Mendelova univerzita v Brné

Agronomicka fakulta
Ustav molekularni biologie a radiobiologie

) Agronomicks Mendelova
" fakulta univerzita
v Brné

NaruSeni metabolismu proteinii a jeho efekt na signalizaci
cytokininu
Diplomova prace

Vedouci prace: Vypracoval:
Mgr. Martin Cerny, Ph.D. Bc. Martin Dufek

Brno 2016



7

Cestné prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem praci: NaruSeni metabolismu proteini a jeho efekt na signalizaci
cytokinini vypracoval/a samostatné a veSkeré pouzité prameny a informace uvadim v
seznamu pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace byla zvetfejnéna v souladu s § 47b

zakona €. 111/1998 Sb.,o vysokych skolach ve znéni pozdé€jsich predpist a v souladu s
platnou Smérnici o zverejiiovani vysokoskolskych zaverecnych praci.

Jsem si védom/a, Ze se na moji praci vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zékon, a Ze
Mendelova univerzita v Brné mé pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy a uZiti této prace jako
Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona.

Dale se zavazuji, Ze pred sepsanim licen¢ni smlouvy o vyuZiti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzaddm pisemné stanovisko univerzity, ze pfedmétné licenni smlouva
neni v rozporu s opravnénymi zajmy univerzity, a zavazuji se uhradit ptipadny ptispévek
na uhradu nékladi spojenych se vznikem dila, a to az do jejich skute¢né vyse.



1 PODEKOVANI

Ré&d bych podékoval Mgr. Martinu Cernému, Ph.D. za vedeni diplomové prace a také za
jeho podporu, trpélivost, rady, inspiraci a diskuze pfi vypracovani této diplomové prace. Déle
bych rad podékoval Mgr. Janu Skaldkovi za konzultace k diplomové praci.



ABSTRAKT

Cytokininy jsou N® substituované derivaty adeninu, které ovliviiuji mnoho aspektl
rostlinného rustu a vyvoje. Dvoukomponentni signaliza¢ni draha zahrnujici receptor v podobé
hybridni kinazy, histidinové fosfotransférové proteiny a dvé sady regulatori odpovédi je
klicovou ¢asti cytokininové signalizace. Nicmén¢ nejnovéjsi poznatky indikuji podstatnou roli
proteazom-ubikvitinoveho systemu (UPS) v cytokininové odpovédi. V mé praci nazvané
,NaruSeni metabolismu proteini a jeho efekt na signalizaci cytokininG“ popisuji hlavni
mechanismy proteinové degradace a souc¢asny model metabolismu a signalizace cytokint. V
experimentalni ¢asti jsem pozoroval vliv UPS-cytokininové interakce na rostlinu Arabidopsis
thaliana. Pozoroval jsem efekt na rastovou odezvu a analyzoval pomoci LC-MS ucinek
inhibice proteazomu na proteom a brzkou odpovéd’ na cytokinin. Moje vysledky a analyza dat
z ptedchozich proteomickych studii odhaluji zajimavou rovnovahu mezi koncentraci
cytokininu a efektem inhibice proteazomu a take velky vliv proteazomové inhibice na proteiny

v odpovédi na cytokininy.

Kli¢ova slova: proteazom, ubikvitin, odpovéd’ rustu, proteinova degradace, LC-MS, proteom

ABSTRACT

Cytokinins are N® substituted adenine derivatives that affect many aspects of plant growth
and development. A multistep phosphorelay system, including hybrid sensor kinases, histidine-
containing phosphotransfer proteins and two sets of response regulators, is the key part of
cytokinin signaling. However, a recent evidence indicates a crucial role for the proteasome-
ubiquitin system (UPS) in the cytokinin response. Here, in this thesis entitled 'Protein
metabolism disruption and its effect on cytokinin signaling' the major protein degradation
mechanisms are outlined and the present-day model of cytokinin metabolism and signaling is
discussed. In the experimental part, the UPS-cytokinin interaction is probed in a growth
response experiment, an LC-MS proteome analysis and by the datamining of previously
published proteomics data. The results indicate an interesting dosage-dependent balance
between cytokinin- and proteasome-mediated signaling, and a huge impact of proteasome

inhibition on cytokinin response proteins.

Key words: proteasome, ubiquitin, growth response, protein degradation, LC-MS, proteome
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1 UvVOD

Proteiny maji mnoho riznych funkci v rostlinach, nékteré z nich hraji kli¢ovou roli
Vv regulaci genové exprese. Mezi takové proteiny patii transkrip¢ni faktory, které se vazi na
DNA. V zavislosti na jejich povaze mohou putisobit jako aktivatory, nebo represory DNA (Lee,
Young, 2000). Dulezitou funkci v degradaci transkripénich faktorti a tim i ovlivnéni genové
exprese ma proteazom, ktery je vyznamnym hra¢em ve vSech signalnich drahach fytohormoni
(Obr.1), z nichz jsou nejvice prozkoumany drahy auxina (AUX), kyselina abscisova (ABA),
giberelinu (GA) a kyseliny jasmonove (JA) (Dharmasiri, Estelle, 2002). Ptedkladana
diplomova préce rozsifuje a dokoncuje studii G¢inku inhibice proteazomu, kterou jsem zapocal
v bakalatské praci. Prvnim z cilti bylo vypracovani aktualni literarni reSerSe shrnujici nejnové;jsi
poznatky v oblasti vyzkumu hormonalni signalizace se zaméfenim na cilenou degradaci
proteint v téchto drahach. V experimentalni ¢asti byl sledovan uc¢inek inhibice proteazomu a
jeho efekt na signalizaci cytokininti. Hlavnim cilem této prace bylo sledovani zmén v proteomu
pomoci metody LC-MS profilovani na modelové rostliné husenic¢ek rolni s exogenné

aplikovanym cytokininem a blokovanou proteazomovou drahou.
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Obr. 1.: Zjednoduseny prehled fytohormondlnich drah (Cerny et al., 2015).



1.1 Hlavni degradacni drahy

Degradace proteint v eukaryotickych butikach je zprostiedkovand dvéma systémy (Obr.
2). Prvnim je ubikvitin-proteazomovy systém (UPS), ktery vyuziva k rozpoznavani
specifickych substrati ligazy. Ubikvitinaci dochazi k jejich modifikaci, rozpoznani a degradaci
proteazomem. Druhym hlavnim systémem degradace proteint je autofagie, kKterd pomoci
dvojité membrany oddéli od cytosolu protoplast uréeny k degradaci. Casti buiiky uréené

k degradaci a nasledné fazujici s lysozomem se fika autofagozom (Clague et al., 2015).
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Obr. 2.: Ubikvitin-proteazomovy systém a autofagie. Obé drahy maji spolecny znak, kterym
rozpoznavaji substraty urcené k degradaci, a to pres ubikvitinovy Fetézec, jenz je slozen
Z jednotlivych ubikvitinu (degronit) (Gibbs et al., 2014). V prvnim pripadé jsou na substrat
pripojeny ubikvitiny pomoci ligdz, degron je ndsledné rozpoznan proteazomem a substrat je
degradovan. V druhém pripadé je vétsi mnozstvi akumulovanych ubikvitinovanych proteinii
zachyceno receptorem p62 a obklopeno membranou (Martens, Bachmair, 2015).



1.2 Ubikvitin-proteazomovy systém

UPS je zavisly na enzymatické kaskad¢ slozené ze tii enzymda, E1 (aktivacni) aktivuje
ubikvitin, E2 (konjugaéni) spojuje ubikvitin k substratu a E3 (liga¢ni) enzym ligaza, umoziuje
predani ubikvitinu z E2 na substrat.

Prvni krok pfipojeni ubikvitinu k dal$im proteiniim je zavisly na ATP. Posledni zbytek
aminokyseliny glycinu je v ubikvitinu pfipojen pomoci thioesterové vazby k zbytku cysteinu
v enzymu E1. Déle doch&zi k ptenosu aktivovaného ubikvitinu na E2 pies thioesterovou vazbu
mezi glycinovym zbytkem ubikvitinu a cysteinovym zbytkem E2. Kone¢nou fazi je vytvoreni
isopeptidové vazby mezi ubikvitinem a proteinem uréenym k degradaci, toto navazani
zprostiedkovava E3 (Komander, Rape, 2012).

E3 ligazy mohou byt kategorizovany na jednoduché a slozité podskupiny (Obr. 3). Tyto
podskupiny zprostiedokovavaji nejruznéjsi vyvojové a fyziologické procesy (Gibbs et al.,
2014). Zajimavosti je, Ze rostlinny genom koduje mnohem vétsi mnozstvi E3 nez ostatni fiSe,
napiiklad lidsky genom obsahuje pfiblizné 600 genti E3, oproti tomu modelova rostlina
Arabidopsis thaliana obsahuje pfes 1000 téchto geni. Kromé single a multi podjednotky E3,
Které interaguji se substratem pies protein-proteinové interakce existuje dalsi single
podjednotka E3 ligazy a to N-rekognin (N-rozpoznavaci misto pro ubikvitin) (Obr. 3). Na rozdil
od dvou vySe zminénych, spociva v destabilizaci Nt (N-konec), ¢imzZ je substrat vystaven

enzymatickym a chemickym procestim (Varshavsky, 2011).
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Obr. 3.: Zndzornéni tri typii enzymii E3. A) Single podjednotka RING a HECT E3 ligdzy primo

interaguje s E2 enzymem, ktery primo ubikvitinuje substrat. B) Multipodjednotka E3 ligazy
vyzaduje k zprostredkovani ubikvitinace nékolik proteinii. Napriklad pro SCF E3 ligazu je
zapotiebi F-BOX protein, ktery je vazan ke CUL1 pomoci adaptoru SKP1. CUL1 je spojen
S RING proteinem RBX1, ktery na sebe vaze E2. F-Box protein umozZiuje vazbu jak substratu
urceného k degradaci, tak pomoci dalsich interakci proteinii také vaze E2, ktery umoziuje
ubikvitinaci substratu. C) N-rozpoznavaci mista ubikvitinu jsou specializované single
podjednotky RING domény obsahujici E3 ligazu, kterd primo interaguje s E2 enzymem a
proteinovym substratem urcenym k degradaci. Ve vsech trech pripadech je substrdt

polyubikvitinovan a degradovan proteazomem 26S (Gibbs et al., 2014).

1.3 Autofagie

Proteiny, které po syntéze na ribozomech mifi do organel nesou peptidovy signal, ktery je
navede na misto uréeni. Draha autofagie wvyziva cesty proteini z ribozomt do
endoplazmatického retikula, kde proteiny pii vstupu ztraceji svij peptidovy signal. Takto
mohou nékteré nove uvolnéné N-terminalni ¢asti sekvence, napiiklad u asparaginu, glutaminu
a cysteinu, byt po oxidaci vystaveny enzymu ATE]1 (arginyl transferaza), ktery ptidava na N-
konec proteint arginin. Enzym ATEI] je ovSem pfitomny jen v cytoplazmé, takze proteiny

endoplazmatického retikula (ER) jsou pted jeho aktivitou chranény. Nékteré induktory, jako



napiiklad dvouvlaknova DNA (dsDNA) nebo inhibitory proteazomu mohou uvolnit proteiny
ER do cytoplasmy. Mezi potencidlnimi substraty (proteiny) argininu jsou chaperony BiP
(homologni s Hsp70). dsDNA indukuje pfemisténi Arg na BiP. BiP neni jen autofagnim
substratem, ale jako chaperon je schopen na sebe vazat nesbalené nebo Spatn¢ sbalené proteiny
(Martens, Bachmair, 2015).

Vybrany substrat je spojen se vznikajicim autofigozomem prostiednictvim receptoru,
napiiklad p62 (Obr. 4). Mnoho z téchto receptori je schopno rozpoznat ubikvitin, ale pouze za
predpokladu velkého mmnozstvi ubikvitinovanych proteini. V piipadé¢ malého mnozstvi

ubikvitinovanych proteint je dana pfednost ubikvitin-proteazomovému systéemu.

Obr. 4.: Struktura proteinu p62 a jeho proteinové interakce. Protein p62 obsahuje 6 hlavnich
domén/motivii, které jsou nezbytné k interakci s autofagozomalni drahou. Na N-konci p62 je
pripojena PBI doména, ktera zprostiedkovava homo-oligomeraci a dalsi protein-proteinové
interakce, které umoznuji pripojeni p62 na substrat urceny k degradaci. Centralni ZZ doména
zinkovy prst a TB doména interaguji s TRAF6 a RIP proteiny, které reguluji NF-kB drahu. NF-
kB je proteinovy komplex, ktery kontroluje transkripci DNA (Perkins, 2007). LIR motiv je
zodpovédny za interakci s ATG8-rodinou proteinu, jako je LC3B umisténd na nové vznikajici
autofagozomdalni membrané (Johansen, Lamark, 2011). Dale obsahuje C-konec UBA doménu
vazajici ubikvitin. Na konec navazani Keapl proteinu s KIR doménou dochazi ke stabilizaci

dalsich trasnkripcnich faktorit (Lippai, Low, 2014).
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1.4 Porovnani UPS a autofagie

Autofagie je ucinnéjsi pii degradaci vétSiho substratu, jako naptiklad u agregovanych
proteintl, naproti tomu prvni systém je ucinnéjsi pii degradaci individualnich polypeptidi
oznacovani substratll, a to ubikvitinaci. V ptipad¢ autofagie ligdza oznaci velkou strukturu,
napiiklad nefunk¢ni mitochondrie nebo intracelularni bakterie, ubikvitinem (Kirkin et al.,
2009).

1.5 Pravidlo N-konce

Draha pravidla N-konce umoziuje cilenou proteolyzu, ktera je vyznamnym procesem nejen
pro regulaci proteind, ale i pro degradaci Spatné slozenych nebo nefunkénich proteind. Tato
draha reguluje proteiny na zakladé jejich stability N-konce, kde dochazi nejcastéji k

modifikacim typu acetylace nebo metylace.

1.5.1 Destabilizace N-konce a draha pravidla Arg/N-konce

Nov¢ vznikajici proteiny jsou na N-konci (Nt) zaroven syntetizovany s methioninem (Nt-
Met). V pribéhu post-translacnich Uprav je z proteinu methionin odstranén pomoci
aminopeptidaz. V piipadé primarni destabilizace proteinu v aminokyselinovém zbytku je
protein pfimo vadzan na ubikvitin (N-rozpoznadvaci misto ubikvitinu) a degradovan. U
eukaryotnich organismi existuji dvé hlavni cesty k primarni destabilizaci Nt-zbytku (pravidlo
N-konce). V prvnim pfipadé se jednd o rozpoznani bazickych aminokyselinovych zbytki
argininu, lysinu, histidinu. VV druhém piipadé jsou rozpoznany hydrofobni zbytky tryptofanu,
fenylalaninu, tyrosinu, leucinu a isoleucinu (Tasaki et al., 2012).

V piipadé¢ kvasinek jsou oba typy rozpoznany a vazany na UBR1 (ubikvitin rozpoznavaci
komponent 1). Zatimco genom savct koduje nékolik N-rozpozndvacich mist pro ubikvitin
(UBRL1, 2, 4, 5), v rostlindch jsou dva funkéni konzervované typy N-rozpozndvacich mist
ubikvitinu, ato PRT1 a PRT6 identifikujici dva typy aminokyselinovych zbytkt (Garzén et al.,
2007).

Krom¢ primarni destabilizace zbytkd pravidla Arg/N-konce cestou (Obr. 5) existuje i
destabilizace sekundarni a tercilni. V takovém piipadé dochazi k sérii modifikaci Nt pied
navazanim ubikvitinu. Modifikace zahrnuji oxidaci cysteinu (u rostlin a zivocicht) ¢i
deaminaci asparaginu (Asn) a glutaminu (GIn), a to pomoci Asn nebo GlIn-specifickych Nt

amidaz (NTAN/NTAQ), nasledovanou Nt arginylaci pomoci arginyl-tRNA transferazy
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(ATEs), ktera ptidava arginin (Arg) z Arg-tRNA na N-konec a-aminoskupiny (Tasaki et al.,

2012).
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Obr. 5.: Pravidlo drahy Arg/Ac/N-konce. A) Proteiny jsou syntetizovany s Nt-Met, ale nékteré
Nt zbytky mohou byt rozstépeny peptidazami. Takto nové uvolnény Nt je rozpozndn Arg/N-
rekogninem a vazan s ubikvitinem, nasledné je degradovan ve 26S proteazomu. Sekundarni
zbytky Asp (D) a Glu (E) mohou byt vystaveny ATEs. Ze sekunddarnich zbytkii se tvori Arg/N-
degrony. Asn (N) a GIn (Q) musi byt v pravidle Arg/N-konce drahy prvné deaminoviny na
tercialnich zbytcich Asn/GlIn-specifickymi Nt amidazami (NTAN/NTAQ). Fialové pole
zndzornuje dulezity senzor O2 a NO v ramci pravidla Arg/N-konce drahy. Methionin
aminopeptidaza (MetAPs) nebo endopeptidaza (MetEPS) miize odkryt tercialni zbytek Cys, ten
pak miize byt oxidovan kyslikem a NO k tvorbé kyseliny Cys-sulfanové, nebo kyseliny Cys-
sulfonove. Ndasledné v kyselindch miiZe dojit k sekundarni destabilizaci zbytku a vzniku podobné
struktury jak u Asp (D). B) Pravidlo Ac/N-konce drahy kvasinek rozpoznava specifické Nt
zbytky, a to ty, které byly acetylovany (Ac) Nt acetyltransferazou (NATSs). Acetylovany Met je
cilen k degradaci pravidla Ac/N-konce drahy pouze kdyz je ndsledovan hydrofobnimi
aminokyselinami (AA) (M-oranzové). Tento Nt-Met miize byt degradovan jak pravidlem Arg/
tak i Ac/N-koncem drahou (Gibbs et al., 2014).
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1.5.2 Nt acetylace a Nt-Met jako signdl v draze pravidla N-konce

Nt acetylace je ireverzibilni modifikace, kterd probiha az v 90% proteind, a je
zprostiedkovana Nt-acetyltransferazou (NATS), jez katalyzuje ptenos acetylové skupiny
z acetyl-koenzymu A na Nt a-aminoskupinu. Této acetylaci zavislé na pravidle N-konce dréahy
fikame pravidlo Ac/N-konce. Stabilizaci substratu zna¢né ovliviiuje cystein, ktery nemuze byt
acetylovan, kdyz je na N-konci (Nt-cys). OvSem pokud po Nt-Cys nasleduje néktera
z aminokyselin nachylnéjsi k acetylaci, je substrat modifikovan NAT a degradovan. Takto se
déje predevsim u aminokyselin methioninu, alaninu, valinu, serinu, threoninu (Shemorry et al.,
2013).

Neacetylovany Nt-Met mize veést Kk destabilizaci aminokyselinového zbytku pokud je
nasledovan aminokyselinami s hydrofobnim zbytkem, tj. leucinem, fenylalaninem, tyrosinem,
tryptofanem nebo izoleucinem. Takovéto substraty jsou rozpoznany stejnymi destabiliza¢nimi
N-rozpoznavacimi misty ubikvitinu jako u pravidla Arg/N-konce drahy (PRT1, PRT®6).
Proteiny s Nt-Met + AA s hydrofobnim zbytkem mohou byt regulovany pravidlem Arg/ i Ac/N-
koncem, zavisi to hlavné na jejich acetylaci ¢i neacetylaci. Ac-Met proteiny maji silné&jsi vazbu
mezi komplexi, zatimco neacetylované proteiny jsou nachylné k rychlejsi disociaci vedouci
k celkové nestabilité (Kim et al., 2014).
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1.6 Cytokininy

Cytokininy (Obr. 6) jsou rostlinné hormony, které byly
objeveny Millerem a Skoogem v roce 1955, ovem geny pro HN /\y}\/OH
biosyntézu  cytokinini byly objeveny az v roce 2000.
NTX—N

>

Cytokininy ovliviuji vyvoj, fyziologické procesy zahrnujici |
bunécné de€leni, tvorbu vrcholu, funkci apikalniho meristému, kN/ N

starnuti listt, mobilizaci Zivin, kliceni semen, Vyvoj cévnich P .
Obr. 6.: Cytokinin trans-zeatin
svazku a kotene (Werner et al., 2001).
Cytokininy jsou z hlediska chemické stranky N°-derivaty adeninu. Podle povahy
navazaného fetézce se cytokininy déli na aromatické a izoprenoidni (Obr. 7). Mezi aromatické
patii 6-benzylaminopurin (BAP) a jeho hydroxylované derivaty (topoliny) a mezi izoprenoidni

patifi napiiklad isopentenyladenin a trams-zeatin. Mimo pfirozené cytokininy nalezené

v rostlinach jsou znamé i syntetické cytokininy, naptiklad N, N -difenylmocovina.
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H QCH, 255 OCH.
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I
N
Yo : . x H
o z;atm dlhydlr)ozzeatm ortho-methoxytopolin meta-methoxytopolin
(cZ) (DZ) (MeoT) (MemT)

Obr. 7.: A) 1zoprenoidni formy cytokininu. B) Aromatické formy cytokinint

1.6.1 Metabolismus

Hladina a aktivita cytokininll v buiice se reguluje tiemi cestami, a to jejich biosyntézou,
konjugaci a degradaci. Biosyntéza zacina ptipojenim isopentenylové skupiny z dimetylallyl
difosfatu (DMAPP) na adenosin(tri/di)fosfat ATP/ADP (enzymem katalyzujici tuto reakci je
isopentenyltransferaza (IPT), timto vznika meziprodukt isopentenyladenosin-5-di/trifosfat
(IPRTP/iPRDP) (Kieber, Schaller, 2014). Enzym cytochrom P450 monooxygenaza
zprostiedkuje konverzi iPRTP/iPRDP na tZ (trans-zeatin) ribonukleotid (Taiz, Zeiger, 2010).
Nésleduje krok konverze ribonukleotidu na tZ, ktery je pravdépodobné katalyzovan LOG
(LONELY GUY) proteinovou rodinou (Tokunaga et. al., 2012) (Obr. 8). Arabidopsis thaliana
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ma téchto genu 7. Chybé&jici LOG geny maji za nasledek fadu poruch, jako naptiklad redukci
rustu stonku a kotfene, defekty ve stonkovém apikdlnim meristému (SAM) a kvétnim
meristému. LOG geny koduji enzymy, které konvertuji neaktivni cytokininove ribonukleotidy
na aktivni cytokinin (Kieber, Schaller, 2014).

Konjugace ovliviiuje aktivitu cytokininti reverzibilnim nebo nereverzibilnim zptsobem.
V piipadé reverzibilni konjugace dochazi k O-glykosylaci na kysliku postranniho fetézce
zeatinu a dihydrozeatinu. V piipadé ireverzibilni konjugace dochazi k N-glykosylaci v pozici
N’ a N® purinového kruhu (Sakakibara, 2006).

Degradaci cytokininti nevratné katalyzuje cytokinin oxidéza/dehydrogendza (CKX).
Dochazi k odstépeni N® — postranniho fetézce, ¢imz vznikne derivat adeninu a aldehyd

odvozeny od postranniho fetézce.

NH,

z N,
LY
\N N
/\)\ (—MEP pathway
<« ——~— MVA pathway
DMAPP
ATP/ " o
ADP

F
f

‘ﬁ
B

iPRTP/ HO OH
iPRDP HO OH

ribose 5'-P
CYP735A LOG

I '

’i,j::\>_) Nk/| \>—>CI\>—>CJI\>
@E®o— 0 B0

HO OH

ZTP/
ZDP

trans- zeatln

HO OH HO OH

trans-zeatin riboside trans-zeatin
5’-monophosphate riboside

ribotides riboside free base

Obr. 8.: Schéma biosyntézy trans-zeatinu. Prevod ribonukleotidu na tZ pomoci LOG enzymii
(Kieber, Schaller, 2014).
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1.6.2 Signalni cesta cytokinint

V dvoukomponentni signalni dréze cytokinint (Obr. 9) jsou zahrnuty receptory histidinové
kindzy (AHKSs), histidin fosfotransferové proteiny (AHPs) a transkripéni faktory ARRS
(Wallmeroth et. al., 2016).

* * *
% *

*
4 i
DRk 6‘* AHK2 AHK3 AHK4 cKit
&
i * Apoplast *
LI

*

Cytokinins *

-

AHPS

—a— --

AHP1-5 _s_-a,@;,..

&~
AHP1-5 —4@@\—

- © — Type A-ARR
gl
KMD
\\
\‘s ®
TypeB-ARR (L0 = > Ype AARR
cycos
\m SHY211AA3 CHX1,3 ‘
CRF2,56
Nucleus

Obr. 9.: Signalni cesta cytokininii. Cytokininy jsou pripojeny na AHK receptory. Dochazi
k prenosu fosfatove skupiny do jaderné ARR. CK1 (cytokinin independentl) miize uvoliiovat
cytokininy. CKX §tépenim cytokininii reguluje jejich mnozstvi v cytosolu a apoplastu. Sedé sipky
urcuji transport fosforu, prerusovand modrd Sipka oznacuje pohyb proteinii, Zlutd Sipka
Oznacuje posttranskripcni aktivaci, CRF (transkripcni faktor). Teckovana cervena Sipka
oznacuje posttranskripcni inhibici; zelend Sipka oznacuje transkripcni aktivaci (Zurcher,

Miller, 2016).
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1.6.3 Regulace signalni cesty cytokinini pomoci SCFXMP

SCFXMP ovliviiuje signalizaci pomoci ubikvitin-proteazomové cesty, pomoci které
degraduje ubikvitinem oznacené transkripéni faktory typu-B ARR, pficemz samotna genova
exprese KMD je pod vlivem cytokininového signalu, ktery timto expresi snizuje (Obr. 10A, B)
(Kim et al., 2013).

. B type-B ARRs
A Cytokinin v
Circadian regulators .....'

"
| Cytokinin receplors SCFHEMD |
[AHKZ, AHKI, AHKA/CRE)

N
sg*’ a > 0000
. »\l Aprs l l +— Cytokinin
Type-E ARRs proteasome . ..66
— ™ |
— . é < b

Cylakinin response genes S 6 >
7 ' |

(e.g. typa-A ARAS)
SCEKMD Cytokinin response genes

RO

SCF

Obr. 10 .: A) Schéma zapojeni KMD do CK signalizace. Transkripcni faktory typ-B ARR spousti
genovou expresi, pricemz jsou pod kontrolou SCF*MP, ktery zpiisobuje jejich degradaci. Ovsem
i samotny SCFXMP je nod redukcni kontrolou, a to v zavislosti na mire exprese genu odpovédi
na cytokininy. B) SCF*MP kontroluje mnozstvi a aktivitu typ-B ARR. Receptory typu-B ARR
Jjsou pomoci AHPs fosforylact aktivovany, tyto aktivované transkripcni faktory spousti genovou
expresi. Neaktivované typ-B ARR jsou oznaceny ubikvitinem a degradovany v proteazomu.
Mnozstvi cytokininii urcuje mnozstvi aktivnich transkripcnich faktorii typ-B ARR, zdroven
SCFXMD  kontroluje délku Zivota aktivovanych typ-B ARR, ¢imZ se kontroluje vystupni

transkripce (Kim et al., 2013).
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1.7 Proteomika

Pojem ,,proteom* byl poprvé pouzit v roce 1995 jako analog pro vyjadfeni souboru
proteintl, podobné¢ jako byl jiz dfive pouzit pojem ,,genom‘ pro soubor vSech genii organismu
(Wasinger et al., 1995). S postupnym piibyvanim sekvenacnich dat se zjistilo, Ze pouhy sled
nukleotid v DNA neni dostacujici pro popis biologickych systémi. Co se tyce sledovani
MRNA transkriptt, ty pfimo nevypovidaji o mnozstvi finalniho proteinu, protoze o té rozhoduje
stabilita MRNA, mira translace a stabilita vysledného proteinu. Protein navic maze byt dale
upravovan posttransla¢nimi modifikacemi, které vyznamn¢ ovlivni jeho funkci. Jedna genovéa
sekvence tak muze poskytnout rizné genové produkty diky alternativnimu sestiihu genu a ty
pak mohou byt dale modifikovany na drovni proteinu a tvofit rizné proteoformy
(Chandramouli, Qian, 2009; Gygi et al., 1999).

Proteom neni konstantni, ale li§i se na urovni jednotlivych bunék a také v pribéhu ¢asu.
Proteomika neni pouhy proteinovy ekvivalent studia DNA, ale jako samostatna systematicka
véda se snazi rozlustit mechanismus kontroly genové exprese. Ma za ukol srozumitelné popsat
miru exprese proteint a jeji pfipadnou zménu vlivem biologickych odchylek, naptiklad nemoci
nebo medikamenty; dale vysvétluje rizné, napiiklad posttranslaéni modifikace proteintl, jako
je fosforylace nebo ubikvitinace. Také interpretuje pohyb proteinli v rdmci jedné buiiky, a to
mezi jejimi kompartmenty, jejich Glohu v metabolickych drahdch a v neposledni fadé i
vzéjemné proteinové interakce (Anderson, Anderson, 1998).

Pro studium proteomiky byla vyvinuta cela fada metod.

I pfes neséetné pokroky v modernich technologiich spocivajicich v analyze komplexnich
biologickych smési, moznosti kvantifikace velké $kaly proteinti s vysokou citlivosti, je studium
proteomiky stale limitovano svoji naro¢nosti (Asmelash, 2016).

Ptivodni komplexni analyza proteomu probihala, a ani v dnesni dobé se od ni uplné
neopustilo, za pomoci 2D polyakrylamidové elektroforézy (2D PAGE). Proteiny se separuji na
zaklad¢ jejich izoelektrické bodu (v prvnim sméru) a molekulové hmotnosti (v druhém sméru).
Odd¢lené proteiny se nastépi specifickymi proteazami na peptidy, které jsou identifikovany
pomoci hmotnostniho spektrometru, kde jsou jednotlivé nastépené peptidy detekovany na
zakladé¢ poméru hmotnost/naboj (m/z). Dalsim moznym pfistupem identifikace proteint
spoléha na western blotting za pomoci protilatek pro dany protein nebo radioaktivniho znaceni
(Blackstock, Weir, 1999). V dnesni dob¢ se pro identifikaci vyuziva pfedev§im hmotnostni

spektrometrie, ktera je propojena napf. s reverzn€ fazovou kapalinovou chromatografii (déleni
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proteini na zaklad¢ odliSné hydrofobicity peptidi/proteinit) nebo iontové vyménnou
kapalinovou chromatografii (d€leni proteint na zaklad¢ odlisného naboje).

Vysledna spektra z hmotnostniho spektrometru, tzv. MS/MS spektra, jsou nasledné
porovnana s databazi a interpretovana. Pro ureni proteinu je zapotiebi pouze jednoho
unikatniho peptidu (Ong, Mann, 2005).

Podobné jako DNA ¢ipy, stavaji Se popularnimi i proteinové Cipy jako vysoce U¢inna
metoda pro sledovani interakci, aktivity a funkce proteini ve velkém méfitku. Na Cip je
nanesena fluorescencné znacena sonda umoznujici laserovou detekci. Vyhody lze spatfovat

v rychlosti, ekonomi¢nosti a velké citlivosti (Chandramouli, Qian, 2009).
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2 MATERIAL, METODIKA

2.1 Kultivace

Ke studiu naruSeni metabolismu protein a jeho efektu na signalizaci cytokininl jsem
pouzil modelovou rostlinu Arabidopsis thaliana L. Kultivaci jsem délal v nasledujicich krocich.
Nejdiive jsem sterilizoval semena, coz spocivalo v ponofeni semen do 75% ethanolu po dobu
5 minut. Sterilni semena jsem ve flowboxu vyséval do kulatych (12,5cm) a hranatych
(15x15cm) Petriho misek (Obr. 11). Jako zivné médium jsem pouzil 1,2% agar s 1% Murashige
— Skoog. Médium bylo upraveno 1M KOH na hodnotu pH 5,7, nasledné probéhlo
autokldvovani média. Pro zajisténi sterilniho prostiedi a vymény plyntt mezi vnéj$im a vnitinim
prostiedim byly misky oblepeny polopropustnou naplasti Medipor. Nasledné byla semena
vernalizovana, a to po dobu tii dni v lednici. Poté jsem misky ptenesl do kultiva¢niho boxu.

Kli¢ni rostliny pro fyziologickou analyzu jsem kultivoval pii standardni svételné intenzité
80 pmol m2 s v rezimu dlouhého dne (16 hod./21 °C svétlo; 8 hod./19 °C tma). V ptipadé
rostlin osetfenych pouze MG-132 se jednalo o kultivaci 14 dnt, pfi¢emz jsem rostliny fotil 7.
a 14. den V ptipadé rostlin oSetfenych tZ a tZ+MG-132 probihala kultivace 10 dni, pfi¢emz
fotodokumentace probihala 3.,5.,7. a 10. den. Délky kofinkt jsem méfil v programu ImageJ

verze 1.50a.

Obr. 11.: Petriho miska s klicnimi rostlinami po 5. dni v kultivacnim boxu.
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Kli¢ni rostliny pro proteomickou analyzu jsem také kultivoval pfi standardni svételné
intenzité 80 pmol m? s v rezimu dlouhého dne (16 hod./21 °C svétlo; 8 hod./19 °C tma). V 7.
dni jsem rostliny pfenesl na dobu 120 minut na tekuté médium obsahujici MG-132
v koncentraci 50 uM a v poslednich 15 minutach jsem rostliny pienesl na medium, které
obsahovalo 5 puM tZ. Po kultivaci jsem sebral rostlinny material a pfipravil jej na LC-MS

analyzu.

2.2 Extrakce proteini

Extrakce proteinii spocivala v nékolika krocich, konkrétné v rozdrceni zmrazenych kli¢nich
rostlin, samotné extrakci proteini pomoci aceton/TCA, resolubilizaci proteinového peletu, dale
fenolovou extrakci, resolubilizaci proteinu. Nasledné jsem stanovil koncentraci proteinu,
proved| jsem digest, odsolil jsem vzorky a nakonec jsem provedl samotnou ptipravu pro LC-
MS analyzu.

1. Za pomoci kapalného dusiku jsem rozdrtil zmrazené sazeniky V tfeci misce a pomoci
aceton/TCA jsem extrahoval proteiny:

- vzorek jsem dal do 2 ml 10% (w /v) TCA v acetonu, takto jsem vzorek ponechal pies

noc pii -20 °C.

- rano jsem vzorek centrifugoval po dobu 5 min, pfi 20 000 g a teploté 4 °C

- po centrifugaci jsem vzorek resuspendoval v 1,5 ml 10 % (w/v) TCA v destilované

vodé

- opét jsem provedl centrifugaci po dobu 5 min, pti 20 000 g a teploté 4 °C

- po centrifugaci jsem vzorek resuspendoval v 80 % (w/ v) acetonu v destilované vodé

- provedl jsem centrifugaci po dobu 5 min, pii 20 000 g a teploté 4 °C
2. Resolubilizoval jsem proteinovy pelet v 0,8 ml SDS pufru [2% (w/v) SDS, 30% (w/v)

sachar6za, 5% (w/v) b-merkaptoethanol, 5 mM EDTA, 100 mM Tris, pH 8,0], inkubaci

jsem provadeél 30 min pii teploté 25 °C.
3. V dalsim kroku jsem provedl fenolovou extrakci:

- Do vzorku jsem pfidal 0,4 ml pufrem saturovaného fenolu, dikladné jsem vzorek

protiepal

- provedl jsem centrifugaci po dobu 20 min, pii 20 000 g a teploté 4 °C

- Vrchni fenolickou fazi, ktera je od zbytku oddélena sachar6zovou vrstvou, jsem pienesl

do nové mikrozkumavky (objem 2,0 ml) a doplnil do 2 ml vymrazenym roztokem 100
mM octanu amonném v methanolu. Takto jsem vzorek ponechal pies noc pii teploté
-20 °C.
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- provedl jsem centrifugaci po dobu 5 min, pti 20 000 g a teploté 4 °C

- Proteinovy pelet jsem promyl 1,0 ml 80 % (w/v) acetonu v destilované vodé |

- provedl jsem centrifugaci po dobu 5 min, pii 20 000 g a teploté 4 °C

Déle jsem resolubilizoval proteiny. Po vysuSeni jsem pelet rozpustil v roztoku 100 mM
uhli¢itanu amonného a 8 M mocoviny, po dobu 60 minut a pii teploté 25 °C

Pro stanoveni koncentrace jsem pouzil metodu dle Bradfordové (Bradford, 1976), (Sigma -
Aldrich)

Provedl jsem digest vzorku:

Vzorek jsem ziedil 1:1 s 20 % (w/v) acetonitrilem ve 100 MM NH4HCOs3. Proteiny byly

Sté€peny trypsinem a endoproteindzou Lys - C (1 mg na 1000 mg proteinu, po dobu 12 hodin,

pii teploté 30°C), (Promega)

7.

V dalsim kroku jsem vzorek odsoloval:

- pouzil jsem odsolovaci desku C18 SPEC (Agilent)

- promyval jsem 2x metanolem 400 ul a 4x ddH20 400 pl

- vzorek jsem nanesl a promyl 4x400 ul ddH20

- vzorek jsem vyluhoval 2x200 ul metanolem, a odpatil pomoci SpeedVac koncentratoru

(Thermo)
V kone¢né piipravé vzorku pro LC-MS analyzu jsem vzorek rozpustil ve vodném roztoku

obsahujici 0,1% kyseliny mravenci a 5% acetonitrilu.
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2.3 LC-MS analyza

Postup LC-MS analyzy jsem shrnul do nésledujici tabulky (Tab. 1).

Tab. 1: Postup extrakce proteinii.

Nastaveni MS

C18 reverzni chromatografie (15cm, priomér 0,1mm, Ascentis Express
Column, Sigma-Aldrich) napojend k nanoESI zdroji CaptiveSpray
(Bruker). Ultimate 3000 RSLC pracoval s priatokem 300-500nl/min,
gradient ACN byl nastaven na 4-35% béhem 60min. UHR-TOF méfil
v MS/MS modu k identifikaci proteint (rozsah 350-1600 m/z, sbér
0,5Hz). V pribéhu meéteni byl pouzit vnitini standard 1221,99m/z
(lockmass)

Zpracovani  a
zméfeni  MS

spekter

MS spektra poskytuji informace o celkové povaze vzorku. Pro
rekalibraci spekter (vnitini kalibrant 1221,9m/z) jsem pouzil software
DataAnalysis 4.1. Nasledovala extrakce dat, odfiltrovani sumu (S/N
signal:Sum) a vytvofeni vektort pro kazdou unikatni m/z v ramci LC-
S analyzy (tvz. buckety).

Statistické
zpracovani

Kvantifika¢ni tabulku jsem vytvoftil pomoci softwaru ProfileAnalysis
2.1., kterd porovnava unikatni m/z v daném c¢ase mezi jednotlivymi
analyzovanymi vzorky. Nasledovala automatickéd korekce retencniho
casu a normalizace spekter. Na konec software vytvoril list
signifikantné regulovanych bucketl na zédklad€é porovnani T-testu, ¢i
PCA analyzy.

Zmeéreni

a zpracovani
MS/MS
spekter

K identifikaci peptidd se pouzivaji MS/MS spektra, pomoci nich Ize
urcit pivodni slozeni proteind ve vzorku. K tomu byl pouzit software
ProteinScape 3.1 (Mascot), SearchGUI — MS Amanda, Andromeda,
PeptidShaker

Parametry
vyhledavani

ProteinScape/Mascot 3.1 jsem nastavil na taxonom Arabidopsis
thaliana (databaze TAIR 10). Enzym: Trypsin, moznost jednoho
vynechani $tépiciho mista. Ptistroj CID: ESI-QUAD-TOF. Povolené
variabilni modifikace: Acetyl (protein N-term), Deamidated (NQ),
GlIn- >pyro-Glu (N-term Q), GIn->pyro-Glu (N-term E), Oxidace (M),
fosforylace (ST). Tolerance ptesnosti — 16 ppm (MS), ptesnost 0,05
Da (MS/MS). Naboj peptidu: 1+, 2+ a 3+. Statistické vyhodnoceni
identifikace proteinu — FDR (false discovery rate) FDR<1%, hledano
proti databazi vytvorené Mascotem.

V PeptidShaker / Amanda, Andromade/ SearchGUI jsem nastavil
enzym trypsin, moznost dvou vynechdni Sté€piciho mista. Povolené
variabilni modifikace: Acetylace (protein N-term K), Deamidated
(NQ), GIn- >pyro-Glu (N-term Q), GIn->pyro-Glu (N-term E),
Oxidace (M), fosforylace (ST). Tolerance ptesnosti — 20 ppm (MS),
ptesnost 0,1 Da (MS/MS). Naboj peptidu: 1+, 2+, 3+, 4+. Statistické
vyhodnoceni identifikace proteinu — FDR (false discovery rate)
FDR<1%, hleddno proti databazi vytvofené Mascotem.
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2.4 Vyhodnoceni dat

Informace o moznych funkci proteini jsem ziskal =z databdze UniProt

(http://www.uniprot.org) a Tair (https://www.arabidopsis.org). Informace o lokalizaci proteini

jsem ur¢il pomoci databaze SUBA (http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au). Informace

0 vzajemnych protein-protein interakci jsem ziskal pomoci programu String 10.0. (http://string-
db.org). Teplotni mapu jsem ziskal pomoci Excelu a funkce podminéné formatovani.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit vliv exogenné aplikovaného cytokininu na
Arabidopsis thaliana s blokovanou proteazomovou dréhou. VIiv jsem pozoroval na zménach
proteomu pomoci metody LC-MS profilovani. Déle jsem vyhodnotil dlouhodobé ucinky
ihnibice proteazomové drahy na délku hlavniho kotfene. Nakonec byla vyuzita transgenni linie
s modulovanou hladinou cytokinint a transgenni linie exprimujici modifikovany ubikvitin na
porovnani s modelovymi rostlinami, které byly oSetieny pouze exogenné aplikovanym
cytokininem.

K inhibici proteazomové drahy jsem pouzil .
oeptidovy aldehyd MG-132 (Obr. 12). 5 f 0 A~

Mezi dalsi cesty, jak inhibovat degradaci uhc:: N E
znaCenych proteini ubikvitinem, patii napiiklad

transgenni linie s modifikovanym ubikvitinem.

Ubikvitin je zménén v pozici K48, kde je misto | k
argininu  lyzin. Tato modifikace zamezuje P ry s r .
-~ e N A~ _OH
I , . o, . , o NS " N7 B
prodluzovani ubikvitinového fetézce, ¢imz zamezi H I: L
pfipojeni na proteazom s néslednou degradaci W ,
Peptide boronate [Cbz-LLL-B(OH),]
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Obr. 13: Podobné fungujici
ihnibitory jako MG-132
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3.1 Role proteazomu v dlouzivém ristu hlavniho koiene Arabidopsis
thaliana

Jeden z nejznamé;jsich efektt aplikace cytokininu je inhibice ristu hlavniho kofene a tento
jev je cCasto vyuzivan V charakterizaci ucinkli rGznych cytokininti ¢i mife ovlivnéni
cytokininové signalni drahy. Jedné se o velmi rychly a jednoduchy test, a proto jsem ho zvolil

jako vychozi bod mé diplomové prace zabyvajici se souhrou mezi cytokininem a UPS.

3.1.1 Vlivinhibice proteazomu na fyziologii kofinku

Nejprve jsem ovéril efekt inhibice proteazomu na elongaci hlavniho kofene pomoci
MG-132. Vychozi koncentrace byla zvolena na zaklad¢ piedchozich experimenti (An et al.,

2010). Koncentrace a rostliny byly foceny a méteny sedmy den a ¢trnacty den po stratifikaci
(Obr. 14).
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Obr. 14.: Efekt exogenné aplikovaného inhibitoru proteazomu MG-132. Reprezentativni
fotografie a graf znazornujici prumérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou zaloZzenou na
pozorovani alesporn 20 jedincii. Experiment byl proveden ve dvou biologickych opakovénich
s podobnym trendem.

26



3.1.2  VIliv cytokinini a MG-132 na fyziologii kofinku
Experiment je vyhodnocovan 3., 5., 7. a 10. den po vykli¢eni, pouZzita koncentrace tZ a
MG-132 je 1uM.
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Obr. 15.: Efekt exogenni aplikace cytokininii a inhibitoru proteazomu MG-132 na délku korinkii
semendacki. Koncentrace tZ a MG-132 je 1uM. Reprezentativni fotografie a graf zndzornujici
primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou zaloZenou na pozorovani aspon 30 jedincii.

Experiment byl proveden ve dvou biologickych opakovanich s podobnym trendem.
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V prvnich tfech dnech doslo k vykli¢eni jen kontroly a rostlinek oSetfenych tZ + MG-132,
samotnd semena osetfend pouze cytokininy vykli¢ila az po tfetim dni. Dlivodem mize byt vyssi
koncentrace tZ, jenz je v procesu kliceni negativnim regulatorem (Riefler et al., 2006).
Duvodem, pro¢ vykli¢ila seminka na tZ s MG-132, miize byt jiz vliv spoluprace cytokininu a
proteazomu na expresi genu. Rozdil v délce kotinkd je nejznatelngj$i v 10. dni. Zatimco u
rostlinek oSetfenych jen tZ piestal kofen uplné rust vlivem vysoké koncentrace tZ, tak u
rostlinek s tZ i MG-132 se kofinek stale prodluzuje (Obr. 15).

3.1.3 Transgenni linie s modulovanou hladinou cytokinint

14-denni  transgenni  Arabidopsis thaliana s expresi biosyntetického genu
isopentenyltransferazy (Obr. 16). Gen je pod dexametasovou kontrolou. Proteazom je
inhibovan exogenné aplikovanym inhibitorem MG-132. Tento experiment byl realizovan ve

spolupraci s dal$imi ¢leny laboratoie (Luklova et al., 2015; ptiloha diplomové prace).

10pM MG-132

1uM MG-132
Obr. 16.: Viiv délky korinkii transgenni Arabidopsis thaliana na modulovanou hladinu

cytokininii a inhibovany proteazom.
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3.1.4 Transgenni linie s inducibilnim systémem pro expresi mutovaného ubikvitinu

Byla pouzita 7-denni transgenni Arabidopsis thaliana exprimujici modifikovany ubikvitin
neschopny se vézat k proteazomu. Gen byl pod dexametasovou kontrolou. Pribéh je podobny
jako pii ptidavku MG-132. Experiment byl realizovan ve spolupraci s dal$imi ¢leny laboratote
(Luklova et al., 2015; piiloha diplomové prace).

V literarni reSersi jsem vysvétlil mechanizmus degradace proteinii a signalni drahu
cytokinind. Je ziejmé, ze oba mechanizmy mezi sebou uzce spolupracuji. Z naméfenych
vysledki mizeme vyc€ist vliv na fyziologii kofene pusobenim pouze cytokinind nebo
proteazomu, ale také jejich vzajemnou interakci.

Potla¢eni uéinku cytokininti pii urcité koncentraci inhibitoru proteazomu MG-132
pozorujeme ve vSech variantach experimentd.

Exogenni aplikace inhibitoru ma stejné zkracujici Gcinky kofene jako transgenni linie
Arabidopsis thaliana s genem exprimujicim modifikovany ubikvitin.

Stejné G¢inky na délku kofinkti jsem pozoroval u rostlin s exogenné aplikovanym
cytokininem a ihnibitorem proteazomu v porovndnim s pouzitim transgenni linie
S modulovanou hladinou cytokinini a MG-132. V obou piipadech samotna inhibice
proteazomu potlacuje ucinek cytokinind.

Posledni c¢ast vysledkd S pouzitim transgennich linii byla prezentovana na konferenci

ESNA.
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3.2 Role proteomu a cilené degradace v signalizaci cytokinint

3.2.1 Analyza predchozich proteomickych studii

Fyziologické experimenty popsané v prvni ¢asti jasné prokazuji souhru cytokininové
signalni drahy a proteazomu, coz je v souladu s popsanou roli SCFXMP v regulaci ARR typu B.
V minulosti byla provedena fada studii, které sledovaly vliv cytokininu na proteom Arabidopsis
thaliana. Vyuzil jsem téchto dat a porovnal jsem nalezené proteiny cytokininové odpovédi a
seznam proteint, které byly v minulosti identifikovany jako ubikvitinované (Cerny et al.,
2016). I tato analyza naznacuje velky vyznam proteazomu v cytokininové odpovédi, protoze
z celkového pocétu 690 proteini v odpovédi na cytokinin bylo 59% nalezeno mezi
ubikvitinovanymi proteiny (Obr. 17). Slibné vysledky této analyzy mé motivovaly k hlubsimu
prozkoumani dat, a tak jsem provedl pomoci pluginu ClueGO verze v2.2.2 softwaru Cytoscape
verze 3.2.1. funkéni analyzu nalezenych proteini (Obr. 18).

Hlavnim cilem bylo porovnat zastoupeni funkci mezi proteiny v odpovédi na cytokinin,
znamymi cili ubikvitinace a pfekryvem téchto dvou frakci. Zatimco pro soubor proteinti
cytokininové odpovédi pievladaly funkce v odpovédi na oxidaéni stres, biosyntézy pigmentd,
odpovédi na osmoticky stres, fotosyntézu, ATP syntézu, tak pro potencialn¢ ubikvitinované
proteiny bylo nejvyznamnéjs$i zastoupeni v odpovédi na zasoleni, biosyntézu jasmonové
kyseliny, aerobni respiraci. I kdyz je piekryv mezi obéma frakcemi vyznamny, zastoupeni
funkci 410 proteinti, které ho tvoii, se dramaticky 1iSi od obou vychozich kategorii

(metabolismus sacharidt, metabolicky proces malych molekul).

Cytokinin Proteazom

280 410 604

Obr. 17.: Prekryv regulovanych proteinii. Nalezenych proteinii v odpovédi na cytokininy je
690. Proteiny, které jsou regulovany ubikvitinem, je 1014. Spolecnych nalezenych proteinii

V odpovédi na cytokininy a proteinii regulovanych ubikvitinem je 410.
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Obr. 18.: Zastoupeni funkci proteinii v odpovédi na cytokininy (A), identifikovanych cilii
ubikvitinace (B) a prekryvu obou kategorii (C). Vstupni data pochazi z publikace Cerny et al.,
2016, kategorie byly vygenerovany pomoci programu Cytoscape s wvyuzitim ClueGO verze
v2.2.2 a GO databaze Arabidopsis thaliana (GO BiologicalProcess; 18.12.2015)
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3.3 Priprava proteinového vzorku a jeho nasledna analyza pomoci LC-MS

Rostlinny material jsem piipravil pomoci acetonové a fenolové extrakce (kapitola 2.2).
Nasledn¢ jsem peptidy separoval pomoci C18 reverzni chromatografie systémem UHPLS
Ultimate Dionex (nanoRSLC 3000). Drobné vykyvy v piesnosti méfeni hmotnostniho
spektrometru vyrovnaval kalibrant (hmota 1221,99). Celkova pfesnost méteni se tak dostala
pod 1 ppm.

Provedl jsem komparativni analyzu srovnanim kontrolniho bodu s vzorkem po 120 min
osetieni MG-132 (Obr. 19).
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Obr. 19: PCA analyza. (A) ZaloZend na dvou technickych opakovanich, kazdé
meérené v trech replikach. PC1 jasné separuje vzorky kontroly od inhibovanych. (B)
Parové srovnani vzorku inhibovanych vuci kontrole. Osa x ukazuje miru rozdilu, osa
y vyznamnost (T-test), oranzové zbarvené buckety jsou statisticky signifikantné
regulované (p<0,05; absolutni rozdil <1,4). PFevzato z mé bakalarské prace (Dufek,
2014).

Navazuji na svoji bakalafskou praci, kde jsem pomoci programu Mascot nalezl 1401
proteint, které byly identifikovany na zakladé 3929 peptidi. Bohuzel vysledky z programu
Mascot neodpovidali mému ocekavani. Rozhodl jsem se proto vychazet z nové dostupného
programu PeptidShaker, ktery byl publikovan v Nature Biotechnology 2015. PeptidShaker
integruje do pocitani spekter kvantifikaci a identifikaci (NSAF), i kdyZz se nepodaftilo detekovat
vSechny proteiny, které byly idnetifikovdny pomoci kombinace vyhledavace Mascot a
nasledného procesovani pomoci Perkolatoru (ProteinScape 3.1), u vSech identifikovanych

proteind byla zaroven provedena jejich kvantifikace, coz zna¢n¢ usnadnilo dalsi analyzu.
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Kvantifikace, kterou jsem vyuzil pro prvni analyzu, vychazela z intenzit prekurzoru, tedy
z MS spektra. Identifikace vyznamné zmény mnozstvi proteinu byla zjiSténa na zakladé
nalezeni alespon jednoho vyznamné ovlivnéného peptidu. Tato analyza nezohlednovala, zda
dana peptidova sekvence se vyskytovala unikatné nebo se vyskytovala u vice proteini. Rovnéz
mohla byt zatizena v pfitomnosti posttransla¢nich modifikaci, které ovlivnili zastoupeni
peptida (Schulze, Usadel, 2010).

Oproti tomu kvantifikace pomoci metody NSAF vychazi z mnozstvi ptifazenych spekter
peptidu k danému proteinu. Kvantifikace v zakladnim pfiblizeni vychazi z mnozstvi
ptifazenych spekter peptidu k danému proteinu a porovnani tohoto mnozstvi mezi dvéma
riznymi vzorky spolu s dal§i normalizaci, ktera je napfiklad na Grovni porovnani velikosti
proteinu, pak se stanovi pomér mezi vzorky. Tato metoda je tak Iépe schopné porovnavat
proteiny, u kterych dochazi k modifikacim jejich peptida pravé z toho divodu, Ze je tam spekter
identifikovanych vice. Ale je nezbytné, aby m¢l protein dostatecné mnozstvi peptidd, na
zakladé kterych je identifikovan (Schulze, Usadel, 2010), a proto i vysledné mnozZstvi proteint

je mensi nez v pfedchozi analyze
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Obr. 20.: Schéma experimentu. V 7. dni jsem prenesl rostliny na 120 minut do tekutého
média obsahujici MG-132 v koncentraci 50 uM. Na poslednich 15 minut jsem rostliny vystavel
puisobenim 5 uM tZ. Nasledné jsem sebral rostlinny material a provedl extrakci proteinii, které
Jjsem Stepil trypsinem. Nakonec jsem provedl analyzu LC-MS/MS a vyhodnotil signifikantni

proteiny.
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V programu SearchGUI jsem identifikoval 1217 proteinti. Schéma experimentu je
vyobrazeno na obrazku (Obr. 20). Pomoci nového zpiisobu a automatického opravovani bylo
identifikovano 678 signifikantnich proteinti, naproti tomu v pfedchozi analyze ze Skyline bylo
identifikovano 280 signifikantnich proteint. Piekryv regulovanych proteinti mezi metodou

NSAF (678) a MS profilovani s naslednou validaci pomoci programu Skyline (280) je v 83
proteind.
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3.4 Prekryv regulovanych proteint

Pomoci programu SearchGUI a PeptidShaker jsem vyhodnotil data pro kontrolu, kli¢ni
rostliny inhibované MG-132, rostlinky oSetiené tZ a rostlinky osetfené MG-132 + tZ. Doba
pusobeni inhibitoru proteazomu (MG-132) byla v ¢ase 0 a 120 minut, a to jak na seminka
oSetiené cytokininy (sledovana brzka odpovéd na CK a to uz po 15 minutach ptidavku CK),
tak na seminka bez oSetfeni. Z uvedenych dat jsem udé¢lal Venniv diagram s piekryvy,
lokalizace mist v bunce regulovanych a neregulovanych proteinti a nakonec teplotni mapu
znazoriujici, jak moc jsou proteiny podregulovany nebo naopak nadregulovany.

Vyhodnotil jsem data pomoci Vennova diagramu (Obr. 13)

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, kde jsem vlozil AGI kody jednotlivych

proteintl.

CK CK + MG132

MG132

Obr. 21: Prekryv regulovanych proteinii. Prekryv mezi proteiny nalezenymi v odpovédi na
cytokinin a proteiny podilejicimi se v odpovédi na inhibici proteazomu je pomérné maly — pouze
7%. Nicméné soubézny ucinek inhibice proteazomu a cytokininu se projevil velmi
dramaticky. 428 proteinii nalezenych v odpovédi na cytokinin je v pritomnosti inhibice
proteazomu Signifikantnée oviivnéno z 40%. V pripadé samotné inhibice proteazomu jsem
detekoval 80 vyznamné ovlivnénych proteinii. Soucasny pridavek MG-132 a cytokininu vsak
veétsinu téchto zmen skryl. Toto naznacuje, ze signalni dréhy cytokininu a signalni drahy vazané

na proteazom, jsou vzajemné uzce propojeny a jedna ovliviiuje druhou.
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3.5 Prehled vyznamnych zmén v proteomu Arabidopsis v reakci na exogenni
aplikaci cytokininu a inhibici proteazomu

Pribéh odpovédi na cytokininy a regulace proteint proteazomem Vv ¢asech 0 minut a 120
minut je reprezentovana pomoci teplotni mapy vygenerované pomoci Excelu s funkci
podminéného formétovéni (Obr. 22). V tabulce uvadim AGI kody Arabidopsis thaliana,
vyobrazeny jsou proteiny, které byli detekovany pouze ve vSech tfech variantach experimentu,
a vykazovali alespon v jedné kategorii absolutni zménu vys$si nez 2. Timto se celkova sada
proteinti snizila z 678 na 351.

V rdmci zvolené hladiny signifikantni zmény jsem nalezl celkem 287 proteinu, které maji
opac¢nou regulaci v odpovédi na cytokininy v porovnani s proteiny se soub&znym ucinkem
inhibice proteazomu a cytokininu. Z toho je 17% proteint podregulovano a 83% proteind

nadregulovano. 64 proteint bylo regulovano v obou ptipadech stejné.
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Obr. 22: Teplotni mapa regulovanych proteinii. CK - proteiny v odpovédi na cytokinin (CK
vs. kontrola); MG-132 - proteiny oviivnéné ihnibici proteazomu (7120 min MG-132 vs.
kontrola); CK+MG-132 - efekt inhibice proteazomu na ucinek cytokininu (120 min MG-132 a
CK vs. kontrola); NR - nesignifikantni zména.
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3.6 Lokalizace regulovanych proteini

V dalsi analyze jsem dohledal informace o lokalizaci proteini ve variantach s proteiny
v odpovédi na cytokininy, proteiny regulované proteazomem a v posledni varianté proteiny

v odpovédi na cytokininy s regulaci proteinti proteazomem (Obr. 23).

A) B)
3% ’ 1% 3
3%
C) = Cytozol = Cytozol, jadro

= extracelular Jadro

= Mitochondrie = Ostatni
/l = Peroxizomy = Plastidy

4%

2% = Plazmatickd membrana

Obr. 23: Lokalizace identifikovanych proteinii. A) Regulované proteiny osetiené CK bez
inhibice proteazomu. B) Regulované proteiny s ihnibici proteazomu po dobu 120 min. C)
Regulované proteiny osetiené inhibibici proteazomu po dobu 120 min a CK. Lokalizaci

proteinii jsem urcil pomoci databaze SUBA (http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au).
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Vice nez polovina regulovanych proteini ma predikovanou lokalizaci v plastidech a
cytozolu. Mizeme podle toho usoudit, ze hlavni odpovéd’ proteinii na cytokininy a jejich
degradace proteazomem se nachazi na tdchto mistech (Cerny et. al., 2011). V piipadé obrazku
23A) vidime vé&tsi procento proteint v cytozolu, kde se nachazi vice proteint v odpovédi na
cytokininy. Na obrdzku 23B) pozorujeme zesilenou lokalizaci v cytozolu, pravdépodobné
vlivem hromadéni proteintl, které nejsou degradovany inhibovanym proteazomem. Obrazek
23C) znazoriiuje mozny vliv spoluprace mezi proteazomem a proteiny v odpovédi na
cytokininy, vysledkem je mozna zesilena lokalizace regulovanych proteinti v plastidech a mirné

sniZzena v cytozolu.

3.7 Analyza mozné funkce nalezenych proteini

Informace o funkci identifikovanych proteint jsem hledal v databazi z Uniprot a TAIR. Pro
prvni ptiblizeni je mozné pouzit proteinové interakce, které napovi, v jakych procesech jsou
proteiny zapojeny. K ziskani protein-proteinovych interakci jsem vyuzil program String 10,
v kterém jsem pomoci funkce ,,Enrichment® vyhledal a nasledné vizualizoval hlavni skupiny
proteint podle GO (Gene Ontology) terminti a Kegg metabolickych drah (Obr. 24).

Proteiny, které jsem vyhledal pomoci programu String 10 jsou z vétsi ¢asti vSechny ve
vzajemnych interakcich a pomoci GO kategorii jsem zjistil, ze pfevazna ¢ast téchto proteind
patii do procesu primarniho metabolismu rostliny. Nejvétsi skupina proteini, které mezi sebou
interaguji, patfi do procest probihajicich na ribozomech, dal§imi hlavnimi skupinami jsou
napiiklad proteiny zapojené do fotosyntézy, metabolismu uhliku, proteazomu, Krebsova cyklu

a fagozomu.
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3.8 Nalezené hlavni regulované proteiny v piekryvu obou Kkategorii

(odpovéd’ na cytokininy a regulace proteini proteazomem)

3.8.1 Identifikované proteiny ovliviiujici fenotyp

Z celkovych 351 identifikovanych regulovanych protentl jsem nalezl 69, které maji pii
vyrazeni fenotypovy projev. Mezi nalezené mutantni fenotypy patii naptiklad abnormélni
provejoval u mutaci v genech pro 20,3% vSech proteint, patii embryo s defektnim vyvojem.
Podle studie (Bryant et al., 2011) se jedna o proteiny, které jsou kddovany jadernymy geny, ale
jsou lokalizovany v chloroplastech. VétSina z téchto proteini je nezbytna pro spravny rist a
vyvoj rostliny. Tyto proteiny se Gcastni procest jako je biosyntéza enzymu, modifikace
proteini a proteiny potiebné pro korektni expresi chloroplastového genomu, ktery je potiebny
pro spravny globularni vyvoj embrya a pro syntézu chlorofylu (Bryant et al., 2011). Ze studie

vychazi, ze mnou nalezené regulované proteiny, které jsou ovlivnény interakei cytokininii s

vvvvvv

3.8.2 Ribozomalni proteiny

Nalezl jsem celkem 30 regulovanych proteint, které jsou zapojeny do procest probihajicich
na ribozomech. Mezi nalezené proteiny patii napiiklad ribozomalni podjednotky nachazejici se
v cytoplazmé 60S ribozomalni protein L7-3, 40S ribozomalni protein Sa-2, 60S ribozomalni
protein L9-2, 40S ribozomalni protein S2-1, 60S ribozomalni protein L13-1 a 60S kysely
ribozomalni protein P0-2 (Cerny et al., 2013). Rizné regulované ribozomélni proteiny
pravdépodobné interaguji se zdkladnim molekuldrnim mechanizmem, tuto hypotézu dokazuje
publikace (Horiguchi et al., 2011), ktera ukazuje, Ze ribozomalni proteiny vyznamné ptispivaji
k rozvoji listu Arabidopsis thaliana.

3.8.3 Primarni metabolismus

Mezi hlavni proteiny primarniho metabolizmu patii naptiklad pyruvat dehydrogendzovy
komplex, 2-oxoglutarat dehydrogenaza, fumarat hydrogenaza, ATP citrat-lyaza, 6-
fosfoglukonat dehydrogenaza, 2,3-bisfosfoglycerat-nezavisla fosfoglycerat mutaza 1.

Pyruvat dehydrogendzovy komplex (AT1G01090.1), ktery se nachéazi v mitochondriich,
katalyzuje ireverzibilni konverzi pyruvatu na acetyl-CoA a COz. Po konverzi je acetyl-CoA

vyuzivan v citratovém cyklu (Randall et al., 1977). Komplex obsahuje mnoho kopii téi enzymu:
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pyruvat dehydrogendzu (E1), dihydrolipoamid acetyltransferdizu (E2) a lipoamid
dehydrogenéazu (E3) (Johnston et al., 1997).

2-oxoglutarat dehydrogenaza (AT3G55410.1) se nachadzi v mitochondriich, kde je
klicovym enzymem, protoze vyznamné ovliviiuje metabolicky tok v citratovem cyklu.
Provadi konverzi z 2-oxoglutaratu + koenzymu A + NAD(+) na sukcinyl-CoA, NADH a CO..
Enzym je slozen z tfi podjednotek, 2-oxoglutarat dehydrogendza, dihydrolipoamid
sukcinyltransferaza a posledni podjednotka je stejna jako u proteinu pyruvat dehydrogenazy.

ATP citrat-lyaza je primarnim enzymem zodpovédnym za syntézu acetyl-CoA v cytozolu,
ktery je dale pouzit k syntéze mastnych kyselin, biosyntéze isoprenoidd, flavonoidi a
malonatovych derivatl. Je dulezity pro normalni rist a vyvoj rostliny (Fatland et al., 2002).

6-phosphoglukonéat dehydrogenaza (AT3G02360) je vyznamnym enzymem v pentézovém
cyklu, v kterém katalyzuje oxidativni dekarboxylaci z 6-fosfoglukonatu na ribulozu 5-fosfat a
CO2 (Adams et al., 1983).

2,3-bisfosfoglycerat-nezavisly fosfoglycerdt mutaza 1 (AT1G09780.1) katalyzuje v 8.
kroku glykolyzy transfer fosfatové skupiny z C-3 na C-2, vysledkem je konverze z 3-fosfo-D-
glyceratu na 2-fosfo-D-glycerét a to skrze intermediatu 2,3-bisfosfoglyceratu.

Dal$im regulovanym proteinem, ktery hraje kliCovou roli v citratovém cyklu je fumaréat
hydratdza (AT2G47510.1), ktera provadi konverzi fumaratu+H,O na malét.

Nekolik hlavnich proteini bylo nalezeno i v systému fotosyntézy, proteiny patiici do
fotosystému 1l jsou naptiklad fotosystém Il 10 kDa polypeptid, Fotosystém Il opravny protein
PSB27-H1, ktery opravuje a zpomaluje poSkozeni fotosystému. Ve fotosystému I jsem nalezl
regulované proteiny fotosystém | reakéni centrum podjednotky VI-2, fotosystém | reakéni
centrum podjednotky psaK a fotosystém | Zelezo-syranové centrum jenz je apoproteinem
centra fotosyntézy I umoziujici fotochemickou reakcei a ptenos elektronu na ferredoxin.

Mezi posledni dva zajimavé regulované proteiny v primarnim metabolismu patii ATP
syntaza (podjednotka alfa) a ATP syntdza (gama fetézec 1). Oba proteiny se nachazi

Vv chloroplastové membrané a pomoci protonového gradientu umoziuji syntézu ATP z ADP.

3.8.4 Proteazom

Mezi dalsi hlavni proteiny, které jsem naSel v odpoveédi na cytokininy a zaroven jsou
regulovany proteazomem patfi:

Protein ,,26S proteazom ne-ATPaza regula¢ni podjednotka 2 homolog A*“ ma klicovou roli
pfi vyvoji embrya. Protein exprimuji dva paralogni geny RPN1a a RPN1b (regula¢ni ¢astice).
Ve studii vlivu toho proteinu na embryogenezi (Brukhin et al., 2005) bylo zjisténo, ze pii pouziti
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mutantu v genu RPN1a doch&zi k letalit¢ embrya, ale pfi pouziti mutantu v genu RPN1b
dochazi k norméalnimu vyvoji. Dale z vysledkt studie vychazi, ze RPN1b muze byt pod
kontrolou genu RPN 1a, proto je spravné fungovani genu RPN1a nezbytné pro korektni pribéh
embryogeneze, kde se zaroven muze Gc¢astnit proces degradace specifickych proteind, zvlasté
cyklin B1, ktery vlivem mutantu RPN1a neni degradovan a nedochazi tak k bunéénému déleni
(Zhou et al., 2002).

Dalsi nalezené proteiny jsou podjednotky proteazomu, které umoziuji aktivaci
ubikvitinu pomoci ATP, napojeni ubikvitinu na protein uréeny k degradaci a samotné napojeni
na proteazom. Mezi né patii napiiklad 26S proteazom ne-ATP&za regula¢ni podjednotka 6
homolog, 26S protedza regula¢ni podjednotka 10B homolog A, 26S proteazom ne-ATP&za
regulacni podjednotka 7 homolog A, proteazom podjednotka typu alfa/beta.

Nasel jsem celkem 3 regulované proteiny, které se i€astni pifimo procest ve fagozomu,
jednd se o proteiny V-typu proton ATPaza podjednotka F/E2/G1, které jsou soucasti
vakuolarnino komplexu, kde maji katalytickou a hydrolitickou funkci, ktera zptsobuje snizeni
pH, diky kterému je substrat uréeny k degradaci rozkladan (Riazanski et al., 2015).
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4 ZAVER

Proteazom ma klicovy vliv na regulaci signdlnich drah hormond. Mezi nejvice
prozkoumané patii drahy auxind, kyseliny abscisove, giberelind a kyseliny jasmonove. V mé
diplomové praci rozsifuji vysledky, které jsem ziskal v bakalaiské praci. Zaobiram se vlivem
vzajemné interakce signalni cesty cytokinint a drahy proteazomu. Experimentalni ¢ast méla za
cil sledovat zménu proteomu Arabidopsis thaliana pfi naruseni degradace proteinii pomoci
proteazomove drahy a jeho efekt na signalizaci cytokinind.

V prvni ¢asti experimentu jsem se zabyval u¢inkem proteazomu. Zjistil jsem , ze pfi urcité
koncentraci inhibitoru proteazomu dochazi k potlaceni G¢inku cytokinind. Ve snaze vice
pochopit vztah mezi cytokininem a proteazomem jsem provedl analyzu piedchozich
proteomickych studii, které byly v minulosti provedeny. Zjistil jsem, ze z 690 proteini
v odpovédi na cytokininy bylo 59% proteinti nazeleno také mezi ubikvitinovanymi proteiny.
Na zéklad¢ tohoto vysledku jsem provedl funk¢ni analyzu nalezenych proteint a zjistil jsem,
ze dochazi k interakci signalni drahy cytokinind a drahy proteazomu u 410 proteint. Téchto
410 proteint je zastoupeno napiiklad v metabolismu sacharidii a malych molekul.

Jako posledni krok této prace jsem provedl analyzu efektu inhibice proteazomu na brzkou
odpovéd’ cytokininu. Z celkového mnozstvi 1217 proteinti jsem pomoci dvou nezavislych
zpracovani LC-MS dat identifikoval 678 mnozstvi proteind, které vykazovaly vyznamné zmény
v reakci na inhibici proteazomu ¢i piidavek cytokininu. Hlubsi analyza téchto proteinti ukazala,
ze se podili pfevazné na primarnim metabolismu a jejich mutace vede z velké ¢asti k letalité.

Srovndni mezi vzorkem oSetieni cytokininem a kontrolnim ukazalo, ze inhibice
proteazomu vyznamné zmeéni regulace u 40% proteinli v brzké odpovédi na cytokinin.

Tato prace otevira dalsi prostor pro hlubsi analyzu interakce mezi cytokininovou singalizaci
a proteazomovou drahou, at’ jiz na zakladé fyziologickych experimentd, nebo vysledku

proteomické analyzy. Vhodnym doplnénim by bylo naptiklad sledovani fosfoproteomu.

Tato prace by nebyla mozna bez finanéni podpory grantd P305/12/2144 (GACR),
TE02000177 (TACR) a podpory MSMT v ramci projektu CEITEC 2020 (LQ1601).
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7 SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Postup extrakce proteind.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2D PAGE - 2D polyakrylamidova elektroforéza
ABA - kyselina abscisova

Ac — acetylace

AHK — receproty cytokininti

AHPs - histidin fosfotransferové proteiny
Arg —arginin

ARRS - transkrip¢ni faktory

Asn - asparagin

Asp — kyselina asparagova

ATEL — arginyl transferdza

ATEs - arginyl-tRNA transferazy

ATG8 — autofagni ptibuzny protein
ATP/ADP - adenosin(tri/di)fosfat

AUX - Auxin

BAP — nebzylaminopurin

Bip — chaperon z rodiny Hsp70

CK — cytokininy

CK1 - cytokinin independentl

CKX - cytokinin oxidaza/dehydrogenaza
CRF — transkrip¢ni faktor

CUL1 — cullin 1 podjednotka ligazy 3
DMAPP — dimetylallyl difosfat

DNA - deoxyribonukleova kyselina
E1/2/2 — enzym 1/2/3

ER - endoplazmatickeé retikulum

F-BOX - podjednotka ligazy 3

GA - Giberelin

GIn - glutamin

Glu — kyselina glutamova
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GO — Gene Ontology

HECKT E3 - podjednotka ligazy 3
histidinovych kinaz (AHKS),

IPT — Isopentenyltransferaza

JA — Kyselina jasmonovéa

LC3B — soucast ATG8

LIR — motiv na p63

LOG - LONELY GUY

MetAPs - methionin aminopeptidaza

MetEPs - methionin endopeptidaza

NATS - Nt acetyltransferaza

NSAF - normalized spectral abundance factor
Nt- N-konci

NTAN/NTAQ - Asn/ GIn-specifické Nt amidazy
p62 — receptor rozpoznavajici ubikvitin

PB1 — doména ptipojend k N-konci proteinu p63
PCO - rostlinné cysteinové oxidazy
PRT1/PRT6 - proteolyza

RBX1 - podjednotka ligazy 3

RIA - radioaktivni imunoesej

RING — podjednotka ligazy 3

SKP1 - podjednotka ligazy 3

tZ — tranz-zeatin

UBA — doména na C-konci proteinu p62
UBRL1 (ubikvitin rozpoznavaci komponenta 1
UPS - ubikvitin-proteazomovy systém

VIl ERF - transkrip¢éni faktor odezvy etylenu

ZZ — doména zinkovy prst
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| Abstract

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

Proteasome W J”\ \ Cytokinins
= g ? H o,

// The proteasome (26S) is an essential & 0) - § ﬂ/toklnms are plant hormones that are
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[ component of the ATP-dependent proteolytic > DO \ derivatives of the purine adenine. Cytokinins
pathway in eukaryotic cell. It is located in the oD \ influence numerous growth and
nucleus and the cytoplasm. The proteasome development processes in plants such as cell

consists of two major sub complexes: 670 - *f‘\\ division, regulation of root and shoot growth
kDa proteolytic core particle and the 900 kDa = - P e and branching, chloroplast development, leaf
regulatory particle. The 26S complex N /\ o/ \o / N senescence, stress response and pathogen
degrades proteins, that are first flagged by i 8 r = resistance. The character of cytokinin action
the ubiquitin conjugation system, which = on L depends on its concentration. For example at
— p P
ultimately results in the attachment of a petides X00000C Nyl physiological concentrations, cytokinin
polyubiquitin chain on the target protein. The activates shoot apical meristem and it’s
. i Fij 1: Cytokinin signali ath . Cytokinins signal: ived by Arabidopsis histidi .
proteasome’s 195 regulatory caf BRESIF Kinsse receptors: AHKs, AHKS, and_AHKé, whieh spon pereeption of ihe. evtokinin sgna growth but suppress root meristem and root
polyubiquitin chain, denatures the protein, autophosphorylate on a conserved His residue. The regulatory phosphoryl group is passed from growth. Cytokinin signaling is mediated by
. " tor to a histidine-containing phosphotransf tein (AHP), and from there to a type-B .
and feeds the protein into the proteasome's || 500, i coponse reguators (ARRs), which modulate gene expression, o 10 ype & AR, which a multistep two-component circuitry through
i i i g f the signal i hway. The ubiquitin-pt I e
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Material and methods | Results
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// / Figure B2: 7-day-old transgenic Arabidopsis 14-day-old seedlings
/ / seedlings RV86-5 expressing modified CaMV35S>GR>ipt

[ / ubiquitin under dexamethasone control. DEX [uM] DEX [uM]
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Seeds of transgenic Arabidopsis thaliana lines
V86-5 and CaMV355>GR>ipt lines, and the
corresponding wild-type were surface-sterilized
and sown on 1% (w/v) agar containing full
Murashige and Skoog medium (pH 5.7)
supplemented with dexamethasone (DEX),
cytokinin trans-zeatin, MG-132 or mock. Seeds
were stratified at 4 °C for 3d, and cultivated
at 21 °C/19 °C day/night temperatures,
with a 16 h photoperiod (90 umol m2 s light
intensity) for up to 14 days. Seedlings were
monitored and then harvested, dried, then
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Figure 2A: 7-day-old Arabidopsis
seedlings treated with 1 uM cytokinin
(tZ) and proteasome inhibitor MG-132
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frozen and ground in liquid nitrogen. o Figure 2C; 14-day-old transgenic Arabidopsis
plantlets expressing  cytokinin  biosynthetic |
0 10 100 1,000 ECTuy T isopentenyltransferase gene under /
/ DEX [nM] . dexamethasone control treated with synthetic
/,// proteasome inhibitor MG-132. ‘//
R
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‘/ The effects of proteasome inhibition were ,,/
‘ investigated via LC-MS profiling. 7-day-old ‘ Proteasome-mediated degradation has a role in the cytokinin
Arabidopsis seedlings were incubated with 50 pM A A - 5 5
MG-132 for 60, 120 and 180 min. Quantitative transduction pathway - it modulates cytokinin signaling by regulating
proteomic analyses were performed using a gel-free the degradation of type-B response regulators. Root growth is
shotgun protocol based on nano-HPLC and MS/MS. retarded in response to a cytokinin treatment and similar effects are
Briefly, approximately 200 mg of homogenized ST also observed in seedlings with a disrupted proteasome pathway
Arabidopsis seedlings were extracted by acetone/TCA A . 3 % - .
and phianol extraction then digested in soliition with which (in theory) should contain a higher level of cytokinin signaling.
immobilized trypsin beads. The resulting peptides Here, we show that the balance between the level of proteasome
were desalted, dried and dissolved in 0.5% (v/v) inhibition and the cytokinin pool size is an important factor in this
formic acid in 5% (v/v) acetonitrile, then analyzed by growth response. The combination of cytokinin and proteasome
nanoflow C18 reverse-phase liquid chromatography == treatment does not potentiate the growth response, but within the
and a Dionex Ultimate 3000 RSLC nano UPLC system Figure 3: Proteome dynamics in response to = . i
directly coupled to a CaptiveSpray nanoES! source proteasome inhibition. PCA analysis illustrates nanomolar range it even alleviates the proteasome-mediated growth ]
P e the inhibition progress. A pair-wise comparison / i ihiti i/
and an UHR maXis impact g-TOFmass spectrometer. showed 485 differentially abundant proteins / o4 inhibition. /,,
after 120 min of MG-132 treatment. s

Acknowledgement

This work was supported by the Czech Science Foundation [P305/12/2144] and European Regional Development Fund for ‘CEITEC—Central European Institute of Technology’ [CZ.1.05/1.1.00/02.0068]






