z imunoblotovani, PHOSTAG analyzy a analyzy aktivity enzymu

byla provedena pomoci softwaru Image Lab 4.0.1 (Bio-Rad).

3.4.8 Bioinformatické vyhodnoceni proteomickych dat

K usnadnéni interpretace proteomickych dat byla pouzita bioinformaticka analyza
pomoci gene ontology (GO) anotace provedena pomoci Blast2GO, verze 2.8.0
(https://www.blast2go.com). GO anotace umoziuje funk¢éni anotaci proteinovych
sekvenci a rozdéleni proteinti podle 3 kategorii (v jakém kompartmentu bunky se

proteiny nachazi — bunéény kompartment; podle procesu, kterého se v buiice ucastni —
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biologicky proces a nakonec podle molekularni funkce). Byly pouzity sekvence
proteind se zménénou abundanci u obou mutantti, sekvence proteinti detekované pouze
v1 vzorku (mpk4 nebo mpk6) a sekvence proteinii detekovanych pouze v Col-0.
Analyza pomoci Blast2Go probihala v n€kolika krocich. Po vlozeni sekvenci nésleduje
porovnani sekvenci s databazi NCBI Arabidopsis thaliana (tzv. BLAST search) a
ptifazeni pouze 1 proteinu pro kazdou sekvenci. Nasledn€ probihd tzv. mapping step a
poté ,annotation step”, ve kterém dochazi k piifazeni funkce proteinim. Kotvici
sekvence pro vazbu MAPKSs v diferencialnim proteomu mutanti byly predikovany
pomoci ELM (Eukaryotic Linear motif) databdze na zaklad¢ vloZenych sekvenci
proteinti (Gould et al., 2009). Predikce MAPKs-specifickych fosforyla¢nich sekvenci
v diferencialnim proteomu byla provedena pomoci GPS (Group-based prediction
system) 2.1.2. softwaru (Xue et al., 2008).
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4 VYSLEDKY

4.1 Prehled vysledkii proteomické analyzy
Pomoci LC-MS/MS proteomické analyzy bylo v kofenech mpk4 mutanta identifikovano

v pruméru 437 proteinti a v kofenech mpk6 mutanta 444 proteind.

Vysledkem porovnani proteomu kofeni mutantu mpk4 s Col-0 bylo 65 proteini se
statisticky vyznamné zménénou abundanci (Tab. P1). V mpk4 bylo identifikovano 34
proteinti se snizenou abundanci a 31 proteind, které jsou v mpk4 mutantovi ve
zvySeném mnozstvi. Devét proteinti bylo identifikovano pouze v mpk4 mutantu,
pficemz v divém typu tyto proteiny identifikovany nebyly (Tab. P2) a 24 proteint bylo
detekovano pouze v Col-0. Lze predpokladat, ze proteiny které byly identifikovany
jenom v jednom vzorku byly v tom druhém pod prahem citlivosti identifikace a maji
v mutantu vy$$i/niz§i abundanci. V piipadé mpké mutanta bylo detekovano 32 proteini
se zménénou abundanci (Tab. P3). V mpk6 mutantovi bylo identifikovano 16 proteint
se sniZzenou abundanci a 16 proteini se zvySenou abundanci v porovnani s Col-0.
Devatenact proteint bylo identifikovano pouze v mpk6é mutantu, pti¢emz v divém typu

tyto proteiny identifikovany nebyly (Tab. P4) a 1 protein byl detekovan pouze v Col-0.

4.2 Funkéni Klasifikace proteinii se zménénou abundanci v mpk4d a

mpk6 mutantu pomoci Gene ontology anotace
Pomoci tzv. GO anotace jsme zatiidili diferencidlni proteom mutanti podle 3 kategorii
(biologicky proces, molekularni funkce a bunééna lokalizace, ve kterém se dany protein
nachazi). GO anotace pfifazuje proteinu funkci na zékladé¢ experimentdlnich dat,
homologie s jinymi proteiny a predikce. Funkce je proteinu pfifazena v nékolika
biologicky proces a molekularni funkce jsme vybrali troven 6 a v kategorii bunéény
kompartment troven 8. Porovnani poctu proteinil, zafazenych do GO anotaci podle
biologického procesu, molekularni funkce a kompartmentu z téchto urovni u obou
mutantl, se nachazi na Obr. 8. Z grafu B je patrné, ze diferencialni proteom obou
mutantli naznacuje zmény v regulaci aktinového cytoskeletu, pfi odpovédi na ionty
kadmia a také mizeme vidét maly rozdil v metabolickych procesech tykajicich se

auxinu a oxidoredukénich metabolickych procest. V grafu C mizeme vidét rozdéleni
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proteinti diferencidlniho proteomu mutanti podle bunééné lokalizace. I zde jsou patrné

rozdily, pfedevs§im u mitochondrii nebo Golgiho aparatu.

V ptedkladané diplomové praci se budeme soustfedit pouze na proteiny dulezité pro

MAPKSs signalizaci, a to proteiny regulujici vyvojové procesy a stresové odpovedi.

Tyto vysledky naznacuji, ze v mpk4 mutantu jsme detekovali vic proteinli se zménenou
abundanci v kategoriich pfi odpovédich na ionty kadmia, metabolickych procesech
spojenych s auxinem a organizaci aktinového cytoskeletu, pfi¢emz v mpké mutantu

ptrevazovali napf. proteiny spojené s proteolyzou a aktivitou endopeptidas.
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Obr. 8 Porovnani relativniho poctu proteinii v jednotlivych GO anotacich podle (A) —
molekularni funkce, (B) — biologického procesu, (C) — lokalizace.
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4.2.1 Proteiny spojené s vyvojovymi procesy

Na Obr. 9 mizeme vidét porovnani proteinti zafazenych do kategorii spojenych s
vyvojovymi procesy. Z grafu vyplyva, ze k nejvétsim rozdilim mezi obéma mutanty
dochazi pii vyvoji organd, kofenového systému, vyhonku a pylové lacky. Mnozstvi

proteinti ucastnicich se téchto procest, je vyssi v mpké mutantu.

Cytoskeletalni proteiny jsou také dilezité pro mnoho vyvojovych procest. Tab. 8
obsahuje diferencialné abundantni proteiny detekované v kofenech mutanti mpk4
dilezité pro regulaci cytoskeletu. Stejnd data jsou uvedena v Tab. 9, ale pro mpké

mutanta.

Z tabulek vyplyva, Zze chybé&jici MPK4 u mpk4 mutanta zpusobila sniZzenou abundanci
proteinti aktinového cytoskeletu, kromé¢ annexinu 1, kde byla detekovana zvySena
abundance. Chybg&jici MPK6 u mpk6 mutanta zvysSenou abundanci piedev§im proteint

mikrotubularniho cytoskeletu.

Tab. 8 Diferencialné abundantni cytoskeletalni proteiny detekované v kofenech mpk4 mutanta

Kdéd proteinu Nézev proteinu Zména abundance
0i15233538 profilin 2 0,25
0i30686836 dehydrin ERD10 0,32
gi15224838 profilin 1 0,36
0i15220216 annexin 1 4,41

Tab. 9 Diferencialné abundantni cytoskeletalni proteiny detekované v kofenech mpk6é mutanta

Kéd proteinu Néazev proteinu Zména abundance
0i15233538 profilin 2 0,21
0i15241179 tubulin alpha-5 2,9
0i30683070 tubulin alpha-6 5,01
gi15242516 actin 7 5,81
0i15222075 actin 8 pouze v mpk6
0i15232671 phospholipase D alpha 1 pouze v mpk6
0i15227503 Actin-like ATPase superfamily protein pouze v mpk6
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Obr. 9 Mnozstvi proteint hrajicih roli ve vyvoji jednotlivych ¢asti rostliny v mpk4 a mpké
mutantu.

Auxin je rozhodujici fytohormon pro rizné vyvojové procesy. Na Obr. 10 je porovnani
proteinli UCastnicich se procest, pii kterych hraje nezbytou ulohu auxin. GO anotace
ukdzala roli proteinii zahrnutych v diferencidlnim proteomu obou mutanth Vv
metabolickych procesech spojenych s auxinem a také pfi reakcich rostliny na auxinové
podnéty. V prvni kategorii je mnozstvi proteini zvySené u mpké mutanta a v druhé

kategorii u mpk4 mutanta.
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Obr. 10 Porovnani proteint hrajicich ulohu v reakcich na auxin v mpk4 a mpk6 mutantu.
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4.2.2 Proteiny odpovédi na externi stimuly

Na Obr. 11 miazeme vidét porovnani GO anotaci spojenych s reakcemi na ruzné
stresové podminky a stimuly. Z grafu vyplyva, ze k nejvétsim rozdilim mezi obéma
mutanty dochazi pfi sklddani proteini, odpovédich na peroxid vodiku a ionty kadmia.
Proteiny funk¢né anotované jako dulezité pro odpovéd na peroxid vodiku a ionty
kadmia byly vice zastoupené v mpk4 mutantovi, naopak v mpk6é mutantovi je vice

proteinti zastoupeno pii odpovédi na Spatné slozené proteiny.
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Obr. 11 Porovnani proteint hrajicich tlohu ve stresovych reakcich v mpk4 a mpk6 mutantu.

4.3 Predikce proteini fosforylovanych MPK4 a MPK6

Diferencialni proteom mutanti MAPK mize také obsahovat proteiny, které jsou ptimo
fosforylovany danou MAPK. Ty obsahuji ve své aminokyselinové sekvenci MAPK-
specifické fosforylaéni misto a také MAPK specifickou kotvici sekvenci (Jonak et al.,
2002). Pro predikci proteinti fosforylovanych MAP kinasami jsme provedli predikci
téchto dvou parametri pomoci ELM source (Eukaryotic Linear Motif , Dinkel et al.,
2011) a softwaru GPS 3.0 (http://gps.biocuckoo.org, Liu et al., 2015). Predikované
proteiny a prfislusné aminokyselinové sekvence jsou uvedeny v Tab. 10 a Tab. 11.

V mpk4 mutantovi bylo predikovano 15 moznych proteind se specifickym
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fosforylaénim mistem a kotvici doménou. V pfipadé mpk6é mutanta bylo takovych

proteinti predikovano 8.
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Tab. 10 Seznam proteint se specifickym fosforylaénim mistem a kotvici doménou v mpk4 mutantu

Kéd proteinu Nazev proteinu Sekvence fosfopetidii Kotvici sekvence Zména abundance
EVNHKTQTPSLAPAP
HPHPPAKSPVKPPVK KFNRSLVAYV, 180-188 [A]
0i|145324054 arabinogalactan protein 31 ii\\//iﬁg\\//gggﬁiggx KKLGKSTVVYV, 285-294 [A] pouze v divém typu
KLGKSTVVV, 286-294 [A]
APVKPPVSPPTKPPV
PPTKPPVTPPVYPPK

KPKRSVLYV, 19-26 [A]
KIEREPMKL, 74-82 [A]
KSSKDDIDVRL, 103-113 [A]
RKWNVCV, 246-252 [A]
0i|15226573 Ferredoxin--nitrite reductase SFSLTFTSPLLPSSS KDGRFGFNLLYV, 274-284 [A] pouze v divém typu
KRCEEAIPL, 291-299 [A]
RQKTRMMWL, 328-336 [A]
KKGVRVTELVPL, 554-565 [A]
KGVRVTELVPL, 555-565 [A]

RATIANMSPEYGATM RIDKLPYSIRI, 35-45 [A]
0i|15233349 aconitate hydratase 1 YFKGMTMSPPGPHGV KRPHDRVPL, 378-386 [A] pouze v divém typu
KKACDLGL, 458-465 [A]
. . . . . TTSTKLSSPMAGPKL .
0i|18400212 dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein EIGMPSLSPTMTEGN RRDHAVAYV, 20-27 [A] pouze v divém typu
PLLLCFFSPSSSSSD
LLRSLPSSPQPATLL
HGFSARLSPIQTAAL
0i|22331076 Subtilase family protein REIHTTHTPAFLGFS RRHPSVISV, 93-101 [A] pouze v divém typu
LGTLIGPSPPSPRVA
LIGPSPPSPRVAAFS
ANVEIDVSPSKLAFS
0i|240254562 uncharacterized protein SSSGNVTTPTQTAST KSRDIDLSF, 1264-1272 [A] pouze v divém typu
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Tab. 11 Seznam proteint se specifickym fosforylaénim mistem a kotvici doménou v mpk4 mutantu (pokracovdni)

Kod proteinu

Néazev proteinu

Sekvence fosfopetidi

Kotvici sekvence

Zména abundance

PGISAQPSPVTQQQQ

RKAQPLVVL, 352-360 [A]

gi|30682607 mRNA decapping complex VCS TPPLNLQSPRSNHNP KESKRLEVAL, 918-927 [A] pouze v divém typu
TLPQLPLSPRLSSKL KRLEVAL, 921-927 [A]
ITVAGQNSPVVALFT
gi|15221019 GDSL esterase/lipase KFSDGLITPDFLAKF KFMKIPLALI, 88-96 [A] 5,48
REFWVPPTPATVHAS
KGTVEINTPVELIKQ RKGLRGDSVVL, 44-54 [A]
gi|15232603 60S acidic ribosomal protein PO-2 YDNGSVFSPEVLDLT KGLRGDSVVL, 45-54 [A] 4,61
KINKGTVEI, 148-156 [A]
RGKLKKVVL, 93-101 [A]
. o ) KKHNVPVPV, 255-263 [A]
gi|186513287 argininosuccinate synthase ALNGKALSPATLLAE 3,63
KKDMYMMSV, 293-301 [A]
KLYKGSVSV, 393-401 [A]
gi|15240765 voltage dependent anion channel 2 DITATLGSPVISFGA KHPRFGLSLAL, 264-274 [A] 2,41
. ) RARFEELNI, 305-313 [A]
gi|334185190 heat shock protein 70-3 DLLLLDVTPLSLGLE 0,57
RIPKVQQLLYV, 348-357 [A]
0i|14532542 proteasome subunit alpha type-5-A AVEKRITSPLLEPSS KTKEGVVLAYV, 41-50 [A] 0,32
_ _ KRSDNIDL, 289-296 [A]
0i|30691626 heat shock protein 70-1 GTSGTEQTPEAEFEE 0,32
KKQLIDL, 573-579 [A]
] . EEMQRPGTPLYNIKA KRLAKSDPMVV, 509-519 [A]
gi|30696056 elongation factor EF-2 0,08

KGLKEAMTPLSEFED

RLAKSDPMVV, 510-519 [A]
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Tab. 12 Seznam proteind se specifickym fosforylaénim mistem a kotvici doménou v mpk6 mutantu

Kéd proteinu Néazev proteinu Sekvence fosfopeptidii Kotvici sekvence Zména abundance

. . . RKGKCVVL, 102-109 [A]
0i|15230005 regulatory particle triple-A ATPase 5A *FEXFEMATPMVEDTS pouze v mpk6
KERFEKLGV, 194-202 [A]

RRPKPGGDVTI, 244-254 [A]
RPKPGGDVTI, 245-254 [A]
KKKASEGVRYV, 259-268 [A]
KKASEGVRYV, 260-268 [A]
0i|15232671 phospholipase D alpha 1 AAAGFPESPEAAAEA KLRDLSDIII, 439-448 [A] pouze v mpk6
RRAKDFIYV, 511-519 [A]
RAKDFIYV, 512-519 [A]
KGEKFRVYVVYV, 561-571 [A]
KFRVYVVYV, 564-571 [A]

RKKSPNRLVYV, 23-32 [A]
KKSPNRLVYV, 24-32 [A]
KVVRSNLRVRL, 90-100 [A]
RVRLGDVISV, 97-106 [A]
RPVRKGDLFL, 148-157 [A]
RKGDLFL, 151-157 [A]
KSRAHVIV, 339-346 [A]
RRFGRFDREIDI, 361-372 [A]
RFGRFDREIDI, 362-372 [A]
RFDREIDIGV, 365-374 [A]
KNMKLAEDVDL, 389-399 [A]
REKMDVIDL, 427-435 [A]

0i|15232776 cell division control protein 48-A *FHXFEMSTPAESSDS pouze v mpk6
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Tab. 13 Seznam proteini se specifickym fosforylaénim mistem a kotvici doménou v mpk6 mutantu (pokracovdini)

KRDASLLI, 50-57 [A]

0i|15233111 cysteine synthase C1 AYDLLDSTPDAFMCQ | KSKNPNVKI, 238-246 [A] |pouze v mpk6
KGKLIVTI, 331-338 [A]
) . . APSLSCPSPSSSSKT
0i|334186086 ketol-acid reductoisomerase KKEKVSL, 88-94 [A] 3,44
GWSVALGSPFTFATT
_ _ RARFEELNI, 305-313 [A]
0i|334185190 heat shock protein 70-3 DLLLLDVTPLSLGLE 3,15
RIPKVQQLLYV, 348-357 [A]
EVNHKTQTPSLAPAP
HPHPPAKSPVKPPVK
PPVKAPVSPPAKPPY | KFNRSLVAV, 180-188 [A]
0i|145324054 arabinogalactan protein 31 KKLGKSTVVV, 285-294 [A] 0,64
PPVKPPVSPPAKPPV | k| GKSTVVV, 286-294 [A]
APVKPPVSPPTKPPV
PPTKPPVTPPVYPPK
0i|15221156 | pyrophosphate--fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase subunit beta 1 | RDLTAVGSPENAPAK | KKAMVEL, 512-518 [A] 0,08

44




Tyto proteomické vysledky ukazaly vyznamné rozdily mezi mutanty piedev§im
Vv cytoskeletalnich a stresovych proteinech. Analyza pomoci GO anotace naznacila
vyznamnéjsi rozdily v proteinech souvisejicich s auxinovym metabolismem. Z téchto
divodi jsme se rozhodli n€které vyznamné cytoskeletdlni proteiny validovat pomoci
imunoblotovani za pouziti specifickych protilatek. Pro zjiSténi, zda poruseni aktinového
cytoskeletu mize vést k ovlivnéni aktivity MPK4 a MPK6, jsme pouzili PHOSTAG
technologii. Ze stresovych proteini jsme pomoci nativni polyakrylamidové (PAGE)
elektroforézy detekovali specifickou aktivitu tfi nejvyznamnéjSich antioxidacnich
enzyml. Rozdily v proteinech spojenych sauxinem jsme validovaly pomoci
monitorovani zmén fenotypového projevu kofene mpk4 a mpk6 mutantii v porovnani

s divym typem po plisobeni auxinu a auxinolu.

4.4 Validace proteomickych dat

Validace proteomickych dat nezavislymi metodami je diilezitd pro potvrzeni vysledkt
proteomické analyzy. Na zaklad¢ provedené proteomické analyzy proteomt mpk4 a
mpk6 byly validovany cytoskeletalni proteiny a-tubulin, B-tubulin, profilin 1, profilin 2

a aktin pomoci imunoblotovani za pouziti specifickych protilatek.

4.4.1 Cytoskeletalni proteiny

4.4.1.1 Detekce abundance a-tubulinu

Proteomicka analyza ukazala zvySenou abundanci alfa-tubulinu 5 a 6 pouze v mpk6
mutantu, ale pro porovnani obou abundanci jsme se rozhodli stanovit alfa-tubulin také
vmpk4 mutantu. Vysledky provedené imunoblotové analyzy v tomto piipadé
nepotvrdily vysledky proteomické analyzy, protoze anti-alfa-tubulinova protilatka
detekuje vice izoforem . Imunoblotova analyza abundance alfa-tubulinu v mutantech
mpk4 a mpk6 a divém typu ukazala, ze o-tubulin ma v kofenech obou mutantti snizenou

abundanci v porovnani s Col-0 (Obr. 12).

45



(A) (€)

kDa Col-0 mpk4 Col-0mpk6 500
25
%% — £ 400
75— £ 300
=]
50 . -z
T | — — |o— — = 0-tubulin 200 -
37— f;
~ 100
25—
0
20— Col-0 mpkd
15—
(B) (D)
— 350
| | 300
s
F 250 4
! Z 200 -
5150 -
£.100 -
T 50 -
0 -
Col-0 mpk6

Obr. 12 (A) Imunoblotova detekce abundance a-tubulinu v kofenech mpk4 a mpk6 mutantu a
divého typu Col-0, (B) kontrola mnozstvi nanesenych proteinti, (C) kvantifikace optické density
pasu a-tubulinu v Col-0 a mpk4 mutantu, (D) kvantifikace optické density pasu a-tubulinu
v Col-0 a mpk6 mutantu, chybové tisecky piedstavuji SD (N=3).

4.4.1.2 Detekce abundance p-tubulinu

Kromé¢ alfa-tubulinu jsme se rozhodli analyzovat i abundanci beta-tubulinu v kotenech
obou mutantd. Imunoblotova analyza abundance beta-tubulinu v mutantech mpk4 a
mpk6 a divém typu ukazala, ze beta-tubulin je ve shodé s alfa-tubulinem v kofenech

obou mutantl snizenou abundanci v porovnani s Col-0 (Obr. 13).
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Obr. 13 (A) Imunoblotova detekce abundance B-tubulinu v kofenech mpk4 a mpk6 mutantu a
divého typu Col-0, (B) kontrola mnozstvi nanesenych proteinti, (C) kvantifikace optické density
pasu B-tubulinu v Col-0 a mpk4 mutantu, (D) kvantifikace optické density pasu B-tubulinu
v Col-0 a mpk6 mutantu, chybové tisecky piedstavuji SD (N=3).

4.4.1.3 Detekce abundance profilinu 1 a profilinu 2

Specificka protilatka anti-profilin, klon 2B8 (Sigma Aldrich) rozpoznava 3 izoformy
profilinu PRF1 (14,2 kDa), PRF2 (13,8 kDa) a PRF3 (18,2 kDa). PRF3 ma v kotenech
zanedbatelné¢ zastoupeni (Kandasamy et al., 2002). Imunoblotovd analyza kotfenli
Arabidopsis, pomoci anti-profilinové protilatky, ukazala pfitomnost 2 pasia s
molekulovou hmotnosti, ktera odpovida profilinu 1 a profilinu 2. Zvysledka
imunoblotovani vyplyva, Ze profilin 1 ma v kofenech obou mutanti sniZenou abundanci
Vv porovnani s Col-0 a profilin 2 ma zvySenou abundanci v mpk4 mutantu a snizenou
abundanci v mpké mutantu (Obr. 14). Uvedené vysledky se caste¢né shoduji
s proteomickymi daty, pfi¢emz jsme potvrdili snizenou abundanci profilinu 1 u mpk4
mutanta a profilinu 2 u mpk6é mutanta. Snizena abundance profilinu 2 u mpk4 mutanta

(proteomické data) se imunoblotovanim nepotvrdila.
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Obr. 14 (A) Imunoblotova detekce abundance profilinu 1 a profilinu 2 v kofenech mpk4 a mpk6
mutantu a divého typu Col-0, (B) kontrola mnozstvi nanesenych proteini, (C) kvantifikace
optické density pasu profilinu 1 a profilinu 2 v Col-0 a mpk4 mutantu, (D) kvantifikace optické
density pasu profilinul a profilinu 2 v Col-0 a mpk6é mutantu, chybové tsecky piedstavuji SD
(N=3).

4.4.1.4 Detekce abundance aktinu

Imunoblotova analyza abundance aktinu v mutantech mpk4 a mpk6 a divém typu
ukazala, Ze aktin ma sniZzenou abundanci v kofenech obou mutanti v porovnani s Col-0
(Obr. 15). Snizena abundance aktinu nepotvrdila vysledky proteomické analyzy u mpk6
mutanta. Proteomickd analyza ukazala zvySenou abundanci aktinu 7 a aktin 8 je
detekovan pouze v mpk6 mutantu. Je tedy mozné, ze protilatka detekuje vSechny

izoformy aktinu neZ ukézala proteomicka analyza.
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Obr. 15 (A) Imunoblotova detekce abundance aktinu v kofenech mpk4 a mpké mutantu a divého
typu Col-0, (B) kontrola mnozstvi nanesenych proteint, (C) kvantifikace optické density pasu
aktinu v Col-0 a mpk4 mutantu, (D) kvantifikace optické density pasu aktinu v Col-0 a mpk6
mutantu, chybové usecky predstavuji SD (N=3).

4.4.2 Analyza fosforylované MPK4 a MPKG6 v derl-3 mutantu

Vztah mezi aktinem a MPK4 a MPK6 jsme se rozhodli podrobnéji studovat pomoci
detekce fosforylace MPK4 a MPK®6 v kofenech mutantu derl-3, ktery ma nefunkéni gen
pro AKTIN2. Fosforylaci jsme detekovali pomoci PHOSTAG technologie. Aktivace
uvedenych MAPK byla provedena 15 mM H,0,.

4.4.2.1 Detekce fosforylované MPK4 v derl-3 mutantu

Imunoblotova detekce abundance MPK4 ukazala zvySené mnozstvi MPK4 v C24 i
derl-3 mutantu po ovlivnéni peroxidem vodiku. Z vysledku je dale patrné, ze MPK4 je
ve zvySeném mnozstvi v derl-3 mutantu také za kontrolnich podminek oproti divému
typu. Fosforylace MPK4 je v derl-3 mutantu zvySena za kontrolnich podminek oproti
C24, ale po ovlivnéni peroxidem vodiku dochazi, oproti C24, ke snizeni jeji fosforylace

(Obr. 16).
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Muzeme tedy konstatovat, ze mutace v genu pro AKTIN2 v derl-3 mutantu zptsobuje

zvySenou abundanci a fosforylaci MPK4, ale inhibuje aktivaci MPK4 po vlivu peroxidu

vodiku.
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Obr. 16 Abundance a fosforylace MPK4 v derl-3 mutantu a divém typu po ovlivnéni
peroxidem vodiku. (A) imunoblot ukazujici abundanci MPK4 (vlevo nahote), detekce
fosforylace MPK4 pomoci phostag technologie (vlevo dole), kontrola mnozstvi nanesenych
proteind pomoci barveni proteini na membrané s Ponceau -S (vpravo nahote a dole), (B) graf
kvantifikace MPK4, (C) graf kvantifikace fosforylované MPK4. K-kontrola, chybové tsecky
predstavuji SD (N=3).

4.4.2.2 Detekce fosforylované MPK6 v derl-3 mutantu

Imunoblotova detekce abundance MPK6 ukazala zvysené mnozstvi MPK6 v derl-3
mutantu za kontrolnich podminek, ale po ovlivnéni peroxidem vodiku dochéazi ke
sniZzeni abundance. V ptipadé MPK6 byla fosforylace detekovdna pouze po ovlivnéni
peroxidem vodiku. V derl-3 mutantu dochéazi ke snizeni abundance fosforylované

MPKG oproti C24 (Obr. 17).

Z téchto vysledki muzeme konstatovat, ze mutace v genu pro AKTINZ2 inhibuje

aktivaci MPK®6 po vlivu peroxidu vodiku.
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Obr. 17 Abundance a fosforylace MPK6 v derl-3 mutantu a divém typu po ovlivnéni
peroxidem vodiku. (A) imunoblot ukazujici abundanci MPK6 (vlevo nahoie), detekce
fosforylace MPK6 pomoci phostag technologie (vlevo dole), kontrola mnozstvi nanesenych
proteinti pomoci barveni proteinit na membrané s Ponceau -S (vpravo nahote a dole), (B) graf
kvantifikace MPKG®6, (C) graf kvantifikace fosforylované MPK6. K-kontrola, chybové tisecky
predstavuji SD (N=3).

4.4.3 Validace abundance antioxida¢nich enzymu

Proteomicka analyza indikovala rozdily v abundanci proteint mpk4 a mpk6 dilezitych
pro odpovéd’ na vliv peroxidu vodiku (napf. katalasa 3, L-ascorbate peroxidasa 1). Proto
jsme se rozhodli tento rozdil podrobnéji studovat. Provedli jsme proto vizualizaci
specifické aktivity antioxidac¢nich enzymu katalasy, MnSOD, FeSOD, CuZnSOD a
peroxidasy v kofenech mutantii mpk4 a mpk6 na nativnich polyakrylamidovych gelech.
Mnozstvi nanesenych proteinti jsme ovéfili vizualizaci proteinti na ,,Stain free® gelech

(Biorad) (Obr. 18).
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Obr. 18 Kontrola mnozstvi nanesenych proteind.

4.4.3.1 Detekce specifické aktivity katalasy

Detekce specifické aktivity katalasy na nativnich PAGE gelech ukazala jeji sniZenou
aktivitu v kotfenech mpk4 mutanta a zvySenou aktivitu v kofenech mpké mutanta (Obr.
19) oproti divému typu. Proteomicka analyza, na rozdil od celkové aktivity katalasy,
detekovala abundanci pouze 1 izoenzymu katalasy (katalasu 3) a to pouze v mpk4
mutantu. To zdlvodnuje nesoulad mezi aktivitou katalasy a proteomickymi daty. Na
zaklad¢ téchto experimentl jsme zistily rozdilnou regulaci aktivity katalasy v kofenech
mpk4 a mpk6 mutanta.
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Obr. 19 (A)Vizualizace aktivity katalasy v kofenech mpk4 a mpk6 mutantu a divého typu Col-0,
(B) kvantifikace pasu katalasy v Col-0 a mpk4, (C) kvantifikace pasu katalasy v Col-0 a
mutantu mpk6, chybové tsecky predstavuji SD (N=3).
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4.4.3.2 Detekce specifické aktivity peroxidasy

Detekce specifické aktivity peroxidasy na nativnich PAGE gelech ukézala zvySeni
vSech jejich detekovanych izoenzymu v kofenech mpk4 mutantu oproti divému typu. U
mpk6 mutanta doslo také ke zvySeni aktivity izoenzymu s reten¢nim faktorem 0,03 a
0,13. 1zoenzym s reten¢nim faktorem 0,57 mél snizenou specifickou aktivitu (Obr. 20).
Proteomicka analyza detekovala snizenou abundanci urCitych izoenzymu peroxidasy
v mpk4 mutantu, coz koreluje se zjisténou specifickou aktivitou. Podobné jako
Vv ptipad¢ katalasy, jsme zjistili rozdil v regulaci nékterych izoenzymu peroxidas mezi

mpk6 a mpk4 mutantem.
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Obr. 20 (A)Vizualizace aktivity izoenzymi peroxidasy v kotfenech mpk4 a mpk6 mutantu a
divého typu Col-0, (B) kvantifikace past izoenzymi peroxidasy v Col-0 a mpk4, (C)
kvantifikace past izoenzymu peroxidasy v Col-0 a mutantu mpk6, chybové tsecky predstavuji
SD (N=3).

4.4.3.3 Detekce specifické aktivity MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD

Superoxiddizmutaza (SOD) je na rozdil od katalasy a peroxidas enzym dulezity pro
odbouravani superoxidu (Cadenas, 1989). Z divodu jeho vyznamu pro antioxidaéni
obranu, jsme se rozhodli stanovit i aktivitu SOD. Specifické barveni aktivity SOD na

nativnich gelech umoziuje detekovat aktivitu vSech tii izoforem SOD. Zjistili jsme, ze
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specificka aktivita MnSOD a FeSOD byla u obou mutanti mirné zvySena v porovnani
s Col-0. Aktivita Cu/ZnSOD byla u mpk4 snizena a u mpk6é mutanta vyznamng;jsi rozdil,

V porovnani s divym typem, detekovan nebyl (Obr. 21).
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Obr. 21 (A)Vizualizace aktivity MnSOD, FeSOD a Cu/ZnSOD v kofenech mpk4 a mpk6é
mutantu a divého typu Col-0, (B) kvantifikace past MnSOD, FeSOD a Cu/ZnSOD v Col-0 a
mpk4, (C) kvantifikace past MnSOD, FeSOD a Cu/ZnSOD v a Col-0 a mutantu mpk6, chybové
usecky predstavuji SD (N=3).

4.4.4 Odpovéd mpk4 a mpké mutanti na pisobeni auxinu a auxinolu
Na zékladé¢ provedené proteomické analyzy a prokdzanych rozdill mezi proteiny
souvisejicimi s auxinovym metabolismem, jsme se rozhodli tato data validovat pomoci

pozorovani kotfenového fenotypu po aplikaci exogenniho auxinu a auxinolu.

4.4.5 Vliv auxinu a auxinolu na mpk4 mutanta

K tomuto experimenu byly pouZity 3-denni semenacky, které byly preloZeny na 2 MS
médium sobsahem 1 uM auxinu (IAA) nebo 10 uM auxinolu. Vysledky jsou
zpracovany po 6 dennim pusobeni IAA a auxinolu. Auxinol snizil délku primarniho
kofene u Col-0 a také u mpk4 mutanta. Inhibice ristu se jevi intenzivnéjsi u mpk4
mutanta porovnani s Col-0. Auxin zcela Gplné zastavil rist primarniho kotene u Col-0 a

mpk4 mutanta. Pozorovani poctu lateralnich kofenti (LK) ukazalo redukci poétu LK u
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Col-0 po auxinu i auxinolu. Po¢et LK u mutanta mpk4 byl snizen po auxinolu, ale po

vlivu IAA jsme zaznamenali mirné zvySeni (Obr. 22).
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Obr. 22 Fenotypové projevy kofene mpk4 mutanta po 6 dennim ptisobeni auxinolu a auxinu. (A)
fenotypové projevy Col-0 a mpk4 mutanta za kontrolnich podminek, po ptisobeni auxinolu a
IAA, (B) graf kvantifikace délky primarniho kotene a (C) graf poctu lateralnich kotfend, métitko
— 1 cm, chybové Gsecky piedstavuji SD, auxinol (N=15), auxin (N=18).

4.4.6 Vliv auxinu a auxinolu na mpk6é mutanta

K tomuto experimentu byly pouzity 4-denni semenacky, které byly ptelozeny na Y2 MS
médium s obsahem 1 uM IAA nebo 10 uM auxinolu. Vysledky jsou zpracovany po 6
dennim pisobeni auxinolu a IAA. Auxinol snizil délku priméarniho kotene u Col-0 a
také nepatrné u mpk6 mutanta. Inhibice ristu se u mpké mutanta v porovnani s Col-0
prilis neli$i. Auxin zcela Gpln¢ zastavil rist primarniho kotene u Col-0 a mpk6é mutanta.
Pozorovani po¢tu LK ukazalo redukci poctu LK u Col-0 po auxinu i auxinolu. Poc¢et LK

se u mutanta mpké po vlivu auxinolu a IAA pfili§ neméni (Obr. 23).
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Obr. 23 Fenotypové projevy mpké mutanta po 6 dennim plsobeni auxinolu a auxinu. (A)
fenotypové projevy Col-0 a mpké mutanta za kontrolnich podminek, po pisobeni auxinolu a
IAA, (B) graf kvantifikace délky primarniho kofene a (C) graf hustoty laterdlnich kotent,
méfitko — 1 cm, chybové usecky SD, auxinol (N=15), auxin (N=18).

Provedené experimenty ukazuji vétsi zmény, po vlivu TAA a auxinolu, v délce
primarniho kofene a také v poctu lateralnich kofenti u mpk4 mutanta. V piipadé mpk6
mutanta dochazi k vyraznéj$Sim zménam pouze u mnozstvi lateralnich kotfent. Tyto

vysledky ukazuji na vyssi citlivost mpk4 na pusobeni auxinu a mohou naznaCovat

poskozeni cytoskeletu.
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3) DISKUZE

Zpracovana data proteomické analyzy mutanti mpk4 a mpké potvrdila vysledky
nedavno publikované transkriptomické analyzy mutanti MAPKSs (Frei dit Frey et al.,
2014) a ukazala na n€kolik vyznamnych proteini a moznych souvislosti s fenotypy

obou mutantli nebo jejich odolnosti pfi riiznych stresovych reakcich.

Proteomickd analyza ukdzala zménu v nékolika proteinech regulujici aktinovy
cytoskelet (profilin 1, profilin 2, dehydrin ARD10 a annexinu 1 v ptipadé¢ mpk4 mutanta
a aktinu 7, aktinu 8, profilinu 2 a superrodiny proteint aktinovych ATPas (Actin-like
ATPase superfamily protein) v ptipadé mpk6 mutanta). Trendy téchto proteini byly
odlisné u mpk4 a mpk6é mutanta, coz muze naznaCovat poSkozeni aktinového
cytoskeletu, ale jeho regulace miize byt odlisnd. Toto tvrzeni mohou potvrdit i
fenotypové znaky mutantt (Beck et al, 2010, Miiller et al, 2010). Napiiklad rust
kofenovych vlaskt je silné podminén specifickou organizaci aktinového cytoskeletu
(Baluska et al., 2000) a je postizen u mpk4 mutanta (Beck et al., 2010). Regulaci aktinu
pfi tvorbé kotenovych vlaskl, kromé jinych proteinti a molekul, zabezpecuje profilin,
coz bylo demonstrovano na mutantu Arabidopsis prfl-1, kde bylo zaznamenano jejich
zvySené mnozstvi (McKinney et al., 2001). Snizena hladina obou izoforem profilinu
(profilin 1 a profilin 2) v mpk4 mutantu muze potvrdit roli profilinu na defektech v ristu
kotenovych vlaski u mpk4 mutantu. Mezi dalsi proteiny interagujici s aktinem patii
dehydrin ERD10 a annexin 1. Dehydrin ERD10 chrani aktinova vlakna pied jejich
depolymerizaci (Abu-Abied et al., 2006) a annexin 1 je nezbytny pro organizaci a
stabilizaci aktinového cytoskeletu v rtiznych membranovych doménich (Hu et al.,
2000). V mpk4 mutantu byl dehydrin ERD10 detekovan ve snizeném mnozstvi naopak
annexin 1 ve zvySeném mnozstvi. Vzhledem k roli dvou zminénych proteint v regulaci
aktinového cytoskeletu, je mozné, Ze dochazi k postizeni aktinového cytoskeletu u mpk4
mutanta v jeho polymerizaci. Tato regulace musi byt ale experimentalné potvrzena.
V ramci zji$téni zda aktinovy cytoskelet mize ovlivnit funkci MPK4 a MPK6, jsme
pouzili derl-3 mutanta, ktery ma nefunkéni gen pro AKTIN2 (Ringli et al., 2002).
Vysledky ukazaly, ze dochazi ke zvySené abundanci MPK4 a MPK6 v derl-3 mutantu
oproti divému typu. Z toho mizeme usuzovat vliv aktinového cytoskeletu na funkci

obou MAPKS.
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Dulezitym proteinem, ktery se ucastni regulace cytoskeletu je phospholipasa D alfa 1
(PLDal). Tento enzym katalyzuje produkci kyseliny fosfatidové (PA), ktera je
dilezitou soucasti membran a také fyzicky interaguje s MAP65-1 v odpovédi na solny
stres, kde stabilizuje mikrotubuly (Zhang et al., 2012). PLDal byl detekovan pouze
v mpk6 mutantu, coz naznacuje jeho zvySenou abundanci oproti kontrole. MizZeme
predpokladat zvysenou akumulaci PA u mutantu a vyss$i stabilitu mikrotubuld. Vyssi
stabilita mikrotubulli vSak vede ke snizeni jejich dynamiky (Baskin et al, 1994). Diky
zmeénéné regulaci MAP65-1 proteinu pomoci zvySené produkce kyseliny fosfatidové
muze dochazet ke zménam v regulaci mikrotubultt v mpk6 mutantu. To je v souladu i se
snizenou abundanci dvou mikrotubularnich proteinti - alfa tubulinem 5 a 6. Nase
vysledky potvrzuji poskozenou organizaci mikrotubultt v mpk6 mutantu (Miiller et al,
2011). Nase vysledky indikuji mozné propojeni regulace organizace mikrotubull

pomoci MPKG6 s fosfolipasou D.

Z hlediska fenotypovych efektti PLDa 1, Lanteri et al., 2008 dokazali zvysenou tvorbu
adventivnich kofenii v odpovédi na zvySenou tvorbu PA béhem exogenni aplikace
auxinu a oxidu dusného. Muzeme piedpokladat, ze diky pfitomnosti PLDal v mpk6
mutantu dochéazi k tvorbé kyseliny fosfatidové a tedy k tvorbé adventivnich kotfend.

Predikce fosforyla¢nich mist ukazala PLDal jako jeden z moznych cilt MPK6.

Podobné jako cytoskelet, auxin hraje rozhodujici roli ve vyvoji rostlin a hlavné
kotenového systému (Estelle et al., 2004). Proteomicka analyza ukazala rozdil u obou
mutantl v proteinech spojenych s auxinem a také pii odpovédi na auxinové stimuly.
Auxin je rostlinny hormon, ktery hraje diilezitou ulohu pfi bunééném déleni (Okushima
et al., 2005). Mezi hlavni U¢inky auxinu patfi redukovana délka primarniho kofene
(Rahman et al., 2007). Podobn¢ IAA inhiboval primarni rtst také u divého typu a obou
mutantl v naSich expermentech, pfi¢emz rust primarniho kotfene byl inhibovan méné
v porovnani s mpk4 mutantem. Tento rozdil mize souviset s piijmem auxinu nebo
muze dojit k inaktivaci signalni drahy skrze TIR1 receptor v mpk6 mutantu (Woodward
et al., 2005). Pro potvrzeni souvislosti fenotypu s inaktivaci TIR1 receptoru byl pouzit
auxinol (Smékalova et al., 2014), ktery se kompetitivné vaze na TIR1 receptor a brani
vazbé s IAA. Podobné jako auxin, auxinol zplsobuje inhibici rstu priméarniho kotfene
Arabidopsis (Smékalova et al, 2014). Rust primarni kofene mutanta mpk6 byl méné

inhibovan nez u mutanta mpk4. To muize indikovat jiz zminénou inhibici TIR1
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receptoru u mpk6 mutanta, coz je nutné potvrdit dasimi experimenty. Pomoci aplikace
IAA a auxinolu se nam podatilo potvrdit moznou regulaci auxinové signalizace pomoci

MPK®6.

Dalsi vysledek proteomické analyzy ukazal mozné rozdily mezi MPK4 a MPK6
v regulaci antioxida¢nich enzymi, protoze v mpk4 mutantu bylo postizeno vic proteint

dulezitych pro antioxida¢ni obranu v porovnani s mutantem mpkeé.

Katalasa je enzym vyznamn¢ se podilejici na odbouravani peroxidu vodiku (Mhamdi et
al., 2010). Proteomickou analyzou byla zjisténa nizsi abundance izoformy katalasy 3
v mpk4 mutantu v porovnani s divym typem. Naopak analyza celkové aktivity katalasy
v mpk4 ukazala niz$i aktivitu v porovnani s Col-0. Expresni data ukazuji, ze isoforma
CAT3 (katalasa 3) je spolu s CAT1 exprimovana v kofenech jenom malo, pficemz
nejvyssi expresi ukazuje izoforma CAT2 (Mhamdi et al., 2010). Proto soudime, ze
katalasa 3 tvofi jenom mensi ¢ast celkové katalasové aktivity v kofenu Arabidopsis. To
muze vysvétlovat nesoulad mezi proteomickymi a biochemickymi analyzami. Aktivita

katalazy byla naopak v mutantu mpk6 vyssi v porovnani s Col-0.

vvvvvv

stresem, ale v rozdilnych signalnich drahach. Zatimco MPK4 je aktivovana pomoci
kyslikovych radikald, které aktivuji MAPKKK (MEKKI1) a poté dochazi k aktivaci
MAPKK (MKK1/MKK2; Pitzschke et al.,, 2009), MPK6 je také aktivovana
kyslikovymi radikaly nebo kyselinou abscisovou, ale ptes ANP proteiny (MAPKKK;
Kovtun et al, 2000). O dulezitosti MPK4 v oxidativnim stresu svéd¢i né€kolik studii.
Napt. Nakagami et al., 2006 identifikovali MPK4 jako cil MAP kinasy kinasy kinasy
MEKKI1 a také zvySenou hladinu kyslikovych radikalti v mpk4 mutantu.

Kromé¢ katalasy jsme zjistili také rozdily v izoenzymovém sloZeni peroxidas, coz jsou
také dilezité enzymy pro detoxifikaci peroxidu vodiku. Rozdilné signdlni drdhy pro
MPK4 a MPKG6 v odpovédi na oxidaéni stres patrn€ vedou 1 k odlisné regulaci katalasy
a peroxidas v mpk4 a mpk6 mutantech. Doposud byla publikovana role MPK6 v expresi
katalasy po ovlivnéni kyselinou abscisovou (Xing et al. 2008). NaSe vysledky indikuji
regulaci aktivity katalasy také pomoci MPK4, avSak tato regulace se javi jako opacna

vici MPK6.
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6  ZAVER

V predkladané diplomové praci jsme se zabyvali proteomickou analyzou, kterou jsme
vyuzili pro charakterizaci a porovnani dvou MAP kinasovych mutanti Arabidopsis,
mpk4 a mpk6, pro identifikaci vybranych cytoskeletalnich proteind a proteinti hrajicich
roli pii stresové odpovédi. Dale jsme se zabyvali otazkou, zda poskozeny aktinovy

cytoskelet mize ovlivnit regulaci MPK4 a MPK6. Nakonec jsme sledovali zmény na

kotfenech obou mutantii po vlivu auxinu (auxinolu).

Zjistili jsme, ze mpk4 mutant ma poskozeny aktinovy cytoskelet, coZ se projevuje na
jeho jiz publikovanych fenotypovych znacich. Poskozeni cytoskeletu muze ovlivnit

funkci MAPKSs, jak jsme prokazali na der1-3 mutantu.

Kromé zmén ve vyvojovych procesech, jsme zjistili rozdily v antioxida¢ni obrané. Byly
zjistény vyznamné rozdily aktivit u katalasy a izoenzymu peroxidasy. Z toho vyplyvaji

rozdily v odbouravani peroxidu vodiku mezi obéma mutanty.

Na zaklad¢ zpracovanych proteomickych dat se nam podafilo objevit nové poznatky
tykajicich se vyvojovych procesl a antioxidacni obrany u obou mutanti. Mizeme tedy
fict, Zze se proteomickd analyza ukézala jako uspé$na a muze slouzit jako efektivni

nastroj pro nachazeni dalsich souvislosti mezi proteiny a bunécnymi procesy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACT
ANP
BFA
DTT
EDTA

EGTA

GO

HEPES

IAA

LC-MS/MS

LK
MAP
MAPKK
MAPKKK
MAPKS
MPK4
MPK6
OXI1

PA

PIP,
PLDal
PRF
PVDF

SAMK

aktin

jaderné a fragmoplast lokalizované kinasy
Brefeldin A

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylenglykoltetraoctova kyselina

gene ontology

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina

indol-3-octova kyselina

tandemova hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou
chromatografii

lateralni koteny

proteiny vazici se na mikrotubuly
mitogenem aktivovana protein kinasa kinasa
mitogenem aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
mitogenem aktivované protein kinasy
mitogenem aktivovana protein kinasa 4
mitogenem aktivovana protein kinasa 6
oxidative signal — inducible 1

kyselina fosfatidova

fosfatidylinositol 4,5 bisfosfat
phospholipasa D alfa 1

profilin

polyvinylidine difluorid

stresem aktivované mitogenem aktivované protein kinasy
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SD smérodatna odchylka

SIMK stresem indukované mitogenem aktivované protein kinasy
SOD superoxiddismutasa

TEMED tetramethylethylendiamin

TFA trifluoroctova kyselina

WVD2 Wave-dampened 2
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9 PRILOHY

Tab. P1 Seznam proteint S diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk4 mutanta v porovnani s Col-0

Kéd proteinu | Pokryti Pep#ii dit # AMK | MH [kDa] | Vypoé¢. pl | Skore Nazev proteinu Hodnota P | Zména abundance
0i30696056 14 25 843 93,8 6,25 161,39 elongation factor EF-2 9,40E-05 0,08
gi15237054 30,87 19 230 26 6,4 176,65 V-type proton ATPase subunit E1 1,50E-02 0,11
0i334186408 17,5 10 346 37,4 9,6 55,92 L-ascorbate peroxidase S 2,20E-02 0,11
gi30684617 29,17 11 144 154 5,55 64,37 40S ribosomal protein S12-1 4,30E-03 0,14
gi15237716 13,42 5 313 33,8 6,1 30,87 TOMYV RNA binding protein 8,60E-03 0,21
0i18423437 | 8,88 1 169 19,2 477 | 367 NAD;pﬂZ“gﬁggf\’;?:ﬁ %il?#iit”g”e] 1] 180E-02 0,22
0i334188446 16,92 18 597 63,3 5,87 104,79 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 6,80E-03 0,23
0i30696930 21,37 18 482 52,1 7,75 122,47 Monodehydroascorbate reductase 7,50E-05 0,24
0i145323784 | 45,78 34 249 27,5 6,29 181,81 L-ascorbate peroxidase 1 4,10E-02 0,24
0i15233538 43,51 15 131 14 52 73 profilin 2 3,50E-03 0,25
0i18379244 49,01 23 151 17,6 5,55 128,66 MLP-like protein 329 5,10E-04 0,26
gi15236568 | 14,57 8 151 17,5 6,34 | 4347 po'yl:re;:]ds%S%C;Z‘;Zﬂzm;a;xgﬂ lipid | 1 80E-02 0,28
gi15231255 13,42 16 596 63,3 5,73 92,97 | TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 2,30E-02 0,3
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Tab. P1 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk4 mutanta v porovnani s Col-0 (pokracovani)

0i79313339 20,76 5 236 25,5 5,2 26,99 | alpha/beta-Hydrolases superfamily protein | 2,40E-02 0,32
0i145325425 20,25 6 237 25,9 4,75 59,01 proteasome subunit alpha type-5-A 2,30E-02 0,32
0i30691626 14,37 19 682 73 5,62 147,99 heat shock protein 70-1 1,50E-02 0,32
0i30686836 25,1 17 259 29,4 5,47 75,07 dehydrin ERD10 2,00E-02 0,32
gi18379240 46,36 24 151 17,5 5,73 142,14 MLP-like protein 328 4,10E-04 0,35
0i15224838 43,51 11 131 14,3 4,82 72,27 profilin 1 2,00E-02 0,36
gil5225353 | 8,31 7 421 45,3 671 | 8883 SUCCi”y"COg‘J éf;iebg?am'formi”g] 2,10E-02 0,37
gil5224648 | 30 6 | 100 11 488 | 4339 membra”e'associggfe?r:ozge“em”e binding | 7 30 04 0,38
0i15219721 38,86 32 332 35,5 6,55 225,34 malate dehydrogenase 1,60E-02 0,41
0i30690396 31,25 41 352 38,8 6,67 258,53 Peroxidase family protein 1,60E-02 0,42
0i238479568 9,82 3 163 18,5 4,78 16,32 thiocyanate methyltransferase 1 1,70E-02 0,43
0i145329204 22,88 13 306 32,3 7,49 75,34 triosephosphate isomerase 4,10E-02 0,45
gi15225798 24,68 14 462 48,5 8,34 87,2 3-ketoacyl-CoA thiolase 2 2,80E-02 0,47
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Tab. P1 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk4 mutanta v porovnani s Col-0 (pokracovani)

0i30690772 34,22 29 263 29,2 8,5 153,92 glutathione S-transferase phi 8 3,20E-03 0,5
0i15236211 43,02 19 172 18,4 8,69 168,3 rotamase cyclophilin 5 4,00E-03 0,5
0i15219886 15,18 10 191 21,2 4,34 45,56 cytochrome C oxidase 6B 9,20E-03 0,53
0i15234781 60,47 19 172 18,4 7,81 130,6 | peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP1 | 4,90E-03 0,54
0i334185190 | 26,81 44 649 71,1 5,7 229,3 heat shock protein 70-3 8,00E-03 0,57
0i18413214 29,59 9 169 18,8 8,27 61,76 nucleoside diphosphate kinase 1 4,50E-02 0,61
0i186502696 | 24,42 27 520 54,5 5,92 129,1 aminopeptidase family protein 3,50E-02 0,62
0i334185401 | 34,34 17 297 32,1 5,44 82,86 JA-responsive protein 1 2,30E-02 0,64
0i30699430 34,66 27 401 421 5,68 203,37 phosphoglycerate kinase 1,60E-02 1,59
0i79313257 25,2 24 734 80,7 47 221,13 DNA topoisomerase-like protein 1,40E-03 1,67
gi15239697 | 24,62 8 130 13,6 10,15 | 39,65 histone H2A 2,10E-02 2,29
0i15218090 | 161 | 8 503 | 544 6,33 | 8045 p“tag;’st:’;gsoecggggm'afgﬁgefs'”g 3,80E-02 2,31
0i15235213 24,71 13 259 29,1 5,29 89,73 | putative caffeoyl-CoA O-methyltransferase | 2,70E-02 2,33
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Tab. P1 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk4 mutanta v porovnani s Col-0 (pokracovani)

0i79327847 31,7 26 388 41,9 6 125,33 isopropylmalate dehydrogenase 1 7,00E-03 2,41
0i15240765 16,67 5 276 29,6 8,85 64,56 voltage dependent anion channel 2 4,60E-03 2,41
0i15229809 5,88 8 187 21,6 9,41 26,53 uncharacterized protein 4,70E-02 2,58
gi15229231 | 50 55 338 36,9 712 | 308,86 glyceraldehyde-3-phosphate 3,50E-03 2,63
dehydrogenase C subunit 1
gi15222848 | 52,96 42 338 36,9 718 | 281,87 glyceraldehyde 3-phosphate 5,70E-03 2,71
dehydrogenase
gi145334507 | 23,1 57 765 84,3 651 | 317,79 | >-Methyltetrahydropteroyltriglutamate-- |, o ) 2,74
homocysteine methyltransferase
0i15235401 38,21 23 212 24,1 6,35 146,9 glutathione S-transferase F2 2,10E-02 2,82
0i145332383 | 13,43 6 402 45,7 6,28 42,16 translational initiation factor 4A-1 4,30E-02 2,87
gil8411929 | 12,79 2 219 25,6 6,4 65,94 glutathione S-transferase TAU 19 1,30E-02 3,06
gi15221019 | 49,36 40 391 43,2 7,11 294,03 GDSL esterase/lipase 6,20E-04 3,6
0i186513287 3,78 3 450 49 7,72 18,56 argininosuccinate synthase 4,10E-02 3,63
gi79607896 | 31,91 | 60 705 72,4 55 |368g1| Jacalinlike 'ecgpo‘ggr?a'”'coma'“'”g 7,10E-04 3,66
0i18410311 12,56 6 215 23,8 7,18 59,49 kunitz trypsin inhibitor 1 9,40E-04 3,66
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Tab. P1 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk4 mutanta v porovnani s Col-0 (pokracovani)

gi15220216 34,7 20 317 36,2 538 | 159,85 annexin 1 1,30E-02 4,41
0i15232603 25 14 320 34,1 57 104,3 60S acidic ribosomal protein P0-2 4,40E-02 4,61
0i15227257 22,46 10 325 35,4 8,9 81,77 ATP synthase subunit gamma 1,80E-03 4,71
gi1l5233740 | 15,67 20 823 94,1 53 141,95 HSP90-like protein GRP94 4,60E-05 4,99
0i15233268 34 13 250 27,5 7,11 64,98 20S proteasome alpha-3 subunit 1,20E-02 5,44
gi18404748 28,76 26 386 43,1 8,7 164,62 GDSL esterase/lipase 5,10E-03 5,48

beta-1,3-endoglucanase that interacts with

gi240255920 | 34,3 23 344 37,7 6,84 144,83 the 30C02 cyst nematode effector 4,30E-03 5,96
0i18414298 22,7 13 435 47,5 5,31 107,75 | monodehydroascorbate reductase (NADH) | 4,60E-02 6,1

gi79587736 18,2 10 283 31,9 5,27 55,37 glyoxalase | homolog 6,30E-04 7,08
gil5236981 | 17,91 2 134 15,5 10,4 28,17 60S ribosomal protein L14-2 7,70E-06 7,31
0i30694819 13,95 4 172 19,8 9,92 34,55 60S ribosomal protein L11-2 5,30E-03 9,45
gi15232845 | 2542 28 531 59,1 6,79 | 183,49 probable mitochondrial-processing 1,10E-04 13,11

peptidase subunit beta
0i145333043 | 14,77 10 325 35,5 5,16 61 adenosylhomocysteinase 1,50E-02 25,25
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Tab. P2 Seznam detekovanych proteint v mpk4 mutantu nebo v Col-0

prlgt((’)e?nu Pokryti | # Peptidi | # AMK [I':/IDlg] Vys’IOé' Score Nazev proteinu Vzorek
0i15226503 6,61 3 257 26,9 7,2 16,1 short-chain dehydrogenase reductase 3a mpk4
0i15229631 15,7 3 146 16,9 10,78 36,15 60S ribosomal protein L26-1 mpk4
gi15237838 19,51 5 164 18,1 4,56 46,74 MD-2-related lipid recognition domain-containing protein mpk4
0i15241316 33,78 17 222 25 10,32 87,57 40S ribosomal protein S8-1 mpk4
0i18410982 9,38 4 160 17,8 4,54 18,16 S-phase kinase-associated protein 1 mpk4
0i18421006 | 30,77 19 351 39,8 9,22 106,73 TRAF-like family protein mpk4
gil86478702 3,71 3 377 43,9 7,61 17,48 catalase 3 mpk4
0i22328599 | 18,39 3 87 9,5 4,97 24,38 RNA recognition motif-containing protein mpk4
0i145324054 6,3 5 315 33,9 10,7 42 .42 arabinogalactan protein 31 mpk4
0i145334501 5,84 1 257 27 5,63 22,57 binding partner of acd11 1 Col-0
gil5219345 | 16,27 9 418 45,5 4,82 59,27 metacaspase 4 Col-0
0i15220874 2755 13 196 221 8,78 63.97 kunitz type trypsin and pro';)erzstgiinnhibitor domain-containing Col-0
0i15225899 13,68 3 190 21 8,54 18,85 Remorin family protein Col-0
0i15226573 478 7 586 65,5 6,28 43,64 Ferredoxin--nitrite reductase Col-0
0i15230534 23,54 34 650 71,1 5,25 208,69 heat shock protein 70-4 Col-0
gi15232058 13,4 6 321 34,9 8,95 25,84 peroxidase 27 Col-0
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Tab. P2 Seznam detekovanych proteini v mpk4 mutantu nebo v Col-0 (pokracovani)

gi15233349 6,46 13 898 98,1 6,4 78,55 aconitate hydratase 1 Col-0
0i15237679 | 14,29 5 112 12 6,4 32,07 peptidyl-prolyl isomerase FKBP12 Col-0
0i15237998 7,88 4 203 215 6,7 22,47 ATP synthase subunit delta’ Col-0
0i15239843 24,7 21 332 35,7 6,79 146,81 malate dehydrogenase Col-0
gil5240454 | 3,66 4 464 50,1 9,14 | 2537 dihydro'ipoyé'i’oséqﬁ;;f;ig‘éeeﬁ;gcrgngf;;asgszxﬁ:)?Tpone”t of2- 1 colo
0i18400212 4,45 2 539 58,4 7,65 31,36 dihydrolipoamide acetyltransferase, long form protein Col-0
0i18401423 | 11,93 1 109 12,2 5,68 14 heat stable protein 1 Col-0
0i18402503 33,54 4 164 16,9 53 33,78 uncharacterized protein Col-0
0i18417863 13,6 5 268 30,2 4,81 36,66 14-3-3-like protein GF14 upsilon Col-0
0i22331076 6,44 2 777 81,8 6,77 30,68 Subtilase family protein Col-0
0i240254562 3 6 1333 148,5 475 81,64 uncharacterized protein Col-0
0i240255880 | 53,49 11 86 9,3 4,48 61,9 heat shock factor binding protein Col-0
0i30682607 1,6 3 1309 1419 6,6 25,44 MRNA decapping complex VCS Col-0
0i30687411 | 16,99 5 365 39,7 7,53 44,11 Dihydrolipoamide succinyltransferase Col-0
0i30695409 4,27 1 398 40,9 6,5 23,45 acetoacetyl-CoA thiolase 2 Col-0
0i334186360 | 25,58 4 129 14 5,26 22,15 peptide methionine sulfoxide reductase B5 Col-0
0i79558700 17,16 6 169 19 6,79 324 rhodanese-like domain-containing protein Col-0
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Tab. P3 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpk6 mutanta v porovnani s Col-0

prltfti)a?nu Pokryti Pepﬁidﬁ Ah#;l K [IEAD::] Vy;) IOé. Skére Nézev proteinu HodPnota aquIrlllggﬁce
gil5228041 | 35309 4 251 41815 18780 | 47,67 aquaporin TIP1-1 1,02E-05 0,05
gil5231569 | 32387 7 253 41876 41795 | 42,67 aquaporin TIP1-2 0,005259 0,08
015221156 | 32660 5 566 | 61,4 | 41918 |4941 pyrophOSpgﬁges'éﬂé’t‘i;ﬁj;g:}‘“phate 1- 0,010044 0,08
gi1l8394184 | 27,55 5 98 41861 15523 | 45,84 chaperonin 10 0,002671 0,09
0i15220770 | 41799 1 320 36,2 41978 |[44348| 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 2 | 0,032216 0,09
0i15240317 | 41951 6 555 60,3 28246 | 56,61 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 0,032586 0,14
0i30691988 | 41738 1 343 37,7 43313 41426 chaperone protein dnaJ 3 0,021753 0,14
0il45333041 | 22,48 5 129 41742 20241 | 41877 glycine-rich RNA-binding protein 2 0,028953 0,14
0i18403295 | 41807 8 504 55,2 34516 | 61,33 gamma-aminobutyrate transaminase POP2 0,014977 0,14
0i15240628 | 41861 2 238 41724 45170 | 40,65 delta subunit of Mt ATP synthase 0,031981 0,2
0i15233538 | 41668 7 131 14 41675 | 46,79 profilin 2 0,08855 0,21
gil5241592 | 30256 | 10 | 347 | 361 | 46600 |7064| Succinyl-CoA "ga:lfp[gap'formi”g] subunit | 108807 0,22
0i18414298 | 29495 8 435 47,5 11444 | 56,54 monodehydroascorbate reductase (NADH) 0,007861 0,27
0i15226231 48,7 15 115 41740 22372 | 86,42 60S acidic ribosomal protein P2-1 0,020768 0,41
gi15239697 40 6 130 41803 42278 | 37,45 histone H2A 0,022498 0,43
0i145324054 | 45870 8 315 33,9 41830 |53,18 arabinogalactan protein 31 0,029819 0,64
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Tab. P3 Seznam proteint s diferencialné zménénou abundanci v kofenu mpké mutanta v porovnani s Col-0 (pokracovani)

gi15229522 | 35,05 18 485 53,1 27150 | 180,69 adenosylhomocysteinase 2 0,036912 1,59
gi26557005 | 25,44 23 507 54,9 22433 | 1751 ATPase subunit 1 0,062333 1,9

0i15222848 | 52,96 54 338 36,9 43282 | 373,32 | glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 0,018262 2,27
gi30687350 | 42675 9 224 41694 | 20546 | 44,45 Elongation factor 1-beta 2 0,007242 2,43
gi15239146 61,9 65 588 64,4 15493 ([ 346,96 NADP-dependent malic enzyme 2 0,073743 2,46
0i145334555 | 18,65 8 327 36,9 43313 | 66,61 TRAF-like family protein 0,029122 2,54
0i15241179 19,78 11 450 49,6 41917 | 93,14 tubulin alpha-5 0,073244 2,9

gil5226212 ( 19,83 3 242 41698 | 34578 | 31,96 60S ribosomal protein L7-2 0,032716 3,04
0i334185190 | 24,35 22 649 71,1 41825 | 202,97 heat shock protein 70-3 0,047434 3,15
0i334186086 | 23621 9 591 63,8 29373 | 61,95 ketol-acid reductoisomerase 0,004785 3,44
0i15236375 | 41784 20 471 51,7 45108 | 116,93 serine hydroxymethyltransferase 4 0,007147 3,6

gi30683070 28,57 13 427 47,2 41890 | 103,84 tubulin alpha-6 chain 0,021868 5,01
gi15242516 36,34 16 377 41,7 18019 | 127,72 actin 7 0,047726 5,81
0i186505986 | 25385 4 390 42,5 43252 | 60,44 S-adenosylmethionine synthase 3 0,002125 6,38
0i15219623 18,32 22 524 59,7 44378 | 162,51 beta-glucosidase 22 0,017529 11,4
0i145332383 | 34,08 15 402 45,7 46905 | 99,12 translational initiation factor 4A-1 0,005083 12,12
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Tab. P4 Seznam detekovanych proteini v mpk6é mutantu nebo v Col-0

Kéd proteinu | Pokryti | # Peptidi | # AMK [IE/ID:{] vypo¢. pl | Skére Nazev proteinu Vzorek
0i145332819 | 46508 3 474 51.9 25720 30.92 pyruvate kinase mpk6
0i145333007 | 31352 2 211 | 41662 15432 24.38 | Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 4 | mpk6
0i15220941 35855 1 327 35.7 26115 35.27 WD-40 repeat ArcA-like protein mpk6
0i15221970 27395 1 859 98.0 19115 | 41693 lipoxygenase 1 mpk6
gi15222075 23.61 12 377 41.8 21306 |106.86 actin 8 mpk6
0i15227503 43070 3 378 42.1 12175 46.37 Actin-like ATPase superfamily protein mpk6
0i15230005 28672 2 424 47.5 41703 24.69 regulatory particle triple-A ATPase 5A mpk6
0i15231024 41672 1 545 59.2 11110 | 41833 T-complex protein 1 subunit alpha mpk6
0i15231059 24532 1 436 47.5 11902 18.32 acyl-coenzyme A oxidase 4 mpk6
gi15232671 35096 2 810 91.8 31898 56.92 phospholipase D alpha 1 mpk6
0i15232776 41706 11 809 89.3 45778 70.08 cell division control protein 48-A mpk6
0i15233111 46082 3 368 39.9 19937 41.28 cysteine synthase C1 mpk6
gi15233320 13.60 1 250 25.0 23498 | 34182 aquaporin TIP2-1 mpk6
0i15235944 17989 1 379 41.8 25416 | 41771 uncharacterized protein mpk6
0i18391349 16.35 3 104 | 41831 | 42095 | 32082 vacuolar calcium-binding protein-like protein mpk6
gi18396845 44166 2 82 41707 | 29677 | 41863 14-3-3 family protein mpk6
0i18421006 20.51 7 351 39.8 44805 49.14 TRAF-like family protein mpk6
0i238479502 | 46296 4 458 50.4 11079 38.64 jacalin-related lectin 22 mpk6
0i30691619 23132 4 231 | 41664 | 20546 26.64 elongation factor 1B beta mpk6
0i15227752 13636 1 354 37.4 35247 26.22 malate dehydrogenase Col-0
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