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Seznam pouzitych zkratek

2DE — dvourozmérna elektroforéza

ABCB - prenase¢ ATP-binding cassette subfamily B
ACN - acetonitril

AUX/LAX — prenase¢ AUXINI/LIKE-AUX1

CHAPS - 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamono]-1-propansulfonét
DTT - dithiotreitol

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EI — elektronov4d ionizace

ESI — ionizace elektrosprejem

FA — kyselina mravenci

FT-ICR - Fouierova transformace iontové cyklotronové rezonance
GC-MS - z angl. gas chromatography—mass spectrometry
GH3 - syntetdza z rodiny Gretchen hagen 3

IAA - kyselina indolyl-3-octova

iaaH — indol-3-acetamidhydroldza

iaaM — tryptofan-2-monooxygenaza

IAM - indolylacetamid

IAN - indol-3-acetonitril

IAOx — indol-3-acetaldoxim

IBA — kyselina indolyl-3-mdselna

IGs — indol-glukosinaty

IPyA — indolyl-3-pyruvat

IEF — izoelektricka fokusace

IPG - imobilizovany pH gradient

IT — iontova past

LC — kapalinova chromatografie

LLE — extrakce kapalina-kapalina

MALDI — matrici asistovand laserova desorpce/ionizace
MS — hmotnostni spektrometrie

NIT - rostlinnd nitrilaza

NPA — kyselina 1-N-naftylftalamova

NRTI1.1 — dusi¢nanovy pienaSeC 1.1



OxDAO - dioxygenaza pro oxidaci auxinu

OxIAA - oxindol-3-octova kyselina

PAA — kyselina fenyloctova

PILS — prenaSe¢ PIN-LIKES

PMSF - fenylmethylsulfonyl fluorid

Q — kvadrupdl

Q-TOF — hybridni hmotnostni spektrometr s kvadrupélovym analyzédtorem a analyzitorem
délky letu

SDS - dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

SPE — extrakce tuhou fézi

TAAL1 — tryptofanova aminotransferaza Arabidopsis 1

TAM - tryptamin

TCEP - triskarboxyethylfosfin

TEAB — bikarbondt triethylamonny

TIBA — kyselina 2,3,5-trijodbenzoova

TOF — analyzator délky letu

VASI1 — pyridoxal-fosfit-dependentni aminotranferizy REVERSAL OF SAV3
PHENOTYPE 1

YUC - YUCCA z rodiny flavonoidnich monoxygenéz



1 Uvod a cile prace

V této bakalarské praci jsem se zabyvala studiem auxin-interagujicich proteina
v Arabidopsis thaliana vyuzitim vybranych proteomickych metod.

Prvnim cilem prace byla izolace proteint z rostlinného materidlu nativni extrakei,
jejiz vyznam spocCiva v zachovani puvodni struktury proteind, coz zachovava jejich
ptirozené interakce s ligandem. DalSim stanovenym cilem bylo purifikovat proteiny
interagujici s kyselinou indolyl-3-octovou (IAA) afinitni chromatografii a identifikovat je
pomoci hmotnostni spektrometrie s tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF a s ionizaci
elektrosprejem.

Auxiny jsou organické kyseliny, které jsou v rostliné zapojeny do fady vyznamnych
fyziologickych procesi. Nejvyznamnéjsim pfirozené se vyskytujicim zastupcem auxind je
kyselina indolyl-3-octov4, ktera je v textu popisovana, a s niz se pracovalo v prubéhu celé
této prace. Tato sloucenina obsahujici aromaticky skelet s karboxylovou skupinou
v postrannim fetézci v rostliné stimuluje dlouzivy rust, ma vyznam ve fototropismu a
gravitropismu a je nedilnou soucasti apikalni dominance. VSechny tyto fyziologické ucinky
a mnoho dalSich ji ¢ini nedilnou soucasti zivota rostliny. Za zprostfedkovani odpovédi na
fyziologicky ucinek auxinu jsou zodpovédné signalni drahy v rostlin€. Zakladni signdlni
drahu auxinu tvofi komplex Transport Inhibitor Response 1/ Auxin signaling F-Box protein
(TIR1/AFB) (Enders & Strader, 2015). Doneddvna se také predpokladalo, ze klicovou roli
v netranskripcnich auxinovych reakcich hraje Auxin-binding protein 1 (ABP1). Zd4 se ale,
Ze tato hypotéza byla pfi bliz§im studiu mutanta abpl vyvrdcena. Mutantni rostliny abpl
nevykazovaly zadné vyvojové vady, coz dokazuje fakt, ze ABP1 nehraje kli¢ovou roli v
signalizaci (Gao et al., 2015). Ziskani dalSich informaci o auxin-interagujicich proteinech by

mohlo pfispét k doplnéni informaci o funkci téchto proteinti v rostling.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni neboli Arabidopsis thaliana je jednoletd bylina taxonomicky zafazend do
celedi Brassicaceae neboli brukvovité ve skupiné krytosemennych cévnatych rostlin, do niz
spadaji i olejniny, brokolice, zeli, hoi¢ice a dalsi. Prvni zminka o této rostlin€ pochdzi z roku
1577, kdy byla nalezena v pohoii Harz v severnim Némecku 1ékatem Johannesem Thalem,
od né&jz pozdéji pievzala druhové jméno. Své soucasné jméno Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. dostala od Gustava Heynholda v roce 1942 (Kridmer , 2015). Popularita této rostliny
jakozto modelového organismu zaCala stoupat okolo roku 1980 a to diky nékolika
vlastnostem uziteCnym pro geneticky vyzkum. Tato rostlina totiz disponuje kratkou
generacni dobou, malou velikosti, je relativné nenaro¢na na péstebni podminky a pomoci
samoopyleni produkuje velké mnozstvi semen (Koorneef & Meinke, 2010).

Diky témto vlastnostem byla zafazena do praktického vyzkumu F. Laibachem, ktery
mimo jiné zjistil poCet chromozomu této rostliny (2n=10), coz husenicek fadi v jeho rodu
mezi zdstupce s nejniz§im pocCtem chromozomu. V roce 2000 byla osekvenovana a
zvetejnéna kompletni sekvence referen¢niho genomu Arabidopsis, Citajici 125 Mb a 25000
genu (Kriamer, 2015; Szymanska et al., 2015). Tento pomérné maly genom ¢ini husenicek
nejpouzivangj$Sim modelovym objektem pro vyzkum. Umoziluje totiz snadno a levné
vytvorit genomovou knihovnu chromozomalnich fragmentli a zaroveri naléza velké vyuziti
v molekuldrnim klonovéni (Myerowitz, 1987).

Dulezité je také vyuziti mutantl huseniCku v biologickém vyzkumu, zejména pro
objasnéni vztahu mezi fenotypem a funkci mutantnitho genu. Jako inbredni linie jsou
vyuzivany nejcastéji ekotypy Landsberg erecta (Ler), Columbia-0 (Col-0) a Wassilevskija-
4 (Ws-4), jejichz semena jsou komercné dostupna (Lloyd et al., 1986). Mimo tyto standardni
ekotypy jsou dostupné sekvence vice nez 1000 ekotypu A.thaliana, a to diky projektu ,,1001
genomes® (Weigel & Mott , 2009).

2.2 Fytohormony

Jednim z hlavnich znakt zivého organismu je rust a vyvoj, ktery je u rostliny ovliviiovan jak
vnéjsimi, tak vnitinimi faktory. Mezi vnitini faktory ovlivijici rist a vyvoj rostliny jsou
fazeny mimo jiné i hormony. Jejich pfitomnost v rostlin€ byla poprvé zaznamenana
némeckym botanikem von Sachsem, ktery je popisuje jako chemické substance pasobici na

rast rostliny (Moore, 1979).
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Obecné jsou hormony prirozené se vyskytujici nizkomolekularni slouc¢eniny fungujici
jako signdlni latky v nizkych koncentracich a ovliviyjici rist a chovani organismu. Ve
srovndni se zivoCiSnymi hormony jsou rostlinné hormony méné& specifické. Nejsou
produkovany specifickymi zlazami s vnitini sekreci, coz je pro zivoc€i§né hormony typické,
ale jsou distribuovany z rtiznych mist rostlinného organismu. Mechanismus uéinku
rostlinnych a Zivoci§nych hormont je v§ak obdobny. Fytohormon se v misté u¢inku navazuje
na receptor, ¢imz spousti fadu biochemickych zmén vedoucich k odpovédi na signal.

Fytohormony byly na zékladé¢ svych vlastnosti, struktury a funkce klasifikovany do 6
zékladnich skupin, a to na auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen, kyselinu abscisovou a
strigolaktony. V rostlin€ se vyskytuji i dalsi latky s regulacni aktivitou, jejichz fyziologickou
funkci je signalizace pfi hormondlnich a obrannych reakcich. Jsou mezi né fazeny
brassionsteroidy, kyselina salicylovd, jasmondty, polyaminy a oxid dusnaty (Kochhar &

Guyjral, 2020).

HO

Auxin Cytokininy d
0 3 ety
OH HN HN
; o 00
NH MN/ NH ”\N/ NH
kyselina indolyl-3-octova Kinetin Trans-Zeatln
Kyselina abscisova Giberelin Ethylen

I I2C:CI |2

Obr. 1: Strukturni vzorce jednotlivych zastupcu fytohormont

2.3 Auxiny
Jednim z nejvyznamnéjSich fytohormont je auxin. Nédzev tohoto rostlinného hormonu byl

fevzat z feckého slova ,,auxein“, coz v prekladu znamena , rist“ (Moore,1979). Auxin
2 2 2 y
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jsou skupinou organickych kyselin, které jsou v rostlin€é zapojeny do fady dulezitych
fyziologickych procest a podileji se na vyvoji rostliny.

Nejvyznamnéj$im prirozené se vyskytujicim auxinem je kyselina indolyl-3-octova
(IAA), ktera byla vibec prvnim objevenym rostlinnym hormonem a do roku 1993 byla
povazovana za jediny pfirozené se vyskytujici auxin. Pravé v roce 1993 byla pomoci GC-
MS v rostlin€ prokdzdna pfitomnost kyseliny indolyl-3-méselné (IBA), ¢imz byla zatfazena
mezi ptirozen€ se vyskytujici auxiny. Do této skupiny se dnes fadi mimo jiné i 4-chlor-indol-
3-octova kyselina (4-CIl-IAA), coz je vysoce aktivni halogenovany indolovy auxin, ktery byl
identifikovan zejména v rostlinach celedi bobovitych (Fabaceae) a v semenech borovice.
IBA i 4-CI-IAA vykazuji biologickou aktivitu az pfi vySSich koncentracich, nez je tomu u
IAA (Normanly et al., 1995).

Krome vyse jmenovanych pfirozené se vyskytujicich auxini existuji jesté synteticky
ptipravené auxiny. Mezi nejvyznamnéjsi syntetické auxiny patii kyselina 1-naftyloctova
(NAA), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
(2,4,5-T), dicamba, pikloram a dalsi.

Prirodni auxiny

0
’/ NH, /

0
OH O z OH OH
OH o)
NH NH

Kyselina indolyl-3-octova Kyselina indolyl-3-méaselna 2-fenyloctova kyselina 4-chlor-indolyl-3-octova kyselina

Syntetické auxiny

0
| o 0 0
OH | Cl N |
0\)\ OH ~ OH
OH 5 \ P
= cl Cl
cl cl Cl CH, NH,

Kyselina naftyloctova 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina dicamba picloram

Obr. 2: Strukturni vzorce pfirozenych a syntetickych auxint
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2.3.1 Historie objevu auxini

Prvni zminka o auxinech pochazi uz z roku 1881, a to z dila The Power of Movement in
Plants, znamého evolucniho biologa Charlese Darwina a jeho syna Francise. V tomto dile
se zabyvali zeyména fototropismem, tedy reakci rostlin na svétlo. Jako modelovy organismus
si vybrali sazenice ovsa (Avena sativa) a travy chrastice kandrské (Phalaris canariensis).
Zavérem jejich pozorovani bylo, Ze se v rostliné nachdzi stimulacni latka, kterd je
distribuovana do oblasti dlouzivého rastu, kde zpasobuje rychlejsi rist neosvétlené Casti
rostliny (Kochhar & Gujral, 2020).

Za definitivni potvrzeni existence auxini v rostlinach se v letech 1926 —1928 pficinil
utrechtsky student botaniky Frits W. Went, ktery studoval tropismy na koleoptilich ovsa
(Avena sp.) (Machackova, 1998). Experiment byl podle modelové rostliny pojmenovan
Avena test. Jeho principem je umisténi agarového bloku s testovanymi slouCeninami na
Spicku  koleoptile rostliny Avena sativa a pozorovani fyziologické odezvy
v podobé zakfiveni (Enders & Strader, 2015).

V roce 1931 dvojice védci Kogl a Haagen-Smit publikovala praci popisujici izolaci
latky auxin A neboli kyseliny auxenotriolové z lidské moci. Roku 1933 nasledoval objev
pfibuznych  latek, pojmenovanych auxin B  neboli kyselina auxenolovd
a heteroauxin nyni zndmy jako kyselina indolyl-3-octovd (IAA). Nutno podotknout, Zze
izolaci auxinu A ani auxinu B se nikdy nepodafilo zopakovat (Wildman, 1997).
Prvni detekce IAA se vSak datuje jiz od roku 1885, kdy byla rozpoznana ve fermenta¢nim
médiu biochemikem Ernestem Salkowskim jako metabolicky produkt bakterif v pfitomnosti
tryptofanu a peptonu (Arteca, 1996). Vzhledem k tomu, ze byla IAA detekovéana v lidské
moci a kvasinkach, neptedpokladalo se, ze by tato sloucenina byla rostlinnym hormonem.
K izolaci TAA zrostliny doSlo az o né€kolik let pozdéji vroce 1941 a zaslouzili se o ni
Haagen-Smit a kolektiv. Trvalo vice nez dvacet let, nez se podafilo v roce 1967 izolovat
IAA z dalsiho rostlinného zdroje. Touto rostlinou byla fazole mungo (Vigna mungo (L.) a o

izolaci se zaslouzil Okamoto a kolektiv (Enders & Strader, 2015).

2.3.2 Vyskyt a transport auxinu

Syntéza auxini probiha v meristematickych oblastech a oblastech organt, kde dochazi
k intenzivnimu rastu. Jedna se napfiklad o kofenové $picky, vyhonky, kli¢ici semena, mladé
listy, kvé€tenstvi nebo apikalni pupeny rostoucich stonkd. Odtud jsou pak auxiny

distribuovany do vSech ¢asti rostliny.
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Transport auxinu muze probihat nékolika zptsoby. Prvnim z nich je transport auxinu
rostlinou pasivné floémem soub&zné s asimilaty. Pokud probiha transport naopak aktivné a
specificky, jednd se o tzv. poldrn{ transport, pfi némz je spotiebovavana energie v zavislosti
na mitochondrialni aktivité. Probihd zejména v buikach parenchymu, které jsou vazany na
vodiva pletiva (Kochhar & Gujral, 2020). Polarni transport na bunééné trovni je vysvétlen
chemiosmotickou hypotézou, ktera je zalozena na chemické povaze auxinu. Tato hypotéza
fika, ze v apoplastu je mirn¢ kyselé prostedi, které je zpusobeno transportem protonu
protonovou pumpou. V tomto kyselém prostiedi se IAA vyskytuje v nedisociované formé
(IAAH), jejiz charakter ji umoziuje difuzi snadno prostupovat pres plazmatickou membranu
do cytoplazmy burtiky. V cytosolu je vyssi pH a molekuly IAAH jsou tu disociovany do
iontové formy (IAA"), ktera se nemuzZze pasivné transportovat z butiky ven. Transport aniontt
tedy probiha pomoci specifickych nosicti (Adamowski & Friml, 2015).

Prenase¢i umoziujicimi polarni transport auxinu z butiky do buriky jsou napf.
AUXINI1/LIKE-AUX1 (AUX/LAX), ABCB transportéry (ATP-Binding Cassette subfamily
B), PIN-FORMED proteiny, dusi¢nanovy prenase¢ 1.1 (NRT 1.1), PIN-LIKES ptenasece
(PILS) a dalsi. Tyto proteiny je mozné rozdélit do skupin na zéaklade jejich lokalizace
v burice. Prvni skupina pfenaseCt se nachazi na plazmatické membrané a spadaji do ni
prenasece jako AUX/LAX, NRTI1.1, ACBC a vétsina PIN protein. Pro druhou skupinu
prenaseCu je charakteristicka lokalizace na membranovych bunéénych kompartmentech, kde
reguluji homeostazu auxind uvniti buiky. Do této skupiny spadaji PIN proteiny s kratkymi
hydrofilnimi smyckami, PILS a WAT1 (Zhou & Luo, 2018).

Skupina PIN-formed proteinti je rodina transmembranovych pienasecu specifickych
pro suchozemské rostliny, které svou asymetrickou lokalizaci v buiikkdch velmi dobte
zapadaji do chemiosmotické hypotézy. V A.thaliana bylo dosud zjis§téno osm genti PIN,
které se deli podle typu transportu do kategorie PING s , dlouhym dosahem® a PINU s
,kratkym dosahem®. Do kategorie zodpovédné za polarni transport IAA neboli kategorie
PIN proteint s ,,dlouhym dosahem® patii PIN 1, 2, 3, 4 a 7, které se vyskytuji na plazmatické
membrané. Zbyvajici PIN5, PIN6 a PIN8 patii do kategorie PIN proteint s , kratkym
dosahem™ a jsou lokalizovany na membrané endoplazmatického retikula, kde zajistuji
vymeénu auxini mezi cytosolem a lumen endoplazmatického retikula. Proteiny PIN1-4 jsou
seskupenim 10 transmembranovych domén usporadanych do dvou casti po péti alfa helixech
oddélenych hydrofilni smyckou, kterd je lokalizovand v cytoplazmé. PIN 5 a PIN8 se
odlisuji  kratkymi  tseky hydrofilnich aminokyselin umisténymi mezi jejich

transmembranovymi doménami (Zwiewka et al., 2019). Obecné je struktura PING s
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,dlouhym dosahem* podobna struktufe sekundarnich prenaSect, které pouzivaji

elektrochemicky gradient pro usnadnéni transportu.
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Obr. 3: Transport auxinu z a do buriky pres plazmatickou membranu, na obrazku jsou uvedeny prenasece
AUXI1/LAX, ABCB, PIN s dlouhym dosahem, PIN s kratkym dosahem, PILS (pfekresleno podle Enders
& Strader,2015).

Dalsim typem auxinovych transportéri jsou ABCB pfenaseCe, znichz
nejvyznamnéjsi jsou ABCB1, ABCB4, ABCB19 a ABCB21. Charakteristickou schopnosti
nékterych typd ABCB je kromé prenosu IAA i pfenos nekterych syntetickych auxing.
Naptiklad prenase¢ ABCB4 muze byt zapojen do transportu NAA, ABCB19 do prenosu 2.4-
D. ABCB4 a ABCB21 navic mohou piejit z efluxni funkce na influxni v zdvislosti na
koncentracich auxinu (Enders & Strader, 2015).

Pro inhibici auxinového effluxu neboli vylouceni auxinu z burky, se pouzivaji
kompetitivni a nekompetitivni inhibitory. Kompetitivni inhibitory, mezi néz patfi naptiklad
kyselina 2,3,5-trijodbenzoovd (TIBA), kompetuji s auxinem o vazebné misto na effluxnim
nosi¢i. Nekomeptitivnimi inhibitory auxinového jsou napfiklad kyselina 1-N-

naftylftalamov4 (NPA) nebo cyklopropylpropandion (CPD) (Blakeslee et al., 2005).
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2.3.3 Hlavni fyziologické uc¢inky auxinu

Auxin zasadn€ ovliviiuje organogenezi a morfogenezi rostlin. Jednim z nejpodrobngéji
popsanych fyziologickych ucinkd auxinu je stimulace dlouzivého ristu. Auxin v zavislosti
na koncentraci stimuluje prodluzovani bunék v koleoptile a stonkovych segmentech.
Koncentrace auxinu pusobici stimulacné na rust stonku pusobi souCasné inhibi¢né na
prodluzovani korenovych bunék. Dlouzivého rustu buné€k auxin dosahuje ireverzibilni
roztaznosti bunécné stény, ke které dochazi spiSe u mladych sekundarné neztloustlych
buné&énych stén. Ulohou auxinu je aktivovat protonovou pumpu v plazmatické membrang,
coz ma za nasledek vyluCovani protoni do prostoru bunécné stény (Kochhar & Gujral,
2020). Dochazi k okyseleni prostoru a vzniklé nizké pH ovliviiuje aktivitu expansinu,
enzymu odpovidajictho za modifikaci bunécné stény uvoliovanim nebo naruSovanim
vodikovych vazeb mezi celulozovymi sitémi, ¢imz umoziiuje zvétSeni bunécné stény
(Sampedro & Cosgrove, 2005). Turgorovy tlak pusobi na plazmatickou membranu a
bunécnou sténu a dochazi ke zvétSeni buriky (Kochhar & Gujral, 2020).

Jednim z dalSich fyziologickych tcinkl Gzce spojenym s dlouzivym rastem je vliv
auxinu na fototropismus a gravitropismus. Ohyb rostliny za svétlem nebo v reakci na
gravitaci je zptsoben transportem auxinu z osvétlenych ¢asti rostliny do zastinénych oblasti.
Tento pohyb je popsan pomoci Cholodny-Wentova modelu. Podle néj se pusobenim
svételného stimulu auxin misto bazipetdlniho transportu pohybuje lateralné smérem k
zastinéné stran€ rostliny, kde zptisobuje prodlouzeni bunék. Tim dochazi k stimulaci ristu
na zastinéné strané a inhibici rastu na osvétlené strané, v dusledku zakfiveni smérem ke
svétlu (Taiz & Zeiger, 2010).

Také za ohybani kofent je zodpoveédna zmeéna distribuce auxinu. Ve vertikalné
orientovanych kofenech vykazuje auxin stejny gradient na vSech stranach kotene, zatimco
na horizontalné orientovanych je gradient strmé&jsi na spodni stran¢ kofene. Nerovnomeérné
rozlozeni auxinu inhibuje prodlouzeni bun€k na spodni strané€ kotene a kofen roste smérem
dold, zatimco stonek roste smérem nahoru (Geisler, Wang & Zhu, 2014).

Dalsim dulezitym fyziologickym ucinkem auxinu je apikalni dominance, pfi niz je
kontrolovan rist Gzlabnich pupenti vrcholovym vyhonkem. Auxin je poldrnim transportem
dopravovan do stonku, kde inhibuje rist Gzlabnich pupent sekundarnimi mechanismy.
Odstranénim nebo poskozenim vrcholového pupenu dochazi k poklesu hladiny auxind a
zvySeni koncentrace cytokinint, které podporuji rust azlabnich pupenti a tim méni

morfologii rostliny (Barbier, Dun & Beveridge, 2017).
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Auxin je zapojen do témer kazdého fyziologického procesu souvisejiciho s vyvojem
rostlin. Jedna se napfiklad o kliCeni semen, vyvoj kvétd a plodt, zkraceni internodii,

partenokarpie, inhibice opadu listd a poléhani (Kochhar & Gujral, 2020).

2.3.4 Biosyntéza auxinu

Béznym prekurzorem syntézy auxinu je aromatickd aminokyselina tryptofan, ktera je
produkovana v chloroplastech rostliny z kone¢ného produktu Sikimatové drahy, chorisméatu
(Casanova-Saez & VoB, 2019).

K biosyntéze vychazejici z této aminokyseliny muze dochazet ¢tyfmi moznymi
drahami, které dostaly svij nazev podle jejich kliCového meziproduktu. Témito
meziprodukty jsou indol-3-acetaldoxim (IAOx), indol-3-ylpyruvat (IPyA), indol-3-acetamid
(IAM) a tryptamin (TAM) (Wang B et al., 2015). Kromé téchto drah byla navrzena i cesta
biosyntézy nezavisld na tryptofanu na zakladé experimentalnich vysledkd ziskanych ze
studii na mutantech kukufice (Taiz & Zeiger, 2010).

Nejlépe popsanou drahou je dvoustuptiova indol-3-ylpyruvatova cesta. V prvnim
kroku této drahy dochazi ke konverzi Trp na IPyA puasobenim tryptofanoveé
aminotransferdzy Arabidopsisl (TAA1) as ni souvisejicimi proteiny (TARs). Druhy krok je
zaji§tén pomoci rodiny YUCCA (YUC) monooxygenaz obsahujicich flavin, diky kterym
dochazi k preméné IPyA na IAA. Prvni krok této drahy mize byt regulovan, a to preménou
IPyA zpét na tryptofan. Této pfemeény je dosazeno pusobenim pyridoxal-fosfat-dependentni
aminotransferizy REVERSAL OF SAV3 PHENOTYPE 1 (VASI).

Druhé draha, jejimz meziproduktem je TAOx, je typickd pro rostliny z rodu
Brassicaceae mezi néz patii mimo jiné Arabidopsis thaliana. Principem drahy je pfeména
Trp na IAOx za kataly zy cytochrom P450 monooxygendzy CYP79B2 a CYP79B3. Pfeména
z TAOx na IAA nebyla stale plné objasnéna, ale predpoklada se, ze dochazi ke konverzi I[AA
na indol-3-acetonitril (IAN) ptsobenim CYP71A13 a nasledné rostlinnymi nitrilazami
(NIT) dochdzi k preméné na IAA. Touto drahou jsou produkoviny obranné slouCeniny
rostliny, jako jsou naptiklad indol-glukosinaty (IGs) nebo kamalexin.

Mimo rostliny se nachdzi Trp-dependentni drdha i u auxin-produkujicich bakteri,
ktera ma jako klicovy meziprodukt TAM. Hlavnimi enzymy této drahy jsou indol-3-
acetamidhydroldza (iaaH) a tryptofan-2-monooxygenaza (iaaM), které zajistuji pfeménu
Trp na IAM a preménu IAM na TAA. Kromé bakterii byla IAM draha popsana i u nékterych
vyS$sich rostlin jako jsou tabak, kukufice, ryze a dalsi (Casanova-Sdez & VoB, 2019).
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Posledni popsanou Trp-dependentni drdhou je tryptaminovd (TAM). Principem
tryptaminové biosyntézy je pfeména Trp na TAM pusobenim Tryptofan dekarboxylazy
(TDC), coz je cytosolicky enzym. To, jak by mohl byt tento produkt pfeveden na IAA neni
zcela jasné (Mano & Nemoto, 2012).

ANT«——————— chlorismat
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CYPTIAIL3

Obr. 4: Trp-dependentni drahy biosyntézy auxinu: Prvni drahou, ktera predchazi biosyntetickym
drahdm auxinu je Sikimatova, coz je draha zajistujici syntézu prekurzoru L-Trp (popsdna v zeleném poli
znazorujicim chloroplast), mimo syntézu prekruzoru L-Trp dochdzi i k syntéze prekurzoru typického
pro Brassicaceae IAOx. Ostatni drahy vedouci k syntéze IAA uz probihaji mimo chloroplast v cytosolu.
V draze typické pro Brassicaceae dochéazi k tvorbé ochrannych latek rostliny jako IGs a kamalexin

(prekresleno a zjednoduSeno podle Casanova Séez & VoB3, 2019).

2.3.5 Regulace hladiny auxinu

Hladina auxinu v rostliné je kromé biosyntézy regulovana i prfechodnou inaktivaci nebo
nevratnou degradaci.

Rostlina miize ovliviiovat hladinu auxinu pfechodnou konjugaci s aminokyselinami,
peptidy a proteiny prostiednictvim amidovych vazeb nebo s cukry esterovymi vazbami. U
téchto amidovych konjugati je vytvoreni amidové vazby mezi IAA a AMK zajisténo
syntetdzami z rodiny GRETCHEN HAGEN 3 (GH3). U Arabidopsis bylo identifikovano 8
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Clena této rodiny. Jednim z nejvyznamnéjSich je pravdépodobné GH3.17, ktery upravuje
hladinu TAA v reakci na stin a vyssi teploty. Kromé konjugace s auxinem mohou GH3
zajistovat také konjugaci s dalSimi fytohormony, naptiklad s kyselinou jasmonovou nebo
s kyselinou salicylovou (Casanova-Sdez & VoB, 2019). Esterové konjugity IAA-UDP-
glukéza jsou vytvareny pomoci specifickych uridin-difosfatovych glykosyltransferdz a byly
identifikovany napfiklad u kukufice (IAGLU) a Arabidopsis (UGT84B1), ale i v s6j1, ryzi a
semenech obilovin a lusténin (Jackson et al., 2002; Ludwig-Miiller et al., 2005).

Konjugace zpusobi pfeménu aktivni formy auxinu na neaktivni formu. V pfipade, ze
potfebuje hladinu aktivni formy zvysit, 1ze konjugat rozpojit a prevést zpét na auxin.
Rozstépeni amidového konjugdtu IAA-AMK je zprostiedkovano aminohydrolazami [AA,
mezi néz patii napiiklad IAA-Leucine RESISTANT 1 stépici vazbu IAA s leucinem, IAA-
ALANINE RESISTANT 3 Stépici vazbu IAA s alaninem a pét ILRI1-LIKE hydrolaz
napomdhajicich $tépit napiiklad vazbu IAA s fenylalaninem nebo glycinem.

Bylo prokazano, ze konjugaty maji vyznamny vliv na vyvoj rostliny. U mutantnich
rostlin Arabidopsis ilrl, iar3, ill2, které akumuluji konjugity IAA-Ala a IAA-Leu byly
detekovany rustové defekty jako je napfiklad snizené vétveni kotenti. (Rampey et al., 2004)
Dalsimi velmi hojnymi konjugaty jsou IAA-Asp a IAA-Glu, které v rostliné pusobi jako
katabolity. Rozklad esterovych konjugatd, napt. nejhojnéjsiho konjugatu IAA a glukédzy
(IAA-glc), zajistuji hydrolazy.

Kromé konjugace auxinu existuji v rostlin€ 1 drahy, které reguluji hladinu IAA tim,
ze ji ziskavaji pfemeénou z IBA. Tato pfeména je zajiStovdna peroxizomdlnimi enzymy
v metabolické draze pripominajici B oxidaci mastnych kyselin a hraje roli ve vyvoji kofene.
Bylo rovnéz zjisténo, ze 1 IBA tvori konjugaty s esterem a amidem, ale dosud neni
objasnéno, zda je neaktivni forma IBA zasobni formou IAA nebo je pouze krokem
predchéazejicim vznik IAA.

Ireverzibilni drahou degradace auxinu je oxidace IAA za vzniku 2-oxindol-3-octové
kyseliny (0xIAA) a jeji naslednd konjugace s glukézou (oxIAA-glc). K preméné IAA na
oxIAA dochdzi katalyzou dioxygendzami pro oxidaci auxinu (OxDAO), coz jsou 2-
oxoglutardt-dependentni Fe (II) dioxygendzy (Zhao Z et al., 2013). Byly identifikovény dva
DAO homology AtDAO1 a AtDAO2 (Porco et al., 2016). Ndsledna glykosylace na oxIAA-
glc je katalyzovdna enzymem UGTT74D1 (Tanaka et al., 2014).
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2.3.6 Mechanismus ucinku auxinu

Za zprosttedkovani fyziologické odpovédi na auxin je zodpovédny zejména komplex
Transport Inhibitor Response 1/ Auxin signaling F-Box protein (TIR1/AFB).

Signalni draha TIR1/AFB zahrnuje tfi proteinové rodiny, a to proteiny F-boxu
TIR1/AFB, transkrip¢ni represory Auxin/IAA (Aux/IAA) a Auxin response faktory (ARF),
které reguluji transkripcni odpoveéd’ na auxin. Pfi nizkych koncentracich auxinu dochazi
k potlaceni aktivity transkripcnich faktort ARF pomoci Aux/IAA proteini. Pokud dochazi
ke zvySeni koncentrace auxinu, spoji se protein F boxu TIR1/AFB a protein Aux/IAA a
vytvaii spolecné koreceptor, ktery se pfimo vaze na auxin. Vznik tohoto komplexu
podporuje jejich ubikvitinaci a naslednou degradaci, protoze protein F-boxu TIR1/AFB se
ucastni komplexu ubikvitin ligazy E3 Skp-1-Cullin-F-box (SCF). Tento komplex SCF
TIR1/AFB polyubikvitinuje protein Aux/IAA, ktery je nasledné zacilen na proteazom pro
degradaci, coz zmirfiuje represi ARF a umoziiuje transkripci gent reagujicich na auxin.
Konkrétn€ v Arabidopsis thaliana se nachazi 29 AUX/IAA a Sest TIR1/AFB, které se
vzajemné paruji a utvaii koreceptor o ruzné afinité, coz rostlina vyuziva k riznému
kombinovani té€chto pard s auxiny podle jejich typu (Enders & Strader, 2015). Kromé tohoto
mechanismu Arabidopsis vyuziva dalSich 22 ARF proteinti, které reguluji transkripci

(Giulfoyle & Hagen, 2007).

Nizka koncentrace auxinu Zvy3ena koncentrace auxinu
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Obr. 5: Signdlni draha TIR1/AFB, v levé Casti je vyobrazena situace pii nizké koncentraci auxinu, kdy
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dochazi k potlaceni aktivity transkripénich faktoru pomoci AUX/IAA, vpravo je vyobrazena situace pri
vy$$i koncentraci auxinu, ktera zpusobuje vznik komplexu TIR1/AFB a AUX/IAA, ktery se vaze na auxin
a zpusobuje ubikvitinaci. Ubikvitinovany protein AUX/IAA je zacilen na proteazom a dochdzi k

transkribci genu reagujicich na auxin. (prekresleno podle Das et al., 2021)

Za alternativni signalni drahu byla donedavna povazovana cesta zahrnujici Auxin
binding protein 1 (ABP1), ktery byl izolovén z rostlin kukufice na zaklad€ jeho schopnosti
vazat auxin. Velka ¢ast ABP1 je lokalizovana na endoplazmatickém retikulu, kde ma vSak
vzhledem k pH, které zde prevlada, nizkou afinitu k auxinu. Pouze malé procento ABP1 se
nachéazi na plazmatické membrané, ke které je piipojen C-termindlnim peptid-vazebnym
proteinem (CBP1) (Enders & Strader, 2015). Donedavna se predpokladalo, ze ma ABP1
klicovou roli v netranskripénich auxinovych reakcich a ze funguje jako pomocny receptor
auxinu pfi aktivaci protonové pumpy v plazmatické membrané (Grones & Friml, 2015).
Neddvné objevy vSak ukazuji, Ze ABP1 neni nezbytny pro signalizaci auxinu a nema
klicovou roli ve vyvoji rostlin. K tomuto zavéru piispél prvni objeveny mutant abpl, ktery
obsahuje deleci na Sbp v prvnim exonu ABP1. Alela tohoto mutanta byla také identifikovdna
v T-DNA Arabidopsis jako inzerce umisténd na 27bp v prvnim exonu. Mutantni rostliny
obsahujici abpl nevykazuji zadné vyvojové vady, coz dokazuje, ze ABP1 neni klicovym

faktorem v signalizaci (Gao et al., 2015).

24 Proteomika

24.1 Proteomika a jeji cile

Pred vznikem odvétvi zabyvajiciho se proteomem byla veskera pozornost vénovana studiu
genomu modelovych organismu neboli genomice. K pochopeni funkce gent je vSak nutné
studovat i proteiny, jelikoz praveé ty jsou faktickym vyjadienim genetické informace. Termin
,proteom“ byl zaveden roku 1994 australskym doktorandem Markem Wilkinsem na
konferenci v Sien¢ (Kovarova, 2005). K vytvoreni pojmu proteom doslo spojenim pismen z
definice ,,PROTEin complement able to be ancoded by a given genOME nebo ,,PROTEin
quivalent of a genOME® (Bouchal P, Kucera I, 2002). Definici proteomu doslo ke vzniku
nové ve&dni discipliny nazvané proteomika. Proteomika je dynamickym oborem, ktery
systematicky analyzuje mnozstvi, funkci a identitu proteini, a to za pfesné

definovanych podminek.
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Proteomickd analyza ma dale za cil podrobnou charakterizaci proteint, do niz mizeme
zahrnout zjisténi molekulové hmotnosti, primarni sekvence aminokyselin, prostorovou

strukturu a posttranslaéni modifikace proteinu.

2.4.2 Zpracovani vzorku a extrakce proteinu

Ptiprava vzorku pro proteomickou analyzu je jednou z nekritictéjSich ¢asti proteomického
vyzkumu. Je nutné zajistit, aby béhem tohoto procesu nepodléhaly proteiny nezadoucim
modifikacim a soucasné, aby byl jejich vytézek dostatecny, tj. nad limitem detekce vybrané
metody. Dilezitd pro ziskani relevantnich vysledkd je i volba vhodného vychoziho
materialu, ktery bude zdrojem studovanych proteind.

Obecny postup pripravy vzorku zac¢ina rozruSenim bunék a uvolnénim jejich obsahu.

Vysledkem je zména fyzikalnich vlastnosti vzorku, ale zachovani jeho puvodniho
chemického slozeni. V proteomice jsou nejcastéji pouzivané postupy rozruSeni buriky
ultrazvukem, vysokym tlakem, opakovanym zmrazovdnim, osmotickou lyzi, detergenty
nebo mechanicky (Bodzon-Kulakowska et al., 2007).
Po homogenizaci je potieba ze ziskané matrice izolovat proteiny. Tento postup se odborné
nazyva extrakce a je provadén v zdvislosti na charakteru zvoleného biologického materialu.
Extrakce a solubilizace proteint je uskute¢néna extrakénimi roztoky, jejichz slozeni se odviji
od vlastnosti izolovaného analytu.

Zakladni slozkou extrakéniho roztoku jsou pufracni Cinidla, kterd napomahaji
udrzeni stabilniho zadouciho pH. Pro zvySeni rozpustnosti proteind jsou do roztoku dile
pfidavany chaotropni latky, detergenty a redukéni Cinidla.

Chaotropni latky v roztoku zajistuji naruSeni vodikovych vazeb a hydrofilnich
interakci. Nejcastéji pfidavanymi chaotropnimi latkami jsou thiomocovina, mocovina a
guanidinhydrochlorid, které se pro zvySeni rozpustnosti proteini kombinuji. Pouziti
mocoviny a thiomocoviny je limitovano teplotou 37 °C, protoze nad ni se tyto latky
hydrolyzuji na kyanat, popfipadé thiokyanat, které déle reaguji s proteiny a méni tak jejich
vlastnosti (Méchin et al., 2007). Detergenty se pridavaji pro zefektivnéni extrakce bilkovin,
protoze narusuji hydrofobni interakce. Délime je ddle na iontové (napf. aniontovy
dodecylsulfat sodny), neiontové (napt. oktylglukosid nebo Triton-X100) a zwitterionové
(CHAPS). Redukéni Cinidla v extrakénim roztoku narusuji disulfidické vazby mezi
cysteinovymi zbytky. Nejcastéji pouzivanymi redukcnimi latkami jsou dithiotreitol (DTT),

dithioerytrol (DTE), triskarboxyethylfosfin (TCEP), 3-merkaptoethanol a dalsi.
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Pred pripravou extrak¢niho €inidla je nutné zvazit kompatibilitu jednotlivych slozek
s dal$imi kroky proteomické analyzy. Napfiiklad vySe zminény DTT je nevhodny pro pouziti
pii izoelektrické fokusaci, protoZe volna thiolova skupina zpusobuje jeho migraci mimo
gradient pH a tim snizeni koncentrace reduk¢niho Cinidla. Proto je v tomto pfipadé jako
alternativa k DTT pouzZivan TCEP.

Zasadnim krokem v uspésné piipraveé proteind pro proteomickou analyzu je jejich
ochrana pfed enzymatickymi reakcemi, jako jsou proteolyza nebo defosforylace. Téchto
reakci se lze vyvarovat piidanim inhibitord proteaz (PMSF, EDTA, leupeptin, ...) a

inhibitort fosfataz (fluorid sodny, vanadi¢nan sodny...) (Bodzon—Kulakowska et al., 2007).

Nativni extrakce

Specifickym typem extrakce proteind je nativni extrakce, ktera se provadi za ucelem izolace
proteind v nativni nezménéné formé, tedy zachovani jejich terciarni a kvartérni struktury.
Aby proteiny nezménily svoji konformaci a nepodléhaly modifikacim, je nutné, aby pfi
extrakci nebyly pouzity ionogenni detergenty, redukcni Cinidla nebo chaotropni latky.
Vzhledem k pfetrvavajicimu t¢inku enzymu, které by mohly extrahované proteiny §tépit, je
nutné jejich aktivitu potlacit. Toho je mozné docilit uchovavanim vzorku na ledu po celou
dobu extrakce a pfidanim vyS$e zminénych inhibitort proteaz (popf. fosfatiz). Vyznam
zachovani nativni konformace proteina ziskanych z extrakce je zejména v pouziti pfi afinitni
chromatografii, kdy zistane zachovana schopnost proteini vytvaret specifické vazby

s ligandem (Rigaut et al., 1999).

2.4.3 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou f4zi neboli solid phase extraction (SPE) je velmi oblibend metoda extrakce,
vyuzivana k rychlé a selektivni pfipravé vzorka. Princip této metody je podobny jako
extrakce kapalina-kapalina (LLE), ale stim rozdilem, ze pro rozdéleni analytu nejsou
pouzity dvé kapalné faze, ale analyt se rozd€luje mezi kapalnou (vzorek) a pevnou fazi
(sorbent). Mezi tuhou fazi a analytem dochdzi ke slabym vazebnym interakcim jako jsou
Van der Waalsovy sily, vodikové mustky, dipol-dipdl interakce nebo kation-kation interakce
(Biziuk & Ferenc-Zwir, 2006). Vybér vhodné pevné faze se odviji na zakladé zadané
interakce mezi analytem a sorbentem. Mezi nejCastéji vyuzivané sorbenty patii silikagel,
casto modifikovany uhlovodikovymi fetézci C8 a C18, oxid hlinity, polymerni sorbenty,

aktivni uhlik a dalsi (Poole, 2003). Obecny postup spociva ve vybéru vhodné pevné faze,
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aktivace sorbentu organickym rozpoustédlem, naneseni vzorku na pevnou fazi, odmyti
nezadoucich slozek a eluce analytu do zkumavky.

SPE je hojné vyuzivanou metodou zejména pro svou rychlost, snadnost provedeni a
sirokou skalu dostupnych sorbentd. Pii SPE se také vyuzivaji mensi objemy reagencii a

generuji méné toxického odpadu nez u LLE (Andrade-Eiora et al., 2016).

2.4.4 Stanoveni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace je dalSim nezbytnym krokem analyzy, ktery ndm pomaha odhalit
vytéznost extrakcnich postupti a umoziuje nam provedeni dalSich krokt proteomické
analyzy s presné definovanym mnozstvim proteint. K co nejptesnéjs§imu vysledku je mozné
se priblizit spravnou volbou metody, ktera se odviji od aminokyselinového slozeni proteint,
mnozstvi dostupného proteinu, detekéniho limitu metody, pozadavki na pfesnost a
kompatibility metody se vzorkem. Koncentraci proteinu ve vzorku mizeme urcit
spektrofotometricky v UV oblasti nebo v pfitomnosti specifického barviva, které se vaze na
protein. Jednou z prvnich vyvinutych metod stanoveni koncentrace proteina byla Lowryho
metoda, vyuzivajici biuretové reakce. Pfi ni dochdzi k reakci peptidové vazby s méd’natymi
ionty za alkalickych podminek. Vznikaji médné ionty, které po pfidavku Folin-
Ciocalteauovo ¢inidla reaguji za vzniku modrozeleného zbarveni detekovatelného pii 650
az 750nm (Goldring, 2015).

V dnesni dobé je Castéji pouzivana Bradfordova metoda, ktera ma krat§i dobu
inkubace, vyssi citlivost a méné podléha interferenci Cinidel a neproteinovych slozek vzorkd.
Tato metoda je zaloZena na kolorimetrické reakci barviva Coomassie Blue G250 a bazického
aminokyselinového zbytku proteinu (nejcastéji argininu, lysinu a histidinu). Po navazani
dochazi ke vzniku modrého barviva, jehoz mnozstvi se stanovuje zmétenim absorbance pfi
vlnové délce 595nm (Kruger, 2009).

Pro presné urcCeni koncentrace proteinu ve vzorku se v bézné praxi vyuziva
kvantifikacnich kith. Pfikladem je Siroce pouzivany 2-D Quant Kit, u néjz je stanoveni
zalozeno na specifické vazbé méd’natych iontti na protein. Postup v prvnim kroku zahrnuje
vysrazeni proteint, interferujici latky jsou odstranény spolu se supernatantem. Proteiny se
dale resuspenduji v roztoku obsahujicim méd. Meéd’, ktera se nenavaze je stanovena

kolorimetricky. Mira zabarveni je tim padem nepfimo imérna mnozstvi proteinti ve vzorku.
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2.4.5 Vybrané proteomické metody

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je separacni metoda zalozend na principech kapalinové
chromatografie, ktera vyuziva vlastnosti vazeb biologicky aktivnich latek, diky kterym
dochazi k jejich selektivnimu vyvdzani z komplexni smési. Purifikace je zalozena na
principu interakce biomolekuly s molekulou ligandu, ktera je kovalentn€ navazana na pevny
povrch a slouzi jako stacionarni faze. S ohledem na charakter izolovanych biomolekul je
nutné spravné zvolit pevny nosi¢. Je nutné klast diraz na parametry, jako jsou velikost port,
chemickd a fyzikalni stabilita. Je zadouci, aby nosi¢ selektivné zachytil pozadované
molekuly, ale zaroven vykazoval nizkou nespecifickou adsorpci a dobré pratokové
vlastnosti. Zarover je nutné brat v potaz, ze metoda vétsSinou probiha ve vodnych roztocich,
a proto je nutné dbat na hydrofilni povahu nosice a jeho omezeny naboj (Urh et al., 2009).

Velikost port by méla byt jednotna a podle Renkinovy rovnice alespon pétkrat vetsi
nez pruméma velikost biomolekuly (Renkin, 1954). Makroporéznost zajistuje pfistup
velkych molekul k ligandim, zaroveri vSak negativné pusobi na kapacitu v diasledku
zmensSeni povrchu a hustoty ligandu (Urh et al., 2009).

Nejcastéji se pouzivaji komercné dostupné materidly jako agardza, sacharoza,
polyakrylamid ¢i oxid kiemicity, ale je mozné afinitni matrici 1 vyrobit pfipojenim ligandu
k pevnému podkladu (Magdeldin, 2012). Pro pfipevnéni ligandu k pevnému podkladu je
vyuzivano vlozeni tzv. uhlovodikového spaceru neboli raménka. Pfed navazanim raménka
je nutné optimalizovat jeho délku a hydrofobni charakter. U spaceru je zadouci jeho
hydrofilni charakter, ¢imz se zabrani jeho autoagregaci a tim padem docili efektivnéjsi
interakce. V zavislosti na reaktivnich skupinach obsazenych ve struktufe ligandu je volena
funk¢ni skupina, kterou bude ligand navazan. NejcCastéji se vyuzivaji primarni aminové,
thiolové nebo karboxylové funkéni skupiny.

Cely proces afinitni chromatografie zacina aktivaci nosice, tedy jeho pfevedenim do
vhodného prostfedi. Vazebné reakce probihaji za predem definovanych podminek, kterymi
jsou napiiklad uchovavani za stalého michani pii teplot€¢ 4 °C a definované hodnoté pH.
Biomolekuly jako naptiklad proteiny, enzymy, protilatky a dalSi jsou vedeny pies
aktivovany nosi¢ s navdzanym ligandem a nekovalentné, avSak specificky s nim interaguji,
zatimco zbylé latky jsou odstranény. Finalnim krokem afinitniho Cisténi je eluce analytu,

ktera se provadi oslabenim interakci, coz umozni uvolnéni biomolekul. K naruseni vazby
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muze dochazet specificky, kdy protein kompetuje o navazani na ligand s jinymi latkami,
nebo nespecificky, kdy se méni vlastnosti rozpoustédla tak, aby se snizila celkova afinita a
zvysila rychlostni konstanta disociace. Nespecifické eluce se mize dosahnou naptiklad
zvySenim koncentrace soli nebo zménou pH. V dusledku téchto zmén se méni sila

vodikovych, elektrostatickych a hydrofobnich interakci pfti eluci (Urh et al., 2009).

Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je jednou z nejvyuzivanéjSich metod v proteomické
analyze, a to zejména pro svou vysokou citlivost, detek¢ni limity a rychlost. Jejim zakladnim
principem je separace analytu na zéklad€ interakce nabitych molekul s elektrickym a
magnetickym polem ve vakuu. Analyt vstupujici z kapalinového chromatografu do
iontového zdroje je ionizovan a vzniklé ionty jsou separovany a detekovany na zaklad¢ jejich
pomeéru hmotnosti a naboje (m/z).

Hmotnostni spektrometrie umoziiuje analyzovat peptidové smeési, které vsSak
v mnoha pfipadech mohou byt velmi komplexni a slozité pro identifikaci. Proto byl vyvinut
velmi dimyslny nastroj, kterym je propojeni kapalinové chromatografie (LC) s MS. LC je
separacni metoda, zalozend na distribuci analytu mezi staciondrni a mobilni fazi, jiz je
kapalina. Mobilni faze prochazi pfes stacionarni fazi a oddéluje slozky analytu na zékladé
jejich afinity ke staciondrni fazi. Snizenim komplexity peptidové smési se vyrazné
zjednodusi ndsledujici MS analyza, umoziiujici identifikaci proteinu. Kromé identifikace
proteini ze ziskanych molekulovych hmotnosti a sumarniho a strukturniho sloZeni
ziskdvdme mimo jiné 1 dalSi cenné informace o proteinu, kterymi jsou napftiklad jeho
posttranslacni, popt. chemické modifikace.

Prvnim krokem po vstupu analytu z kapalinového chromatografu do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru je jejich prevedeni do plynné faze a ionizace. Na zakladé
mnozstvi dodané energie pii ionizaci rozliSujeme ionizacni techniky ,tvrdé®, pfi nichz
vznikaji bohatd fragmentacni spektra zjednodusujici identifikaci molekul. S nékterymi typy
vzorkl vSak tvrdé ionizacni techniky nejsou kompatibilni, a proto se pfistupuje k Setrnéjsim,
,,mékkym* typim ionizace, které jsou hojné vyuzivany zejména pro jejich schopnost
ionizovat i velké a polarni molekuly bez vyrazné€jsiho poskozeni. Mezi nejpouzivané;si typy
meékkeé 1onizace patii matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (MALDI) nebo ionizace

elektrosprejem (ESI), kterd byla vyuzita i pro tuto praci (Friedecky & Lemr, 2012).

27



MALDI metoda vyuziva kokrystalizace peptidu s organickou molekulou, kterd ma
schopnost absorbovat energii laseru. V dalsim kroku totiz dochazi k ozarovani kratkym
laserovym pulsem, ktery zpusobi zahfati analytu a jeho pfeménu do plynné faze. Naboj
ziskédva analyt od ionizované organické molekuly.

Metoda ESI k dosazeni sublimace vyuziva rozpusténi peptidové smeési v kapalném
rozpoustédle. Tato tekutina prochazi kapilarou, jejiz potencial zpusobi rozptyleni této
kapaliny na malé nabité kapicky, které ve formé mlhy putuji do vakuového systému.
Odpatenim rozpoustédla zistava na peptidech naboj, ktery zptsobuje ionizaci analytu. Takto
ionizovany analyt putuje na hmotnostni analyzétor, kde jsou tyto ionizované peptidy
separovany na zakladé jejich poméru m/z, a to diky pusobeni elektrostatického nebo
magnetického pole. Cest vedoucich ke zjisténi tohoto poméru analyzatorem je mnoho, ale
v proteomice jsou nejpouzivanéj§imi pruletovy analyzator (TOF), kvadrupol (Q), iontova
past (IT), Fouierova transformace iontové cyklotronové rezonance (FT-ICR).

U priletového analyzatoru jsou ionty pusobenim elektrického pole vhanény do
vakuové trubice a pohybuji se od zdroje smérem k detektoru. TOF detekuje Cas, za ktery
peptidové ionty urazily tuto vzdalenost a namétfena hodnota je pak funkci druhé odmocniny
m/z (Mallick & Kuster, 2010; Friedecky & Lemr, 2012).

Kvadrupdl je tvofen dvéma pary rovnobéznych tyCi, na néz je pfivadéno
vysokofrekvencni stfidavé a stejnosmérné napéti. lonty jsou vhanény do tohoto pole a
osciluji mezi jednotlivymi tyCemi po spirdlovité trajektorii a v zdvislosti na nastavené
velikosti stejnosmérného napéti a amplitude stfidavého napéti v daném okamziku muze
zatizenim na detektor projit molekula o urcité hodnoté m/z. Zbylé molekuly se vychyluji a
na detektor nedopadaji. Detektor prométuje hodnoty m/z propusténych molekul, a to pfi
kontinuélni zméné elektrického pole v kratkém casovém useku (Friedecky & Lemr, 2012).

Iontové pasti zadrzuji ionty v poli a na zakladé nastavenych parametra je mozné ionty
ptislu§ného poméru m/z ,,vypustit z pasti a zaostfit na detektor.

V hmotnostni spektrometrii je velké mnozstvi moznosti, jak lze zkombinovat
ionizaci s prisluSnym analyzatorem. NejCastéji vyuzivanou kombinaci ale byva MALDI-
TOF nebo ESI-IT, pro tcely této prace bylo vyuzito kombinace ESI-QTOF.

Velmi rozsifenou metodou je 1 zapojeni vice nez jednoho analyzatoru do hmotnostni
spektrometrie. Takovému usporadani analyzatort se fika tandemové a typicky se setkavame
se zapojenim Q-TOF, trojitym kvadrupdlem (QQQ) nebo TOF-TOF.

Poslednim krokem MS je zachyceni vybranych iontd detektorem, ktery prevadi

zaznamenany signdl do digitdlni podoby, zdvislé na typu pouzitého detektoru. Detektory
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v hmotnostni spektrometrii se mohou li§it detekovanou veli¢inou. Princip prvniho typu
detektoru je zalozen na méfeni elektrického proudu, ziskaného dopadem ionti na dynody,
jez pusobi jako nasobice elektrického proudu, ktery dopada na detektor a je jim detekovan.
Kromé detekce elektrického proudu jsou hojné vyuzivany i detektory zalozené na principu
detekce ionti na zakladé velikosti jejich m/z. Vystupem detektoru je hmotnostni spektrum,
znazornujici zavislost intenzity signalu dopadajicich ionti na velikosti m/z. Hmotnostni
spektrum je pro kazdou slouceninu specifické a jedinecné, cehoz se vyuziva v identifikaci

molekul analytu srovndnim se spektry v databdzich (Mallick & Kuster, 2010).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a chemikalie

Pro experiment byl pouzit rostlinny material z modelového organismu husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), poskytnuty pracovistém Institute of Science and Technology
Austria.

Pfi nativni extrakci proteint z A.thaliana byl pouzit Tris (Serva, Némecko), MgCl,
(Fluka, Némecko), NaCl (Fluka, Némecko), CaCl, (Sigma-Aldrich, Némecko), Glycerol
(Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal NP-40 (Sigma-Aldrich, Némecko), fenylmethylsulfonyl
fluorid (Sigma-Aldrich, Némecko), Roche inhibitor cocktail complete (Roche, Svycarsko),
NaF (Fluka, Némecko), NazVOs (Sigma-Aldrich, Némecko), deionizovana voda, tekuty
dusik.

Pro kvantifikaci proteint po extrakci byl pouzit 2-D Quant Kit (GE Healthcare, USA),
jednordzové semi-micro kyvety (Kartell, Italie).

Pri afinitni purifikaci proteini byl pouzit EtOH (Merck millipore, Némecko),
deionizovand voda, Tris (Serva, Némecko), MgCl, (Fluka, Némecko), NaCl (Fluka,
Neémecko), CaCl, (Sigma-Aldrich, Némecko), Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal
NP-40 (Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich,
Némecko), HCI (Lach-ner, CR), fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich, Némecko),
NaF (Fluka, Némecko), NazVOs (Sigma-Aldrich, Némecko), Roche inhibitor cocktail
complete (Roche, Svycarsko), jednorazové chromatografické kolony Bio-Spin (BioRad,
USA).

Chemikaliemi, které byly vyuzity pfi §tépeni proteint jsou dithiotreitol (DTT, Serva,
Némecko), jodacetamid (IAM, Sigma-Aldrich, Némecko), hydrogenuhlicitan
triethylamonny (TEAB, Sigma), trypsin (Promega, USA), kyselina mravenci (FA, Sigma).
Pro precisténi a frakcionaci proteint byl pouzit acetonitril, isopropanol, NHsHCOs3 (vSe

Sigma-Aldrich, Némecko).
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3.2 Pristrojové vybaveni

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko).

e ThermoMixer comfort (Eppendorf, Némecko).

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

e pH metr pH 50 (XS instruments, Italie).

e Centrifuga Mini Spin (Eppendorf, Némecko).

o Trepacka Vortex 4 basic, (IKA, Némecko).

e Magneticka michacka MS-3000 (Biosan, USA).

e Rotacni michacka multi-rotator PRS-22 (Biosan, USA).

e Spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave II (WPA Biochrom, UK).

e Centrifuga CL 31R Multispeed (Thermo, USA).

e Rota¢ni vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko).

e Systém nanokapildrni chromatografie (nLC) (RSLCnano3000, Dionex, Thermo,
USA) s tandemovou hmotnosti detekci Q-TOF vybavenou ionizaci elektrosprejem
(EST) (UHR-Q-TOF maXis, Bruker Daltonics, Némecko).

o Kapilarni ptedkolona (75 um x 3 cm, IntegraFrit, New Objective, CA, USA)
naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 5 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko).

e Analyticka kapilarni kolona (50 pm x 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA)
naplnéna reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko).

3.3 Metody

3.3.1 Nativni extrakce proteinu z Arabidopsis thaliana

Extrakce byla zahajena homogenizaci rostlinného materialu. Tteci miska s tlouckem
byla vychlazena a prelita tekutym N2. Materidl o hmotnosti 1,3 g byl v tfeci misce opét prelit
tekutym dusikem a ndsledné rozdrcen na jemny prach.

Rozdrcené kotfinky byly pfeneseny do centrifugacnich falkon s predlozenym tekutym
N2. Do kazdé falkony byl pfipipetovan objem 4,5 ml extrakéniho pufru (viz Tab. 1) a
pfipraveny vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut na ledu za obCasného michani.
Po inkubaci byly falkony vlozeny do pfedem vychlazené centrifugy. Centrifugace probihala
po dobu 10 minut pii 4 °C a pti otackach 10 000g. Po stoCeni byl supernatant prepipetovan

do mikrozkumavek a byl znovu stoCen v centrifuze na 15 minut, pii teploté 4 °C a otackach
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25000g. Supernatant byl rozdélen na alikvoty po 500 pl. Takto rozd€lené vzorky byly

zmrazeny v tekutém N2 a uskladnény pfi teploté —80 °C.

Tab. 1: Slozky extrakéniho pufru—pH extrakéniho pufru bylo upraveno pomoci 1M HCI na hodnotu 7.9,

mhibitory proteas uvedeny pod ¢arou byly pridany t€sn¢ pred pouzitim pufru, kvili jejich nizké stabilité.

Slouéenina Koncentrace
Tris 50 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 2,5mM
CaCl2 2 mM
Glycerol 5 %
Igepal 0,2 %
HC1 1M
PMSF 1 mM
NaF 1 mM
NazVOs4 1 mM
Roche tableta/50 ml

3.3.2 Kbvantifikace proteinu po extrakci

Kvantifikace extrahovanych proteint byla provedena pomoci 2-D Quant Kitu. Do
2ml mikrozkumavek byl v duplikdtu napipetovan proteinovy standard a vzorek (2 x 15 pl,
2 x 30 pl). Ke vzorku a standardiim bylo pfipipetovano 500 pl Precipitantu. Takto ptipravené
vzorky a standard byly nasledné zvortexovany a bylo k nim pfipipetovano 500 ul co-
Precipitantu. Vzorky a standard byly opét zvortexovany a centrifugovany 5 minut pfi
15000g. Po centrifugaci byl supernatant dekantovdn a byl proveden short-spin
mikrozkumavek. Nasledné byl odpipetovan zbytek roztoku a do vSech mikrozkumavek
vyjma blanku bylo pfipipetovano 100 ul Copper Solution a 400 ul H20. Do vSech
mikrozkumavek byl poté pridan 1 ml Work Color Reagent a vzorky byly promichany. Poté
probihala inkubace po dobu 20 minut pii pokojové teploté. Zavérem byla zméfena

absorbance vzorka pii 480 nm.
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3.3.3 Afinitni ¢iSténi proteinu

Do 2ml mikrozkumavky bylo pfepipetovano 75 pl afinitntho gelu. Bylo
piipipetovano 150 ul proteinového extraktu odpovidajici 300 ug proteini a 150 pul
inkubacniho pufru. Po napipetovani probéhla inkubace po dobu 2 h za stalého obraceni pii
6 °C. Tento postup byl proveden ve Ctyfech variantich, ve kterych byly pouzity rtizné
matrice a zaroven se liSily pfitomnosti kompetitoru:

1) Blank pulldown: slouzil jako kontrolni pulldown, jako matrice byla pouzita
C3-benzoovi kyselina a v tomto pulldownu nebyl pouzit zddny kompetitor.

2) Normdlni pulldown: jako matrice byl vyuzit gel KB1 s IAA ligandem a v tomto
pulldownu nebyl pouzit zadny kompetitor.

3) Pulldown s volnymi nukleotidy: jako matrice byl vyuzit gel KB1 s IAA ligandem
a jako kompetitor byly pfidany volné nukleotidy 1,5 mM ADP; GDP; NAD*

4) Pulldown s volnou IAA: jako matrice byl vyuzit gel KB1 s IAA ligandem, jako
kompetitor byly pfidany volné nukleotidy 1,5 mM ADP; GDP; NAD* a zarovein
volnd IAA o koncentraci 150 uM.

Vsechny varianty pulldownt byly provedeny ve tfech opakovanich.

NH> *HCI

O/V\NHZ*HCI N

Obr. 6: Strukturni vzorce C3-benzoové kyseliny (vlevo) a gelu KB1 (vpravo)

Po inkubaci byl vzorek pfenesen na Biorad BioSpin kolonu a byl promyt inkuba¢nim
pufrem (3 x1000 pl), High Salt pufrem (3 x 1000 pl) a Low Salt pufrem (4 x 800 ul). Spicka
Biospin kolony byla proplachnuta Low Salt pufrem (viz Tab. 2). Kolona byla vlozena do
tlustosténné vialky s predlozenym 62,5 ul 1M TEAB. Proteiny byly eluovany 250 ul 100
mM FA. Eludty byly zmrazeny tekutym N2 a uskladnény pifi —80 °C do dal$iho pouziti.
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Tab. 2: Slozky inkubaéniho pufru, High Salt pufru, Low Salt pufru. pH téchto pufri bylo upraveno pomoci
IM HCI na hodnotu 7.9. Inhibitory proteas byly piipipeptovany tésné pied pouzitim inkuba¢niho pufru
z davodu jejich nestability.

Inkubacni pufr High Salt pufr Low Salt pufr
Tris 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 100 mM - 100 mM
NaCl - 400 mM -
MgCl 2,5 mM 2,5 mM -
CaClz 2 mM 2 mM -
Glycerol 5 % 5% -
Igepal 0,2 % 0,2 % -
EDTA - - 0,5 uM
HCI 1M 1M 1M
PMSF 1 mM - -
NaF 1 mM - -
Na3zVO4 1 mM - -
Roche Tableta/50 ml - -

3.3.4 Stépeni proteini

Cely objem rozpusténych proteina byl preveden do tlustosténné vialky. Ke smési bylo
pfipipetovano 6 pl redukéniho €inidla 0,5M DTT (viz Tab. 3), které zajiStuje naStépeni
disulfidovych mustki a udrzuje protein v linearni struktufe. Vzorek byl inkubovan
v Thermomixeru po dobu 60 minut pii 56 °C a 500rpm. Po inkubaci bylo ke vzorku
ptipipetovano 17,5 ul alkyla¢niho cCinidla IM IAM v 0,IM TEAB. To zajistuje navazani
uhlovodikového zbytku na SH skupinu, ¢imz zamezi zpétnému spojeni disulfidovych
mustkl. Opét probéhla inkubace vzorku, tentokrat 35 minut pti 25 °C a 500 rpm. Pomoci
pH indikatoru byla zkontrolovdana pH hodnota (= 8). Za ucelem samotného $tépeni proteint
bylo pfipipetovano 1,5 ul trypsinu. Jeho teplotnim optimem je 37 °C, proto byly vzorky
inkubovany pii této teplot& pies noc pii 500 rpm. Stépici reakce byla zastavena piidavkem

10 ul FA. Indikatorem pro pH byla zkontrolovana hodnota pH (< 5).
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Tab. 3: Priprava redukéniho a alkylacniho Cinidla — redukéni Cinidlo DTT bylo rozpousténo v HoO,
alkylacni ¢inidlo IAM bylo rozpousténo v 0,1M TEAB, které¢ bylo pfidano tésn¢ pied pouzitim ¢inidla.

Roztok IAM je senzitivni, proto byl uchovavan ve tmé.

Molekulova Naviazka
Koncentrace
hmotnost [mg/ml]
Redukéni ¢inidlo
500 mM 154,25 77,27
DTT
Alkylaéni ¢inidlo
1M 184,96 184,97
IAM

3.3.5 Precisténi a frakcionace peptidu

Precisténi a purifikace peptida byla provedena v pfitomnosti 25 mM NH4HCO3 o pH 10.
Byla piipravena série 6 pracovnich roztokd o rizném obsahu acetonitrilu (8—48 %) dle
tabulky 4. Pomoci téchto 6 pracovnich roztokti byl vytvoren gradient, ktery byl pouzit k
rozdéleni smési peptida ve vzorcich do 6 frakci, které byly nasledn€ samostatné analyzovany

pomoci LC-MS.

Tab. 4: Pracovni roztoky pro tvorbu gradientu v mikrogradientové frakcionaci.

Obsah Objem 100 % Objem pufru [ul] Odpovida
acetonitrilu acetonitrilu [ul] vysledné frakci
8 % 80 920 1
12 % 120 880 2
16 % 160 840 3
20 % 200 800 4
24 % 240 760 5
48 % 480 520 7

Vzorky byly pfed samotnou frakcionaci odpafeny na vakuové odparce a nasledné
rozpustény v 50 pl 5% kyseliny mravenci.

Mikrokolonka byla nejdiive aktivovana postupné pomoci Hamiltonovy pipety témito
roztoky: 1 x 20 pl 100% isopropanolu a 2 x 25 ul 80% acetonitrilu. Pfed samotnym
nanesenim vzorku byla kolonka ekvilibrovana na pocate¢ni podminky 2 x 20 ul 5% kyseliny
mravenci. Po ekvilibraci prob&hlo naneseni celého vzorku v objemu 2 x 25 ul nasledované

promytim 20 ul 5% kyseliny mravenci. Eluce peptida z kolony probéhla pomoci gradientu
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acetonitrilu, 4 pl od kazdého pracovniho roztoku od nejniz§iho obsahu acetonitrilu po
nejvys§si. Nanaseni probihalo velmi pomalu, aby se pracovni roztoky nepromichaly, tim byla
zajisténa presna eluce bez piekryvu frakci. Eluované peptidy byly rucné sbirany do
sklenénych vialek po 4 ul. Nakonec byla mikrokolonka promyta 2 x 20 ul 80% acetonitrilem
a pripravena na dalsi frakcionaci. Ke 4 pl kazdé frakce bylo pfidano 21 pl roztoku 5%
kyseliny mravenci a frakce byly analyzovany metodou kapilarni kapalinové chromatografie
na reverzni fazi spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (ESI-QTOF analyzétor).

Peptidy ve frakcich byly identifikovdny s ndslednou label-free kvantifikaci.

3.3.6 LC-MS/MS analyza

Analyza vzorka byla provedena pomoci systému nanokapilarni chromatografie (nL.C) s
tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF s ionizaci elektrosprejem (ESI). Findlni frakce
jednotlivych vzorkt byly vlozeny do autosampleru nLC systému a byly provedeny 3 nastiiky
vzorku o objemu 5 pl. V prvnim kroku byly peptidy ze vzorku zachyceny na kapilarni
pfedkolon€ 75 pm X 3 cm naplnéné reverzni fazi C18, 5 um. Zachycené peptidy byly
izokraticky promyty 20 pl 2% FA po dobu 10 min. Pfecisténé peptidy byly nasledné
z predkolony postupné uvoliiovany pomoci 80 minutové gradientové eluce (viz Tab. 5) na
analytickou kapilarni kolonu (50 pum x 20 cm, SilicaTip) naplné€nou také reverzni fazi C18,

3 um pfi konstantnim pritoku 200 nl/min.

Peptidy eluované z analytické kapilarni kolony byly ionizovany pomoci elektrospreje a
analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii metodou data-dependent analysis s

kolizi indukovanou fragmentaci iontll v kolizni cele.

Tab. 5: Schéma gradientové eluce peptidii. Mobilni faze A: 0,1% FA, Mobilni faze B: 90 % ACN +
H,0 okyselend na 0,1% FA

Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 95 5
13 95 5
53 75 25
60 65 35
62 45 55
64 15 85
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66 15 85
69 95 5
80 95 5

3.3.7 Zpracovani dat

Surova data byla zpracovana programem MaxQuant software v.1.6.10.43 (Tyanova et al.,
2016) zahrnujici prohledavaci algoritmus Andromeda (Cox et al., 2011) s nastavenim
parametru ,,Bruker TOF“ (Beck et al., 2015). Identifikace proteint byla provedena proti
referenCni proteinové databazi pro Arabidopsis thaliana, jez byla stazena z depozitate
UniProt. Zédkladni parametry pro Andromeda algoritmus a identifikaci proteind byly
nasledujici: enzym — trypsin, 2x mozna vynechand mista §t€peni (miss cleavage), zadané
modifikace peptidi — karbamidometylace cysteinu jako fixni, N-koncova acetylace proteint
a oxidace metioninu jako variabilni a minimdlni délka peptidu 7 aminokyselin. Vysledky
prohledavani ze vSech vzorkt byly spojeny a statisticky filtrovany na hladin€ 1% FDR (false
discovery rate, Gupta et al. 2011) na urovni spekter, peptida a proteinu.

Na zaklade rozdilnych koncentraci proteinti v jednotlivych pulldownech byly vyselektovany
proteiny, u nichz se na zakladé jejich hodnot predpoklada, ze interaguji s auxinem. Tyto

proteiny byly déle zpracovany v databdzi String (https://string-db.org), ze které byly ziskdny

informace o lokalizaci proteini v ramci bunécnych struktur a schéma vzajemnych
interakcich proteina. Dalsi databazi, ve které byly auxin-interagujici proteiny zpracovany,

byla databidze Gene Ontology enrichment analysis and visualization tool (http://cbl-

gorilla.cs.technion.ac.il). Z této databaze byly ziskany informace o biologickych procesech,

do kterych jsou identifikované proteiny zapojeny.

4 Vysledky a diskuse

4.1 Nativni extrakce a kvantifikace proteini

Prvnim z cila a kliCovym krokem k Gspésné afinitni purifikaci byla nativni extrakce proteind
z rostlinného materidlu Arabidopsis thaliana. Diky nativni extrakci je mozné ziskat proteiny
s nezmeénénou konformaci, coz je velmi dilezitym aspektem pro zachovani ptirozené afinity

proteint k ligandu.
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Béhem extrakce byl pouzit extrakéni roztok obsahujici Tris, ktery zde slouzi jako pufracni
¢inidlo stabilizujici pH. Kromé Tris extrakéni roztok obsahoval 1 NaCl zaji§t'ujici vhodnou
iontovou silu, H20 pusobici jako rozpoustédlo, MgClz2 a CaClz slouzici jako stabilizatory
proteinu. Jako neionogenni nedenaturujici detergent byl ptidan Igepal. Na zavér byly pridany
inhibitory protedz a fosfatdiz PMSF, NaF, Na3VO4 a Roche, které zabrauji enzymatickému
Stépeni proteint. Tento krok byl velmi dulezity, protoze nastépené proteiny by nemohly
interagovat s afinitnim gelem. DalSim faktorem, ktery by znacné€ pfispél ke znehodnoceni
vysledku, by bylo pfidani ionogennich detergenti nebo chaotropnich latek. Pridanim téchto
latek, jako jsou naptiklad mocovina, thiomocovina nebo SDS by doslo k naruseni terciarni,
popfipade kvartérni struktury proteint, coz je v piipadé€ této prace nezadouci.

Koncentrace vyextrahovanych proteini byla stanovena pomoci kvantifikacniho kitu 2D-
Quant kit. Stanoveni timto postupem je zalozeno na specifické vazbé méd'natych iontd na
protein, nenavazana méd’ je nasledné stanovena metodou dle Bradforda. Efektivita extrakce
se muze v jednotlivych piipadech znacné lisit, proto byly proteiny stanoveny ve vzorcich o
objemu 15 pl a 30 pl pro zvySeni pravdépodobnosti, Ze se jejich koncentrace bude nachdzet
v rozsahu kalibra¢ni kiivky. Tento predpoklad splnily oba vzorky, v dalSich krocich
experimentu tedy byla vyuzivana priméma hodnota téchto dvou vzorkd. Z pivodniho
mnozstvi 1,3 g rostlinného materidlu byl ziskan proteinovy extrakt o koncentraci 2,1 mg/ml.
To odpovida 7,27 mg/g zivé hmoty, coz je vysledek odpovidajici obvyklym vytézkim

z tohoto typu rostlinného materidlu v laboratofi proteomiky LRR.

4.2 Afinitni ¢iSténi

Hlavnim stanovenym cilem prace bylo uspé$né purifikovat proteiny, které specificky
interaguji s IAA. Pro dosazeni tohoto cile byla vyuzita metoda afinitni chromatografie,
v usporadani Ctyf na sebe navazujicich experimenti — pulldownt, kombinujicich razné
matrice a kompetitory tak, aby doslo k omezeni falesné pozitivnich vysledki, které by byly
zpusobeny nespecificky vazicimi se proteiny. V prvnim kroku byl proveden kontrolni
experiment (Blank pulldown), pfi kterém byla jako matrice vyuzita C3-benzoové kyselina.
Tento krok je dulezity pro odliSeni proteind vazajicich se nespecificky naptiklad na povrch
afinitnich kulicek. Pfi druhém pulldownu byl jiz vyuzit gel KB1, ale stale nebyl pouzit
kompetitor. V tomto pulldownu doslo k navazani jak specificky interagujicich proteind, tedy
proteinii s vazebnym mistem pro auxin, tak kinterakci proteini se S§irsi specifitou,

s vazebnym mistem napfiklad pro nukleotidy. Ve snaze odlisit tyto dvé skupiny proteina byl
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proveden tieti pulldown, ve kterém byly jako kompetitor pfidany volné nukleotidy (ADP,
GDP, NAD®). V nadbytku pfidané volné nukleotidy navazi nespecifické proteiny
s vazebnym mistem primarné rozeznavajicim tento typ struktur. Proteiny interagujici
s nukleotidy mohou tvofit znanou cast vzorku. Jejich vykompetovanim dojde tedy
k uvolnéni vazebnych pozic na afinitnim gelu pro proteiny, které se skutecné vazi k IAA. V
tomto pulldownu bylo tedy o¢ekavano zvyseni koncentrace specificky vazicich se proteind
ve srovnani s koncentraci téchto proteini v pulldownu €. 2. V poslednim pulldownu byla
mimo volnych nukleotidi pfidana i volna IAA, na kterou se specificky navazi auxin-
interagujici proteiny. Zde by tedy mélo naopak dojit ke snizeni jejich koncentrace.
Vysledné proteiny, u kterych se pfedpoklada specificka interakce s IAA, by mély spliiovat
tyto podminky:

- v pulldownu ¢. 3 s volnymi nukleotidy jako kompetitorem maji vy$§i koncentraci nez
v pulldownu €. 2 bez kompetitoru

- jsou detekovany v malém nebo nulovém mnozstvi v pulldownu ¢4 sIAA jako
kompetitorem

- nenachazeji se v Blank pulldownu ¢.1, kde byla jako matrice vyuzita C3-benzoova

kyselina.

Normal pd 2 Nukleotid pd 3

59
(2.6%)

Blank pd 1 [AA pd 4

Obr. 7: Schéma poctu proteinu identifikovanych v jednotlivych pulldownech. Modie zvyraznény je Blank

pulldown, kde byla jako matrice vyuzita C3-benzoova kyselina, zlut¢ je zvyraznény pulldown ¢. 2
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s matrici KB1 bez kompetitoru, zelen€ je zvyraznény pulldown ¢. 3 s matrici KB1 a volnymi nukleotidy
jako kompetitorem a Cerven¢ je oznaCeny pulldown ¢. 4 s matrici KB1 a IAA jako kompetitorem.

Jednotlivé prekryvy znazormiuji proteiny detekované ve vice pulldownech.

4.3 MS analyza a zpracovani dat

Celkové bylo pii afinitnich experimentech detekovano 2349 proteind. Z nich 356 bylo
zachyceno také v Blank pulldownu, s témito proteiny se tedy naddle nepracovalo. Ze
zbylych 1993 proteini byla nasledné na zakladé ziskanych dat vyselektovana skupina
proteind, u nichz lze predpokladat specifickou interakci s IAA.

Prvni cCast této skupiny tvorily proteiny, které nebyly identifikovany ani v jednom ze tfi
technickych replikatd pulldownu €. 4 s kompetici IAA, zato vSak byly detekovany ve vSech
ttech opakovanich pulldownu €. 3 s kompetujicimi nukleotidy. Tyto podminky splnilo

26 proteintl.

Dile byly jako IAA-interagujici proteiny vyhodnoceny ty, u nichz doslo pfi kompetici
s volnou TAA (pulldown €. 4) ke snizeni koncentrace alespori 2x ve srovnani s pulldownem
C. 2 bez kompetitorti. Soucasné€ musely tyto proteiny splnit podminku, ze jejich koncentrace
v pulldownu €. 3 pii kompetici s volnymi nukleotidy byla alespori 2x vy$si, nez v pulldownu
¢. 4 pti kompetici s volnou IAA. V potaz byly pfitom brany pouze ty proteiny, u kterych
byla p-hodnota uddvajici spolehlivost daného srovnani niz§i nez 0,1. VySe popsanym
podminkdm vyhovélo 36 proteinli. Dohromady tedy skupinu proteint, u kterych lze
predpokladat specifickou interakci s IAA, tvofilo 62 proteinti (viz Tab. 6) z celkem 2349

identifikovanych proteint.

Tab. 6: Prehled identifikovanych auxin-interagujicich proteina. Gene ID — oznaceni genu kddujiciho

dany protein.

Gene ID Nazev proteinu

ATMRK1 Protein kinase superfamily protein

PRMT11 Protein arginine N-methyltransferase 1.1

AT1G65270 AT1G65270 protein

CINV1 Alkaline/neutral invertase CINV1

AT2G22370 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 18

AT1G72700 (ALAS) Probable phospholipid-transporting ATPase 5 (Aminophospholipid
flippase 5)

VSR1 Vacuolar-sorting receptor 1

HMT2 Homocysteine methyltransferase 2

CoP13 Proteasome component (PCI) domain protein

APM1 Aminopeptidase M1 (Alpha-aminoacylpeptide hydrolase)
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AT5G24810

ABC1 family protein

TIR1

Protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1

ELO4 Protein KTI12 homolog

AT5G14880 Potassium transporter 8

CSNSA COP?9 signalosome complex subunit Sa

AT1G54410 Dehydrin HIRD11

AT5G49900 Non-lysosomal glucosylceramidase

AT1G33680 KH domain-containing protein

CSP3 Cold shock domain-containing protein 3

RANBP1 Ran-binding protein 1 homolog ¢

RSZ22 Serine/arginine-rich splicing factor RSZ22

XRN3 5'-3" exoribonuclease 3 (AtXRN3)

At3g45190 SIT4 phosphatase-associated family protein

FKBP15-1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP15-1

At3229630 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

NOXY38 Clustered mitochondria protein homolog

RHD3 Protein ROOT HAIR DEFECTIVE 3

LCBC1 Long chain base biosynthesis protein 1

ATKRS-1 Lysine--tRNA ligase, cytoplasmic

ERD14 Dehydrin ERD14

AT1G48160 Signal recognition particle 19 kDa protein

CLC2 Clathrin light chain 2

AT2G33220 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13-B

PHT1;1 Inorganic phosphate transporter 1-1

AT2G20760 Clathrin light chain 1

MTHFR1 Methylenetetrahydrofolate reductase 1

SMT2 24-methylenesterol C-methyltransferase 2

AT5G51970 Sorbitol dehydrogenase

AT4G22310 Mitochondrial pyruvate carrier 4

AT3G23660 Protein transport protein SEC23

AT3G14840 Probable leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase
At3g14840

RABA4B Ras-related protein RABA4b

EXO70A1 Exocyst subunit Exo70 family protein

CRL2 At2¢33600 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

NSF Vesicle-fusing ATPase

Atl1g35160 14-3-3-like protein GF14 phi

AT2G07360 SH3 domain-containing protein

ALDH10A9 Betaine aldehyde dehydrogenase 2, mitochondrial (BADH)

TMN1 Transmembrane 9 superfamily member 1

RPN1B 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 homolog B (

SKP1 SKP1-like protein 1A (UFO-binding protein 1)

KLCR1 Protein KINESIN LIGHT CHAIN-RELATED 1
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PP2AA2 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta

isoform
TIF3H1 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H
AT5G54750 Trafficking protein particle complex subunit
RPNSA RP non-ATPase subunit 8A
AT5G67630 RuvB-like helicase
PIP2;4 Probable aquaporin PIP2-4
AT4G31490 Coatomer subunit beta-2
AT5G36230 ARM repeat superfamily protein
AT1G62730 At1g62730 (F23N19.9) (Terpenoid synthases superfamily protein)
AT4G38670 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein

Jako podporu spravnosti finalniho vybeéru lze brat fakt, ze u 7 proteint z vySe zminénych uz

byla jejich role v mechanismu tc¢inku auxinu uz diive prokézano (viz Tab. 7).

Tab. 7: Prehled identifikovanych auxin-interagujicich proteinu zapojenych do metabolismu auxinu

Nazev proteinu Funkce v metabolismu auxinu

Probable phospholipid-transporting ATPase S  Protein zapojeny v polarnim transportu
auxinu

Aminopeptidase M1 (Alpha-aminoacylpeptide Protein zapojeny do polarniho transportu

hydrolase) auxinu

Protein TRANSPORT INHIBITOR Protein zapojeny do auxin-aktivujici

RESPONSE 1 signdlni drahy

COP?9 signalosome complex subunit 5a Protein zapojeny do odpovédi na pusobeni
auxinu

Exocyst subunit Exo70 family protein Transport auxinu

SKP1-like protein 1A (UFO-binding protein 1) Protein zapojeny do auxin-aktivujici

signdlni drahy
Eukaryotic translation initiation factor 3 Protein zapojeny do odpovédi na pusobeni
subunit H auxinu

Prvnim proteinem zapojenym do fyziologickych ucink(i auxinu je aminofosfolipidova
flipasa 5 (AtALAS), coz je protein zapojeny do polarniho transportu auxinu vyskytujici se
v membrané (Zhang et al., 2020).

V auxinovém transportu je zapojen i dal§i auxin-interagujici protein Aminopeptidasa M1,
ktery se vaze na inhibitor transportu auxinu N-1-naftylftalamovou kyselinu (NPA), coz je

proces nutny pro spravny prubéh bunécného cyklu a vyvoj embryi (Peer et al., 2009).
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Tretim proteinem je TIR1, ktery je zapojeny do signalnich drah auxinu a degradace proteinti
Aux/TAA. Podrobnéji je jeho zapojeni v procesu auxinové signalizace popsano v kapitole
2.3.6 Mechanismus ucinku.

Ctvrty protein COP9 signalosome complex subunit 5a je podjednotka komplexu CSN, ktery
hraje dualezitou roli v procesech jako je regulace reakci na auxin a jasmonaty. Mimo jiné
komplex CSN, jehoz je COP9 Sa soucasti, reguluje také konjugaci ubikvitinu a je zapojen
do represe fotomorfogeneze (Gusmaroli et al., 2007).

Protein Exocyst subunit Exo70 family protein je dal§im proteinem zapojenym do transportu
auxinu v Arabidopsis thaliana (Drdova et al., 2013).

SKP1-like protein 1A (UFO-binding protein 1) je soucasti komplexu SCF E3 ubikvitin
ligdzy, kde spojuje podjednotky F-box a CUL1. Ma tedy vyznamnou roli v ubikvitinaci a
degradaci proteini. Komplex SCF (TIR1) je zapojen do signalni drahy auxinu. Dalsi
komplexy SCF poté maji funkci ve vyvoji vegetativnich i generativnich organt rostliny,
v regulaci reakce na jasmonaty (COIl) a dalSich vyznamnych fyziologickych procesech
(Zhao D et al., 2003).

Obr. 8: Schéma interakci proteinu SKP1-like protein (UFO-binding protein 1), z obrdzku je znatelné
propojeni proteina TIR1 (podjednotka F-boxu) a CUL1 (schéma vytvoreno v databazi String-db.org)

Poslednim proteinem je Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H, ktery je soucasti

.....

.....

ribozomu. Je zapojen v reakcich na puisobeni auxinového stimulu (Kim et al., 2007).
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Obr. 9: Schéma znazornujici biologické procesy, v nichz jsou zapojeny identifikované auxin-interagujici

proteiny (schéma ziskéno z databdze GOrilla).
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Se zamérem blize charakterizovat soubor 62 vyslednych proteind byla provedena analyza
jejich zapojeni do biologickych procest v buiice pomoci databaze Gene Ontology
enrichment analysis and visualization tool (GOrilla). Obohaceny jsou zejména proteiny,
které se podili na bunétném rastu, zasahuji do regulace bunécného déleni i do prabéhu
bunécného cyklu, napriklad regulaci mitézy nebo regulaci prfechodu z G2 do M faze,
zapojeny jsou také do transportu, predevsim vezikuldrniho transportu v Golgiho aparatu (viz
Obr. 9).

Vsechny biologické procesy, na kterych se zminéné proteiny podili, jsou zaroveni procesy,
do nichz je vyznamné zapojen i1 auxin. To podporuje hypotézu, ze identifikované proteiny
z Tab. 6 jsou doopravdy auxin-interagujici, a mohou se podilet na auxinové signalizaci nebo

jinych procesech zapojenych v metabolismu auxinu.
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Obr. 10: Graf znazomujici obohaceni u bunéénych komponent, jejichz soucasti jsou identifikované auxin-

interagujici proteiny. P-hodnota znazornuje miru spolehlivosti tohoto stanoveni.
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Pomoci databaze String byly ziskany informace o bunécnych komponentech, jejichz soucasti
jsou identifikované proteiny. Lokalizace v bufice odpovida i1 biologickym funkcim
podle databaze GOrilla. Obohaceny jsou zejména proteiny, které se podili na stavbe
vezikuldrnich struktur spojenych s Golgiho apardtem a endoplazmatickym retikulem a které
odpovidaji za bunécny transport. Jsou také soucasti komplexu COP9 signalozomu (CSN)
zapojeného do vyvojovych procest spojenych s reakci na auxiny. Identifikované proteiny se
podili také na vystavbé cytoskeletu, fragmoplastu a dalSich bunécnych komponent (viz

Obr.10).

Vzhledem k tomu, Zze soubor vySe zminénych 62 proteind (viz Tab. 6) by mél obsahovat
proteiny interagujici s IAA, a tedy proteiny zapojené do piibuznych procest ovlivnénych
auxinem, da se predpokladat, ze tyto proteiny budou ve zvySené mife vykazovat i protein-
proteinové interakce navzdjem mezi sebou. Pro potvrzeni této teorie byly vybrané proteiny
zpracovany v databazi String-db.org, kterd odhalila 36 interakci, coz je signifikantné vice,
nez by se dalo predpokladat u souboru nahodné vybranych proteint. Souhrnné jsou pak

interakce vyobrazeny na Obr. 11.
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Obr. 11: Schéma vzijemnych interakci vyslednych proteinu, které byly vyhodnoceny jako interagujici

s IAA (schéma vytvoreno v databazi String-db.org).
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5 Zavér

Tato prace se zabyvala studiem auxin-interagujicich proteini v modelovém organismu
Arabidopsis thaliana. Studium téchto proteinli bylo provadéno vybranymi proteomickymi
metodami. Kli¢ovym krokem prace bylo purifikovat tyto proteiny pomoci afinitni
chromatografie, ve které byl jako matrice pouzit gel KB1 s ligandem IAA.

Po afinitni purifikaci byly ziskané proteiny analyzovdny pomoci systému nanokapilarni
chromatografie (nLC) s tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF a ionizaci elektrosprejem
(ESI). Z analyzovanych proteint byly vyselektovany na zakladé¢ rozdilnych koncentraci pfi
kompetici s volnou TAA a volnymi nukleotidy ty, které odpovidaly predpokladim pro
specifické auxin-interagujici proteiny. Tyto byly ddle analyzovdny pomoci proteinovych
databazi, ze kterych byly ziskany informace o roli téchto proteint v biologickych procesech
a jejich zapojeni v bunécnych strukturdch. Byly také odhaleny jejich vzdjemné protein-
proteinové interakce.

Z celkového poctu 2349 identifikovanych proteinti odpovidalo predpokladiim pro auxin-
interagujici proteiny 62 proteind. Tyto proteiny se nejcastéji zapojuji do biologickych
procesu jako je vezikularni transport, bunécny rast, regulace bunééného cyklu a dalsi.
Lokalizace proteinti v bunice odpovidala procestim, do kterych se proteiny zapojuji, proto se
proteiny nejcastéji vyskytovaly v clathrinovych obalech vezikulti, Golgiho aparatu a dalsich
bunéénych komponentech zapojenych do transportu a bunécného rustu. To, Ze jsou tyto
proteiny zapojeny 1 do signalnich drah doklada fakt, ze byly lokalizovany jako soucast
komplexu COP9 signalozomu, ktery je zapojen do ubikvitinace a degradace proteint a také
do odpovedi na pisobeni auxinu a jasmonatu.

Kromé zapojeni do komplexu COP9 signalozomu byl identifikovadn i auxin-interagujici
protein TIR1, ktery se svymi protein-proteinovymi interakcemi rovnéz vyznamné zapojuje
do auxinové signalizace.

Dalsim studiem ziskanych auxin-interagujicich proteinti by bylo mozné odhalit jejich roli ve
fyziologickych ucincich auxinu nebo odhalit jejich zapojeni do signalizace auxinu, a tim

objasnit dosud neznamé mechanismy ucinku auxinu v burikach rostlin.
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