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Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

ADP — adenosindifosfat

AHK — arabidopsis histidinkinasa

AHP — histidin transferovy protein v A. thaliana
ALICE - acid-labile isotope-coded extractans

ARR - regulator odpovédi v A. thaliana

ATP — adenosintrifosfat

CBB - Coomassie brilliant blue

CBP — cytokinin-vazebné proteiny

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamono]-1-propansulfonat
CKX — cytokininoxidasa

DMSO - dimethylsulfoxid

DTT - dithiotreitol

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

El — elektronova ionizace

ESI — ionizace elektrosprejem

EtOH - ethanol

FA — kyselina mravenci

GOirilla — Gene Ontology enrichment analysis and visualization tool
HK — histidinkinasa

Hpt — histidin transferovy protein

ICAT — isotope-coded affinity tag

ICPL — isotope-coded protein label

IP — isopentelynadenin

iP (C?) - C2-(6*-aminohexylamino)isopentenyladenin
iP (N%) — N9-[1°-(2*-aminoethylamino)-1°-butanon]isopentenyladenin
iIPrOH - isopropanol

IPT — izopentenyl transferasa

IT — iontova past

LC — kapalinova chromatografie

MeOH - methanol

Mgf - Mascotgenericfile



MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

NLC — nanokapilarni chromatografie

PhIAT — phosphoprotein isotope-coded affinity tag

PMSF — fenylmethansulfonyl fluorid

Q - kvadrupol

Q-TOF — hybridni hmotnostni spektrometr s kvadrup6lovym analyzatorem a analyzatorem
délky letu

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného

SILAC - stable isotope labeling by amino acids in cell culture

SPE — extrakce tuhou fazi

TECEP — tris-(karboxyethyl)-fosfin

TRIS — 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

TOF — priletovy analyzétor



Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy a pouzité proteomické metody.
Pfiprava afinitnich nosi¢u s ligandy isopentenyladeninu.

Seznameni se standardnimi metodickymi postupy extrakce.

Purifikace proteint interagujicich s cytokininy z protoplasti Arabidopsis thaliana,

(L.) Heynh. pomoci afinitni chromatografie.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Riistové regulatory

Vyvoj rostliny je fizen vnéjSimi a vnitinimi faktory. Mezi vnéjsi patii napt. svétlo, pfisun
zivin, délka dne a okolni teplota, mezi vnitini zase ristové regulatory. Tyto latky slouzi
k zprostfedkovani komunikace v rostliné mezi sousednimi buiikami nebo vzdalenymi
organy.

Na prelomu 19. a 20. stoleti prevladal nazor, Ze rust rostlin je pfevazné ovliviiovan
nutricnimi faktory. Jiz némecky botanik Julius von Sachs (1832-1897) piedpokladal
existenci jakychsi regulac¢nich latek (morfogent), pfenasejicich chemicky signal. Tato
hypotéza byla zpracovana a potvrzena pracemi brnénského botanika R. Dostala (1885—
1973), (Machackova I, 1998).

Obecny termin ristové regulatory nepostihuje plvod latek, ktery muize byt
synteticky nebo pfirozeny. Pfirozené regulatory lze dale rozdé€lit do dvou zakladnich
skupin a to na rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky sregulacni aktivitou.
Fytohormony se tiidi do péti skupin (Obr. 1): cytokininy, auxiny, gibereliny, kyselina
abscisova a ethylen. Do skupiny latek sregulaéni aktivitou patéi brassinosteroidy,
polyaminy, kyselina jasmonova, oligosacharidy a velkd skupina fenolickych latek.

(Machackova I, 1998)

cytakininy auxiny gibereliny
HO 0
0
i © OH
= OH HO
HMN
S5 NH
NF | N\> OH
|
-7 NA
trans-zeatin kyselina indolyloctova giberelin

H,C—CH,

kyselina abscisova ethylen

Obr.1 Zastupci zakladnich skupin fytohormonti
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2.2 Fytohormony

Fytohormony disponuji molekulovou hmotnosti do 1000 Da, ¢imz se fadi mezi
nizkomolekularni latky. Jak bylo feceno vyse, reguluji vyvoj rostliny a tim urcuji celkovy
habitus rostliny. V rostlin¢ funguji jako endogenni signalni molekuly, jejichz efekt mtze
byt stimulujici a zaroven inhibujici v zavislosti na koncentraci a misté ucinku.

Fytohormony vykazuji analogie 1 odliSnosti Se Zivo¢iSnymi hormony. Spole¢nymi
vlastnostmi jsou nizk4 G&inna koncentrace, ktera se pohybuje od 10° do 10° mol/l
(Pavlova L, 2005) a mechanizmus t¢inku (Machackova I, 1998). Odlisuji se mistem
produkce. Pro tvorbu hormont se v zivo€isné fiSi vyvinuly specializované organy tzv.
endokrinni zldzy. Ty a ani Zadné obdobné tutvary v rostliné nelze najit. VéEtSina
fytohormonti totiz vznika ve vice ¢astech rostliny (Machackova I, 1998). Dalsim rozdilem
je specificita. Jeden zivocisny hormon z pravidla ovliviiuje pouze jeden proces, oproti
tomu konkrétni fytohormon fidi vice d&ja. Napiiklad cytokininy stimuluji rust prytu a
zaroven inhibuji prodluZzovani kotfent. Dokonce i jeden fyziologicky pochod byva v
rostliné fizen vice hormony soucasné. Podle charakteru vzdjemné interakce mohou
fytohormony vykazovat jak synergicky tak i antagonisticky ucinek (Machackova I, 1998).

Regulacni latky jsou v rostlindch transportovany riznymi cestami V zavislosti na
vzdalenosti. Do vzdalenych mist jsou piepravovany floémem a xylémem. Samoziejmeé
probiha i mezibunéény pienos. Jejich transport je ptisné regulovan. (Lustinec J, Zarsky V,
2005; Machackova I, 1998)

Fytohormony pfenasi signal vazbou na receptory lokalizované na cytoplazmatické
membrané, v cytoplasmé nebo v jadie (Lustinec J, Zarsky V, 2005). Druh pienasené
informace a naslednou odpoveéd’ uréuje chemicka struktura latky a typ receptoru, na néjz se
molekula vaze. Receptory jsou proteiny nebo jejich komplexy, které se vyznacuji vysokou
afinitou a specificitou k ligandu. Ten je po vazbé na receptor aktivuje a spousti kaskadu

reakci, jez vedou k odpovédi, napt. transkripci genti (Lustinec J, Zarsky V, 2005).

2.3 Cytokininy

2.3.1 Historie a charakteristika

O objeveni prvniho zastupce cytokinini, Kinetinu, se zaslouzila laboratof F. Skooga
v 50. letech 20. stoleti v USA (Machackova I, 1998; Lustinec J, Zarsky V, 2005). Poprvé
byl izolovan jako degradaéni produkt z autoklavované DNA slediho spermatu tymem C. O.

Millera (Miller CO et al., 1955). V rostlinach se pfirozen¢ nevyskytuje. Prvni endogenni
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cytokinin, zeatin, byl nalezen skupinou D. S. Lethama v nezralém endospermu kukufice
(Letham DS, 1973).

Cytokininy jsou po chemické strance N°-derivaty adeninu. Dé&li se do dvou skupin
podle charakteru postranniho fetézce na aromatické a izoprenoidni (Obr. 2). Mezi
aromatické patti benzyladenin, kinetin a topoliny, mezi izoprenoidni trans a cis zeatin,

isopentenylaminoadenin a dihydrozeatin.

A) €islovani purinu B) aromaticke cytokininy
— = /|
0
7 = o
6 7 HN HN HN
1N/ 5N
A N NN NF
2 by rn Y Y )
3 9 = NH =5, NG Y NH
purin kinetin benzylaminopurin o-topolin
C) isoprenoidni cytokininy
HO OH
= o 2
HN on HN HN HN
= N = N NE N N N
D, Y W e
=5 NH =, NH "y NH iy NH
cis-zeatin trans-zeatin isopentenyladenin dihydrozeatin

Obr. 2 Strukturni vzorce purinu, aromatickych a isoprenoidnich cytokinini.

2.3.2 Biosyntéza a transport

Biosyntéza cytokinini (Obr. 3) probiha na vice mistech v rostling, pfedevs§im v mladych
pletivech, kofenovém meristému a novych listech, konkrétné v plastidech (Machackova I,
1998; Pavlova L, 2005; Taiz L, Zeiger E, 2010). Pocate¢ni krok zprostiedkovava
isopentenyl transferasa (IPT), coz je enzym, ktery pfipojuje izoprenoidni
jednotku dimethylalyl — difosfatu  na ATP ¢ ADP. Produkt je nasledné
preveden cytochromem P450 monooxygenasou na ribosid. Cytokininy vznikaji v

konjugované formé¢ v podobé nukleotidil.
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Obr.3 Syntéza cytokininu v rostling. Prvni krok je reakce ATP s isoptenyl difosfatem katalyzovana IPT za
vzniku isopentenylribosidtrifosfatu (iPRTP). Ten je dale pfeménén cytochromem P450 monooxygenasou ha
zeatin trifosfat (ZTP). Formy trans-zeatinu se mohou vzajemné pfeméfiovat. Nekonjugovany zeatin je
produkovan z ribosidu enzymy purinového metabolismu. Do reakce muze také vstupovat ADP. (pievzato

z Taiz L, Zeiger E, 2010).

Cytokininy se vyskytuji v rostliné ve dvou forméch, volné a konjugované. Vazana
forma neprokazuje zadnou nebo velmi nizkou cytokininovou aktivitu (Machackova 1,
1998). V rostlinach vznikaji tyto typy konjugatt: ribosidy, ribotidy, glukosidy nebo
konjugaty s alaninem (Machackova I, 1998; Pavlova L, 2005). Na adeninovém skeletu se
muze na dusik v poloze 3, 7 a 9 navazat sacharid. Konjugace cytokinini s glukézou
Vv pozici 7 a 9 je nevratna a inaktivujici. Tyto slouceniny se nazyvaji N-glukosidy. Dale se
vyskytuji 1 O-glukosidy, na kterych je pfipojen cukerny zbytek ptes hydroxylovou skupinu
V postrannim fetézci. Tato vazba mize byt zpétné sté€pena za pomoci enzymu glukosidasy.
Konjugovana forma slouzi K ptepravé cytokininti v rostliné a jako zdroj aktivnich forem.
Transport z kofenli do nadzemni ¢asti, zejména do listd, je zprostiedkovan xylémem. Tam
pfechazeji do floému a nasledné do cilovych organti. Aby byla obnovena biologicka
aktivita, je nutné odstépit navazany sacharid. (Machackova I, 1998; Pavlova L, 2005; Taiz
L, Zeiger)
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2.3.3 Signalizace a receptory
V misté ucinku se cytokininy vdzou nha specifické receptory. Cytokininovy receptor se
sklada z CHASE (Cyclase/histidine kinase-associated sensing extracellular) vazebné
domény na extracelularni strané, na kterou navazuje hydrofobni oblast kotvici protein
vV membrané (jednd se pouze o membranové receptory) a intracelularni doména v podobé
histidinkinasy (HK).

Fosforylativni dvouslozkovy signalni systém

Vstupni doména Vysila¢ Hpt (AHP) PFijimaé Vystupni doména

(transkip€ni faktor)
Regulator odpovédi (Typ-B ARR)

Hybridni senzor histidinkinasa

Obr. 4 Dvouslozkovy signalni systém. Systém je sloZen ze senzoru receptoru histidinkinasy obsahujici
vstupni doménu, kterd detekuje signal a reguluje aktivitu HK. Dalsi ¢ast je HK a vysila¢, z néhoz je
prenesena fosfatova skupina na Hpt/(AHP). Hpt zprostfedkovava prenos fosfatové skupiny ze senzoru na
regulator odpovédi. Ten se sklada z piijimace, na ktery navazuje vystupni doména, ktera funguje jako
transkrip¢ni faktor. (Vytvofeno podle Taiz L, Zeiger E, 2010)

Slozky receptoru (Obr. 4) zprostiedkovavaji pienos fosfatové skupiny na histidin
fosfotransferovy protein (Hpt), ktery ma v rostlin¢ A. thaliana zkratku AHP. Tento protein
prenasi fosfatovou skupinu do jadra na regulator odpovédi (ARR — Arabidopsis response
regulator) a tim ho aktivuje. Doposud byly objeveny v A. thaliana pouze dva typy, A a B
ARR (Obr. 5). Typ-B AAR je slozen z piijimace a vystupni domény, ktera pisobi po
aktivaci jako transkripéni faktor genu pro ARR typu-A. Ten je tvofen vyhradné jen
pfijimaci doménou a interaguje s efektory odpovédi stimulované cytokininy (Obr. 6).
Fosforylovany typ-A ARR piisobi jako inhibitor cytokininového signalu ve spolupraci
se zatim neznamymi komponenty. Jedna se o negativni zpétnou vazbu. (Taiz L, Zeiger E,

2010; To JP et al.2004)

A-Typ ARR B-Typ ARR
Prijimac Prijimac Vystupni doména

(transkripéni faktor)

Obr.5 Porovnani regulatorti odpovédi typu A a B AAR. Typ A se sklada pouze z aspartat (D) piijimaci
domény. Typ B obsahuje také (D) piijimaci doménu, ktera je ale spojena s vystupni doménou stimulujici

transkripci typ-A ARR. (vytvofeno podle Taiz L, Zeiger E, 2010)
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CHASE doména

Histidin kinasa

Cytoplazmaticka membrana

\laderné membrana

[ om=m==

Obr.6 Model cytokininové signalizace, ktery je zalozen na studiu v A. thaliana. Mechanismus je podobny i

Vv ostatnich vyssich rostlinach.

1.

Cytokininy se vazou na CRE1/AHK4 nebo dalSich dvou kinase senzori AHK2 a AHKS3
do extracelularni oblasti zvané CHASE doména.

Cytokinin vazbou na receptor aktivuje funkci HK, ktera pienese fosfat z ATP na svoji vysilaci
doménu.

Nasledné je fosfatova skupina ptenesena na histidin obsazeny v AHP. Protein AHP s navazanym
fosfatem se piesouva do jadra

V jadre je fosfatova skupina transportovana z AHP na aspartat lokalizovany na pfijima¢i ARR.
Fosforylovany ARR indukuje transkripci genl, nebo interaguje Sruznymi efektory

zprosttedkovavajici zmény bunéénych funkei odpovidajici na cytokininy.

(zjednoduseno podle Taiz L, Zeiger E, 2010)

Doposud byly objeveny tyto cytokininové receptory: CRE1/AHK4, AHK2 a

AHKS3. Jednotlivé typy receptori vazou rtuzné druhy cytokinind s odlisnou afinitou, coz

vede K tvorbé rozlicnych signali. Proto hraji receptory V rostling riznou funkci. Tato

vlastnost byla dokdzana na mutantnich rostlinach A. thaliana s inaktivovanymi geny pro

jednotlivé receptory. Byly pouzity rostliny s mutaci ve dvou a tfech genech soucasné (Obr
7 a 8). (Higuchi M et al., 2004; Nishimura C et al., 2004)

Obr. 7 Porovnani listovych riZic rostliny A. thaliana starych tii tydny. (A) Ptirozeny fenotyp, (B) triple

mutant v genech ahk2, 3, crel/ahk4. Délka méfitka je 1 cm. (z Nishimura C et al., 2004.)
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1 2 3 & 5 6

Obr.8 Porovnani fenotypu mutantnich rostlin A. thaliana s vyfazenymi dvéma nebo tfemi geny pro

receptory ahk2, 3 a crel oproti pfirozenému fenotypu. 1 — ptirozeny fenotyp ekotypu Columbia; 2 —
ptirozeny fenotyp ekotypu WS; 3 — ahk2, crel; 4 — ahk3, crel; 5 — ahk2, ahk3; 6 — ahk2, ahk3, crel. Mutanti
se od ptirozeného fenotypu vyrazné li§i svym vzhledem i vzristem. Délka métitka je 10 cm. (z Nishimura C

etal., 2004.)

2.3.4 Fyziologické ucinky
Cytokininy jsou znamy zejména jako regulatory bun&cného déleni. Jejich zvySenou
koncentraci lze detekovat v mladych pletivech, meristémech. Ovliviuji bunécny cyklus
aktivaci kinaz. Prolifera¢ni ucinek je zavisly 1 na pfitomnosti auxinl.. (Machackova I,
1998; Taiz L, Zeiger E, 2010)

Cytokininy maji vSak i dalsi funkce. Mezi né patii oddaleni senescence, fizeni
distribuce zivin, inhibice apikalni dominance a podpora rastu postrannich pupent,
diferenciace kofenového meristému a proliferace apikalniho meristému.

Senescence neboli starnuti je nezvratny Zivotni proces. Svou roli zde hraji
cytokininy, které tento proces zpomaluji tim, Ze brani rozpadu chlorofylu a nukleovych
kyselin (Taiz L, Zeiger E, 2010).

Jelikoz cytokininy podporuji bunééné déleni, je dilezita i jejich dalsi funkce -
distribuce Zivin v rostliné. Dé¢lici se bunky potitebuji vyzivu, aby mohly proliferovat.
Cytokininy zpusobuji transport zivin floémem do mist s vysokou koncentraci téchto
hormont, protoze udrzuji metabolickou aktivitu téchto pletiv (Machackova I, 1998).
Zpravidla to byva z kotent do listl. Asimilaty jsou transportovany z mista zdroje nebo
jejich produkce (source) do mista vyuziti (sink). Cytokinin-indukovana mobilizace Zivin
byla dokézana pokusem se znacenou aminokyselinou izotopem uhliku **C (Mothes K,
Engelbracht L, 1961).
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Cytokininy dale reguluji procesy v soucinnosti s jinymi fytohormony piedevsim
auxiny. Takovymto piipadem je napi. regulace ristu apikalnich meristémt nebo apikalni
dominance.

Celkovy habitus rostliny je ovlivnén fytohormony, které se tvoifi na zakladé
mnozstvi pfijimanych zivin. Dostatek zivnych latek ovliviwuje produkci cytokinind a
Vv zavislosti na tom 1 jejich pomér k auxiniim V rostlin€. Pfevaha daného fytohormonu poté
urcuje jeji vyvoj. Je-li zivin nedostatek, koncentrace auxind pievysi hladinu cytokininu a
rostlina tvofi kofeny, aby zajistila pfisun latek. ZvySena koncentrace cytokinint indukuje
rist nadzemni ¢asti.

Dalsi kooperaci fytohormont 1ze najit pfi riistu postrannich pupent, kdy cytokininy
a auxiny pusobi antagonisticky (Obr. 9). Tvorba pupenti zavisi na typu rostliny. Napiiklad
kukufice vykazuje silnou apikalni dominanci na rozdil od kfovin, jejichz koruna je
rozvétvena. Je to zpusobeno auxiny, které jsou transportovany z apikalniho pupenu
smérem ke kofentim a potlacuji rist postrannich pupent. Auxiny inhibuji syntézu IPT a tak
inhibuji produkci cytokinind. Auxiny dale podporuji tvorbu cytokinin oxidasy (CKX), jez
sviyj substrat degraduje. JelikoZ tyto d&je plisobi soucasné, auxiny udrZuji V postrannim
pupenu nizkou koncentraci cytokinind. Pfi odstranéni vrcholového pupenu se snizi proud
auxint a v dasledku se zastavuje syntéza CKX a zacne se tvofit IPT. Nasledné zvySena
koncentrace cytokinini pisobi na pfilehly pupen, ktery zacne rlst, obnovi se i proud

auxinl ¢imz opét dojde k inhibici produkce cytokinini. (Taiz L, Zeiger E, 2010)

Intact

shoot apex
Apical
/meristem
V. ) After Axillary bud
‘\IAA- decapitation grows out
Axillary | s
bud R
IAA 2 IAA,
' > / ,;
IPT off cK IPT on l IPT off
CKX on CKX off CKX on

Obr.9 Ukazka kooperace cytokinini a auxini pfi fizeni vétveni stonku. Na obrazku jsou zobrazeny i
enzymy, které reguluji tento d&j prostfednictvim syntézy, nebo degradace cytokinind. (IAA — indolyl-3-

octova kyselina, CK — cytokinin). (pfevzato z Taiz L, Zeiger E, 2010, podle Schimizu-Sato S et al., 2008)
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DalSim pfikladem spoluptsobeni fytohormonid je podpora kveteni, kterého se

ucastni cytokininy spolu s gibereliny.

2.3.5 Degradace

Koncentrace cytokininil je v riznych ¢astech rostliny odlisnd, coz je zpisobeno piedevsim
rozdily v distribuci a degradaci. Produkce cytokininii se méni také Vv zavislosti na fazi
vyvoje rostliny. Hlavni cytokinin-degradujici enzym je CKX. Jeji funkce spociva
V odstranéni postranniho fetézce cytokininu na C® uhliku. Vznika tak adenin a volny
fetézec. Samotnd purinova bdze nema jiz cytokininovou aktivitu, ale mize byt vyuzita
v dalSich metabolickych drahach jako je syntéza nukleovych kyselin. CKX ale neni
schopna oxidovat vSechny typy cytokinint, zejména O-glukosidy, cytokininy s nasycenym
a aromatickym postrannim fetézcem. Ty podléhaji dalSimu zptsobu inaktivace jiz zminéné
N-glykosilaci v poloze 7 a 9. Regulace hladiny cytokinint probiha bezprostiedné po jejich
syntéze, nebo v misté jejich ucinku. (Taiz L, Zeiger E, 2010; Machackova I, 1998)

2.3.6 Interakce cytokinini s proteiny
Jelikoz jsou cytokininy signalni molekuly, interaguji s proteiny nebo jejich komplexy.
Pfikladem mohou byt vy$e zminéné receptory nebo cytokinin-vazebné proteiny (CBP).

Prvni CBP byly objeveny v zrnech pSenice J. Erionem a J. E. Foxem v roce 1975
(Kaminek M et al., 2003). Pavodné se piedpokladalo, Ze se jedna o cytokininovy receptor,
ktery se nachazi v listech, hypokotylu, délohach, embryu, kalusu, bunétné suspenzi a
mitochondriich napfi¢ riznymi druhy jak jsou kukufice, je¢men, pSenice, oves, tabdk,
fazole, okurka a mrkev (Brault M et al., 1999; Brault M, Maldiney R, 1999; Brinegar
1994). Tato teorie byla vyvracena pfi objevu funkce CRE1 genu a fosforylativni kaskady.

CBP z pseni¢nych zrn (CBF-1) je slozeny ze tii stejnych podjednotek o velikosti
54 kDa a je schopny vazat molekulu cytokininu (Brinegar AC, Fox JE, 1985). Dals§imi
vlastnostmi CBF-1 jsou vysoka koncentrace v embryu (Brinegar AC et al., 1985) a nizka
afinita Kk isoprenoidnim cytokininim oproti cytokininiim s aromatickym postrannim
fetézcem (Keim et al., 1981).

Funkci CBP je pravdépodobné regulace volnych aromatickych cytokininti, ochrana
nezralych bungk pted délenim. Timto zpiisobem mize ovliviiovat vyvoj rostlin. (Kaminek

M et al., 2003)
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Predpoklada se, ze cytokininy interaguji i S dalSimi proteiny. Charakter téchto
interakci a jejich vyznam pro fyziologické pochody v rostliné vSak nebyl dosud piesné

objasnén.

2.4  Vybrané proteomické metody

2.4.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografic je separa¢ni metoda slouzici k izolaci biomakromolekul, napf.
proteinli, enzymi nebo nukleovych kyselin z komplexni smési. Princip spocivd v
nekovalentni, ale specifické interakci analytu s imobilizovanym ligandem. Jako ligand
muze slouzit nizkomolekuldrni slou¢enina ptedstavujici substrat, kofaktor ¢i inhibitor
funkénich makromolekul pfitomnych ve vzorku. (Guiffant D et al., 2007).

Jako matrice slouzi vétSinou komercné vyrabéné preaktivované gely napt. kulicky
agarosy, sepharosy, a dalsi. Ligand je véazadn na kulicky gelu kovalentni vazbou
prostfednictvim spojovaciho raménka (tzv. spaceru nebo linkeru).

Vlastnosti spojovaciho raménka jsou dulezité pro funkénost celé procedury.
Predevs§im jde o délku a hydrofobni/filni povahu spaceru (Obr. 10). Pokud je raménko
prilis kratké, nemutze se ze sterickych divodu ligand navézat do specifického vazebného
mista separované makromolekuly (proteinu). Problémem miZze byt také hydrofobni
charakter spaceru. V takovém piipadé mize dojit k samovolnému shlukovani raménka,
¢imz je opct znemoZnéna vazba ligandu do specifického mista zkoumané latky. Idealni
spacer je tedy optimalné dlouhy a obsahuje hydrofilni skupinu (Guiffant D et al., 2007).

A) B) C)

Short spacer Hydrophobic spacer _ Appropriate spacer:
optimal length and hydrophobicity

- o =
Auto 9—/\/ NAN_ap

iaggregation Target
fixation

l Steric hindrance l

Obr. 10 Zakladni tskali spaceru. Ve varianté A je spacer piili§ kratky a vznika ptekazka, ktera brani
navazani analytu. B znazorfiuje samovolnému shlukovéani hydrofobniho spaceru. Cast C ukazuje idealni
spacer, kdy je jeho délka optimalni. Cervend barva indikuje hydrofobni a modra hydrofilni asek. (pfevzato z

Guiffant D et al., 2007).
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Dal8im kritickym krokem je derivatizace, pfi které je nutné zachovat biologickou aktivitu
ligandu. Spacer nesmi ovlivnit pfirozenou interakci mezi analytem a ligandem. Existuji
dva pfistupy jak tento problém vyfesit.

Prvnim je ko-krystalizace volného ligandu s cilovym analytem (proteinem).
Ze zjisténé 3D struktury biomakromolekuly jsme schopni ur€it orientaci ligandu ve
vazebném misté a predikovat tak vhodnou polohu navazani spaceru. Druhou moznosti je
vytvofit nékolik riznych derivati ligandu a nésledné zjistit, zda nebyla narusena jejich
aktivita, napf. receptorovym testem. (Guiffant D et al., 2007).

Receptorovy test spociva v pouziti bunécné kultury svnesenym genem pro
zkoumany receptor, kdy po vazbé derivatu ligandu na tento receptor dojde K iniciaci
syntézy reportérového genu.

Nejcastéjsi  pouzivané  spacery jsou  polyethylenglykol,  ethylenglykol
diglycidylether, aminocaproylaminopentyloxy (Daub H, 2005). V této praci byly pouZity
aminoalkyly konkrétné aminobutyl a aminohexyl.

S ptipravenym afinitnim gelem je pak inkubovana komplexni smés latek, v naSem
ptipadé proteini. Vzhledem k tomu, Ze dochazi k vazb¢ ligandu do aktivniho mista, musi
byt proteiny ziskany v nativni formé. Zbytek neinteragujicich balastnich latek je promyt
pufry s riznym obsahem soli. Nasleduje vymyti analytu elu¢nim ¢inidlem napt. kyselinou
mraven¢i (FA), kterd rozru$i nativni strukturu makromolekuly. Nasleduje rozdéleni
pomoci elektroforézy, $tépeni proteind na peptidy a analytickd koncovka, vétSinou
v podobé¢ LC-MS/MS. Diky této koncovce mizeme identifikovat analyt, ktery specificky
interagoval s definovanym ligandem.

Hlavni vyhodou této metody je moznost objeveni specifické interakce
biomakromolekul ptedevs§im proteini a enzymua s ligandem. Ze smési latek muzeme
izolovat proteiny a enzymy na zaklad€ cilenych reakci. Nevyhodou mize byt sniZeni
afinity ligandu po jeho imobilizaci.

Tato metoda je mimo jiné vyuzivana v hledani novych 1é¢iv. Ptikladem mize byt
imobilizace roskovitinu jako inhibitoru kinasy, enzymu katalyzujiciho fosforylaci proteind,
ktery hraje vyznamnou tulohu pii pfechodu mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu

(Daub H, 2005).
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2.4.2 Extrakéni postupy — proteiny
vysledkt (Wang W et al., 2006). Extrakce (z latiny ex — z, traho - tahnout) je sled tkond,
pii kterém dojde kizolaci zadanych latek z matrice v zavislosti na zvolené metodé a

pouzitych extrakénich ¢inidlech. Extrakci charakterizuje Ficktv difazni zakon:

de/dt = - (DA/R) - (co - €)

Kdy dc/dt je rychlost difiize, D je koeficient diftize zavisly na teploté a poloméru
difundujicich ¢astic, A zastupuje sty¢ny povrch, h piedstavuje diftzni vrstvu a (Co - C) je
koncentracni spad.

Z Fickova difuzniho zdkona je zifejmé, Ze extrakce zavisi na hmotnostnim poméru
materialu a extrakéniho Cinidla a velikosti ¢astic materialu. Pro homogenizaci lze vyuzit
vibra¢ni kulovy mlynek, nebo rotacni btitovy mlynek. S oblibou se pouziva i drceni
materialu zalitého tekutym dusikem ve tfeci misce. Tento zpisob homogenizace je
dostate¢n¢ efektivni a vyuzitelny pro vétsinu Gceld. VIivem nizké teploty dusiku (-196 °C)
praskaji bunétné stény a cytoplazmatické membrany. Zmrzly material lze jednoduse
rozdrtit tlouckem na jemny prach. Od tohoto kroku je dulezité udrzovat nizkou teplotu
vzorku, aby nedochazelo k degradaci analytu. V praxi se vyuziva ledova lazen.

Charakter extrak¢niho ¢inidla je volen podle toho, jaky analyt chceme
z biologického materialu ziskat. Lze zde vyuzit staré alchymické poucky: ,.similia
similibus solvuntur To znamenda, Ze nepolarni latky jako jsou karotenoidy, se budou
rozpoustét v nepolarnich rozpoustédlech, (napt. hexanu) a naopak polarni latky se budou
rozpoustét v polarnich cCinidlech. Pro extrakci lze zvolit riznd organicka cinidla napf.
metanol (MeOH), ethanol (EtOH), aceton anebo jejich smési, napt. Bieleského faze (60%
MeOH, 25% chloroform, 10% FA a 5% voda).

Déle se vyuzivaji extrakéni pufry o riizném slozeni. Jejich vyhodou je, Ze si
mizeme zvolit pufr, jehoz vlastnosti piesné¢ odpovidaji nasim ucelim, (napi. pH,

Ke zvySeni uc¢innosti extrakce proteini se do pufru pfidavaji latky, které je
pomahaji rozpustit. Patfi mezi né chaotropni latky (mocovina, thiomocovin) rusici
nekovalentni vazby v makromolekule. Detergenty, které se d€li na neionizujici (Triton X-
100, Triton X-114, atd.) a ionizujici (CHAPS, SDS, deoxycholat sodny a dalsi). Nékteré

tyto latky mohou mit na proteiny denaturac¢ni vliv, (napt. SDS). Dale to mohou byt
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redukéni Cinidla (DTT, TCEP, merkaptoethanol), ktera redukuji disulfidické mustky a tim
podporuji rozpad domén. Vyse zminéné latky se pouzivaji v riznych kombinacich, aby

bylo dosazeno co nejlepsiho ucinku extrakéniho pufru. (Méchin V et al., 2007)

2.4.2.1 Nativni extrakce

Nativni extrakce je metoda, pii které dochazi k izolaci analytu laicky fe¢eno v ptivodnim
stavu. U proteind by tedy m¢la zlstavat nezménéna jejich prostorova konformace. Aby
tato vlastnost proteini byla zachovana, nesmi extrakéni pufr obsahovat denaturujici
detergenty, chaotropni ¢inidla a jiné latky narusujici terciarni uskupeni bilkoviny. Jelikoz
se zachovanou strukturou se udrzuje i enzymova aktivita, je nutné po celou dobu extrakce
pracovat na ledu. Nizkd teplota potlacuje Cinnost proteas (enzymu Stépicich proteiny),
které¢ by zplsobovaly degradaci analytu v pribéhu zpracovani vzorku a pii jeho
uskladnéni. Do extrakéniho pufru se také pridavaji inhibitory téchto enzymi. Pfi tomto
postupu je zachovéna piirozena afinita proteint ke specifickym ligandiim, coz je nezbytné

pro jejich dalsi purifikaci pomoci afinitni chromatografie. (Rigaut et al., 1999)

2.4.2.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi — solid phase extraction (SPE) je metoda, ktera se pouziva pro
oddéleni latek rozpusténych v kapalin€ na zakladé chemickych a fyzikélnich vlastnosti.
Proces probiha v plastové kolon¢€ naplnéné pevnym sorbentem. Ten se muze skladat
z rozli¢nych materialti. Zakladem je pevna matrice (napi. silikagel), na které je navazana
latka, jeZ rozdéli komponenty vzorku. Jako naplit mohou slouZit nepolarni uhlovodikové
fetézce vétSinou o 8 nebo 18 uhlicich. Tato faze se nazyva reverzni a déli vzorek na
zakladé hydrofobicity. Jinym délicim kritériem muze byt rozdilny naboj molekuly analytu
a sorbentu. Stacionarni fazi se nazyva iontoméni¢ a tu délime na anexy nebo katexy podle
toho, jaké ionty zadrzuji (katexy zadrzuji kationty). SPE metoda ma ¢étyfi hlavni kroky:
Aktivace sorbentu, davkovani vzorku, promyvani a eluce analytu. Vyhodami tohoto
postupu jsou jednoduché provedeni, zakoncentrovani, snadné skladovani, prace s malymi
objemy, atd. Diky této metodeé, jde ze vzorku vymyt latky, které ovliviiuji stanoveni
analytu. Pfi extrakci proteini se piedevSsim jedna o nukleové kyseliny, lipidy,
polysacharidy a fenolické slouc¢eniny nebo soli z pouzitého pufru. Tyto latky interferuji pii
elektroforéze tim, ze rozmazavaji bandy nebo znemoziuji detekci instrumentalni metodou.

(Klouda, 2004)
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2.4.3 Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla prvné vyuzita Arnem Tiseliusem v roce 1937 k separaci proteind
krevniho séra na zéklad¢ jejich pohybu v elektrickém poli. Od té doby vzniklo mnoho
modifikaci této metody.

Jedna se tedy o elektromigracni separa¢ni metodu, pii které dochazi k rozdéleni
nabitych makromolekul konkrétné nukleovych kyselin a proteinii v disledku ptisobeni
elektrického pole. Makromolekuly se rozdéluji v nosici (gelu) na zaklad¢ velikosti naboje a
velikosti molekuly do tzv. bandu, coz je ostra oblast makromolekuly o stejné molekulové
hmotnosti a ndboji. Soucasné se vzorky se rozdéluje i marker, coz je smés proteind o
definované molekulové hmotnosti, které slouzi jako méftitko.

Dnes se vyuziva plosné uspotfadani gelové elektroforézy. Plosny nosi¢ je umistén
mezi dvé elektrody, mezi kterymi probihd stejnosmérny proud. Jako nosi¢ muizZe slouZit
polyakrylamidovy gel pro proteiny a agar6zovy gel pro nukleové kyseliny. Tyto nosice
musi byt stabilni a inertni. Hlavni charakteristikou gelu je velikost pérti. Tu mizeme
ovlivnit koncentraci polymerac¢ni latky a mirou jejiho zesitovani. (Pingoud A et al., 2002)

Dale se budu vénovat jen elektroforéze proteinti v polyakrylamidovém gelu
oznacované jako PAGE. Mezi nejznaméjsi varianty patii SDS-PAGE, nativni kapilarni
gelova a 2-D elektroforéza.

SDS-PAGE je metoda, kde se vyuziva vlastnosti dodecylsiranu sodného (SDS).
Tato latka proteiny denaturuje a soucasné na jejich povrchu vytvoii obal o jednotném
negativnim naboji. Tim padem se proteiny rozd€luji jen a pouze na zakladé molekulové
hmotnosti. Tato metoda se hojné pouziva jako ptedseparaéni metoda pro hmotnostni
analyzu. (Pingoud A et al., 2002)

Nativni elektroforéza probiha bez ptidavkl denaturacnich ¢inidel. Proteiny se tedy
rozdéluji na zékladé molekulové hmotnosti, naboje a schopnosti prostupovat gelem, ktera
je urcend tvarem makromolekul. Metoda se vyuziva k separaci proteint, u kterych
potiebujeme zachovat katalytickou aktivitu, nebo k separaci proteinovych komplexi.

Kapilarni gelova elektroforéza probiha v uzké kapilafe naplnéné gelem. Tato
procedura je citlivéjsi nez klasicka elektroforéza. VyuZziva se pro separaci malych proteinti
nebo jejich fragmentt vétsinou pied kapalinovou chromatografii (LC).

2-D elektroforéza se sklada z dvou zakladnich kroki. Nejprve se proteiny rozdéli
v pH gradientovém gelu podle jejich izoelektrickych bodl. Proteiny v gelu piejdou
do takové oblasti pH, kde jejich povrchovy naboj je nulovy. To je prvni rozmér

elektroforézy. Dalsi ,,dimenzi je samotna separace pomoci SDS-PAGE. Tento smér déleni
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je kolmy na smér predchazejici. U této metody se predpoklada, ze jedna skvrna predstavuje
jeden typ proteinu. Tento proces se vyuziva k maximalnimu rozdéleni smési i analyze
vzorku, kdy se porovnavaji jednotlivé gely mezi sebou. (Pingoud A et al., 2002; Weiss W,
Gorg A, 2007)

Po probéhnuti separace je nutné proteiny v gelu detekovat. V praxi se vyuzivaji dva
zpusoby barveni. Prvni je zobrazeni proteinii pomoci stiibra. Tento postup je velice citlivy,
ale bohuzel neni kompatibilni s instrumentalni hmotnostni analyzou. Pro tyto tcely se
vyuziva barveni pomoci Commassie brilliant blue (CBB). Metoda je mén¢ citliva, zato

umoziuje vySe zminénou instrumentalni analytickou koncovku. (Pingoud A et al., 2002)

2.4.4 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

LC a hmotnostni spektrometrie (MS) jsou sofistikované instrumentalni analytické metody
poskytujici mnozstvi ptesnych informaci 0 vzorku a jeho slozeni. LC ve spojeni s MS je
jednou z nejpouzivangjSich analytickych metod ve vétsin€ védeckych odvétvi a proteomika
neni vyjimkou. Stalo se tak diky vysoké citlivosti, pfesnosti a snadné interpretaci
ziskanych dat (Yates JR, IIL, 2011).

Princip LC spociva v rozdéleni vzorku na koloné naplnénou stacionarni fazi (napf.
C8, C18). Ta je promyvana mobilni fazi (slozené z polarnich organickych latek), ktera
unasi analyt. K frakcionaci dochéazi na zaklad€ vzajemného piisobeni stacionarni a mobilni
faze na analyt. Charakter interakce zavisi na vlastnostech pouzitych fazi, v zasadé
obdobnych jako u SPE. Na konci kolony vytékaji jednotlivé slozky vzorku oddélené a
vchazi do detektoru (napf. hmotnostniho spektrometru). Vystupem kapalinového
chromatografu je chromatogram, ve kterém je zaznamendna intenzita signalu analytu
v zavislosti na ¢asu eluce.

V hmotnostnim spektrometru dochazi k pievedeni analytu do plynné faze a jeho
ionizaci pomoci iontového zdroje. Ioniza¢ni techniky se dé€li na tvrdé (napt. EI), pfi nichz
dochazi k vyrazné fragmentaci stanovovanych latek, a mékké (napt. ESI), jez jsou Setrné.

lonty jsou déale vedeny do hmotnostniho analyzatoru. V této ¢asti plisobi na nabity
analyt elektromagnetické pole, jehoz piisobenim jsou ionty rozdéleny podle poméru m/z,
kdy m predstavuje molekulovou hmotnost a zpocet -elementarnich naboja.
Elektromagnetické pole ovliviiuje nejvice ¢astice s nejmensSim pomérem m/z. Cely proces
probiha ve vakuu, aby nedochazelo k nekontrolovanym fragmentacim analytu pfi srazkach

s molekulami plynu.
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V soucCasnosti se pouzivaji tyto analyzatory: kvadrupdl (Q), iontova past (IT),
priletovy analyzator (TOF), které mohou byt rizné kombinovany. Pfi zapojeni dvou
analyzatori hovofime o tzv. tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS). V nasem
piipadé bylo pouzito spojeni Q-TOF. Q je slozen ze Ctyt tyc¢i, na které je vlozeno stiidavé a
stejnosmérné napéti a mezi kterymi osciluji analyzované ionty. Rozdé¢leni dochazi na
zaklade¢ stability oscilace. Pti ur¢itém poméru U/V (U — napéti, V - amplituda) jsou oscilace
stabilni jen pro iont Surcitym podilem m/z, ostatni ionty jsou zachyceny na tycCich
kvadrupolu. Déale v TOF analyzatoru jsou ionty urychleny napétovym pulsem do letové
trubice. Zde dochazi k dalsimu rozdéleni dle rychlosti na zakladé poméru m/z, pti ¢emz
¢astice s malym pomérem se pohybuji rychleji.

lonty nasledné dopadaji na detektor, jehoz vystupem je spektrum ukazujici
zavislost intenzity signalu imérné mnozstvi dopadajicich ionti na poméru m/z. Kazdé
spektrum je pro danou latku specifické, coz napomaha k identifikaci latek.

Metodu Ize mimo jiné vyuzit ke kvantifikaci proteinti ve vzorku, at’ uz absolutni
nebo relativni. Pfi kvantitativnim stanoveni jsou vyuzity izotopicky znacené standardy
nebo homology analytu. Pro relativni kvantifikaci, ur¢eni poméru analytu ve dvou
vzorcich, se vyuzivaji rizné pristupy, napt. metabolické izotopové znaceni, enzymatické
znaceni, chemické znaceni nebo v naSem piipadé tzv. label-free kvantifikace.

Na principu in vivo metabolického izotopového znaceni (Obr. 11) je zaloZena napf.
metoda SILAC, ktera spociva v péstovani biologického materialu na dvou riznych
médiich. Jeden vzorek roste na standardnim médiu a druhy na médiu obsahujicim
izotopické ionty (napf. °N), které jsou inkorporovany do proteinil. Pied extrakci proteini
dochazi ke spojeni kultur a vzorky jsou analyzovany spolecné.

Enzymatické in vitro znaeni spo&iva inkorporaci izotopu *°0 b&hem §tpeni
proteasou. | zde se vzorky pied analyzou spojuji v jeden.

Chemické znaceni, (napt. ICAT, PhIAT, ICPL, ALICE), je také relativni in vitro
kvantifikace, pii kterém dochazi k navazani specialni reagencie obsahujici izotop/y prvki
na reaktivni skupiny aminokyselin (napt. -SH, -NH,, C nebo N konec). Smés znacenych
proteinli musi byt nasledné precisténa od proteinii neznacenych. Limitujicim faktorem této
metody je mimo jiné mnozstvi volnych skupin v proteinech. (Westermeier et al., 2008)

Ugelem label-free kvantifikace (Obr. 11) je stanoveni mnozstvi proteinii bez pouziti
znaceni. Z toho vyplyva, Ze se vzorky analyzuji oddélené. Kvantifikace proteint touto
metodou je zalozena na dvou pfistupech méfeni. Pfi prvnim se rozdily v koncentraci

analytu stanovuji na zakladé zmény iontové intenzity, tedy vysky nebo plochy piku peptidu
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ve srovnavanych vzorcich (Zhu W et al., 2010). Druhy pfistup je zalozen na porovnani

souctl identifikovanych MS/MS spekter pro dany protein v kazdém ze vzorkd (Zhu W et

al., 2010). Jelikoz mezi poftem spekter a koncentraci proteinu existuje silna linearni

zavislost, lze hodnoty ,spectral count“ jednotlivych proteinit v raznych vzorcich

porovnavat (Liu et al., 2004).
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Obr. 11 Schéma dvou pfistupt relativni kvantifikace. A) Zpusob kvantifikace pomoci znaéeni stabilnich

izotopt. B) Label-free postup pii némz lze kvantifikovat metodou ,,Peak intensity* nebo ,,Spectral count*.

(Ptekresleno podle Zhu W et al., 2010)

-27-



3  Experimentalni ¢ast
3.1 Material a chemikalie

Pro experiment byla pouzita suspenzni kultura protoplasti Arabidopsis thaliana ekotyp
Landsberg erecta, (L.) Heynh, kterd byla poskytnuta oddélenim molekularni biologie
Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum. Kultura byla
kultivovana na Murashige-Skoog médiu pii laboratorni teploté a ve tmé za neustalého
michéni.

Pro extrakci byly pouzity tyto chemikalie: deionizovana voda, Tris (Serva,
Némecko), KCI (Fluka, Némecko), MgCl, (Fluka, Némecko), CaCl, (Sigma-Aldrich,
Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal NP-40 (Sigma-Aldrich, Némecko),
Roche inhibitor cocktail cOmplete, EDTA free (Roche, Svycarsko), fenylmethylsulfonyl
fluorid (Sigma-Aldrich, Némecko) a tekuty dusik.

Pro ptipravu afinitnich gelti byly uplatnény tyto chemikalie: deionizovana voda,
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko), EtOH (Merck millipore, Némecko), glycerol
(Sigma-Aldrich, Némecko), ethanolamin (Sigma-Aldrich, Némecko), NHS-Activated
Sepharose-4 FF NHS (GE Healthcare, Svédsko), hydrogenuhli¢itan triethylamonny
(Sigma-Aldrich, Némecko), ligandyC2-(6°-aminohexylamino)isopentenyladenin  a
N9-[1°-(2°-aminoethylamino)-1°-butanon]isopentenyladenin. Tyto ligandy byly pfipraveny
Vv laboratofi ristovych regulatord (LRR) Mgr. Vaclavem Mikem, Ph.D.

Pro afinitni chromatografii byly uzity tyto chemikalie: deionizovana voda, Tris
(Serva, Némecko), kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), (Sigma-Aldrich,
Némecko), Igepal NP-40 (Sigma-Aldrich, Némecko), HCI, (Lach-ner, CR),
merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko), KCI (Fluka, Némecko), MgCl, (Fluka,
Némecko), CaCl; (Sigma-Aldrich, Némecko), FA (Riedel-de Haén, Némecko).

K provedeni SDS-PAGE byly nutné tyto chemikalie: Tris-HCI pH 6,8, SDS (Serva,
Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), merkaptoethanol (Sigma-Aldrich,
Némecko), EDTA (Sigma-Aldrich, Némecko) a bromfenolova modi (Sigma-Aldrich,
Némecko), gradientovy gel 4-15% (Bio-Rad, USA), Marker Precision Plus Proteins (Bio-
Rad, USA), glycin (Sigma-Aldrich, Némecko), Tris (Serva, Némecko).

Vizualizace byla provedena pomoci téchto chemikalii: kyselina octova (Lach-ner,
CR), CBB G 250 (Fluka, Némecko), AgNO; (Lachema, CR), MeOH (Lach-ner, CR),
EtOH (Merck millipore, Némecko), formaldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko), K;CO3
(Sigma-Aldrich, Némecko), Na,S,03 (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Ke Stépeni vzorkti bylo potieba téchto chemikalii: acetonitril (ACN), (Sigma-
Aldrich, Némecko), (NHzHCO;3; (Fluka, Némecko), Dithiotreitol (Sigma-Aldrich,
Némecko), jodacetamid (Sigma-Aldrich, Némecko), CaCl, (Sigma-Aldrich, Némecko),
trypsin (MP Biomedical, Francie), FA (Riedel-de Haén, Némecko).

Pro odsoleni vzorkli pfed hmotnostni analyzou byly pouzity tyto chemikalie:
extrakéni disk C18 Empore (3M Center, USA), isopropanol (iPrOH), (Fluka, Némecko),
FA (Riedel-de Haén, Némecko), MeOH (Merck millipore, Némecko), trifluoroctova
kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko).

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko),

michacka Vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie),

rota¢ni michacka multi-rotator PRS-22 (Biosan, USA),

centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko),

pH metr MultiCal pH 526 (WTW, Némecko),

pipety (Eppendorf, Némecko),

ultrazvukova lazen Elmasonic S10 (Elma, Némecko),

mikro ultracentrifuga CS 150N X (Hitachi, Japonsko),

spektrofotometr UV-1601 (Schimadzu, Japonsko)

spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek, USA),

titepacka KS 130 control (IKA, Némecko),

skener Image Scanner PoverLook 1120 USG (AP Czech, CR),

lyofilizator Alpha 1-2(Christ, Némecko),

elektroforeticky set Mini-PROTEAN Tetra cell, PowerPac Basic Power (Bio-Rad, USA),
laminarni flowbox biohazard (Ferrara, Italie),

termomixer comfort (Eppendorf, Némecko),

centrifuga CL 31R Multispeed (Thermo elektron corporation, USA),

rota¢ni vakuova odparka Concentrato plus (Eppendorf, Némecko),

Systém nLC nanoEASY (Proxeon ,Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko) s tandemovou
hmotnosti detekci Q-TOF vybavenou elektrospray ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker

Daltonics, Némecko).
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3.3 Metody
3.3.1 Priprava afinitni matrice s ligandy iP (C%) a iP (N°)
Maximalni vazebnd kapacita 1 ml preaktivovaného Sepharose-4FF gelu je 20 umol
ligandu. Nejprve byly tedy pfipraveny 24 pumol roztoky liganda (Obr. 12) v 800 ul DMSO
a jejich pH bylo upraveno na pH 7 pomoci hydrogenuhli¢itanu triethylamonného.

Do 2 ml mikrozkumavek byl napipetovan 1 ml gelu Sepharose — 4FF. Po odstranéni

ptrebyte¢ného iPrOH byl gel postupné promyt dvakrat 900 ul 50% DMSO a dvakrat 900 pl

100% DMSO.
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Obr. 12 Struktury ligandi A) C2-(6‘-aminohexylamino)isopentenyladenin,

A)

2

B) N9-[1°-(2°-aminoethylamino)-1‘-butanon]isopentenyladenin

K promytym gelim byly pfidany roztoky jednotlivych ligandu (Obr. 13). Reakéni
smés byla inkubovéana 4 h a néasledné ptenesena na 3 ml kolonu s fritou. Afinitni matrice
byla poté promyta vzdy tiikrat 2,7 ml téchto roztok: 100% DMSO, 50% DMSO, H-O.
Aby doslo k zablokovani nezreagovanych vazebnych mist, byl gel inkubovan pies noc za
stalého michani s 900 pul 1 mol/l ethanolaminu.

Druhy den byla pfipravena afinitni matrice opét promyta, vzdy tfikrat 2,7 ml: H,0,
50% DMSO, 100% DMSO, 50% DMSO, H;0, 50% EtOH a 20% EtOH. Ve 20% EtOH
byly gely v poméru 1:1 skladovany do dal$iho pouziti pti 4°C.
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Obr. 13 Schéma reakcee, pii které dochézi k imobilizaci ligandu iP(C?)

3.3.2 Charakterizace afinitnich geli
Efektivita vazebné reakce byla stanovena pomoci métfeni absorbance standardnich roztok
volnych ligandu a pfipravenych afinitnich gel.

Jako standard slouzil roztok 6 umol ligandu rozpusténé¢ho v 50 ul DMSO a 930 pl
50% glycerolu. Pti samotném meéteni bylo do kiemenné kyvety napipetovano 980 pul 50%
glycerolu, pfiddno 20 pl standardu, roztok byl peclivé promichdn a byla zméfena
absorbance v rozsahu vinovych délek 200 — 300 nm. Z naméfenych hodnot byla stanovena
vlnova délka absorpcniho maxima pro dany ligand. Pfi této vlnové délce pak probihalo
dalsi méfeni. Pro iP (N%) byla Amax = 272,4 nm, iP (C% absorboval maximalnd
pii 270,5 nm. Absorbance kazdého z ligandl byla pti dané koncentraci zmétena desetkrat.
Stejné pak prob&hlo méteni standardl ligandG o koncentraci 3 a 1,5 pmol pfipravenych

fedénim puvodniho standardniho roztoku.
Z Lambert-Beerova zakona o tvaru:
A=¢€¢-c-d

kde A znaci absorbanci, ¢ molarni koncentraci a d tloustku vrstvy, ve které dochazi

k absorpci (v nasem ptfipadé = 1 cm), byl vypocitan extinkéni koeficient € pro kazdou
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Z koncentraci. Primérnd hodnota € byla nasledné pouzita pro vypocet mnozstvi ligandu
navazaného na afinitni nosic.

Absorbance afinitniho gelu byla méfena podobnym zplsobem, jako absorbance
standardi s tim rozdilem, ze blank v referencni kyveté obsahoval kromé¢ 980 ul 50%
glycerolu také 20 pl ¢istého gelu bez navazaného ligandu. Dosazenim ziskanych hodnot do

rovnice byla vypocitana efektivita vazebné reakce pfi ptipravé afinitni matrice.

3.3.3 Nativni extrakce proteini z protoplasta A. thaliana.

Po tfidenni inkubaci byla buné¢na kultura protoplasta A. thaliana piefiltrovana pomoci
vakuové filtracni aparatury. Nasledné byly bunky pfeneseny do predem zvazené 50 ml
falkony. Material vazil 9,04 g.

Homogenizace vzorku probéhla ve vychlazené tfeci misce pod tekutym dusikem.
Homogenat byl pfesunut do 50 ml plastové falkony a pielit 13.5 ml (= 1,5 nasobek
navazky) vychlazeného extrak¢éniho/inkubacniho pufru (Tab. 1). Smés byla inkubovana 1
hodinu na led¢ za ob¢asného michani.

Déle byla smés pfenesena rovnomérné do Ctyf tlustosténnych centrifugacnich
kyvet. Vzorek byl centrifugovan 20 minut, pfi 4 °C a 37000 rcf. Po stoceni byl odebran
supernatant do novych centrifuga¢nich kyvet. Supernatant byl znova stden 45 minut,
pii 4 °C a 178000 rcf. Supernatant byl opatrné odlit do 15 ml falkony.

Posléze byla provedena kvantifikace proteini pomoci metody Bradfordové

Vv mikrotitra¢ni destic¢ce.

Tab.1 Slozeni extrakéniho pufru pro nativni extrakci. pH bylo upraveno na pH 8,0 pomoci koncentrované

HCI. Chemikalie v $edém poli byly pfidany bezprostiedné pted pouZzitim pufru.

Tris 50 mM
KCI 100 mM
MgCI2 2.5 mM
CaCl2 2mM
Glycerol 5%
Igepal NP-40 0.20%
PMSF 1 mM

Rosche inhibitor Supp
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3.3.4 Purifikace proteini pomoci afinitni chromatografie
Do mikrozkumavky bylo ke 100 pl afinitniho gelu ptidano 300 pg proteint, tedy 75 ul
extraktu. Objem byl do 300 ul doplnén 225 ul inkuba¢niho pufru. Inkubace probihala pies
noc pii 4 °C za stalého michani.

Afinitni purifikace proteinového extraktu byla provedena celkem v péti variantach
(tzv. pulldownech). Ty se lisily typem pouzitého ligandu a obsahem kompetitord. Jednou z
variant byla také chromatografie na nosi¢i kompletné¢ blokovanym ethanolaminem, ktery

slouzil jako blank.
Ptehled provedenych pulldownti:

A) inkubace s ligandem iP (N°) bez kompetitoru
B) inkubace s ligandem iP (N°) s 10 umol volného iP
C) inkubace s ligandem iP (C?) bez kompetitoru
D) inkubace s ligandem iP (C?) s 10 pmol volného iP

E) inkubace s gelem blokovanym ethanolaminem

Druhy den byly gely pfeneseny pipetou na 3 ml kolony s fritou navlhéenou 1,5 ml
inkubaéniho pufru. Gely byly promyty ¢étyfikrat 1,5 ml kazdého pufru: inkubacnim pufrem,
highsalt pufrem a nakonec lowsalt pufrem (Tab. 2). Poté byly proteiny eluovany 500 ul
100 mmol/ FA do sklenénych vialek s pfedlozenym hydrogenuhli¢itanovym
tetraethylamonnym pufrem o objemu 125 pl. Eluované vzorky byly rozdéleny na dvé ¢asti

obsahujici 80 % a 20 % objemu. Nasledovala lyofilizace vzorkd, ktera probihala ptes noc.

Tab. 2 Slozeni pouzitych pufra o pH 8,0, upraveno konc. HCI.

Pufr: Inkubaéni High salt Low salt
- Komponenta  Koncentrace Koncentrace Koncentrace

Tris 50 mM 50 mM 50 mM

KCI 100 mM 500 mM 100 mM
MgCI2 2.5mM 2,5 mM -
CaCl2 2 mM 2 mM -
Glycerol 5% 0,2% -
Igepal NP-40 0,2% - -
PMSF 1 mM - -

Rosche inhibitor Supp - -
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3.3.5 SDS-PAGE

Vzorky s izolovanymi proteiny byly rozpustény ve 25 ul vzorkovaciho pufru (Tab. 3) a
nasledné separovany pomoci SDS-PAGE pii napéti 90 V. Pro zvySeni efektivity déleni
byly pouzity piedptipravené 4 — 15% gradientové gely firmy Bio-Rad. Frakce 20% eluatu
byla barvena stiibrem a nasledné pouzita k podrobnému vizualnimu vyhodnoceni. Pro dalsi

hmotnostni analyzu byla pouzita 80% frakce eluatu obarvend pomoci CBB G 250.

Tab. 3 SloZeni 1x koncentrovaného vzorkovaciho pufru. Ke vzorku se pfidava 2x koncentrovany v poméru

1:1.

Tris-HCI pH 6,8 50 mmol/l

EDTA 12,5 mmol/I
Glycerol 10%
SDS 2%
Bromfenolova modf 0,02%
Merkaptoethanol 1%

3.3.6 Stépeniv gelu

Cely proces Stépeni probihal ve flowboxu, aby bylo zabranéno kontaminaci vzorku
proteiny z okolniho prosttedi. Ve snaze zvysit citlivost hmotnostni detekce byla linie
kazdého vzorku pted Stépenim rozdélena na deset mensich kouskd (cca 7 x 10 mm) dle
schématu zobrazeného na obr. 14. Kazdy z nich byl nakrajen na kosticky o velikosti 1 X 1

mm a pienesen do zvlastni 1,5 ml mikrozkumavky.

Obr. 14 Schéma fezani polyakrylamidového gelu se vzorky iP(C?), M — marker, K — kompetitor — 10 pmol

volného iP
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Metodicky postup Stépeni vychazel z metody publikované skupinou A. Shevchenko
(Shevchenko A et al., 1996). Kostky gelu byly odbarveny 600 ul roztoku 30% ACN a 70%
100 mmol/l roztoku NH4HCO;3. Vzorky byly umistény do thermomixéru a tiepany 30
minut pfi laboratorni teploté. Po odpipetovani odbarvovaciho roztoku bylo ke kostkam
pfidano 600 pl 100% ACN. Poté, co doslo ke scvrknuti kostek gelu, byl ACN
odpipetovana a vzorky byly zhruba 15 minut ponechany ve flowboxu k vyschnuti.

Ke vzorkim bylo napipetovano 50 pl redukéniho ¢inidla slozeného z 10 mmol/I
DTT v 100 mmol/l roztoku NH4HCO;3. Vzorky byly inkubovéany pii 56 °C 30 minut.
Nasledné byl redukéni roztok odpipetovan.

Mikrozkumavky byly ochlazeny na laboratorni teplotu a ke vzorkiim bylo
napipetovano 50 pl Cerstvé ptipraveného alkylacniho Cinidla, které¢ obsahuje jodacetamid 0
koncentraci 55 mmol/l v 100 mmol/l roztoku NHsHCO3. Vzorky byly kratce promichany a
inkubovany 30 minut pfi laboratorni teploté a ve tmé. Nasledné byl roztok odpipetovan.
Vzorky byly promyty 600 pl 20 mmol/l roztoku NHsHCO3 15 minut pfi laboratorni teploté
a 1000 rpm. Kousky gelu byly srazeny 600 pl 100% ACN. Po srazeni byl ACN
odpipetovan a kostky gelu byly vysuseny ve flowboxu.

Ke kostkdam gelu bylo napipetovano 50 pl trypsinu (15 ng/ul) v 20 mmol/I
NH4HCO3; a 1 mmol/l CaCl,. Kousky byly rehydratovany v lednici 20 minut. Po té bylo do
zkumavek piiddno potfebné mnoZstvi roztoku trypsinu tak, aby byly kousky zcela
ponofeny. Stépeni probihalo pfes noc pii 37 °C.

Nasledujici den byly z kouskd gelu eluovany peptidy 100 ul 5% FA a 30% ACN.
Smés byla za stalého michani inkubovana 15 minut pii 37 °C. Gel byl reextrahovan
pfi stejnych podminkéach. Nasledné byly vzorky odpateny ve vakuové odparce a

rozpustény v 50 pl 5% FA.

3.3.7 Odsoleni vzorki pi‘ed hmotnostni analyzou

Odsoleni vzorki bylo provedeno podle protokolu publikovaného J. Rappsilberem
(Rappsilber J et al., 2007). SPE mikrokolonky (tzv. StageTips) byly zhotoveny
z pipetovacich $pic¢ek 20-200 pl. Kovovou hamiltonkou o vnitinim priméru 1 mm byly
vyseknuty dva disky sorbentu C18 a zatlaceny do $picky. Takto pifipravené kolonky byly
zasunuty do otvoru ve vicku 1,5 ml mikrozkumavky a umistény do centrifugy. Sorbent byl

nejdiive aktivovan 2x50 ul iPrOH, poté byly kolonky ekvilibrovany 2x50 ul 5% FA.
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Aktivované kolonky byly pfemistény do pfedem oznacenych mikrozkumavek
(pratok). Na kolonky byl nanesen cely vzorek o objemu 50 pl nésledovalo promyti 2x50 pl
5% FA. Mikrozkumavky s prutokem byly zakryty parafilmem a zmrazeny v -80 °C.

Vzorky byly eluovany do ¢istych mikrozkumavek 2x50 ul roztoku 50% MeOH
s 2,5% FA. Piesny postup extrakce je uveden v tabulce ¢. 4. Eluaty byly pfepipetovany do
Cistych total recovery vialek a odpafeny ve vakuové odparce pti 30 °C. Vzorky byly

zamrazeny v -80 °C.

Tab. 4 Postup odsoleni vzorkd peptida

Aktivace a ekvilibrace C18 kolony

1 iPrOH 50 4000 2,5
2 iPrOH 50 4000 2,5
3 5% FA 50 2000 2,5
4 5% FA 50 2000 2,5
Naneseni a promyti vzorku
1 Vzorek 50 1200 7.5
2 5% FA 50 2000 2,5
3 5% FA 50 2000 2,5

Eluce vzorku

1 50% MeOH; 2,5% FA 50 1500 5
2 50% MeOH; 2,5% FA 50 1500 5

3.3.8 Nanokapilarni chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
Precisténé a odpafené vzorky byly rozpustény v 21 pl 0,1% kyselin€ trifluoroctové,
zvortexovany a sonifikovany po dobu 5 min.

K analyze vzorkll peptidi bylo pouzito systému nanokapilarni chromatografie
(nLC; nanoEASY, Proxeon, Nizozemi, BrukerDaltonics, Némecko) s tandemovou
hmotnostni detekci Q-TOF vybavenou elektrospray ionizaci (UHR-Q-TOF maXis,
BrukerDaltonics, Némecko).

Vzorky byly umistény do autosampleru LC. Objem 7 ul vzorku byl nastfiknut do
nLC systému a peptidy byly zachyceny na nanokapildrni pfedkoloné (75 pm x 3 cm,
IntegraFrit, New Objective, CA, USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 5 um,
Dr. MaischGmbH, Némecko). Po izokratickém promyti zachycenych peptida 10 ul 2% FA
byly tyto peptidy postupné eluovany pomoci 125 minutového gradientu eluce (Tab. 5) na
analytickou nanokapilarni kolonu (75 um x 15 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA)
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s reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 3 um, Dr. MaischGmbH, Némecko) pii priitoku 200
nl/min. Slozeni mobilnich fazi bylo nasledujici: pufr A — 0,4% FA v H,0, pufr B — 0,4 %
FA v 70% MeOH +20% iPrOH.

Tab.5 Nastaveni nLC 125 minutového gradientu pro eluci peptidii z reverzni nanokapilarni kolony.

0 98 2
3 92 8
50 82 18
79 72 28
85 68 32
93 55 45
99 35 65
100 5 95
105 5 95
108 98 2
124 98 2

Eluované peptidy byly ionizovany elektrospray ionizaci a analyzovany pomoci
tandemového hmotnostniho spektrometru metodou ,,data-dependentanalysis (DDA)
S kolizi indukovanou fragmentaci peptidi v kolizni cele. Nastaveni hmotnostniho
analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary voltage 1900 V; Dry gas: 2.5 L/min;
Dry temperature: 160 °C); Tune Page nastaveni (Ion funnel RF 400 Vpp; Multipole RF
400 Vpp; Quadrupole ion energy 5 eV; collision energy 8 eV; Collision RF 1200 Vpp; lon
cooler RF 350 Vpp; transfer time 85 us; pre-puls storage 7 ps); MS/MS nastaveni (Auto
MSMS on; 4 precursor ions; threshold pro ptepinani z MS na MSMS maéd 5000 cts; active
exclusion po 5 spektrech po dobu nasledujicich 18 s; excluded mass rozsah prekurzort 50-
350 Da a 1500-2200 Da). MS data byla sbirana v hmotnostnim rozsahu 50-2200 m/z s
dobou sbéru (acquisition time) 500 ms pro MS a 250-750 ms pro MS/MS v zavislosti na

intenzité prekurzoru.

3.3.9 Zpracovani dat

Ulozena surova data byla zpracovana pomoci programu DataAnalysis v4.2
(BrukerDaltonics, Némecko) a byly ziskany soubory mgf (Mascotgenericfile; Matrix
Science, England, UK) obsahujici seznamy mérnych hmotnosti prekurzori a jejich
fragmentacni spektra. Aby mohly byt srovnany koncentrace proteinti v celém vzorku, byly
mgf soubory odpovidajici jednotlivym frakcim stejného vzorku nésledné spojeny

do jednoho kompletniho mgf souboru. Do programu ProteinScapev.2.2 (BrukerDaltonics,

-37 -



Némecko) byly vlozeny kompletni mgf soubory odpovidajici jednotlivym vzorkiim a
pouzity k databazovému prohledavani pomoci Mascot algoritmu (in-house mascot server,
Matrix Science, England, UK) proti databazi UnitProtArabidopsisThaliana ver. 201207
(33551 sekvenci, UniProtKB; www.UniProt.org). Prohleddvani bylo nastaveno
nasledujicim zptsobem: pouzitd proteasa ke Sté€peni: trypsin; maximdlni povoleny pocet
vynechanych Stépnych mist (miss cleavage) 1; povolené modifikace peptidi:
karbamidomethylace cysteini jako pevna (fixed), acetylace N-koncii proteind, oxidace
methioninu, deamidace asparaginu a glutaminu byly nastaveny jako variabilni; povolené
odchylky pro MS prekurzori: 10 ppm a pro MS/MS fragmentace peptidd 0,1 Da;
minimalni skore pro identifikaci peptidi 15, minimalni délka peptidu 7 aminokyselin;
significance threshold p<0,05. Seznamy identifikovanych proteint v jednotlivych vzorcich
byly nasledné vlozeny do programu MS Excel a dale editovany.

Nejprve byly vymazany identifikované proteiny, jejichz pfitomnost byla zptisobena
kontaminaci (keratiny, trypsin). Nov¢ vzniklé seznamy byly mezi sebou porovnany.

Pro porovnani efektivity kompetice byly pouzity hodnoty spectral count.
Za signifikantni zménu byl povaZovan 50% rozdil mezi poc¢tem identifikovanych spekter.
Soucasn¢ byly ze seznamu vybrany pouze ty proteiny, jejichz hodnota spectral count byla
vyssi nez 3. Ziskali jsme soupis proteintl, jejichz koncentrace se vyrazné lisily vV porovnani
mezi variantami s volnym kompetitorem nebo bez n¢j. Tyto proteiny byly nasledné
roztiidény do kategorii podle biologickych procest, ve kterych jsou zapojeny.

Seznam vsech identifikovanych proteint, které¢ byly purifikovany pomoci ligandu

iP(C?), byl vlozen do databaze Gene Ontology enrichment analysis and visualization tool

(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/). Vystupem tohoto kroku bylo schéma rozdéleni
proteind podle jejich vyskytu v rdmci buiiky a biologického procesu, kterého se tcastni.
Stejny seznam proteinll byl vlozen i do databaze DAVID Bioinformatics Resources

6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp), pomoci které byly proteiny rozdéleny

do klastrti podle funkce. Jednotlivé klastry byly sefazeny podle tzv. ,,enrichment score*,
které udava miru spolehlivosti zafazeni identifikovanych proteini do dané kategorie.

V potaz byly brany pouze klastry s enrichment score vys$sim nez 1,3.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Priprava afinitniho nosice
Prvnim ukolem byla syntéza afinitnich nosict s ligandy cytokininu imobilizovaného pies
C? uhlik a dusik N°. Pro ur&eni efektivity reakce byla vyuzita spektrofotometrie.

Byla zméfena absorpéni maxima danych liganda (Tab. 6) a pfi zjisténych vinovych
délkach byly odeéteny absorbance afinitnich ligandi ve tfech rtiznych koncentracich.
Z naméfenych hodnot absorbance a zndmé koncentrace standardu byl vypocitan dle

Lambert-Beerova zakona extink¢ni koeficient pro dany ligand.

Lambert-Beertuv zakon:
A=¢€-c-d

(A — absorbance, € — extink¢ni koeficient, d — tloustka vrstvy, ve které dochazi k absorpci)

Nasledné byla z absorbance gelti a ziskaného extinkéniho koeficientu vypocéitana
koncentrace ligandu navéazané¢ho na matrici. Ta byla pfepocitana na procentualni pokryti

gelu z celkové kapacity gelu (Tab. 6).

Tab. 6 Naméfend absorpéni maxima a vypocitané procentualni pokryti gelu Sepharose — 4ff
danym ligandem. Kapacita gelu je 20 umol/ml.
iP(C 2905 3,157 15,78
iP(N%) 2724 3,023 15,12

U obou ligandl bylo dosaZzeno pfiblizn€ 15 % pokryti vazebnych mist gelu. Tato
hodnota odpovida zhruba 3 pmol/ml z celkové kapacity 20 pmol/ml gelu. 3pmol/ml jsou
vSeobecné doporuceny jako optimélni, protoze pti vysSich koncentracich imobilizovaného
ligandu mtZze dochézet k zabranéni vazbé analytu ze sterickych diivodt (Guiffant D et al.,

2007).

4.2  Extrakce proteini z protoplasta A. thaliana

Druhym cilem mé prace byla nativni extrakce proteinti z kultury suspenznich protoplastti
A. thaliana ekotypu Landsberg erecta. Vyhodou protoplastové kultury ve srovnani s praci s
celymi rostlinkami je snadnd manipulace s materidlem a jeho dobrd mnoZivost, coZ
usnadiiuje reprodukovatelnost experimentl zejména v Uvodni fazi studie. Hlavnim

divodem ale byla minimalni aktivita CKX v kultufe. Substratem tohoto enzymu jsou
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izoprenoidni cytokininy. Pokud by tedy extrakt obsahoval aktivni CKX, doSlo by
k nevratné degradaci imobilizovanych ligandu.

Zakladem extrakéniho roztoku byl pufr obsahujici tris, jenz udrzuje pozadované
pH. Dale soli MgCl; a CaCl,, jejichz kationty slouzi jako kofaktory stabilizujici proteiny a
proteinové komplexy. Pufr také obsahoval Igepal NP-40, Setrny neionogenni detergent
zvysujici rozpustnost proteinl. Aby nedoslo k enzymatickému Sté€peni proteint v extraktu,
byl soucésti roztoku i soubor inhibitort proteas.

Nemohli jsme pouzit jinak Casto vyuzivana ¢inidla, mezi néz patii chaotropni
slouceniny, napt. mocovina, SDS se silné¢ denaturujicimi u¢inky nebo DTT jako redukéni
¢inidlo zptsobujici rozpad disulfidickych mistkd. Vyse zminéné latky napomaéhaji vétsi
rozpustnosti proteint, a tak dosazeni vyssiho vytézku, bohuzel soucasné narusuji tercialni
strukturu proteind.

Z materialu o hmotnosti 9,04 g jsme ziskali proteinovy extrakt 0 koncentraci
4000 pg/ml, coz odpovida 5,7 mg/g Cerstvé hmoty materialu. Hladina proteint ve vzorku
byla zmétena pomoci metody Bradfordové.

Dosahli jsme vynosu proteinl srovnatelného s extrakénimi postupy provadénymi
za denaturujicich podminek. Ve studii publikované T. Isascson bylo pfi extrakci z listl
rajcat dosazeno vytézku 6 mg/g Cerstvé hmoty. Skupina W. Wanga ziskala z listd

citroniku7,8 mg/g (Wang W et al., 2006).

4.3 Purifikace proteinii na afinitnim nosici

Ziskany proteinovy extrakt byl nanesen na jednotlivé afinitni gely s ligandy iP(C?), iP(N?).
S kazdym z ligandt byly provedeny dvé€ varianty inkubace - S volnym iP coby specifickym
kompetitorem a bez kompetitoru. Jako blank byla pouzita matrice blokovana

ethanolaminem.

4.3.1 Vizualni zhodnoceni SDS-PAGE
Pro vizualni zhodnoceni interakce extrahovanych proteint s jednotlivymi ligandy byla na
gradientovém gelu provedena 1-D SDS-PAGE s 20% frakci eluatu z kazdého pulldownu.
Rozd€lené proteiny byly nasledné nabarveny stiibrem.

Z ilustrativniho gelu jsou zietelné rozdily v interakci proteinii s ligandy iP(C?),
iP(N®) a blankem (Obr. 15). Podle piedpokladi byla interakce s gelem blokovanym

ethanolaminem pod hranici detekovatelnosti. Tuto skutecnost potvrdila 1 nasledna
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hmotnostni analyza. Velmi bohat4 skupina proteintl interagovala s ligandem iP vazanym na

nosi¢ v poloze C? nizké mnozstvi proteini se naopak zachytilo na ligand iP(N®). Rozdily

mezi variantami s volnym kompetujicim iP a bez kompetitoru Ize pouze vizualné obtizné

porovnat. Podrobné srovnani poskytla detekce zachycenych proteinti pomoci MS.

Latky s podobnou chemickou strukturou se do specifického mista vazi se stejnou

orientaci (Daub H, 2005). Z toho vyplyva, Ze vazba ligandu iP(C?) do specifického mista je

snadn&jsi neZ u ligandu iP(N®). Divodem mtize byt lepsi dostupnost vazebnych mist pro

ligand iP(C?) vzhledem k jeho vhodngjsi orientaci na linkeru. Je pravdépodobné, Ze

raménko ligandu iP(N°%) &aste¢né brani k idedlnimu navézani proteintl ze sterickych

davodu, ¢imz snizuje jejich afinitu k ligandu.

Ethamin
iP(C2)

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

37 kDa

iP(C2) +K

EFE-

25 kDa

M
'\
—
S—
~—
—
50 kDa —
| —
—
20 kDa

15 kDa

iP(N9)

iP(N9) + K

L B R

a

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

Obr. 15 SDS-PAGE proteinu izolovanych pomoci afinitni chromatografie. Na gel byly naneseny 20% frakce

eluatu. Proteiny byly detekovany stiibrem.
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4.3.2 Hmotnostni analyza a vyhodnoceni izolovanych proteinti
Pro hmotnostni analyzu byla pouzita 80% frakce eluatu rozdélena na gradientovém gelu
pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly obarveny barvivem CBB, které je kompatibilni
s pouzitou analytickou koncovkou. Pro vyssi citlivost méfeni byla kazda linie pulldownu
roziezana na deset kousku (Obr. 14). Proteiny v jednotlivych dilcich gelu byly samostatné
nastépeny a pied analyzou odsoleny.

K identifikaci a label-free kvantifikaci izolovanych proteinti byl vyuzit systém nLC
s tandemovou hmotnostni detekci. Na chromatografické koloné sreverzni fazi doslo
k separaci peptidd, které byly po eluci nasledné ionizovany pomoci elektrospray iontového
zdroje. Zaznam eluce je vyobrazen na chromatogramu na Obr. 16. Peptidy byly

analyzovany na tandemovém hmotnostnim spektrometru Q-TOF.
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00

Obr. 16 Chromatograficky zaznam separace peptidii extrahovanych z 6. dilku linie iP(C?) na gradientovém

gelu (fialova ¢ara). Modra cara udava slozeni mobilni faze a ukazuje vzristajici gradient podilu pufru B.
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Naméfena data potvrdila, e na ligand iP(C?) se navéazalo podstatné vice proteini
nez na iP(N®). Z po¢tu detekovanych spekter je taky patrny pokles mnoZstvi zachycenych

proteinti ve variantach s piidavkem volného iP coby kompetitoru (Obr. 17).

Porovnani hodnot spectral count jednotlivych

variant
4000 - 3678

3388

3500 -
3000 -
2500 -
2000 -

M Var. bez kompetitoru

1500 + B Var. s kompetitorem

Spectral count

1000 -

474
500 -

0 A

Ligandy

Obr. 17 Z grafu lze vy¢ist hodnoty spectral count vSech peptidi izolovanych pfi jednotlivych variantach
afinitni purifikace. Sloupec 1 pfedstavuje ligand iP(C?) a sloupec 2 iP(N®).

Soubor proteini izolovanych pomoci iP imobilizovaného pies C? byl znaéné
pestiejSi nez skupina proteinii purifikovanych ptes iP(Ng). Obsahoval totiz 193 rtznych
proteint, zatimco ve druhé skupiné jich bylo identifikovano pouze 31. Z celkového poctu
nalezenych proteinil se 27 vazalo na oba ligandy. Tyto vysledky jsou pro ndzornost shrnuty

ve schématu na Obr. 18.

iP(C2) iP(N9)

@

193 31

Obr. 18 Schéma rozdéleni vazebnych interakci. V dolnich rozich je celkovy pocet identifikovanych proteint
pro dany ligand. Ve zlutém a modrém kruhu je soucet proteinii vazajicich se pouze na dany ligand.

V zeleném kruhu je poéet proteint interagujicich s ob&éma ligandy.

-43-



Po vlozeni seznamu proteini do databaze Gene Ontology enrichment analysis and
visualization tool (GOrilla) a DAVID Bioinformatics Resources 6.7 jsme jistili, ze
cytokinin-interagujici proteiny purifikované na afinitnim mosi¢i s ligandem iP(C?) se
podileji zejména na organizaci cytoskeletu, Gcastni se metabolismu cukri, lipida a
proteint. Svou roli hraji i pfi intracelularnim transportu, reakci na stres a sklddani proteinti

(Obr. 19 a Obr. 20). Z téchto procest je patrna i jejich lokalizace v bufice (Obr. 21)

Tubulin aggregation

Proteasomes

GTP-binding proteins
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases

Purine nucleoside binding proteins

Clusters

Organelle lumen proteins

Prohibitins

tRNA aminoacylation

Lipid metabolism, aerobic respiration

Intracellular protein transport

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Enrichment Score

Obr. 19 Rozdé&leni proteinii interagujicich s ligandem iP(C?) do funkénich klastréi pomoci databaze DAVID

Bioinformatics Resources.
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Obr. 21 Schéma rozd&leni proteini navazanych na ligand iP(C?) podle mista vyskytu vramci buiiky
(GOrilla).

4.3.3 Vliv volného iP na interakci proteini s afinitnimi ligandy

Pfi porovnani variant bez a s kompetitorem jsme pozorovali, signifikantni snizeni nebo
naopak nartst koncentrace ur¢itych proteint. Jako statisticky vyznamné byly brany v potaz
ptipady, kdy doslo k poklesu ¢i naristu koncentrace 0 50 % a vice. Tyto jevy se objevily u
obou ligandd.

V pulldownech s volnym iP bylo pozorovano 43 proteind, které byly v nadbytku
oproti variantdam bez kompetitoru. Soudime, Ze by tento jev mohl byt zpiisoben vyvazanim
proteinll s vys$$i afinitou k imobilizovanému ligandu iP. Na neobsazena mista se nasledné
navazou proteiny s nizSi afinitou. Jde pouze o domnénku, protoze tento jiz diive
pozorovany fenomén zatim nebyl objasnén.

Lze piedpokladat, ze proteiny specificky interagujici s iP budou vykazovat vétsi
afinitu k volnému cytokininu nez k imobilizovanému ligandu. Proto jsme témto proteinim

vénovali zvlastni pozornost.
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Ve variantach s kompetitorem doslo k vytésnéni celkem 35 proteint. Tyto proteiny
jsou zapojeny v organizaci cytoskeletu, metabolickych drahdch sacharidt, lipidd a
proteint, vezikularnim transportu, odpovédi na stres atd. (Tab. 7). Tyto poznatky podporuji
zavéry studie skupiny I. Chamrada, ktera purifikovala proteiny pomoci afinitniho gelu
s imobilizovanym benzyladeninem. Cytokinin-interagujici proteiny izolované na tomto
nosi¢i také souvisely zejména s organizaci cytoskeletu, metabolismem sacharidi a
odpovédi na abiotické stimuly. (Chamrad I, et al., submitted). Vzhledem k pozorovanim
ukazujicim na vliv cytokinini na tyto fyziologické procesy existuje realnd Sance, ze
skupina ndmi identifikovanych proteini obsahuje proteiny skutecné specificky interagujici

s cytokininy.

Tab. 7 Seznam proteind, které byly vytésnény pti kompetici ligandu s volnym iP. Proteiny jsou rozdéleny

do skupin podle bun&énych procesti, do nichZ jsou zapojeny.

c2 organizace cytoskeletu AT4G14960 protein
Actin-1

N9 Tubulin beta-9 chain
metabolismus cukri  Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha-2, mitochondrial
C2 Fructose-bisphosphate aldolase
Phosphoglucomutase
N9 At1g16300
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial
c2 metabolismus tukid  Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit alpha, chloroplastic
Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase
N9 -
metabolismus proteini  60S ribosomal protein L12-3
40S ribosomal protein S14-2
Elongation factor Tu, mitochondrial
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |
c2 . S .
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Cysteine proteinase RD21a
26S protease regulatory subunit S10B homolog B
26S proteasome regulatory subunit N8
N9 26S protease regulatory subunit 6A homolog A
26S proteasome regulatory subunit 4 homolog B
bunény transport  Ras-related protein RABALf
c2 Coatomer subunit gamma
Nuclear transport factor 2B
Coatomer subunit epsilon-1
N9 -
c2 odpovéd’ na stres Polyadenylate-binding protein RBP47B
N9 Heat shock 70 kDa protein 3
c2 skladani proteind  Chaperonin CPN60-like 1
N9 Heat shock 70 kDa protein 3
C2 bunéény cyklus -
N9 Cell division control protein 48 homolog A
Cc2 fotosynteza -
N9 Protochlorophyllide reductase B, chloroplastic
nespecifikovano Probable rhamnose biosynthetic enzyme 1
At5g54100
c2 AT3g17020/K14A17_14
Heat intolerant 1 protein
COP9 signalosome complex subunit 5b
N9 -
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S  Zavér

Vyzkum v oblasti fytohormont, konkrétné cytokinind, stale neni uzavienou zalezitosti.
Zdaleka nejsou objasnény vSechny mechanismy, procesy a interakce souvisejici S témito
rostlinnymi hormony.

Problematika hledani a identifikace novych potencialnich vazebnych partneri
s aromatickymi cytokininy je jiz feSena delSi dobu protecomickou skupinou V ¢ele s Mgr.
Reném Lenobelem, Ph.D. Objeveni novych proteini interagujicich S cytokininy muze
napomoci k odhaleni mechanismt dulezitych fyziologickych ucinkd na molekularni
urovni.

Tato bakalarska prace se zabyvala purifikaci cytokinin-interagujicich proteint
z rostlinného materialu, konkrétné ze suspenzni kultury protoplasti modelové rostliny
A. thaliana. Zakladem tohoto vyzkumu byla pfiprava afinitnich gelii s imobilizovanymi
molekulami isoprenoidniho cytokininu isopentenyladeninu (iP). Byly vybrany dva ligandy,
derivaty iP, které vykazovaly cytokininovou aktivitu. Kazdy z nich byl na matrici navazan
pies jiny atom (C? a N°). Vazba v protilehlych oblastech molekuly byla zvolena, protoZe
doposud neni pfesné znamo, S jakou orientaci se cytokininy na proteiny vazou.

Dalsim krokem nezbytny pro uUspé€$né provedeni experimentli bylo ziskani
dostatecného mnozstvi proteini v nativni konformaci. Pro ovéfeni spravného provedeni
procedury purifikace afinitni chromatografii jsme pouzili metodu SDS-PAGE. Separované
proteiny byly nasledné rozstépeny a identifikovany pomoci MS/MS ,,bottom up* metodiky
a stanoveny label-free kvantifikaci.

Z nasich pozorovani vyplyva, Ze ligand pfipojeny k afinitni matrici pfes uhlik C?je
vhodngjsi pro purifikaci cytokinin-interagujicich proteint, protoze se pomoci takto
imobilizovaného iP separovalo podstatné vice proteini. Otazkou zustava, nakolik
specificka je vazba proteint s timto ligandem.

Pomoci databaze jsme urcili biologické procesy, do kterych se identifikované
cytokinin-interagujici proteiny zapojuji. Piekvapenim bylo, ze znacna cast proteint se
podili na organizaci cytoskeletu. Dale se purifikované proteiny ucastni metabolickych
pochodu sacharidi, tukti a bilkovin, odpovédi na abioticky stimul a bunécného transportu.

NaSe poznatky oteviely fadu novych otazek a hypotéz. V budoucnu by m¢élo
prob&hnout ovéfeni specificity vazby identifikovanych proteinti s iP a hledani novych
potencidlnich cili zbyvajicich izoprenoidnich cytokinint.

Doufam, ze moje bakalarska prace ptispéla k dalSimu krac¢ku poznani na poli védy.

-48 -



6  Seznam pouZité literatury

Brault M, Caiveau O, Pedron J, Maldiney R, Sotta B, Miginiac E (1999) Detection of
membrane-bound cytokinin-binding proteins in Arabidopsis thaliana cells. Europ J
Biochem/FEBS 260, 512 — 519

Brault M, Maldiney R (1999) Mechanism of cytokinin action. Plant Physiol Biochem 37,
403 — 412

Brinegar AC (1994) Cytokinin binding proteins and receptors. In Mok DWS, Mok MC
(eds) Cytokinins: Chemistry, Activity and Function. Pp 217 — 232. CRC press, USA

Brinegar AC, Fox JE (1985) Resolution of the subunit composition od a cytokinin-binding
protein from wheat embryos. Biol Plant 27, 100 — 104

Brinegar AC, Stevens A, Fox JE (1985) Biosythesis and degradation of a wheat ebryo
cytokinin-binding protein during embryogenesis and germination. Plant Physiol 79, 706 —
710

Daub H (2005) Characterisation of kinase-selective inhibitors by chemical proteomics.
Biochim Biophys Acta 1754, 183-190

Guiffant D, Tribouillard D, Gug F, Galons H, Meijer L, Blondel M, Bach S (2007)
Identification of intracellular targets of small molecular weight chemical compounds using
affinity chromatography. Biotechnol J 2, 68 — 75

Higuchi M, Pischke MS, Mahonen AP, Miyawaki K, Hashimoto Y, Seki M, Kobayashi M,
Shinokazi K, Kato T, Tabata S et al. (2004) In planta functions of the Arabidopsis
cytokinin receptor family. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 8821 — 8826

Huang da W, Sherman BT, Lempicki RA (2008) Systematic and integrative analysis of
large gene list using DAVID bioinformatics resources. Nat Protoc 4, 44 — 57

Chamrad I, Simersky R, Kania J, Mik V, Svehlova L, Sebela M, Strnad M, Lenobel R
(submitted), Chemical proteomic analysis of aromatic cytokinin molecular partners in

wheat.

-49-



Isaacson T, Damasceno CMB, Saravanan RS, He Y, Catala C, Saladie M, Rose JKC
(2006) Sample extraction techniques for enhanced proteomic analysis of plant tissues.
Nat Protoc 1, 769 — 774

Kaminek M, Trékova M, Fox JE, Guadinova A (2003) Comparison of cytokinin-binding
proteins from whear and oat grains. Physiol Plant 117, 453 — 458

Keim P, Erion J, Fox JE (1981) The current status of cytokinin-binding moieties. In: Guern
J, Peaud-Lenoél C (eds): Metabolism and Molecular Activities of Cytokinins. Pp 179 —
190. Springer-Verlag, Némecko

Klouda P (2003) Hmotnostni spektrometrie. In: Moderni analytické metody. Pp. 50 — 53.
Pavel Klouda, CR

Letham DS (1973) Cytokinins from Zea mays. Phytochemistry 12, 2445 — 2455

Liu H, Sadygov RG, Yates JR 11l (2004) A model for random sampling and estimation of
relative protein abundance in shotgun proteomics. Anal Chem 76, 4193 — 4201

Lustinec J, Zarsky V (2006) Fytohormony. In: Uvod do fyziologie vyssich rostlin.
Pp. 191 — 196. Karolinum, CR

Machackova I (1998) Rustové regulatory. In: Leinerova E (ed): Fyziologie rostlin.
Pp. 240 — 285. Academia, CR

Méchin V, Damerval C, Zivy M (2007) Total Protein Extraction with TCA-Acetone. In:
Thiellement H, Zivy M, Damerval C, Méchin V (eds): Plants proteomics: Methods and
Protocols. Pp. 1 — 8. Human Press Inc., USA

Miller CO, Skoog F, von Saltza MH, Strong FM (1955) Kinetin, a cell division factor from
deoxyribonucleic acid. J Am Chem Soc 77, 1392 — 1392

Mothes K, Engelbrecht L (1961) Kinetin-induced transport substances in excised leaves
in the dark. Phytochemistry 1, 58 — 62

Nishimura C, Ohashi Y, Sato S, Kato T, Tabata S, Ueguchi C (2004) Histidine kinase
homologs that act as cytokinin receptors possess overlapping functions in the regulation of
shoot and root growth in Arabidopsis. Plant Cell 16, 1365 — 1377

-50-



Pavlova L (2005) Fytohormony a regenerace rostlin. In: Fyziologie rostlin, 1 edice. Pp.
234 — 241. Karolinum, CR

Pingoud A, Urbanke C, Hoggett J, Jeltsch A (2002) Electrophoresis. In: Biochemical
Methods: a concise guide for students and researchers, Pp. 106 — 137. Wiley-VCH,

Neémecko

Rappsilber J, Mann M, Ishihama Y (2007) Protocol for micro-purification, enrichment,
pre-fractionation and storage of peptides for proteomics using StageTips. Nat Protoc 2,
1896 — 1906

Rigaut G, Shevchenko A, Ruty B, Wilm M, Mann M, Seraphin B (1999) A generic protein
purification method for protein complex characterization and proteome exploration. Nat
Biotechnol 17, 1030 — 1032

Shevchenko A, Wilm M, Vorm O, Mann M (1996) Mass spectrometric sequencing of
proteins from silver stained polyacrylamide gels. Anal Chem 68, 850 — 858

Schimizu-Sato S, Tanaka M, Mori H (2008) Auxin-cytokinin interactions in the control of
shoot branching. Plant Mol Biol 69, 429 — 435

Taiz L, Zeiger E (2010) Cytokinins: Regulators of Cell Division. In: Plant physiology,
5. edice. Pp. 621 — 648. Sinauer Associates, USA

To JP, Haberer G, Ferreira FJ, Deruere J, Mason MG, Schaller GE, Alonso JM, Ecker JR,
Kieber JJ (2004) Type-A Arabidopsis response regulators are partially redundant negative
regulators of cytokinin signaling. Plant Cell, 16, 658 — 671

Wang W, Vignani R, Scali M, Cresti M (2006) A universal and rapid protocol for protein
extraction from recalcitrant plant tissue for proteomic analysis. Electrophoresis, 27, 2782 —
2786

Weiss W, Gorg A (2007) Two-Dimensional Electrophoresis for Plant Proteomics.
In: Thiellement H, Zivy M, Damerval C, Méchin V (eds): Plants proteomics: Methods and
Protocols. Pp. 121 — 143. Human Press Inc., USA

Westermeier R, Naven T, Hopker H-R (2008) Proteomics in practice. Wiley-VCH, GER.

-51-



Yates JR, Il (2011) A century of mass spektrometry: from atoms to proteomes.
Nat Methods, 8, 633 — 637

Zhu W, Smith JW, Huang Ch-M (2010) Mass spectrometry-Based Label-Free Quantitative
Proteomics. J Biomed Biotechnol, 2010, 1 - 6

-52-



