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Abstrakt

Proteomika je disciplina zaoberajlica sa analyzou kompletného proteinového zloZenia
biologického materidlu. Dvojrozmernd elektroforéza je v proteomike bezne
pouzivanou separacnou metodou, casto vyuzivanou aj na detekciu fosforylécie.
Dolezitym predpokladom tuspesnej separacie bielkovin pomocou dvojrozmernej
elektroforézy je extrakcia. V predlozenej bakalarskej praci sme sa zaoberali
optimalizaciou extrakéného protokolu pre proteiny z korefiovych pletiv lucerny siate;j.
Optimalizovanim obsahu proteinov a pripravou Cerstvého farbiva sa docielilo detekcie
pomerne vysokého poctu Skvin. Zistili sme tiez, ze uz 30 mintitové ovplyvnenie rastlin
lucerny peroxidom vodika vyvoldva znacné kvalitativne a kvantitativne zmeny
Vv proteinovych Skvrnach na dvojrozmernych géloch. Stresom indukovana mitogénom
aktivovana proteinkinaza (SIMK) je kindza doleZitd pre rozne stresové odpovede
lucerny. Kombinaciou dvojrozmernej elektroforézy a imunoblotovania S pouzitim
primarnej protilatky rozpoznavajicej blizky heterolog SIMK u Arabidopsis, MPKS,
sme detegovali spolu 6 Skvin s molekulovou hmotnostou zhodnou so SIMK.
Specificita tychto $kvin musi byt experimentalne testovana. PouZitim jednorozmernej
elektroforézy a imunoblotovania sme zistili, Ze SIMK nemeni vyrazne svoju
abundanciu v odpovedi na 30 minatové posobenie peroxidu vodika. Detekcia
fosforylacie SIMK pomocou fosfoSpecifickej protilatky vSak ukézala vyraznu
fosforylaciu. Vysledky naznacujt, ze SIMK mdze byt v rastlinach lucerny zapojena do
signalizacie oxidativneho stresu, napriklad pri soI'nom strese alebo imunnej odpovedi.
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Proteomics is a powerful method involved in identification of a protein composition of
complex biological samples. Two-dimensional electrophoresis is a common separation
technique used in proteomics, which is often exploited also to identify protein
phosphorylation. Proper protein separation on twodimensional gels is preconditioned
by efficient extraction. Within this thesis we aimed to optimize the protein extraction
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e Vypracovanie literarnej reSerSe obsahujucej kl'icové slova:
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siatej.

e Priprava a vyhodnotenie dvojrozmernych polyakrylamidovych
gélov.

e Detekcia abundancie SIMK proteinu v kontrolnych a
peroxidom ovplyvnenych rastlinach lucerny siate;.

e Detekcia SIMK proteinu lucerny siatej dvojrozmernou
elektroforézou v kombinacii s immunoblotovanim.

e Detekcia fosforylacie MAPK pomocou imunoblotovania s

pouzitim fosfoSpecifickej protilatky.
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1 UvoD

Lucerna siata je vyznamna plodina s vysokou nutricnou hodnotou a schopnostou
obohacovat pddu o dusik prostrednictvom symbiotickych interakcii s baktériami.
Meniace sa klimatické podmienky silno ovplyviiuju jej najcennejsie vlastnosti vratane
produkcie biomasy. Z tohoto dovodu je potrebné vynakladat’ usilie na zlepsovanie jej
vlastnosti akymi st interakcie so symbiotickymi baktériami s vlastnostami viazat’ dusik,
nutricného zloZenia a na zvySovanie jej odolnosti voci abiotickym a biotickym stresom.
K tomuto moéze vyrazne napomoct studium signalizacie mitogénom aktivovanymi
protein kindzami (MAPK), pretoze tieto si vyznamné predovsetkym v odolnosti voci
stresom. V procese signalizacie hra dolezitu ulohu aj fosforylacia, ktora zabezpecuje
prenos signalu. Proteomika je povazovana za biotechnologicka metodu, ktora umoziuje
kvantitativne a kvalitativne analyzovat’ bielkovinové zlozenie biologického materialu, ¢o
moze poslazit’ ako indikator endogénnych procesov. V ramci proteomickych analyz je
dvojrozmerna elektroforéza tradicnou separa¢nou technikou. Okrem  zistenia
proteomického profilu je v kombinacii s imunoblotovanim efektivhou metédou

zistovania post-translaénych modifikacii, ako napriklad fosforylacia.

LepSie poznanie MAPK lucerny a aplikacia proteomickych metéd mdzu byt
slubnym zékladom pre biotechnologické aplikidcie v zlepSovani dodlezitych

pol'nohospodarskych vlastnosti lucerny.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Lucerna siata a jej vyuzitie

Lucerna siata (Medicago sativa) je modrofialovo kvitnica trvaca strukovina
pochadzajiica z malej a strednej Azie. Kvitnutie tejto rastliny sa uvadza od méja do
septembra (Deyl a Hisek, 2001). Strukoviny, taktiez zname ako boboviny, st velmi
rozmanitou a ekonomicky doélezitou skupinou rastlin. Lucerna je vybornym zdrojom
sacharidov, bielkovin, mineralov a vitaminov (Tharanathan a Mahadevamma, 2003; Hao
et al., 2008; NLO, 2010). Obsahuje 15 az 22% surovej bielkoviny na baze susiny, ako aj
vSetky makro a stopové mineraly a vSetky vitaminy rozpustné v tukoch a vo vode
(Scholtz, 2008). Vd’aka tymto nutricnym vlastnostiam je vhodna na kfmenie hydiny a
o$ipanych (Adapa et al., 2007). Lucerna sa pouziva hlavne na vyrobu sena a silaze, ale
moze sa pouzivat' aj na Ucely pastvy, pretoze ma vysoky vytazok, kvalitu a Sirok

prisposobivost’ roznym klimatickym podmienkam a poédnym typom (NLO, 2010).

Prave kvoli intenzivnemu pol'nohospodarskemu vyuZitiu nachadza lucerna siata
vyznam aj vo vede a stala sa tak modelovou rastlinou pre §tidium biologie strukovin, ako
je soja (Glycine max), alebo druhy rodu Trifolium (Singh et al., 2007). Vacsina ¢lenov
tejto obrovskej rodiny ma schopnost’ fixovat atmosféricky dusik prostrednictvom
endosymbiotickej asocidcie s rhizobidlnymi baktériami. Pri tejto symbioze strukoviny
prechadzaju nodulaciou, procesom tvorby koretiovych uzlin (Jones et al., 2007).
Baktériam druhu Rhizobium sa dari vo vnutri tychto uzlin a fixuji atmosféricky dusik
vymenou za zdroj uhlika, ktory im poskytuje rastlina (Venkateshwaran a An¢, 2011).
Lucerna ma schopnost’ fixovat’ 200-300 kg dusika na jeden hektar pody (Slavik, 2000).
Lucerna je tiez schopna vytvarat’ symbiotické asociacie s arbuskularnymi mykoriznymi
hubami, ktoré ul'ah¢uju ziskavanie roznych zivin (fosfor, dusik atd’.) a poskytuja urcita
ochranu pred environmentalnymi stresmi (Ben Laouane et al., 2019). Lucerna sa stala
stredobodom moderného pol'nohospodarstva a civilizacie tiez kvoli jej schopnosti rast’ v
pddach s vy&erpanym dusikom a dopliiiat’ dusik. St snahy a $tadie na zlepSovanie jej
nutriénych vlastnosti a odolnosti vo¢i vonkajSim nepriaznivym podmienkam, ktoré na
vyvoj a vynos maju vel’ky vplyv (Scholtz, 2008; Ovecka et al., 2014). V stcasnosti je
taktieZz vel'ky zaujem o pochopenie molekularnych dréh a udalosti, ktoré umoziuji
lucerne rozpoznat’ jej symbionty, vyvinut korefiové uzliny a efektivnejsie fixovat’ dusik

(Oldroyd a Downie, 2008).



2.2 Proteomika

Termin proteomika bol prvykrat pouzity koncom 90-tych rokov, konkrétne v roku 1997
(James, 1997). Proteomika sa zaobera analyzou kompletného proteinového obsahu
bunky, tkaniva alebo organizmu pod Specifickym, definovanym suborom podmienok (Yu
et al., 2010). Protedom je stbor vSetkych proteinov obsiahnutych v organizme (Clark a
Pazdernik, 2013). Pretoze sa proteiny menia v zavislosti na rdéznych podmienkach,
protedbm ma dynamicky charakter a tak sa prisposobuje novym podmienkam a prostrediu.
Meni sa v zavislosti na stupni vyvoja organizmu v Case, podmienkach, ktorym je
organizmus vystaveny a na konkrétnom stave, v akom sa proteiny z hl'adiska pomeru
syntézy a proteolyzy vyskytuji (Clark a Pazdernik, 2016). Proteomika tak umoziuje
identifikovat’ proteinové zloZenie biologického materidlu, definovat kvantitativne
a kvalitativne zmeny abundancie vel'kého poctu proteinov, post-translaéné modifikacie
v odozve na rozne podnety, ale aj protein-proteinové interakcie (Baginsky, 2009).
Stadium proteémov, ktory podlieha sustavnému progresu, bezne zahfia vysokovykonné
metody zalozené na hmotnostnej spektrometrii (MS) pre identifikaciu a kvantifikaciu
proteinov (Gautron et al., 2011). Tento posun bol vyznamne ovplyvneny vyvojom v MS
a bioinformatickych metéod. MS je v sucasnosti Standardom pre kvantitativne merania

v proteomike (Bantscheff et al., 2007).

2.2.1 Bottom up a top down proteomické pristupy
Z hl'adiska cielov proteomickej analyzy sa proteomické pristupy rozdeluji na tzv.
,bottom up* a ,,top down*. LiSia sa pracovnymi postupmi, ndro¢nostou pripravy vzorky,

MS, bioinformatickym spracovanim dat, ale predovsetkym ziskanymi informaciami.

Tzv. pristup zdola nahor tzv. ,.bottom up* sa Siroko pouziva na vysokovykonni
identifikaciu proteinov a urcCenie podrobnosti ich sekvencie a posttranslatnych
modifikédcii (Aebersold a Mann, 2003). Pri tomto pristupe sa proteiny, ktoré su
predmetom zaujmu, Stiepia proteazou, ako je napriklad trypsin, a vysledné peptidy sa
analyzujui ionizaciou elektrosprejom (ESI) alebo laserovou desorpEnou ionizaciou s
podporovanou matricou (MALDI). Najprv sa stanovia hmotnosti intaktnych tryptickych
peptidov. Potom su tieto peptidové 16ny fragmentované v plynnej faze, ¢im sa ziskaju
informécie o ich sekvencii a modifikéaciadch. Touto metdédou je mozné identifikovat’ velké
mnozstva proteinov v zmesi (Zhang a Shi, 2018). Pristup zdola nahor je obzvlast uzitocny
na identifikaciu proteinov, pretoze peptidy sa I'ahSie solubilizuju a separuji, narozdiel od
rodicovskych proteinov. Okrem toho je mozné mnoho peptidov l'ahko analyzovat
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hmotnostnou spektrometrickou analyzou, pri¢om sa ziskaju uzito¢né fragmentacné data,
ktoré casto poskytujii dostatocné informdcie na identifikaciu rodi¢ovského proteinu.
Nevyhodou je, Ze sa stracaju cenné informacie 0 celistvosti sekvencie a iba mala frakcia
peptidov je normalne detegovana a poskytuje uzitocné fragmentacné rebriky tzv.

»fragmentation ladders“ (Ogorzalek et al., 2005).

Pri pristupe zhora nadol tzv. ,,top down* sa intaktné proteinové iony zavadzaja do
plynnej fazy pomocou ESI a nasledne sa fragmentuju v hmotnostnom spektrometri, ¢im
sa ziskaji molekulové hmotnosti proteinovych i fragmentovych iéonov. Ak sa pozoruje
dostato¢ny pocet informativnych fragmentovych i6nov, tito analyza umozni 100%
pokrytie sekvencie, poskytnut’ Gplny opis primarnej Struktary proteinu, alternativnych
zostrihov, charakterizovat’ vSetky proteoformy, ako aj akékol'vek alternativne varianty
spajania ¢i korelacie, ktoré existuji medzi tymito modifikaciami (Smith a Kelleher,
2013).

2.2.2 Kvantitativna proteomika

Proteomika zaloZend na kvapalinovej chromatografii a hmotnostnej spektrometrii (LC-
MS/MS) zasadne zmenila spdsob, akym sa biologické systémy skumaju kvoli svojej
schopnosti merat’ tisice proteinov a posttranslacnych modifikacii (PTM) paralelne.
Umoznuje to skiimanie na vSetkych urovniach biologickej komplexnosti, od proteinovych
komplexov az po celé populacie jedincov (Mallick a Kuster, 2010). Zatial' ¢o pred
niekol’kymi rokmi véc¢Sina proteomickych experimentov iba vymenovala proteinové
zlozky biologického systému, kvantitativne merania su v tejto dobe v centre prakticky
kazdej proteomickej Studie (Bantscheff et al., 2007). Pre presnt kvantifikaciu je preto
vSeobecne potrebné porovnat’ kvantitu kazdého peptidu jednotlivo medzi vzorkami. To

sa da technicky dosiahnut’ mnohymi spdsobmi.

Jeden zo hlavnych sposobov je zalozeny na teorii stabilného izotopového znacenia
a uvadza, Ze stabilny izotopovo znaceny peptid je chemicky identicky s jeho nativhym
naprotivkom, a preto sa tieto dva peptidy tieZ chovajli identicky poc¢as chromatograficke;j
a/alebo hmotnostnej spektrometrickej analyzy. Vzhl'adom na to, Ze hmotnostny
spektrometer dokaze rozpoznat’ hmotnostny rozdiel medzi znacenymi a neoznacenymi
formami peptidu, kvantifikacia sa dosiahne porovnanim ich prislusnych intenzit signalu.
(Ong aMann, 2005). Stabilné znaenie izotopov aminokyselinami (SILAC) bolo

zavedené do proteomiky v roku 1999 tromi nezavislymi laboratériami (Gygi et al., 1999;
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Oda et al., 1999; Pasa-Toli¢ et al., 1999) a odvtedy sa v tejto oblasti Siroko rozsirilo.
Izotopové znacky moézu byt zavedené ako vnutorny Standard do aminokyselin (i)
metabolicky, (ii) chemicky a (iii) enzymaticky alebo alternativne ako externy Standard s

pouzitim obohatenych syntetickych peptidov (Ong a Mann, 2005).

Nedavno sa objavili alternativne stratégie, Casto oznacované ako kvantifikacia bez
znaCenia. Metody bez znacenia sa zameriavaju na porovnavanie dvoch alebo viacerych
experimentov (i) porovnanim intenzity spektrometrického signalu pre akykol'vek dany
peptid alebo (ii) pouzitim ziskanych spektier v parovani s peptidom/proteinom ako

ukazovatel'om ich prislusného mnozstva vo vzorke tzv. ,label free* (Old et al., 2005)

2.2.3 Cielena proteomika

Schopnost’ detegovat a kvantifikovat’ proteiny alebo stbory proteinov s vysokou
presnostou vo viacerych vzorkach je zakladnou tlohou v biologickom a biomedicinskom
vyskume. V poslednej dobe sa monitorovanie vybranych reakcii (SRM) ukazalo ako
sl'ubna technika pre presnu kvantifikaciu cielovych proteinov (Kuhn et al., 2004; Picotti
etal., 2009; Anderson a Hunter, 2006) vzhl'adom na jeho vysoku citlivost’ (Onisko et al.,
2007), dynamicky rozsah (Stahl-Zeng et al.,2007), $pecificitu (Lange et al., 2008) a
reprodukovatel'nost’ (Addona et al., 2009). Pévodne bolo toto monitorovanie aplikované
na meranie malych molekul ako st metabolity alebo farmaceutika (Zweigenbaum a
Henion, 2000). SRM je technika hmotnostnej spektrometrie na detekciu a kvantifikéciu
Specifickych, vopred ur€enych analytov so zndmymi fragmentaénymi vlastnostami v

komplexnom prostredi.

SRM sa najcastejSie pouziva v kombindcii kvapalinovej chromatografie s
hmotnostnou spektrometriou (LC-MS), kde kapilarna chromatograficka kolona je
zapojenda v rade k elektrosprejovému ionizatnému (ESI) zdroju hmotnostného
spektrometra. SRM vyuziva jedine¢ni schopnost’ trojitych kvadrupolovych (QQQ)
hmotnostnych spektrometrov. Kvadrupdly pdsobia ako hmotnostné filtre a selektivne
monitoruju Specificky molekulovy i6n analytu a jeden alebo niekol’ko fragmentovych
16nov generovanych z analytu koliznou disociaciou. Prvy filter vyberie cielové i0ny pre
izolaciu v Q1 (t. selekcia prekurzorovych i6nov), izolované i6ny sa potom podrobia
disociacii koliziou v Q2 a vyberu sa Specifické iony na detekciu v Q3 (t.j. selekcia
fragmentovych i6nov) (de Hoffmann a Stroobant, 2007). To, ze sa SRM stala mocnou

metodou cieleného detegovania a kvantifikacie je vo velkej miere sposobené pokrokom
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v pristrojovej technike a vyvojom softvérov (MacLean et al., 2010; Cham Mead et al.,
2010; Brusniak et al.,2011).

2.3 Metddy extrakcie proteinov pre proteomické analyzy z celkového

protedmu
Najkritickej$im krokom proteomickej analyzy je priprava a extrakcia vzorky. V tomto
ohlade zahfna proteomickéd analyza rastlinnych pletiv mnozstvo praktickych vyziev,
ktoré su typicky problematickejSie ako u inych organizmov. Okrem toho, Ze maju
relativne nizke koncentracie proteinov, rastlinné pletiva su casto bohaté na proteazy a
zlozky, ktoré silne zasahuju do elektroforetickej separacie a analyzy proteinov na géli,
vratane polysacharidov bunkovej steny, zasobnych latok, lipidov, terpénov, organickych
kyselin, fenolovych zlucenin a Sirokého spektra sekunddrnych metabolitov (Granier,
1988; Gegenheimer, 1990; Tsugita a Kamo, 1999). Niektoré fenolické latky sa po
oxidacii mozu ireverzibilne viazat’ s proteinmi napriklad chinény, sa na proteiny viazu
kovalentnou vdzbou (Loomis, 1990). Takéto kontaminanty su zvlastnym problémom pre
2-DE c¢asto veduce k horizontalnym a vertikdlnym pruhom, rozmazaniu a znizeniu poctu
zretelne rozliSitelnych proteinovych Skvin. Cielom extrakcie je zabezpecit’ oddelenie
tychto interferujucich a neproteinovych zloziek od proteinov a docielit’ tak velky pocet
vysoko-rozlisite'nych skvin. Medzi najcastejSie metody extrakcie proteinov z rastlinnych
vzoriek patria extrakcia trichléroctovou kyselinou v kombinécii s acetonom a fenolova

extrakcia.

2.3.1 Extrakcia kyselinou trichloroctovou v kombinacii s acetonom

Vyzrazanie proteinov z homogenizovaného pletiva alebo buniek pomocou TCA (10%
w/v) v acetone. TCA/aceton je Casto pouzivany spdsob extrakcie proteinov, ktory
povodne vyvinuli Damerval et al. (1986) na extrakciu bielkovin kli¢encov pSenice.
Protokol je zaloZeny na denaturacii proteinov v kyslych a hydrofébnych podmienkach,
ktoré pomahaju koncentrovat’ proteiny a odstrafiovat kontaminanty. Zrazanie
TCA/acetonom alebo zradzanie metanolom a octanom amoénnym Sa povazuji za
nevyhnutnost’ pri zaobchadzani s odolnymi pletivami, aby sa ziskal vysoko kvalitny

bielkovinovy profil pre 2-DE (Carpentier et al., 2005).

Extrakcie TCA/acetobnom je pouzite'na pre rastlinny material r6zneho pdvodu.
Rastlinné pletivd st bohaté na proteazy, Co pri extrakcii spdsobuje proteolytickll

degradaciu proteinov (Saravanan a Rose, 2004). Avsak homogenizacia rastlinnych pletiv
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TCA/acetonom (predchladenom na -20 ° C) takmer okamzite inaktivuje proteazy a
vyzraza proteiny. Tento pristup je vel'mi ceneny pre inhibiciu proteaz (Damerval et al.,
1986) ale aj fenoloxidaz a peroxidaz (Granier,1988; Saravanan a Rose, 2004), ¢im sa
zvysuje koncentracia bielkovin a odstraiiuji kontaminanty, hoci niektoré polymérne
kontaminanty st ¢asto koextrahované. Toto je zvlastny problém, ktory sa tyka pletiv
bohatych na polysacharidy rozpustnych bunkovych stien a polyfenolické zluceniny.
Nasledna resolubilizacia proteinov v resolubilizanom pufri obsahujicom chaotropy
a detergenty, napriklad mocovinu, nie je sprevadzana ziadnou reaktivaciou protedz
(Damerval et al., 1986, Granier,1988; Saravanan a Rose, 2004). Vysledné precipitaty z
precipitacie TCA/acetonom vsak mozu byt tazko rozpustné (Chen a Harmon, 2006),
takZze sa musi pouzit' ucinny resolubilizaény pufor, aby sa zabezpecila U¢inna

resolubilizdcia vyzrazaného proteinu.

Uzito¢nost tejto metddy bola preukazana napriklad v experimente Wu a Wanga
(1984) u vyvijajucich sa pelnic petinie a V. faba, ktoré maju vysokt proteolyticka
aktivitu. Tato metdda je tiez vhodnd na analyzu celkovych proteinov z listov petunie
(Petunia parodii), bobu zahradné¢ho (Vicia faba) a z kalusov pupenca rolného
(Convolvulus arvensis) (Wu a Wang, 1984). Tento protokol bol tspeSne pouzity s
pletivami z mladych rastlin; zistilo sa vSak, Ze nie je najlepSou volbou pre zlozitejSie
rastlinné pletiva ako napriklad olivové listy (Wang et al., 2003), meristémy jablkovych

klicencov (Carpentier et al., 2005) alebo mezokarp pomaranc¢u(Saravanan a Rose, 2004).

2.3.2 Fenolova extrakcia

Hurkman a Tanaka (1986) navrhli extrakénii metdédu na baze fenolu na izoléaciu
membranovych proteinov rastlin. Ako alternativna metoda K extrakcii TCA/acetonom sa
tato metoda Siroko pouziva na uplnu extrakciu proteinov z rastlinnych tkaniv (Rahman et
al., 2016; Takac et al., 2017). Tato metdda spociva v po¢iatoénom rozpusteni bielkovin
v extrakénom pufri na baze Trisu, ktory obsahuje vysokt koncentraciu sachardzy.
Nasledne su z tejto tzv. vodnej fazy bielkoviny viazané a rozpustené vo fenole, ktory sa
oddeli centrifugéciou. Z fenolovej fazy st bielkoviny potom vyprecipitované metanolom

(Hurkman a Tanaka, 1986).

Bolo publikované, ze rozpustnost' bielkovin je zvySend pridanim SDS a
elektrodového pufru k vzorke v pripade oliv (Wang et al., 2003). Carpentier et al., (2005)

vSak nepovazoval SDS za prospeSny kvoli denaturécii. Preto by mal byt’ prinos pouZitia
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SDS empiricky vyhodnoteny pre kazdy konkrétny pripad. Najdolezitejsimi faktormi pre
uspesnu pouzitie fenolovej extrakcie su (i) udrziavanie vzoriek pri nizkej teplote pri
prvom extrakénom kroku a (ii) starostlivé obnovenie fenolovej fazy po centrifugacii

(Faurobert et al., 2006).

Fenol moéze minimalizovat' degradaciu proteinov spdsobovani endogénnou
proteolytickou aktivitou (Schuster a Davies, 1983). Mnohé $tudie ukazali, Ze extrakcia
fenolom poskytuje uspokojivé vysledky v odolnych rastlinnych pletivach, ktoré st bohaté
na zlozky narusajtce elektroforézu. Prikladom st zrelé bobule hrozna (Vincent et al.,
2006), avokado, mezokarp pomaranc¢u (Saravanan a Rose, 2004), banany (Song et al.,
2006), meristémy jablkovych kli¢encov, listy klicencov zemiakov (Carpentier et al.,
2005), dokonca aj rezistentné pletiva ako je drevo (Mijnsbrugge et al., 2000). Extrakcia
fenolom sa tieZ pouziva aj na extrakciu proteinov z olivovych listov, ktoré obsahuju vel'ké
mnozstvo polyfenolickych latok, ¢o vedie k podstatnému zvySeniu kvality proteinového
extraktu (Wang et al., 2003). Okrem toho sa zistilo, ze proteinové extrakty z paradajok a
bandnovych plodov pripravené tymto spdsobom su porovnatel'né s proteinovym zrazanim

s acetonom (Carpentier et al., 2005; Song et al., 2006)

Negativom vSetkych tychto extrakénych metdéd je vysoka strata proteinov
a obtiazna a znizena reproducibilita vysledkov kvoli velkému poctu krokov. Vysoka
strata proteinov byva spdsobend hlavne velkym mnozstvom premyvacich krokov.
Problémom u protedomu z0 zelenych pletiv je enzym RUBISCO (ribuléza bisfosfat
karboxyldza/oxygenaza), ktory je najrozSirenejSim proteinom na svete (Ellis, 1979). V
niektorych druhoch méze obsahovat’ viac ako polovicu celkového proteinu listov. Jeho
pritomnost’'ou sa pocas elektroforetickej separacie listovych proteinov podstatne znizuje
pocet detegovatel'nych proteinovych Skvin. Tym, Ze je velmi abundantny v zelenych
Castiach rastlin Castokrat prekryva proteiny nachadzajuce sa v oblasti jeho molekulovej
hmotnosti (50kDa). Z tohto dovodu bolo vyvinutych hned’ niekolko viacstupniovych
technik ako selektivne odstranit’ enzym rubisko v predfrakciona¢nom kroku (Kim et al.,

2001).

Celkovo je protokol fenolovej extrakcie v porovnani s extrakciou TCA/acetonom
ucinnejsi a efektivnejsi tym, ze dokdze minimalizovat’ degradaciu proteinov, pritomnost’

interferujucich a neproteinovych latok atak zvysit' kvalitu extraktu. Jeho toxicita a
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casovo naro¢ny charakter by sa mali zvazit’ pri navrhovani postupu pripravovania vzorky

(Saravanan a Rose, 2004).

2.4 Dvojrozmerna elektroforéza

Dvojrozmerna polyakrylamidova gélova elektroforéza (2-DE) je separacna metoda bezne
pouzivana ako ucinny nastroj na separaciu a frakciondciu komplexnych proteinovych
zmesi z pletiv, buniek alebo inych biologickych vzoriek (Rabilloud a Lelong, 2011).
Vyextrahované proteiny su najprv rozdelené na polyakrylamidovom géle pomocou
izoelektrickej fokusacie podla ich izoelektrického bodu (prvy rozmer) a potom v 90° uhle
na zéklade rozdielnej molekulovej hmotnosti (druhy rozmer). Jedna z prvych sprav o
uspesnej 2-DE, ktora spojila denaturujucu IEF s SDS-PAGE bola publikovana v roku
1974 (MacGillivray a Rickwood, 1974) ale vedeckd komunita ju relativne
nespozorovala. Tato technika sa stala obl'ibenejSou a komplexnejSou az po prvotnych
zlepSeniach a modifikacii 2-DE s vysokym rozliSenim (O’Farrell, 1975). Modifikacia,
ktora vytvoril O'Farrell (1975), umoznila 2-DE technike dosiahnut rozlisenie az 5000
Skvin reprezentujucich proteiny v rovnomernom 2-rozmernom rozlozeni a umoznila

presné oddelenie proteinovych skvin s vysokou presnostou.

Hlavnou vyhodou 2-DE je jej schopnost’ poskytnut’ globalny prehl'ad o proteéme
biologickej vzorky v danom c¢ase, za danych podmienok, tym ze sa na jednom géle
simultanne rozprestri stovky az tisice proteinov. DalSou vyhodou je aj to, ze zmenu
abundancie je mozné pozorovat aj empiricky ako zmenu denzity Skvrny na géle.
Vyzaduje si vSak vzorku bez interferujucich latok, s vysokou ¢istotou (Rahman et al.,
2016). Pritomnost’ necistot znizuje kvalitu . Stretdva sa aj z tazkost’ami, napriklad pri
separacii moézu chybat’ niektoré typy membranovo viazanych (hydrofobnych) a
extrémnych proteinov. Podobobne su na tom aj vysoko kyslé alebo zasadité proteiny,
ktoré sa nedaju l'ahko extrahovat ani solubilizovat’ (Wilkins et al.,1998). Pri trende
rasticeho vyvoja bezgélovych hmotnostno-spektroskopickych metod, je 2-DE stale
povazovana za jednu z veducich technik v proteomickych a proteinovych Stadiach.
Pomocou hmotnostnej spektrometrie (Penque, 2009) a ,,western blottingu (Anderson a
Anderson, 1977) poskytuje prvy krok pre d’alsiu analyzu tych proteinovych skvin, ktoré

su Struktarne pozmenené alebo maji zvySent ¢i znizeni abundanciu.
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2.4.1 Vyuzitie  dvojrozmernej elektroforézy @ na  urcovanie

post-translacnych modifikacii bielkovin
Analyza post-translaénych modifikacii proteinov (PTM) sa stala ddlezitou témou
pre stadium bunkovej biologie, liecby a prevencie choréb. 2-DE poskytuje priame
pozorovanie proteinovych PTM v géloch, ako aj ich relativny vyskyt. Na tento ucel by sa
mohli pouzit’ verejne dostupné webové nastroje, ako napriklad ProMoST (Halligan et al.,
2004) a JVirGel (Hiller et al., 2003). Okrem toho boli vyvinuté Specifické farbiva na
monitorovanie PTM a stali sa Siroko pouzivanymi v Stadiach proteémov. Vieme, ze

najlepsie preskimanou PTM u rastlin je fosforylacia (Grimsrud et al., 2010).

Pre vyskum fosfoproteémov existuju molekularne sondy a farbivo Pro-Q®
(diamantové fosfoproteinova gélova farba), ktord poskytuje presnu metddu selektivneho
farbenia fosfoproteinov v polyakrylamidovych géloch (Ge et al., 2004). Podobne aj pre
glykoproteomiku existuji komeréne dostupné fluorescenéné farbiva. Lissamin rhodamin
B sulfonyl hydrazin (LRSH) sa zaviedol na Specifické farbenie glykoproteinov. Toto
zafarbenie sa prenaSa na Schiffove bazy, ktoré tato farbiCka spontdnne vytvara
s molekulami obsahujucimi aldehydické alebo keténové skupiny (Chiang, et al., 2011).
Na charakterizovanie PTM st pouzivané aj konven¢né metddy. Ide o obohacovanie
imobilizovanou Zzivicou, stratégiu naviazania lektinov, techniky vyuzivajice enzymy

alebo 0 2-DE v kombinacii s imunoblotovanim (Farley a Link, 2009).

2.4.2 Dvojrozmerna elektroforéza v kombinacii s imunoblotovanim

Na detekciu fosforylovanych proteinov mozno pouzit’ rézne techniky (Yan et al., 1998).
V mnohych pristupoch sa detekcia fosforylovanych proteinov separovanych na 2-D
géloch dosahuje inkubéciou buniek s [*2P] alebo [*P] ortofosfore¢nanom (Djafarzadeh
a Niggli, 1997; Immler et al., 1997). Ked’ sa vSak na detekciu fosfoproteinov pouZzije
radioaktivne znaenie, musi sa zvazit, Ze Kkonstitutivne fosforylované proteiny
s pomalymi rychlostami premeny fosfatov, ktoré obsahuji len malé¢ mnozstva
radioaktivneho fosfatu, mozu byt nedostato¢ne detegované. Okrem toho je potrebné
opatrne porovnavat’ pomery fosforylovanych treoninovych, serinovych a tyrozinovych
zvySkov. Podobne aj tu, rozne rychlosti metabolickej fosforylacie/defosforylacie

sposobujii  nerovnomerné inkorporovanie [3?P] do rdéznych typov aminokyselin
(Cooper et al., 1983).
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Pouzitie poly- a monoklonalnych protilatok cielenych proti fosfoaminokyselindm
predstavuje alternativny postup na detekciu fosforylovanych proteinov na membrane.
Tato metoda je extrémne citliva, pretoze protilatky maja schopnost’ detegovat’ aj vel'mi
malé mnozstva (fmol) epitopu (Yan et al., 1998). Protilatky rozpoznavajice fosfotyrozin
(P-Tyr), fosfotreonin (P-Thr) a fosfoserin (P-Ser) boli vytvorené prepojenim
fosfoaminokyseliny, obsahujicu haptén, na hemocyanin alebo hovéddzi sérovy albumin
(BSA) (Heffetz et al., 1991; Wang, 1988; Kamps, 1991). Protilatky P-Tyr, P-Thr a P-Ser
su komercne dostupné a najma P-Tyr protilatky st teraz Siroko pouzivané. Zistilo sa, Ze
rozne P-Tyr protiladtky sa viazu v podstate na rovnaké proteiny v imunoblotovacej
analyze, nezavisle od presnej povahy imunogénu, proti ktorému boli protilatky vyvolané
(Kamps, 1991). Zistila sa nizka az Ziadna krizna reaktivita s nefosforylovanym

tyrozinom, fosfotreoninom, fosfoserinom, AMP alebo ATP (Wang, 1988).

Fosforylacne Specifické protilatky vSak nemdzu detegovat’ urcité fosforylované
proteiny v dosledku stérickej prekdzky rozpoznavacieho miesta, ¢o plati najmi
pre protilatky P-Thr a P-Ser. Okrem toho nedostatok antigénnosti spdsobeny P-Thr
a P-Ser zabranuje dokladnej detekcii fosforylacie treoninu a serinu v proteinoch. Stava sa
stava, ze P-Thr a P-Ser m6zu byt’ identifikované Specificky v kontexte va¢sieho epitopu

(Shen et al., 1998).

2.4.3 Modra nativna polyakrylamidova gélova elektroforéza

Tzv. modra nativna polyakrylamidova gélova elektroforéza (Blue Native PAGE) bola
prvotne zavedena Schaggerom a von Jagowom (1991). Sluzila ako technika na separaciu
enzymaticky aktivnych mitochondridlnych membranovych komplexov v hmotnostnom
rozsahu 100 kDa az 10 MDa (Schiagger a von Jagow, 1991; Schigger et al., 1994).
PouZziva sa na izolaciu membranovych proteinovych komplexov z biologickych membran
(Kugler et al., 1997; Schagger, 2001) a homogenizatov celych buniek a tkaniv (Acin-
Perez et al., 2004); pre klinicki diagnostiku T'udskych mitochondridlnych portch
(Camacho-Carvajal et al., 2004); uréenie oligomérnych stavov proteinov (Schiagger et al.,
1994); pre 2D krystalizaciu a elektronovi mikroskopiu (Poetsch et al., 2000); testy
aktivity v géli (Zerbetto et al., 1997), na nativne elektroblotovanie a imunodetekciu
(Carrozzo et al., 2006) a mnoho d’alsich tloh. Je pohodlnou a lacnou technikou zalozenou

na niekol’kych jednoduchych principoch.
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Detergent by nemal narusovat’ stabilitu komplexu a proces elektroforézy, preto sa
na solubilizdciu biologickych membran pouzivaji neidnové detergenty. Rutinne
pouzivané zahiiiaju n-dodecyl-maltozid, Triton X100 a digitonin. Volba S$pecifického
neionoveho detergentu zavisi od detergentnej stability proteinovych komplexov, ktoré su
predmetom zaujmu. Jednym z najmiernejSich detergentov je digitonin. Po solubilizacii
biologickych membran a centrifugacii sa k supernatantu pridd anidonové farbivo
Coomassie blue G-250. Toto farbivo je dostato¢ne rozpustné vo vode, ale moze sa tiez
viazat’ na membranové proteiny kvoli svojim hydrofobnym vlastnostiam (Eubel et al.,
2005). Viazanie velkého poctu molekul farbiva spdsobuje posun naboja na proteinoch.
To ma za nasledok, ze aj bazické proteiny migruju k andde pri pH 7,5 pocas BN-PAGE
(Schagger et al., 1994). Migracia proteinov sa postupne spomal’uje so zvySujicou sa
vzdialenost’'ou a s klesajiicou vel'kost'ou porov gradientového gélu. Jednotlivé proteiny sa
musia zastavit’ takmer uplne, ked’ sa priblizia Specifickému velkostne zavislému miestu

v géli (Wittig et al., 2006).

PretoZe sa negativne nabité povrchy proteinov navzajom odpudzuji, znacne sa
znizuje tendencia membranovych proteinov vytvarat’ agregaty. Okrem toho povrchové
oblasti membran stracaju po naviazani farbiva svoj hydrofobny charakter, ktory premienia
membranové proteiny na proteiny rozpustné vo vode. To znamend, ze v géloch BN nie je
potrebny Ziadny detergent, ked’Ze farbivo Coomassie obsadzuje proteinové povrchy.
Preto je riziko denaturdcie proteinov citlivych na detergenty pocas BN-PAGE
minimalizované. Nativne proteiny a komplexy migruju ako modré pasy cez BN gély. To
ul'ahCuje vyrezanie Specifickych pasov a izolaciu nativnych proteinov modro zafarbenych

elektroeluciou (Wittig et al., 2006).

BN-PAGE sa ¢asto pouziva ako prvy rozmer VO viacrozmernych experimentoch.
Pre druhy rozmer méZe byt prazok BN-gélu vyrezany a umiestneny horizontalne na gél
druhého rozmeru. Na ul'ahcenie prenosu proteinovych komplexov/proteinov do gélu
druhej dimenzie mdze byt pruZzok umiestneny medzi sklenené dosky druhého gélu na
jeho pociatocnej zostave. V zavislosti od typu pouZzitého druhého rozmeru méze byt BN-
gélovy pruzok upraveny pred zostavenim druhych rozmerov s réznymi cinidlami
(Wittig, et al., 2006). Napriklad sa k gélovému pruzku pridavaji malé mnozstva
detergentu a tym sa identifikuju interakéni partneri a ich stechiometricky pomer (Eubel, et
al., 2003). Inkubaciou v pufri s SDS a 2-merkaptoetanolom sa zaisti iplna denaturacia

proteinovych komplexov. V druhom rozmere su komplexy separované ako jednotlivé
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komponenty. BN-PAGE moéze tiez kombinovat' s IEF/SDS-PAGE, ¢o vedie k 3D
gélovému systému, ktory umoznuje vel'mi vysoké rozliSenie proteinovych vzoriek

(Wittig, et al., 2006).

2.5 Sucasny stav proteomickej analyzy lucerny siatej
Doterajsiec vyskumy sa predovSetkym sustred’ovali na proteomické analyzy Medicago

truncatula, ale napriek tomu bolo publikovanych niekol’ko proteomickych prac
venujucich sa lucerne siatej. Par z nich sa zameralo vo svojom vyskume na bunkovu
stenu, jej syntézu (Printz et al., 2015) a jej proteiny (Watson et al., 2004). Tieto vyskumy
boli podnietené tym, Ze sa zaujem o pouzivanie lignocelulézovej biomasy v priemysle
zvysil. Kvoli zlepSeniu stravitelnosti je lucerna siata cielovym druhom na geneticku

modifikaciu drahy ligninu (Guo et al., 2001).

Aguilar et al., (2009) praktizovali vtedy novo-publikovani 3-DE techniku (Gu
a Glatz, 2007), na molekularnu charakterizaciu proteinovych extraktov z lucerny siatej,
obsahujuci umelo pridany rekombinantny protein. Tato technika spaja aplikaciu vodného
dvojfazového delenia na meranie hydrofobicity proteinov podla rozdelovacieho
koeficientu (Kp) a 2-DE na vyhodnotenie molekulovej hmotnosti (Mr) a izoelektrického
bodu (pI) jednotlivych proteinov (Gu a Glatz, 2007). Jednou z najdolezitejSich
charakteristik produkcie proteinov rastlinami je moznost’ produkovania glykozylovanych
foriem rekombinantnych proteinov. Moznost’ komercnej produkcie glykoforiem v zivom
rastlinnom systéme ma obrovsky potencial vzhl'adom na zvySenie biologickej aktivity

molekuly a znizenie vyrobnych nékladov (Fischer a Emans 2000).

Vicsina z nich sa ale venovala analyze odpovedi lucerny na abiotické stresy,
napriklad sucho (Aranjuelo et al., 2011; Aranjuelo et al., 2013; Rahman et al., 2016),
vysoké teploty (Li et al., 2013), chlad (Chen et al., 2015), zasolenie (Yacoubi et al.,
2011; Yacoubi et al., 2013; Long et al., 2018), kadmium (Dai et al., 2017) a ostmoticky
stres (Zhang a Shi, 2018). V odpovediach na vsetky spominané stresy mali pozmenenti
abundanciu najma proteiny zodpovedné za stres a obranu, detoxifikaciu, translaciu
a transkripciu, transdukciu signalu, metabolizmus, transport latok a zadsobné proteiny.
Zistilo sa, ze pri analyzach nadzemnej Casti boli najviac ovplyvnené proteiny ako rubisco,
nitrogenaza, proteiny Calvinovho cyklu (Aranjuelo et al., 2011) ¢i proteiny spojené
s fotosyntézou (Chen et al., 2015). V semenach a korefioch to boli zasa proteiny
zodpovedné za bunkové delenie arast, dozrievanie semien, signalizaciu véapnikom,

biosyntézu abscisovej kyseliny (Yacoubi et al., 2011; Rahman et al., 2016).
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Z metodického hladiska bola najcastejSie pouzivana metdda extrakcie pomocou
TCA-A ¢i jej modifikacie (Tab. 1). Najpouzivanejsi rehydrataény pufor sa skladal bud’
Z 8M mocoviny alebo kombinacie 7M mocoviny a 2M thiomocCoviny (Tab. 1). Desat’
Z trinastich vyskumov pri svojich pokusoch zvolilo gélovi metddu separacie bielkovin
(Tab. 1). Hoci je vSeobecne zname, ze farbenie striebrom ma vyssiu citlovst’ (0,1ng) ako
farbenie pomocou Coomassie brilliant blue (0,1mg) v analyzach lucerny siatej sa kazdé
ujalo presne u polovice(Tab. 1). Pri zostavajtcich troch vyskumoch sa zvolila bezgélova
metoda (Tab. 1). VSetky nastiepené proteiny boli oznacené iTRAQ znackami pomocou
ITRAQ Reagent-8plex Multiplex Kitu (Tab. 1). Nasledne boli tieto peptidy rozdelené na
chromatografickych koldnach a eluované réznymi koncentraénymi gradientmi ACN
(Tab. 1). Po rozdeleni sa peptidy analyzovali MS/MS. Je zaujimavé, ze bezgélové metody

st prave jednymi z najnovsich v oblasti proteomického vyskumu lucerny siatej (Tab. 1).

Tab. 1 Sthrn st¢asnych proteomickych analyz lucerny siatej

Citacia Vzorka Metéda Rehydrataény Gélova- Spoty/
extrakcie pufor bezgélova Peptidy
met6da + stipec/ MS+
chromatografia pristroj
Watson et Stonkové CacCl; alebo 8 M mocovina, 2-DE + farbenie 143
al., 2004 pletivo LiCl + octan 4% CHAPS, striebrom,
sodny 20 mM DTT, 11cm prazok,
0.2% BioLyte pH 3-10
Aguilar et Prvé A-pufor 8 M modovina, vodné dvojfazové 55
al., 2009 stonky s fosfatom 2% CHAPS, delenie + 2-DE =
a listy pred sodnym 50 mM DTT, 3D + CBB,
zakvitnu- | B-MgSO4-pufor 0.2% BioLyte 11cm pruzok,
tim C-Tris-borat- pH 3-10
EDTA (TBE)
extrakény pufor
Yacoubi et | Semienka | Voda + inhibitor | 10 min po extrakcii | 2-DE + farbenie 521
al,, 2011 | +semienka protedz+ pridali 20mM DTT striebrom,
inkubova- | 64 U DNazal+ pomiesali
né v PEG 8 U RNazaA a centrifugovali=
kone¢ny extrakt
Aranjuelo Listy TCA-A 5 M mocovina, 2-DE + farbenie 178
eta., 2011 2 M thio-mocovina, striebrom,
-2% CHAPS 18cm pruzok,
-2% N-decyl-N,N- pH 4-7,
dimethyl-3- 20x20 cm gél
ammonio-
1-propane-
sulphonate,
-20 mM DTT,
-5 mM TCEP
-0.5% IPG pufor
(pH 4-7)
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Tab. 2 Suhrn stéasnych proteomickych analyz lucerny siatej (pokracovanie)

Yacoubi et | Semienka | Voda + inhibitor | 10 min po extrakcii | 2-DE + farbenie 110 a 115
al., 2013 | +semienka proteaz+ pridali 20mM DTT striebrom,
inkubova- | 64 U DNazal + pomiesali
né v PEG 8 U RNazaA a centrifugovali, =
konec¢ny extrakt
Aranjuelo | Nodulové TCA-A [5 M mocovina, 2-DE + farbenie 787
etal., 2013 vzorky 2 M thio-mocovina, striebrom,
-2% CHAPS, 18cm prazok,
-2% N-decyl-N,N- pH 4-7,
dimethyl-3- 20x20 cm gél
ammonio-1-
propane-
sulphonate,
-20 mM DTT,
-5 mM TCEP
-0.5% IPG pufor
(pH 4-7)
Li et al., Listy TCA-A 7 M mocovina, 2-DE + CBB, 96
2013 2 M thio-mocovina, 17cm priazok,
4% CHAPS, pH 3-10
1% DTT,
2% Amfolyty
Chen et Listy TCA-A + 7 M mocovina, 2-DE + CBB, 498 a 516
al., 2015 [B-mercapto- 2 M thio-mocovina, 24¢m pruzok,
etanol 4%(CHAPS), pH 4-7
40 mM (DTT),
1% (PMSF)
Printz et Stonka TCA-A/ 7 M mocovina, 2-DIGE + CBB, 3000
al., 2015 fenol/SDS 2 M thio-mocovina, 24cm Imobiline Gély
30mM Tris, dry pruzok, skenované
2%(CHAPS) pH 4-7 s Typhoon
FLA 9500
(GE-
Health-
care),
Kvantita-
tivna
analyza s0
softvérom
De-Cyder
Rahman et Korene Fenolova 8 M mocovina, 2-DE + CBB 400
al., 2016 extrakcia 1% CHAPS, IPG dry prazok,
0.5% IPG pufor pH 4-7
(pH 4-7), 20 mM
DTT, malé
mnozstvo BFB
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Tab. 3 Suhrn stéasnych proteomickych analyz lucerny siatej (pokracovanie)

Dai et al., Korene ,,Plant Total 7 M mocovina, Bezgélova 2377
2017 Protein 2 M thio-mocovina, | analyza.iTRAQ, | Nano-LC-
Extraction Kit*, 40mM Trizma NX-C18 stipec. MS/MS
Inhibitory 1% (C7Bz0), RP-frakciona¢na LTQ-
proteaz + Koktail inhibitorov | chromatografia- Obritrap
chaotrop proteaz HPLC. XL
Peptidy eluované | hmotnos-
s 5-15% B(20mM tny
mravencan spektro-
aménny v 90% meter
ACN, pH 10) (Thermo
15min, 15-45% B fisher
v 30min, scientific)
90% B 10min.
prietok 0.2ml/min
Zhang and Korene 50 mM Tris— 8 M mocovina + Bezgélova 1901
Shi, 2018 HCI (pH 8.0), ozarovanie analyza. iTRAQ, LC-
0.1 M KCl, ultrazvukom SCX Ultremex MS/MS
5 mM EDTA, SCX stipec. TripleTOF
30% sacharoza Ultimate 3000 5600+
HPLC systém. Systém
Peptidy eluované (SCIEX,
s A (25mM United
NaH2PO4 v 25% States)
ACN, pH 2.7)
10min, od 5 do
60%B (25 mM
NaH2PO4,
1 M KCl v 25%
ACN, pH 2.7) na
27 min.
Potom eluované s
60 do 100% B
asi 1 min
- prietok 1ml/min
Long et Celé 7 M mocovina, 7 M mocovina Bezgélova 4699
al., 2018 kli¢ence 2 M thio 2 M thio- analyza. iTRAQ, LC-
mocovina-, mocovina, SCX MS/MS
4% CHAPS, 4% CHAPS, PolySulfoethyl Q-Exactive
1% Koktail 1% Koktail stipec mass
inhibitorov inhibitorov proteaz, HPLC systém. spectro-
proteaz, 25 mM DTT, Peptidy eluované meter
50 mM IAA s A (2% ACN pH | (Thermo,U
10) a B (98% SA)
ACN pH 10).
Aplikovany
gradient: 5 min,
5-8% B; 30 min,
8-18% B; 27 min,
18-32% B;
2 min, 32-95% B;
4 min, 95% B;
4 min, 95-5% B
prietok 0.7ml/min
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2.6  Fosforylacie bielkovin

V prirodzenych pol'nych podmienkach su plodiny Casto vystavené réznym abiotickym
stresom, ako su sucho, teplo a zima, zaplavy, ktoré sa mézu v nasledujtcich desatrociach
zvysit' v dosledku globalnej zmeny klimy (dos Reis et al., 2012; Romero-Puertas et al.,
2013). Tieto abiotické stresy negativne ovplyviiuja rast, vyvoj a produktivitu plodin
(Wang a Frei, 2011). Za stresovych podmienok plodiny reaguju prispésobovanim ich
metabolickych kaskad kvoli prezitiu a aklimatizacii (dos Reis et al., 2012). Tieto aspekty
zahfnaji zmeny na urovni transkripcie (Larkindale a Vierling, 2007; Qin et al., 2008) a
translacie (Nanjo et al., 2010; Nanjo et al., 2011; Ghosh a Xu, 2014). Je dobre
zdokumentované, Ze zmeny v expresii génov na urovni transkripcie maji nizku korelaciu
so zmenami na urovni proteinov (Lan et al., 2012; Vogel a Marcotte, 2012; Vélez-
Bermudez a Schmidt, 2014). Na rozdiel od transkriptov st proteiny priamymi efektormi
odpovede stresu na rastliny. Okrem zmien v mnozstve bielkovin, strese moze spdsobit’ aj

ich rozne posttranslaéné modifikacie.

Posttranslacné modifikacie (PTM) vedu k chemicky réznym formam proteinov,
tzv. proteoformam (Smith a Kelleher, 2013). R6zne proteoformy mozu byt’ zapojené do
roznych proteinovych komplexov (Zhang et al., 2016) alebo maju zmenenu stabilitu
(Nelson a Millar, 2015), struktirne konformacie (Cho et al., 2011) ¢i aktivity (Huang et
al., 2018). V sucasnosti bolo zistenych a ¢iasto¢ne charakterizovanych viac ako 300 typov
PTM a ich pocet sa stale zvySuje (Silva-Sanchez et al., 2015). Fosforylacia proteinov je
zatial’ najlepSie charakterizovand PTM v rastlinach. Napriklad pre korefiové proteiny
Medicago truncatula bolo proteomicky identifikovanych priblizne 3 404 fosforylacnych
miest (Grimsrud et al., 2010).

Chemicky je fosforylacia je substiticia OH skupiny POs skupinou, pricom
donorom fosfoskupiny je ATP a reakcia si vyzaduje pritomnost” horéika. Fosforylacia je
katalyzovana kindzami a je to reverzibilna reakcia. Opakom fosforylacie je defosforylacia
a je katalyzovana fosfatdzami, pricom dochadza k zmene ADP na ATP. NajcastejSie
fosforylovanou aminokyselinou je serin a menej st fosforylované treonin a tyrozin.
U rastlin patria k najmenej fosforylovanym aminokyselindam histidin a aspartat.
Fosforylacia bielkovin moze viest’ k aktivacii ale aj inaktivacii signadlnych drah alebo
biochemickych procesov. Na bielkovinovej rurovni dochddza po fosforylacii

k Specifickym Struktirnym zmendm, ktoré aktivuju alebo inaktivuju dant bielkovinu.
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Naviazanie fosfoskupiny moéze indukovat’ relokalizaciu proteinu alebo dokonca jeho
degradaciu (Cohen, 2002)

Fosforylacia proteinov bola zvycajne identifikovana biochemickymi pristupmi,
vratane in vitro kindzovych testov s pouzitim radioaktivnych izotopovo znafenych
substratov, Western blot analyz s vyuzitim fosfo$pecifickych protilatok (Zhu et al., 2000;
Reimer et al., 2002). Moderné metody detekcie fosforylacie spoc¢ivaju v hmotnostne
spektrometrickych metddach. Tieto si vyzaduju inicidlne zahustenie fosfoproteinov,
pripadne fosfopeptidov (po Stiepeni). Nasledne st individudlne fosforylaéné miesta
identifikované fragmentdciou i6nov napr. vionovych pasciach zaradenych

v hmotnostnych spektrometroch (Gautron et al., 2011).

2.7 Mitogénom aktivované proteinkinazy

Kaskady mitogénom aktivovanych proteinkinaz (MAPK) st multi-enzymovymi
komplexmi pre prenos signalu v eukaryotoch (Komis et al., 2018). Hrajii vyznamnu
ulohu pri adaptaénych procesoch rastlin. Sériou fosforylacnych procesov
sprostredkovadvaju intracelularny prenos a amplifikaciu extraceluldrnych stimulov,
¢o vedie k indukcii vhodnych biochemickych a fyziologickych bunkovych odpovedi
(Colcombet a Hirt, 2008). MAPK moduly stt maju tlohu Vv reakciach na stresové stimuly,
hormonalnej signalizacii (Liu, 2012; Sinha et al., 2011), regulacii bunkového delenia,
rastu, diferenciacie a programovanej bunkovej smrti (Franklin-Tong a Gourlay, 2008;
Miiller et al., 2010; Sasabe a Machida, 2012), ako aj v symbiotickych a patogénnych
biotickych interakciach (Rasmussen et al., 2012; Tena et al., 2011). Hoci MAPK
indukujti globalne zmeny v expresii génov v strednodobom az dlhodobom horizonte, v
kratkodobom horizonte ovplyviiuju aj cytoplazmaticktl infrastruktaru a jej funkciu
(Samajova et al., 2013).

MAPK dréhy sa skladajt z troch proteinkinaz: MAPK, MAPK kinaz (MAPKK),
MAPKK kinaz (MAPKKK). Su iniciované MAPK kinazou kindzou (MAPKKK), ktora
reverzibilne fosforyluyje MAPK kinazu (MAPKK) a tym spdsobuje fosforylaciu
mitogénom aktivovanej proteinkinazy (MAPK). Serin/treonin MAP3K fosforyluje
serinové alebo treoninové zvysky v konzervativnom motive S/T-X3.5-S/T nachadzajicom
sa v aktivacnej slucke prislusnej MAP2K. Dvojito Specifickda MAP2K potom fosforyluje
treoninové a tyrozinové zvysky konzervativneho T-X-Y motivu v aktivacnej slucke

MAPK (Pitzschke, 2015). Tym sa aktivuje MAPK, ktora je schopna regulovat’ ¢innost’
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Sirokého rozsahu substratov vratane transkripénych faktorov (Komis et al., 2018),
cytoskeletalnych proteinov (Beck et al., 2010; Samajova et al., 2013) a dalsich
proteinkinaz (Popescu et al., 2009). Tvorba a integrita Specifickej MAPK kaskady moze
byt sprostredkovand skeletovymi proteinmi tzv. ,,scaffold”, zdielanymi dokovacimi
doménami a adaptérmi alebo kotviacimi proteinmi (Whitmarsh a Davis 1998; Bardwell

et al., 2001; Takekawa et al., 2005).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material
3.1.1 Pouzity biologicky material

Rastliny lucerny siatej (Medicago sativa) kultivar Europe arastliny arabkovky
(A.thaliana) ekotyp Columbia (Col-0).

3.1.2 Pouzité chemikalie

2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

2-propanol (PENTA)

40 % Akrylamid 37, 5:1 (Biorad)

4x Laemmli pufor (Biorad)

5x Bradford protein reagent (Biorad)

Acetén (Sigma-Aldrich)

Agardza (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Amid kyseliny jodooctovej (IAA) (Sigma-Aldrich)
Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich)

Blotting Grade Bloker (Biorad)

Bromfenolova modra (BFB) (Sigma-Aldrich)

Clarity ECL Western Blotting substrate (Biorad)
Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) (Roche)
Coomassie brilliant blue r-250 (CBB) (Biorad)
Dimethyl (3-(propyl)azaniumylpropan)-1-sulfonat (CHAPS) (Sigma-Aldrich)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)

Etanol (PENTA)
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Fenol pufrovany Trisom pH 8,8 (Sigma-Aldrich)

Fluorid sodny (Sigma-Aldrich)

Gellan gum (Alfa-Aesar)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycin (Sigma-Aldrich)

HEPES (Duchefa)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich)

Chlorid horeénaty (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

IPG Buffer pH 3-10 (amfolyty) (GE Healthcare)
Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
Kyselina etylénglykoltetraoctova (EGTA) (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosfore¢na (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlérovodikova (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Mineralny olej (Biorad)

Mocovina (Sigma-Aldrich)

Murashige a Skoog médium (Duchefa)

Octan amonny (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (APS) (Biorad)

Phostop (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) (Roche)
Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Prenosovy transferovy pufor (Biorad)
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Sacharoza (Sigma-Aldrich)

Siran amonny (Sigma-Aldrich)

Tetrametyletyléndiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich)
TGX Stain free FastCast Acrylamide Kit 10 % (Biorad)
TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10% (Biorad)
Tiomocovina (Sigma-Aldrich)

Tris (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Tween-20 (Sigma-Aldrich)

3.1.3 Pouzité pristroje
Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Aparatura pre SDS-PAGE (Biorad)

BI1O-RAD Protean IEF Cell 526BR Electrophoresis Unit (GE Healthcare)
Centrifuiga (Allegra 64R, Beckmann Coulter)

Digestor (Merci)

GE Image Scanner Il (GE Healthcare)

Ettan IPG Phor 3 (GE Healthcare)

Flowbox (Merci)

ChemiDocTM MP Imaging System (Biorad)

Infinite M Nano (TECAN)

pH meter (PC 2700, Eutech — Instruments)

Rocker-Shaker MR-12 (Biorad)

Simplicity UV Water Purification Systems (Merck Millipore)
Thermoshaker TS-100 (BioSan)

Trans Blot Turbo Transfer System (Biorad)
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Vortex-2-Genie (Scientific Industrie)

3.1.4 Pouzité protilatky

Goat anti-rabbit IgG konjugovana s HRP (Sigma-Aldrich)

Rabbit anti-MPK6  (Sigma-Aldrich)

Rabbit anti-pTEpY  (phospho-p44/42, pERK; Cell Signaling; Danvers, ME, USA)

3.2  Metédy

3.2.1 Priprava rastlinného materialu

Sterilizacia semien lucerny siatej prebehla v troch krokoch. VSetky kroky boli robené
asepticky v sterilnom boxe. V prvom kroku boli semena inkubované v 96 % etanole po
dobu 1 minuty. V druhom kroku boli semena inkubované v steriliza¢nom roztoku (3,3 ml
10% hypochlorid sodny, 1,7 ml 70% etanol, 1 kvapka Tween 20) dvakrat po dobu 4
minut. Nasledne po druhom kroku boli semena premyté 5x sterilnou destilovanou vodou.
Po premyti boli semena inkubované minimalne 1,5 hodiny v sterilnom boxe pri izbovej
teplote. Po inkubacii boli semena nasadené na MS médium (30 g/l sacharéza, 4,3 g/l MS
basal salt mixture, 4,5 g/l Gellan gum , pH (5,7)) a uchované v chladni¢ke v tme na 1 noc
pri 4 °C kvoli prelomeniu dormancie a synchronizacii kli¢enia. Dal$i den boli semena
Vv Petriho miskach vylozené do fytotronu na 8 dni a kultivované pri dennom rezime 16/8h

(svetlo/tma) a pri teplote 21 °C.

Sterilizacia semien arabkovky prebehla v troch krokoch. VSetky kroky boli robené
asepticky v sterilnom boxe. V prvom kroku boli semena inkubované v 70 % etanole po
dobu 5 minat. V druhom kroku boli semena premyté 3x sterilnou destilovanou vodou.
Nasledne po druhom kroku boli semena nanesené na sterilny filtraény papier kde boli
ponechané k uschnutiu. Po uschnuti boli semena nasadené na 2 MS médium (10 g/
sachardza, 2,15 g/l MS basal salt mixture, 1 g/l MES, 6 g/l Gellan gum, pH (5,8)) a
uchované v chladni¢ke v tme na 1 noc pri 4 °C. Dalsi den boli semena vylozené do

fytotronu a kultivované 8 dni pri rovnakych podmienkach ako pre lucernu.

3.2.2 Ovplyvnenie rastlin oxidativhym stresom

Oxidativny stres bol indukovany tekutym MS médiom s pridavkom 20mM peroxidu
vodika. Roztok s peroxidom vodika (25ml) bol aplikovany na povrch Petriho misky s
osem dnovymi rastlinami lucerny siatej cv. Europe tak aby boli celé rastliny tplne
ponorené v roztoku. Pre zabranenie hypoxie boli Petriho misky s rastlinami poloZené na

kyvacku, priCom boli mieSané pri pomalom kyvani. Takymto spdsobom sa zabranilo
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trvalému ponoreniu rastlin v roztoku. Rastliny boli vystavené roztoku 30 minut pri
laboratérnych podmienkach. Rastliny, ktoré neboli vystavené 30 minutovej inkubdcii
v 20mM peroxide vodika sltzili ako tzv. suché kontroly. Tieto dve skupiny rastlin boli

podrobené biochemickej analyze.

3.2.3 Extrakcia proteinov pre dvojrozmerni elektroforézu

Na extrakciu boli pouzité 8 diové korene kontrolnych rastlin lucerny siatej cv. Europe a
arabkovky ekotyp Columbia (Col-0), 8 diové oxidativnym stresom ovplyvnené rastliny
a kontrolné rastliny lucerny siatej cv. Europe. Pomocou fenolovej extrakcie s naslednou
precipitaciou octanom amoéonnym v metanole sme ziskali bielkoviny (Hurkman a Tanaka,
1986; Takac et al, 2011). Rastliny alebo korene odobraté z MS média a 2 MS média boli
zhomogenizované na jemny prasok v trecej miske s tekutym dusikom. Zhomogenizovany
prasok bol preneseny do plastovej skimavky kde bolo k nemu pridanych 0,5 ml
extrakéného pufru (0,9 mol/l sachar6za, 0,1 mol/l Tris-HCI (pH 8,8), 10 mmol/l EDTA,
0,1 mol/l KCI, destilovana voda). Nasledne prebehla 15 minatova inkubacia na l'ade, po
¢om bolo k zmesi pridanych s 0,5 ml Trisom pufrovaného fenolu (pH 8,8). Po inkubacii
bola zmes vortexovana a inkubovana 30 minat pri 4 °C. Nasledne boli vzorky
centrifugované 5 minut, pri 6000 g a 4 °C. Pri centrifugacii doslo k oddeleniu l'ahsej
fenolovej fazy, obsahujucej bielkoviny, od tazSej tzv. vodnej fazy, obsahujicej
kontaminanty. Do novej skumavky bola odobrana l'ahsia fenolova faza. K vodnej faze
bolo znova pridanych novych 0,5 ml Trisom pufrovaného fenolu o pH 8,8. Zmes bola
znova vortexovana a centrifugovana 5 mintt, pri 6000 g a 4 °C. Nasledne sa zasa odobrala
vrchné fenolova faza. K obom zmieSanim fenolovym fazam sa pridal 5 ndsobny objem
0,1 mol/l acetatu aménneho v 100 % metanole a bielkoviny boli precipitované cez noc

pri -20 °C.

Nasledne bola suspenzia centrifugovana 20 minut, pri 13000 g a 4 °C. Odstranil
sa supernatant a k peletu (precipitatu) bol pridany 1 ml na -20 °C vychladeného 0,1 mol/l
acetatu amonneho v 100 % metanole. Po pridani acetatu sa Spickou pipety zaistilo
dostato¢né narusenie precipitatu. Nasledne bola vzorka vortexovana (kvoli d’alSiemu
rozru$eniu peletu) a suspenzia inkubovana 15 min pri -20 °C. Po inkubacii nasledovala
centrifugacia (10 min, 13000 g, 4 °C) a podobnym sposobom bol pelet premyty 2x 80 %
acetonom, 1x 70 % etanolom a 1x 80 % acetonom (roztoky boli vychladené pri -20 °C).
Po poslednom premyti boli proteinové pelety ponechané v digestore 10 minut pri izbovej

teplote k vysuseniu. Bielkoviny boli nasledne rozpastané v 125 pl rehydrataéného pufru
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(8 mol/l mo¢ovina, 2 mol/l thiomoc&ovina, 2 % (v/v) CHAPS, 2 % (v/v) Triton X-100, 50

mmol/l DTT, destilovana voda) jednu hodinu pri izbovej teplote.

3.2.4 Meranie koncentracie bielkovin

Stanovovanie koncentracie proteinov bolo robené pomocou Bradfordovej metody
(Bradford, 1976) v 96 jamkovych mikrotitraénych dostickach. 300 ul reakéna zmes bola
pripravena z 239 ul destilovanej vody, 60 pl 5x Bradford protein reagent a 1 pl
bielkovinového extraktu. Pomocou spektrofotometra s monochromatorom Infinite M
Nano (TECAN) bola merana absorbancia pri 595 nm. Koncentracie bielkovin boli
stanovené pomocou kalibracnej krivky pripravenej pouzitim znamych koncentracii

albuminu (Bovine serum Albumin).

3.2.5 Dvojrozmerna elektroforéza

Na separaciu bielkovin pomocou izoelektrickej fokusacie (prvy rozmer 2-D
elektroforézy) boli pouzité 2 rozne pristroje, a to Protean IEF Cell 526BR Electrophoresis
Unit (BioRad). Rehydratacia IPG prizkov bola robena aktivne v Protean IEF Cell 526BR
Electrophoresis Unit alebo pasivne v plastovom stojane s drahami v tzv. IPG boxe (GE
Healthcare) cez noc (16 hod). Stprava vyrobcu GE Healthcare (IPG Phor 111, IPG box)
aktivnu rehydrataciu gélového pruzku neumoziuje. Pri pasivnej rehydratacii bolo 125 ul
proteinového extraktu (S obsahom proteinov 100 pg) obohateného 0 5 % (v/v) amfolyty
(pH 3-10) a 0,002 % (w/v) BFB nanesené do drahy IPG boxu v dizke 7 cm. Na extrakty
boli opatrne polozené gélové prazky (7 cm, pH 5-8; 3-10; Biorad) gélovou stranou nadol
tak, aby bol gél v kontakte s extraktom po celej dizke. Po 12-15 h boli rehydratované
gélové prizky vlozené na keramicku platiu (v pozadovanej polovej orientacii) v pristroji
Ettan IPG Phor 3. Gélové pruzky boli zaliate mineralnym olejom kvoli zabraneniu
odparovania a na ich konce boli pridané vlhkeé filtracné papiere tak, aby sa ¢iasto¢ne

prekryli gél. Na tieto konce sa nasledne pripojili elektrody.

Po napojeni elektrod bol spusteny prvy rozmer (IEF) dvojrozmernej elektroforézy,
ktory trval priblizne 6 hodin. Parametry IEF boli: 1hod. od 150 V do dosiahnutia 150 VH,
1hod. 500 V do dosiahnutia 500 VH a 3hod. a 45min. 4000 V do dosiahnutia 15000 VH,
pri izbovej teplote. Pri aktivnej rehydratacii IEF prebiehala v rovnakom pristroji (Protean
IEF Cell) ako samotna rehydratacia. Podmienky pre IEF boli rovnaké ako pri pasivne;j
rehydratacii. Najprv bol do drahy pre gélovy prazok aplikovany bielkovinovy extrakt, na

ktory bol polozeny prazok v spravnej polovej orientacii. Nasledne bol prazok s extraktom
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zaliaty mineralnym olejom a prekryty Specialnym krytom na Protean IEF Cell. Cela tato

dosticka musela byt’ spravne pélovo umiestnena.

Po IEF boli gélové prazky oplachnuté v SDS elektroédovom pufri (14,4 g/1 glycin,
39/l TRIS, 0,1 % (w/v) SDS, destilovana voda) a inkubované v ekvilibratnom pufri (6
mol/l mo¢ovina, 50 mmol/l Tris-HCI (pH 8,8), 2 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) glycerol, 0,002
% (w/v) BFB, destilovana voda) po dobu 15 minut s pridavkom 1 % (w/v) DTT kvoli
odstraneniu disulfidickych véazieb redukciou a po dobu 15 minut s 2,5 % (w/v) 1AA kvoli
ich stabilizacii ich alkylaciou. Po inkubaciach boli gélové prazky vlozené medzi skla
elektroforetickej aparatiry MiniProtean Tetra Cell priamo na rozdelovaci
polyakrylamidovy gél (10% (w/v) akrylamide 37,5:1) alebo na 10 % tzv. Stain-free gél
(TGX Stain-Free, Biorad). Boli vkladané tak, aby nedoslo k vzniku vzduchovych bublin
medzi prizkom a gélom. Prazky boli na SDS-PAGE géli stabilizované nanesenim 0,5 %
agardzy. Standard bol naneseny na filtraény papier v tvare obdiZnika s rozmermi 0,3 x

0,2 cm a vlozeny vedl'a IPG pruzku na gél.

SDS-PAGE bola spustena hned’” po polymerizacii agarézy v prostredi SDS
elektrodového pufru pri 60 V (20min), 120 V (20min) , 160 V (kym bielkoviny nedosiahli
spodny okraj gélu); 1,5 hodiny pri izbovej teplote. Po prebehnuti SDS-PAGE boli
polyakrylamidové gély vybrané z elektroforetickej aparatiry apremyté 3 x 5 min.
destilovanou vodou v plastovych miskach. Nasledne boli gély zafarbené koloidnou
briliantovou modrou (CBB) (roztok A (350 ml destilovana voda, 40 g siran amonny, 8 ml
kyselina fosforecnd) + roztok B (0,5 g Coomassie G250, 10 ml destilovana voda ) + 20%
metanol pred pouzitim) minimalne 2 hodiny. Farbenie prebiehalo v miskach na kyvacke
(Rocker Shaker, Biorad) pri nizkej rychlosti kyvania. Po viditelnom zafarbeny proteinov
boli gély premyvané s destilovanou vodou pri vysokej rychlosti kyvania. Premytie vodou
bolo robené minimalne 5 krat kvoli odfarbeniu pozadia gélov. Ked’ boli gély premyté

nasledovalo skenovanie pomocou skenera pri 600 dpi (ImageScanner).

Pocet spotov bol na vybranych 2-DE géloch analyzovany softvérom (PDQuest
Advanced 2-D Gel Analysis Software).

3.2.6 Imunoblotovanie dvojrozmernych gélov

Dvojdimenzionalne gély so vzorkami pochadzajicimi zo stresom ovplyvnenych rastlin
a kontrolnych rastlin lucerny, cv. Europe boli pouzité na detekciu SIMK pomocou

imunoblotovania . Transfer proteinov z gélu na PVDF membranu bol robeny podla
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Kurien et al., (2015) pomocou tzv. polosuchej metédy s pouzitim pristroja TransBlot
Turbo Transfer System (BioRad). Membrana (9 x 7 cm) bola rehydratovana 1 mintatu v
100 % metanole a nasledne inkubovana 5 minat v tzv. transferovom pufri (Tab.2).
Rovnako boli v transferovom pufri inkubované aj filtratné papiere. 5 mintat po inkubacii
bol na dno transferovej kazety navrstveny filtracny papier, na ktory sa polozila PVDF
membrana. Vytvorené bubliny medzi filtranym papierom a membranou boli
eliminované tlakom plastového val¢eka. Na membranu bol opatrne polozeny gél a na fiu
d’alsia vrstva filtraéného papiera. Vzduch bol opét’ vytlaceny tlakom val¢eka. Nasledne
bola kazeta uzavreta. Prenos trval 10 minat pri 10 mA. Pre vizualizaciu proteinov boli
membrany po prenose inkubované v roztoku Ponceau S (0.2 % Ponceau S, 5% kyselina
octova) anasledne dokumentované pomocou digitdlneho fotoapardtu. Membrany
pripravené z0 Stain Free gélov boli dokumentované na dokumentaénom pristroji
Chemidoc (BioRad) podrla instrukcii vyrobcu. Po inkubacii v Ponceau S boli membrany
trikrat premyté v destilovanej vode po dobu 5 min. a ponechané v blokovacom roztoku
(4 % (w/v) BSA Bovine Serum Albumin a 4 % (w/v) Blotting Grade Blocker v TBS-T
(Tab. 3) cez noc pri 4 °C pri pomalom kyvani. Na d’alsi den boli 3,5 hodiny inkubované
pri laboratornych podmienkach s primarnou protilatkou pri nizkej rychlosti kyvania (anti-

MPKG®, krali¢ia monoklonalna protilatka; riedena 1:8000 v 1 % BSA).

Protilatka anti-MPKG® je protilatka rozpoznavajuca MPK6 z Arabidopsis thaliana.
Tym, Ze ma vysoku homolodgiu so SIMK rozpoznava v lucerne siatej SIMK protein. Po
inkubacii v roztoku primarnej protilatky boli membrany premyvané 5 X 7 minut v TBS-
T pri vysokej rychlosti kyvania. Membrany boli po premyti inkubované 1,5 hodiny v
laboratornych podmienkach so sekundarnou protilatkou pri nizkej rychlosti kyvania (anti-
rabbit IgG, konjugovana s chrenovou peroxidazou; riedena 1:5000 v 1 % BSA). Po
inkubacii so sekundarnou protilatkou boli membrany zasa premyvané 5 x 7 minat v TBS-
T pri vysokej rychlosti kyvania. Na detegovanie chemiluminescenéného signalu bol
pouzity tzv. ,,Enhanced chemiluminescence® (ECL, Biorad) substrat. Nasledne sme
chemiluminiscen¢ny signal detegovali na dokumentaénom pristroji ChemidocTM

(Biorad). Pomocou programou ImagelLab a ImageJ bola kvantifikovana intenzita skvin.
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Tab. 2 Zlozenie transférového pufru

ZlozZenie Objem (100ml)
5x Transfer buffer (Biorad) 20 ml
96 % etanol 20 ml
destilovana voda 60 ml

Tab. 3 ZloZenie trisom pufrovaného fyziologického roztoku s Tweenom 20 (TBS-T)

Zlozenie 1X TBS-T

Objem (1000ml)

50 mM Tris 6,559
150 mM Nacl 8,76 g
destilovana voda 500 mL

0,1M HCI pHna 7,6

destilovana voda

doplnit’ do 1L

Tween 20

1ml

3.2.7 Extrakcia proteinov a priprava vzorky pre SDS-PAGE

Na detekciu SIMK proteinov a fosforylovanych proteinov s fosforylaénym motivom
PpTEpY pomocou SDS-PAGE boli pouzité stresom ovplyvnené rastliny a kontrolné
rastliny lucerny siatej cv. Europe. Rastliny boli homogenizované v tekutom dusiku a
extrahované v tzv. E-extrakénom pufre (50 mmol/l HEPES, 75 mmol/l NaCl, 1 mmol/I
EGTA, 1 mmol/l MgCI2, 1 mmol/l NaF, 10 % (v/v) glycerol, obohateny o inhibitory
proteaz (Complete; Roche) a fosfatdz (Phostop; Roche) a 1 mmol/l DTT). Pouzitim
vortexu bol bielkovinovy extrakt viackrat pomies$any a potom ponechany 30 minut na
lade. Nasledne prebehla centrifugacia 15 minuat, pri 13000 g a 4 °C. Pomocou
odsol'ovacich ultrafiltrov (koloniek) Amicon (Millipore) boli supernatanty dvakrat
zahustené precistené od zloziek mensich ako 10 kDa. Extrakty boli v kolonach podrobené
centrifugécii 10 minut, pri 14000 g a 4 °C. Po centrifugécii bol retentat preneseny do

novej mikroskamavky. Bol knemu pridany 4x Laemmli pufor a 5 % (v/v) 2-
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merkaptoetanol tak, aby bolo vysledné zlozenie Laemmli pufra 4:1. VVzorky boli povarené
10 minut pri 95 °C. Takto denaturované proteinové extrakty boli potom ponechané
v digestore na vychladnutie. Po vychladnuti boli vzorky pripravené na rozpipetovanie do

gélu.

3.2.8 SDS-PAGE a imunoblotovanie

Pred napipetovavanim vzoriek bola elektroforeticka aparatira s gélom zaliata SDS
elektrodovym pufrom. Do drah 10 % Stain Free gélu boli nasledne napipetované vzorky
(15 pg bielkovin) a spustila sa elektroforéza 1 hodinu, 180 V pri izbovej teplote. Po
skonceni SDS-PAGE bol gél opatrne polozeny na uz inkubované filtracné papiere a
membranu podobne ako v kapitole 3.2.6. Na detekciu fosforylovanych proteinov s
fosforylanym motivom pTEpPY museli byt membrany po odfoteni alebo inkubdacii v
Ponceau S inkubované v blokovacom roztoku (5 % (v/v) BSA v TBS-T) cez noc pri 4 °C.
Na druhy defi boli inkubované cez noc pri 4°C s primarnou protilatkou pri nizkej rychlosti
kyvania (anti-pTEpY, krali¢ia polyklonalna protilatka (Sigma-Aldrich); riedend 1:750
(v/iv) v 5 % BSA). Po inkubacii v primarnej protilatke boli membrany podrobené
imunoblotovaniu podobne ako v kapitole 3.2.6. Na detekciu SIMK proteinov boli

membrany podrobené blokovaniu a imunoblotovaniu rovnako ako v kapitole 3.2.6.

3.2.9 Pocet biologickych replik

Dvojrozmerné gély z koreiov lucerny boli zhotovené v 3 biologickych opakovaniach.
Dvojrozmerné gély zrastlin lucerny boli zhotovené z2 biologickych replik.
Imunoblotovanie s pouzitim jednorozmernych a dvojrozmernych gélov bolo zhotovené
v 2 biologickych replikadch. Imunoblotovanie s pouZzitim fosfoSpecifickej protilatky bolo

urobené v 2 technickych replikéch.
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava dvojrozmernych gélov z korenov lucerny a arabkovky

V priebehu optimalizacie extrakéného postupu sme testovali r6zne obsahy proteinov vo
vzorke. Najkvalitnejsi signal bielkovin bol pozorovateI'ny pri nanaske 100 pg proteinov.
Pripravili sme tak dvojrozmerné gély s pouzitim gélovych pruzkov o dizke 7cm a
s izoelektrickym fokusaénym rozmedzim pH 5-8. Ku kvalite signalu tiez pomohlo
pouzitie ¢erstvého roztoku CBB. Gély farbené pomocou CBB pri vykazovali 251 skvin
pre lucernu siatu . Pri porovnani Obr. 1A a 1B vidiet’, Ze usporiadanie biclkovinovych
Skvin na géloch z korenovych extraktov lucerny a arabkovky su odlisné. Napriklad
proteinova Skvrna v Kyslej oblasti (Sipka — priblizné Mr 33,4 kDa a pl 5,8) z Obr. 1B. sa
na Obr. 1A nenachadza. Naopak dve skvrny z hornej ¢asti gélu (priblizné Mr 108 kDa a
pl 6,24; priblizné Mr 88 kDa a pl 6,25) na Obr. 1A sa vobec nenachadzaju na Obr. 1B.
Avsak na géloch sa vyskytovali aj proteinové Skvrny s podobnymi charakteristikami. Ako
napriklad proteinova Skvrna v spodnej casti gélu (priblizné Mr 28,6 kDa a pl 6,28)

oznacena Sipkou.

(A) (B)
kba S pH5 pH 8
3
250 kDa | : ]
150kDa |- ! 7 R
Reh b= R T
a |” e - :
4 " 5 Y -~ "..‘ - ‘“—g .
50kDa [p  [F e RN o 7 o T a .
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25 kDa ’ s Se L
20 kDa § - - - e
z

Obr.1: Reprezentativny obrazok dvojrozmerného gélu zhotoveného z bielkovinovych
extraktov koretiov (100 ug): (A) lucerny siatej cv. Europe, (B) arabkovky ekotyp Col-0
rasticich v kontrolnych podmienkach. Sipky poukazuju na pozicie spolo¢nych a
unikatnych proteinovych Skvin pre jednotlivé rastliny. Pouzity 7cm IPG prazok
s gradientom pH 5-8. Gély boli farbené pomocou koloidnej briliantovej modrej (CBB).
S — proteinovy §tandard, kDa - molekulova hmotnost'.
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4.2 Porovnanie dvojrozmernych gélov z proteinovych extraktov

rastlin lucerny vystavenych peroxidu vodika
Exogénne ovplyvnenie rastlin peroxidom vodika je vyuzitelné na indukciu oxidativneho
stresu. V tomto systéme dochadza k oxidativnemu stresu predovsetkym v apoplaste.
Nakol'ko je peroxid vodika schopny transportu cez plazmatickit membranu, nemozno
vylucit akumuléciu peroxidu vodika aj v intracelularnom priestore. Nasim d’al$im cielom
bolo porovnat dvojrozmerné gély pripravené z celych rastlin lucerny vystavenych
peroxidu vodika (20mM, 30 min.) s gélmi, ktoré boli pripravené z kontrolnych rastlin.
Vysledné kvalitativne a kvantitativne rozdiely medzi gélmi boli vyhodnotené pomocou
softvéru PDQuest (BioRad). Pri nanaSke 100 pg proteinov na 7cm IPG pruazok bolo na
vyslednom dvojrozmernom polyakrylamidovom géle farbenom CBB (Obr. 2B) mozné
detegovat’ 212 a 217 skvin (Obr. 2A) (Tab. 4). Pre porovnanie vysledkov bol tento pokus
zopakovany anasledne vyhodnoteny pomocou softvéru PDQuest. V druhom
biologickom opakovani boli pre separaciu proteinov v druhom rozmere na rozdiel od
prvého biologického opakovania pouzité Stain-free gély, na ktorych bolo detegovanych
191 a 183 skvin v prospech kontrolnych rastlin (Tab. 4). Tento rozdiel je mozné pripisat’
odlisnej citlivosti vizualizacie proteinov. Ako hlavny gél (tzv. master gel) pre softvérovu
analyzu bol zvoleny gél (Obr. 2B). Spoty na jednotlivych géloch mali r6zne abundancie

(Tab. 5). Bolo zistené, ze tento vysledok moze poukazovat’ na 7 originalnych/unikatnych

(B)

pH 8

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa
50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

Obr.2: Reprezentativne dvojrozmerné gély zhotovené z proteinovych extraktov celych rastlin (100
ug) lucerny siatej cv. Europe: (A) ovplyvhenych 20 mM peroxidom vodika po dobu 30 minut (B)
kontrolnych rastlin. Bol pouzity 7cm IPG prizok s gradientom pH 5-8. Gély boli farbené pomocou
koloidnej briliantovej modrej (CBB). S — proteinovy §tandard, kDa — molekulova hmotnost'.
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proteinovych Skvin z bielkovinovych extraktov kontrolnych rastlin lucerny a na 5
origindlnych/unikatnych proteinovych Skvin z celoproteinovych extraktov peroxidom
ovplyvnenych rastlin lucerny. Pre urcenie identity jednotlivych spotov by bolo potrebné
tento vysledok d’alej analyzovat’, napriklad pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Tab. 4 Pocet bielkovinovych $kvin a percentualna uspesnost’ zhody zo softvérovej analyzy

dvojrozmernych gélov (vratane biologickych opakovani) pripravenych zrastlin lucerny
vystavenych peroxidu vodika a kontrolnych rastlin

Gél Potet | Skvrny zhodné |Percento | Percento | Korelaény
Skvin | s hlavnym gélom | zhody 1 | zhody 2 | koeficient
Kontrola, 212 203 95% | 70% 1.000
opakovanie 1
Kontrola, 191 152 79% | 53% 0.490
opakovanie 2
H20z, 217 169 7% | 59% 0.624
opakovanie 1
H20;, 183 119 65% | 41% 0.537
opakovanie 2

Tab. 5 Kvalitativne a kvantitativne rozdiely medzi gélmi z kontrolnych a H.O>-ovplyvnenych
rastlin lucerny siatej

Rozdiel pocet
Skvrny pritomné v kontrolnych géloch a nepritomné v 7
testovanych géloch

Skvrny pritomné v testovanych géloch a nepritomné v 5
kontrolnych géloch

Skvrny s menej jako 1.5 nasobne zvySenou abundanciou 24
Skvrny s 1.5 az 3 nasobne zvysenou abundanciou 35
Skvrny s viac ako 3 ndsobne zvysenou abundanciou 21
Skvrny s menej ako 1.5 nasobne zniZzenou abundanciou 27
Skvrny s 1.5 aZ 3 nasobne znizenou abundanciou 38
Skvrny s viac ako 3 nasobne zniZenou abundanciou 32
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4.3 Imunoblotova analyza SIMK pomocou SDS-PAGE

Ciel'om nasledujiiceho experimentu bolo zistit’ abundanciu proteinu SIMK u lucerny po
ovplyvneni peroxidom vodika. Pre imunodetekciu SIMK sme v naSej praci vyuzili
primarnu monoklondlnu protilatku anti-MPK6 rozpoznavajicu MPK6 v arabkovke
a SIMK v lucerne. Separaciou kontrolnych a stresom ovplyvnenych vzoriek pomocou
SDS PAGE anaslednym imunoblotovanim bol identifikovany vyrazny pas v oblasti
s molekulovou hmotnost'ou 46 kDa prisluchajuci SIMK proteinu (Cardinale et al., 2000;)

(Obr. 3). Intenzita pasu sa medzi vzorkami nelisila (Obr. 4).

[3+] 5+
(A) s (B) s
£ O g o
kDa S :Q 1? S :Q I?
250 kDa —
150 kDa
100 kDa i
75 kDa

50 kDa
- - SIMK ‘ ——

37 kDa

Obr. 3: Imunoblotova analyza stresom indukovanej mitogénom aktivovanej
proteinkinazy (SIMK) v rastlinach lucerny. (A) Imunoblot z celorastlinnych proteinovych
vzoriek rastlin lucerny ovplyvnenych 20mM peroxidom vodika po dobu 30 minut a
kontrolnych rastlin z SDS-PAGE gélu. (B) vizualizicia bielkovin na polyvinilidin
difluoridovej (PVDF) membrane po prenose pomocou ChemiDocTM. Sipka ukazuje na
$pecificky proteinovy pas znazorfiujuci SIMK protein. S — proteinovy S$tandard,
kDa — molekulova hmotnost’.
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Obr. 4: Kvatifikacia denzity pasu z obrazku 3A. Graf ukazuje priemer z 2 opakovani. Chybové
usecky predstavuju Standardnit odchylku. Denzita pasu z biologickych replik bola normalizivana
podl’a celkovej denzity pasov na imunoblote.

44 Detekcia SIMK pomocou imunoblotovania s pouzitim

dvojrozmernych gélov
Imunodetekcia na dvojrozmernych géloch je metéda umoziujica detekciu izoforiem
a posttranslacnych modifikacii bielkovin. Bielkovinové izoformy sa liSia najCastejSie
v izoelektrickom bode a zmenu v pl sposobuju aj posttranslaéné modifikacie. V prvom
kroku sme pouzili IPG pruzky s rozsahom pl 3-10, aby sme identifikovali pl, v ktorom sa
signal pochadzajuci z protilatky nachadza. Tato prvotna analyza ukézala, Ze signal sa
nachddzal v rozmedzi pl 5-8. Molekulova hmotnost’ (46kDa) zodpovedd molekulove;j
hmotnosti SIMK (Obr. 5). Tiez sa nam podarilo dosiahnut’ vysoku S$pecificitu vo
vertikdlnom rozmere, pretoZe sa na membrane nenachadza ziadny neSpecificky signal
s inou molekulovou hmotnostou ako 46 kDa. Z tychto dovodov sme sa za pouZitia
rovnakého postupu dvojrozmernej elektroforézy rozhodli v d’alSich analyzach pouzit’ IPG
prazky s rozsahom pl 5-8. Tento rozsah by mal zabezpecit’ u¢innejsiu separaciu signalu

z imunodetekcie SIMK.
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Obr. 5: Imunoblot z dvojrozmerného gélu: (A) pripraveny z proteinového extraktu celych

rastlin lucerny siatej cv. Europe ovplyvnenych 20mM peroxidom vodika po dobu 30

minit pouzitim anti-MPK6 protilatky, (B) vizualizacia bielkovin na polyvinilidin

difluoridovej (PVDF) membrane po prenose pomocou ChemiDocTM. Elipsa na obrazku

(A) znazoriiuje chemiluminiscenény signal. Pouzity 7cm IPG prazok s gradientom

pH 3-10. S — proteinovy §tandard, kDa — molekulova hmotnost’.
Na PVDF membranach z dvojrozmernych gélov s pH 5-8 sme pomocou tejto protilatky
detegovali v lucerne (celé rastliny) 3 Skvrny s r6znou denzitou (Obr. 6A, B). Vsetky
Skvrny sa nachadzali v oblasti 46 kDa, ¢o sa podobne ako v predchadzajtcich pripadoch
zhoduje s molekulovou hmotnostou SIMK. Hodnota pl detegovanych $kvin na oboch
géloch bola 5,4, 5,5 a najzasaditejsia Skvrna sa nachadzala v rozmedzi od 5,9 do 6,5 (Obr.
7A,B). Detailnym pozorovanim signalu bolo rozpoznatelnych spolu 6 $kvin na oboch
imunoblotoch, z ktorych 4 (s pl 5,9-6,5) sa prekryvali (Obr. 4). Vypocitana hodnota
izoelektrického bodu SIMK je 5,52 (Obr. 8). Experimentalne a teoretické hodnoty pl sa

vsak mozu lisit. Nakolko v invivo podmienkach moéze dochadzat k réznym

modifikaciam. Najviac sa vSak s teoretickou hodnotou pl zhodovali Skvrny v kyslej
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Obr. 6: (A) Imunoblot z dvojrozmerného gélu pripraveny z proteinového extraktu celych
rastlin lucerny siatej cv. Europe ovplyvnenych 20mM peroxidom vodika po dobu 30 minut
pouzitim anti-SIMK protilatky, (B) Imunoblot z dvojrozmerného gélu pripraveny z
proteinového extraktu kontrolnych rastlin lucerny, (C) a (D) vizualizacia bielkovin na
polyvinilidin difluoridovej (PVDF) membrane po prenose pomocou Ponceau S. Sipky ukazuju
na proteinové Skvrny detegované pomocou anti-MPK6 protilatky. Pouzity 7cm IPG prazok s
gradientom pH 5-8. S — proteinovy $tandard, kDa — molekulova hmotnost'.

oblasti gélu (Obrazok 7, skvrny 5 a 6). Skvrny s rovnakou Mr ale kyslej$im pl naznacuju,
ze by mohlo ist’ o fosforylaciu SIMK proteinu (Obr. 7). Na zaklade tychto vysledkov nie
je mozné jednoznacne povedat’ ze spoty 2-6 predstavuju fosforylaciu SIMK a spot 1 je
nefosforylovany protein. Je vSak zjavné, Ze sme detegovali niz§iu abundanciu spotu €. 1

a vyssiu abundanciu spotu €. 5 po ovplyvneni rastlin peroxidom vodika (Obr. 7).
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Obr. 7: Detail chemiluminiscen¢ného signalu anti-MPK6 protilatky z obrazkov 6A a B.

ﬂ""EXPAS\/ Compute pll’MW Home | Contact

Compute pliMw
Theoretical p/Mw (average) for the user-entered sequence:

1@ 28 38 48 58 68
MEGGGAPPAD TVMSDAAPAP PQMGIENIPA VLSHGGRFIQ YNIFGNIFEV TAKYKPPIMP

70 80 98 100 11 120
IGKGAYGIVC SAHNSETHNEH VAVKKTANAF DNKIDAKRTL REIKLLRHMD HENVVAIRDI

138 148 158 160 17@ 188
VPPPQREVFN DVYIAYELMD TDLHQIIRSN QALSEEHCQY FLYQILRGLK YIHSANVLHR

198 2609 218 2209 238 249
DLKPSNLLLN ANCDLKICDF GLARVTSETD FMTEYVVTRW YRAPELLLNS SDYTAAIDVW

250 268 278 280 2909 380
SVGCIFMELM DRKPLFPGRD HVHQLRLLME LIGTPSEDDL GFLMENAKRY IRQLPPYRRQ

318 328 338 349 358 360
SFQEKFPHVH PEAIDLVEKM LTFDPRKRIT VEDALAHPYL TSLHDISDEP VCMTPFSFDF

378 380
EQHALTEEQM KELLYREALA FNPEYQQ

Theoretical pl/Mw: 5.52 / 44401.79

Obr. 8: Vypocet izoelektrického bodu (pI) SIMK proteinu na zaklade jeho aminokyselinovej
sekvencie pomocou ExXPASy Compute pl/Mw. Raméek ohranicuje teoretickii hodnotu
izoelektrického bodu (pl) a molekulovej hmotnosti (Mw).
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45 Detekcia fosforylaicie MAPK pomocou imunoblotovania
s pouzitim fosfoSpecifickej protilatky
Cicavéia polyklonalna protilatka rozpoznavajuca fosforylovani ERK1/2 (phospho-
p44/42, pERK) pTEpY je Siroko pouzivanou protilatkou, ktora u rastlin rozpoznava
fosforylované MAPK s fosforylanym motivom pTEpY. U lucerny st jej pouzitim
detegované 2 pasy, zktorych 1 (s vySSou molekulovou hmotnostou) prislucha
fosforylovanej SIMK (Bekesova et al., 2015). Podobne sme aj my detegovali 2 Specifické
pasy (Obr. 9). Spodny pas s Mr 43 kDa zatial’ nebol identifikovany. Intenzita tychto pasov
bola rozna vo vzorke zo stresom ovplyvnenych a kontrolnych rastlin (Obr. 10). Signal

SIMK pochadzajuci zo vzorky stresom ovplyvnenych rastlin bol dvojnasobne vyssi

3]

(A) 3 (B) S
£ O, ) 5 O
Y T S Y T

kDa S

250 kDa
150 kDa

100 kDa | &
75 kDa |4

50 kDa i

e | +— SIMK
-

37 kDa

25 kDa |

Obr. 9: Imunoblotova analyza fosforylovanych mitogénom aktivovanych proteinkinaz
(MAPK) rastlin lucerny siatej cv. Europe. (A) Imunoblot z celorastlinnych proteinovych
vzoriek rastlin lucerny ovplyvnenych 20mM peroxidom vodika po dobu 30 minut a
kontrolnych rastlin z SDS-PAGE gélu. (B) vizualizicia bielkovin na polyvinilidin
difluoridovej (PVDF) membrane po prenose pomocou Ponceau S. Horna Sipka ukazuje
na Specificky proteinovy pas znazoriujtci stresom indukovanti mitogénom aktivovana
proteinkinazu (SIMK). Sipka pod fiou znizoriiuje nezndmy protein. S — proteinovy
Standard, kDa — molekulova hmotnost’.

(Obr. 10B). Tieto signaly potvrdzuji, ze SIMK je v rastlinach lucerny silnejsie

fosforylovana v podmienkach oxidativneho stresu nez v kontrolnych podmienkach.

45



Relativna opticka denzita
N

[N

0 . I

SIMK pas s Mr 43 SIMK pas s Mr 43
kDa kDa

Kontrola H202

Obr. 10: Relativna opticka denzita bielkovinovych pasov z obrazku 9.

4.6 Predikcia fosforylanych miest aich kinaz v aminokyselinovej

sekvencii SIMK proteinu

Pomocou serverov GPS v3.0 (Xue et al., 2011) a NetPhos 3.1 (Blom et al., 2004) boli
predikované najpravdepodobnejSie miesta fosforylacie v aminokyselinovej sekvencii
SIMK proteinu. Specifické miesta fosforylacie st uvedené v tabulkich 3 a 4.
Fosforylovanymi aminokyselinami boli serin, tyrozin a treonin. Pomocou softvéru GPS
v3.0 boli podl'a najvyssich skore najpravdepodobnejSimi kindzami pre fosforylaciu SIMK
TKL, kindzy spojené s fosforylaciou tyrozinu a AGC kinazy (Tab. 6). NetPhos 3.1
softvérom boli podl'a najvyssich skore najpravdepodobnejS$imi kindzami pre fosforylaciu
SIMK PKA, PKC, PKG kinazy (Tab. 7). Softvérové analyzy teda predikovali aj rovnaké
kinazy, AGC, ucastniace sa na fosforylacii SIMK proteinu. O¢akavanim fosforylaénym
motivom MAPK je motiv pTEpY (Pitzschke, 2015), ktory sa nachadza aj
v aminokyselinovej sekvencii SIMK na miestach 213-215 a 339-341.
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Tab. 6: Predikcia najpravdepodobnej$ich kinaz pre fosforylaciu SIMK z GPS v3.0

Pozicia Kaod Kinaza Peptid Skore
14 S TKL PPADTVMSDAAPAPP 37,87
215 Y TK/Ret ETDFMTEYVVTRWYR 22,197
215 Y TK/Ret/RET ETDFMTEYVVTRWYR 22,197
366 T AGC/DMPK DFEQHALTEEQMKEL 18,597
14 S AGC/RSK/RSKp70/RPS6KB1 PPADTVMSDAAPAPP 16,927
221 Y TK/Ret EYVVTRWYRAPELLL 16,786
221 Y TK/Ret/RET EYVVTRWYRAPELLL 16,786
301 S AGC/DMPK/ROCK/ROCK1 LPPYRRQSFQEKFPH 16,171
14 S AGC/DMPK/ROCK/ROCK1 PPADTVMSDAAPAPP 15,157
160 Y TK/Tec/BTK LSEEHCQYFLYQILR 15,022
33 S CMGC/CDK/CDK7 ENIPAVLSHGGRFIQ 14,677
207 S AGC/SGK/SGK1 FGLARVTSETDFMTE 13,731
301 S AGC/PKC/PKCa/PRKCA LPPYRRQSFQEKFPH 12,661
149 S AGC/PKC/PKCd/PRKCQ DLHQIIRSNQALSEE 11,859
209 T STE/STE11 LARVTSETDFMTEYV 11,725
274 T CMGC/CDK/CDK2/CDK2 LLMELIGTPSEDDLG 11,721
77 T CAMK/CAMKL/AMPK CSAHNSETNEHVAVK 10,568
385 Y TK/Src/SrcB/HCK ALAFNPEYQQ***** 10,52
301 S AGC/PKC/PKCa LPPYRRQSFQEKFPH 10,39
330 T Other/AUR/AurB FDPRKRITVEDALAH 9,941
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Tab. 7: Predikcia najpravdepodobnej$ich kinaz pre fosforylaciu SIMK z NetPhos 3.1

Pozicia Kéd Kinaza Peptid Skore
51 T PKC IFEVTAKYK 0.842
99 T PKC DAKRTLREI 0.799

301 S PKA YRRQSFQEK 0.718
301 S PKG YRRQSFQEK 0.673
301 S RSK YRRQSFQEK 0.629
274 T CKll ELIGTPSED 0.624
354 T cdkb PVCMTPFSF 0.618
207 S PKA ARVTSETDF 0.616
207 S RSK ARVTSETDF 0.607
322 T PKC EKMLTFDPR 0.604
133 Y GFR FNDVYIAYE 0.600
290 Y EGFR NAKRYIRQL 0.595
385 Y EGFR FNPEYQQ-- 0.595
233 Y EGFR NSSDYTAAI 0.587
233 Y SRC NSSDYTAAI 0.587
354 T p38MAPK PVCMTPFSF 0.582
366 T CKll QHALTEEQM 0.578
366 T CKI QHALTEEQM 0.576
209 T CKll VTSETDFMT 0.565
230 S cdc2 LLLNSSDYT 0.562
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3) DISKUSIA

Jednym z cielov predkladanej bakalarskej prace bolo optimalizovat’ fenolova extrakciu
proteinov z korenovych pletiv lucerny siatej. Fenolova extrakcia je znama ako
najvhodnejsia extrakénd metdoda pre pletivda obsahujuce relativne velké mnozstvo
interferujucich latok, ktoré mozu negativne ovplyvnit’ elektroforézu (Saravanan a Rose,
2004; Wang et al., 2006). Vysledkami sme dokazali, ze optimalizaciou obsahu proteinov
a pouzitim ¢erstvého CBB v extrak¢nom protokole (Hurkman a Tanaka, 1986) boli gély
kvalitnejSie a so zvySenou intenzitou jednotlivych spotov. Pouzitie bielkovinového
extraktu s vysokym obsahom proteinov (100 pg) bolo efektivnejSie nez extrakty s niz§im
obsahom (80 a 50 pg). Po 2-DE sme softvérovo detegovali 251 skvin. AvSak v porovnani
s podobnym experimentom ale inou rastlinou, napriklad Takag¢ et al., (2011) s nanaskou
50 pg identifikovali v korenovych proteinoch arabkovky Thalovej 453 skvin, sme ich
detegovali menej. Mensi pocet detegovanych spotov mdze byt spdsobeny inym druhom
rastlin, nedostato¢nou solubilizaciou hydrofobnych proteinov (Baggerman et al., 2005)
alebo vysokou pritomnostou madalo abundantnych proteinov, ktoré nebolo mozné
farbenim vo vzorke zachytit' (Gygi et al., 2000). Pre zvySenie poctu spotov v buducich 2-
DE experimentoch z lucerny siatej bude potrebné efektivnejSie odstranit’ interferujiuce
latky ktoré sa prejavuju vyraznym pozadim. Odstranenie pozadia mdze spdsobit’ vacsiu

citlivost’ detekcie bielkovinovych Skvin.

V druhej casti experimentov sme sa venovali vplyvu peroxidu vodika na
kvalitativne a kvantitativne zmeny v protedéme celych rastlin lucerny siatej v porovnani
s kontrolnymi rastlinami pomocou dvojrozmernej elektroforézy. Oxidaény stres byva
indukovany biotickymi (Kiirika et al., 2014) a abiotickymi faktormi ako st stres z0
sucha (Zhang a Shi, 2018), tazkych kovov (Tamas et al., 2017), zasolenia a osmotického
stresu (Leshem et al., 2007; Martiniere et al., 2019) ¢i mechanického poranenia (Soares
et al., 2009). Hlavnou zlozkou kazdej bunkovej odpovede je produkcia reaktivnych
foriem kyslika (ROS), v roznych fazach stresovej odpovedi (Apel a Hirt 2004; Mittler,
2017). Proteiny menia svoju abundanciu kvoli r6znym obrannym mechanizmom. V
M.truncatula bolo studovanych viacero ovplyvneni oxidaénym stresom. Napriklad pocas
mikrobidlnej invazie hostitel'ska rastlina produkuje ROS, najmda H.O2, kumuluje ho
a sposobuje v mieste infekcie smrt’ buniek (Puppo et al., 2013). Zistilo sa, Ze pri poraneni
listov dochadza v apoplaste k rapidnemu zvySeniu ROS signalizicie a mobilizacii

poranenim regulovanych proteinov (WRP). Zna¢né zmeny v abundancii su vsak casto
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pozorovatel'né najskor po 6h (28 rézne abundantnych proteinov) od poranenia a najlepsie
viditeI'né a de novo pritomné proteiny st az po 72h (Soares et al., 2009). V nasom pripade
uz kratkotrvajuce stresové podmienky (30 min.) vyvolali dostato¢ne pozorovatelné
zmeny na géloch. Detegovali sme 80 Skvin zo zvySenou abundanciou a 97 Skvin zo
znizenou abundanciou a 7 unikéatnych skvin pre kontrolné vzorky a 5 unikatnych skvin
pre oxidativne stresované vzorky. MS metédy by mohli podobne ako v experimente

Rahman et al., (2016) odhalit’ d’al$ie a presnejsie identifikacie jednotlivych proteinov.

Imunoblotovanim pomocou SDS-PAGE sme mali za ciel zistit abundanciu SIMK
proteinu v kontrolnych a peroxidom ovplyvnenych rastlindich lucerny siatej. Bolo
publikované, ze SIMK je aktivovand (fosforylovand) vplyvom prekurzoru etylénu
(Ouaked et al., 2003), tazkych kovov (Jonak et al., 2004), solI'né¢ho stresu (Munnik et al.,
1999) a hubovych elicitorov (Cardinale et al., 2000). Nasa analyza pouzitim peroxidu
vodika je podla nasich vedomosti prvou takéhoto druhu. Signal SIMK proteinu , ktory
sme ziskali bol rovnaky aj u kontrolnych aj u peroxidom vodika ovplyvnenych rastlin.
Samaj et al., (2002) pozorovali rovnakd bazalnu pritomnost SIMK proteinu
Vv kontrolnych vzorkach korenov pouzitim polyklonalnej protilatky M23. M23 protilatka
Specificky rozpoznava heptapeptid FNPEYQQ, zodpovedajici C-terminalnemu koncu
SIMK sekvencie (Cardinale et al., 2000), a $pecificky rozpoznava SIMK, ale nie iné
stvisiace MAPK (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2000). Signal s rovnakou
intenzitou Vv peroxidom ovplyvnenych vzorkach mohol byt spdsobeny kratkym
stresovym posobenim. Je zndme ze prvotnou reakciou MAPK na stresové podmienky je
ich aktivacia pomocou fosforylacie. Tato fosforylacia nastiva c&asto v priebehu
niekol’kych mintt, pricom uz po 30 minatach st defosforylované (Colcombet a Hirt,
2008). Nasledne je spustena ich transkripcia a translacia. Z tychto dévodov SIMK

nemenila v nasich experimentoch svoju abundanciu.

V praci sme pouZzili tiez kombiniaciu metdéd dvojrozmernej elektroforézy
a imunoblotovania.  Detekcia SIMK  pomocou dvojrozmernej  elektroforézy
a imunoblotovania bola uspeSna. Pri detekcii sme vyuZivali 2 druhy IPG pruzkov pH 3-
10, pH 5-8. Po vysledkoch z prvotnych analyz sme sa rozhodli pokracovat s IPG
pruzkami pH 5-8. Vysledkom bolo dosiahnutie 3 $kvfn na oboch géloch s odlisnym pl.
Odlisné pl modze byt spdsobené napriklad réznymi izoformami jedného proteinu
(lacovides et al., 2013) alebo posttranslaénymi modifikaciami (Urasaki et al., 2016). Nasa

imunoblotova analyza ukézala spolu 6 Skvin pre anti-MPK6 protilatku v pletivach
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lucerny. Aj ked’ na zéklade jednorozmernej SDS-PAGE modzeme predpokladat
Specificitu tejto protilatky, Specificitu Skvin pre SIMK lucerny bude potrebné dalej
dokazat. Ideadlnym nastrojom by bola linia s chybajicou expresiou SIMK, ktoru by bolo

mozn¢ pripravit’ napriklad CRISPR/CAS9 metodou (Gao, 2018).

V porovnani so SIMK, u MPK3 proteinu arabkovky bola pozorovana dvojita
fosforylacia na dvojrozmernych géloch po ovplyvneni peroxidom vodika, pricom
Vv kontrolnych podmienkach bola detegovana len jedna Skvrna (BP-Dévid Lukac, 2018).
Ak predpokladame Ze vsetky Skvrny z ndsho dvojrozmerného gélu zodpovedaju SIMK,
je mozné, ze aj vnaSich kontrolnych rastlindich bola SIMK takmer kompletne
fosforylovana. Alebo mézeme hypotetizovat’ ze SIMK sa u lucerny vyskytuje v trvale
fosforylovanom stave. Skvrna 1 bola detegovana ako menej abundantna a $kvrna 5 ako
Skvrna s vy$Sou abundanciou v peroxidom ovplyvnenych rastlinach. Prave tato zmena
moze predstavovat’ pripadnu fosforylaciu Specifickii pre oxidativny stres. Avsak toto
tvrdenie si vyzaduje dokladny experimentdlny dokaz. Takym by mohlo byt pouzitie
podobnej vzorky aku sme pouzili v naSom experimente, ale po ko-inkubacii s fosfatdzou
(Bekesova et al., 2015). Fosfataza sposobi odstiepenie vsetkych fosfoskupin z proteinov,
vratane SIMK. Na membrane by sa potom objavila len nefosforylovana SIMK.
Pritomnost’ vécSiecho poctu Skvin v kyslej oblasti modze indikovat viacndsobnil
fosforylaciu. Moézeme predpokladat’, Ze naviazanie kazdej individudlnej fosfoskupiny
znamena d’alsi pokles pI SIMK. To by znamenalo, Zze SIMK moézZe byt’ fosforylovana na

roznych miestach svojej aminokyselinovej sekvencie.

SIMK protein je podl'a serverov GPS v3.0 (Xue et al., 2011) a NetPhos 3.1 (Blom
et al.,, 2004) fosforylovany najCastejSiec na serinovych, tyrozinovych a treoninovych
zvySkoch.. Medzi hlavné kindzy ktoré ho fosforyluju patria tyrosinové kindzy (TK, RET)
a kinazy z rodiny ACG kinaz (pomenovana podl’a hlavnych zastupcov PKA, PKC, PKG).
Tieto kinazy patria do velkej rastlinnej kindzovej rodiny AGC, ktorej niektoré kinazy sa

zucastnuju regulacie transportu auxinov (Zourelidou et al., 2009).

Pri detekcii fosforylacie pouzitim fosfoSpecifickej protilatky sme detegovali
U lucerny 2 pasy. Tieto pasy podl'a publikovanych dat (Bekesova et al., 2015) prisluchaja
SIMK anezndmemu proteinu. V nasom pripade bol signal porovnavany medzi
kontrolnymi a peroxidom ovplyvnenymi rastlinami. Zistili sme, ze signal 1. pasu (SIMK

signal) je ovela silnejsi vo vzorke ovplyvnenych rastlin. Podobne sa Takac et al., (2016)
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podarilo v korenoch arabkovky (Col-0) detegovat’ 2 Specifické pasy. Prvy prisluchal
MPK6 (SIMK homoldég v lucerne siatej) a druhy MPK3. Potvrdili tak pritomnost
bazalnej fosforylacie aj v podmienkach nesposobujucich stres. Na§ experiment tiez
evidoval slaby fosforylacny signal aj v kontrolnych podmienkach. Tymyto zisteniami
v nasom experimente moézeme vyvodit' zaver, ze SIMK protein u lucerny podlieha
silnejSej fosforylacii v podmienkach peroxidom vytvoreného oxidativneho stresu nez
vV kontrolnych podmienkach a taktiez, ze aj MAPK lucerny maju bazéalnu hladinu
fosforylacie. Fosforylovana SIMK sa teda mdze podiel’at’ aj na signalizacii H2O2 pocas

imunitnej/obrannej odpovedi no toto ale treba experimentdlne dokéazat’.
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6 ZAVER

V predkladanej bakalarskej praci sme sa zaoberali problematikou fenolovej
extrakcie korenovych proteinov, optimalizacii extrakénej metody, priprave
a vyhodnoteniu gélov. Pozorovali sme kvalitativne a kvantitativne zmeny v proteémoch
celych rastlin lucerny siatej pomocou dvojrozmernej elektroforézy vplyvom peroxidu
vodika oproti kontrolnym rastlinam. Dalej sme v celorastlinnych extraktoch lucerny
siatej porovnavali a detegovali pritomnost SIMK proteinu vo vzorkach peroxidom
ovplyvnenych rastlin a kontrolnych rastlin. Na detekciu sme pouzili aj SDS-PAGE
Vv kombinacii s imunoblotovanim aj dvojrozmernu elektroforézu v kombinacii
s imunoblotovanim. Nakoniec sme sa zaoberali fosforylaciou SIMK proteinu pomocou

fosfoSpecifickej protilatky.

Zistili sme, Ze pri optimalizovani obsahu proteinov a priprave cerstvého
koloidného farbiva CBB sa docielilo kvalitnejsich gélov. Pri priprave gélov
Z celorastlinnych extraktov rastlin ovplyvnenych peroxidom vodika sme detegovali
znacné kvalitativne a kvantitativne zmeny. Detekcia SIMK bola ispesnd aj pomocou
SDS-PAGE aj dvojrozmernou elektroforézou v kombinacii s imunoblotovanim. NaSa
analyza pouzitim peroxidu vodika je podla naSich vedomosti prvou takéhoto druhu.
Pritomnost” SIMK bola potvrdend aj v kontrolnych aj v peroxidom ovplyvnenych
celorastlinnych vzorkach lucerny. Pomocou dvojrozmernej elektroforézy v kombinacii
s imunoblotovanim pouzitim anti-MPK6 sme identifikovali 6 $kvin. Skvrna 1 a 5 mali
réznu abundanciu, ktora by mohla predstavovat’ Specifickt fosforylaciu pre oxidativny
stres. Detekcia fosforylacie bola uspesnd pomocou fosfoSpecifickej protilatky

anti-pTEpY.

Dokazali sme, ze SIMK je Vv rastlinach lucerny siatej silnejsie fosforylovana v
podmienkach oxidativneho stresu neZz V kontrolnych podmienkach. Ziskanymi
vysledkami moZeme poukazat na potrebu dalSieho Studovania SIMK aktivacie
v podmienkach oxidativneho stresu pre zlepSenie porozumenia jej tlohe v stresovej

odpovedi.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

2-DE
AGC
AMP
ATP
BFB
BN-PAGE
BSA
CAS9
CBB
CRISPR
DTT
EDTA
EGTA
ERK
ESI
MALDI
HEPES
CHAPS
IAA
IEF
IPG
LC-MS

LRSH
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MPK3
MPK6
PAGE
PKA
PKC
PKG
P-Ser
pTEpPY
P-Thr
PTM
P-Tyr
PVDF

Q

QQQ
ROS

RUBISCO
S

SDS
SILAC
SIMK

T

dvojrozmerna elektroforéza
rodina kinaz obsahujuca PKA, PKC, PKG
adenozinmonofosfat
adenozintrifosfat
bromfenolova modra
modro nativna polyakrylamidova gélova elektroforéza
hovédzi sérovy albumin
,,CRISPR-associated 9*
coomassie brilliant blue r-250
,clustered regularly interspaced short palindromic repeats*
dithiotreitol
kyselina etyléndiamintetraoctova
kyselina etylénglykoltetraoctova
»extracelullar signal regulated kinase*
ionizacia elektrosprejom
laserova desorp¢nd ionizacia s podporou matrice
2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulféonova kyselina
dimethyl (3-(propyl)azaniumylpropan)-1sulfonat
amid kyseliny jodooctove;j
izoelektrické fokusacia
imobilizovany pH gradient
kvapalinova chromatografia v kombinacii s hmotnostnou
spektrometriou
lissamin rhodamin B sulfonyl hydrazin
mitogénom aktivovane proteinkinazy
mitogénom aktivovane proteinkinazy kinazy
mitogénom aktivovane proteinkinazy kindzy kinazy
mitogénom aktivovana proteinkinaza 3
mitogénom aktivovana proteinkinaza 6
polyakrylamidovéa gélova elektroforéza
proteinkindza A
proteinkinaza C
proteinkindza G
fosfoserin
fosfotreonin-hocijaka aminokyselina-fosfotyrozin
fosfotreonin
posttransla¢né modifikacie
fosfotyrozin
polyvinilidin difluorid
kvadrupol
trojity kvadrupol
reaktivne formy kyslika
ribuléza bisfosfat karboxylaza/oxygenaza
serin
dodecylsulfat sodny
stabilné izotopové znacenie aminokyselinami
stresom indukované mitogénom aktivované proteinkinazy
treonin
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TBS-T trisom pufrovany fyziologicky roztok s Tweenom

TCA trichloroctova kyselina

WRP poranenim regulované proteiny
X,E hocijaka aminokyselina

Y tyrozin
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