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Endoplazmatické retikulum (ER) je tvofeno nitrobunécnou
rozsahlou siti membran. Mezi klasické funkce ER patfi
proteosyntéza a skladani proteinti, anabolismus lipidl
a detoxifikace. Nedavné studie vSak ukazaly, ze ER rostlin
je také zapojeno do signalizace fytohormont, proto stale
vzrista zajem o studium tohoto kompartmentu. Pro zkoumani
vSech moznych tloh ER je nutné ziskat jeho Cistou frakci.
Izolace ER je problematickd, protoze bunécné endomembrany
vykazuji podbnou hustotu. Vétsina purifikaénich protokolt
vyuziva hustotni gradientovou ultracentrifugaci. Proto je tato
prace zaméiena na optimalizaci ultracentrifugacni izolace ER
ze suspenzni bunéné kultury A. thaliana. V ramci vyvoje
metodického postupu byly testovany Ctyfi  zpUsoby
homogenizace rostlinného materidlu. Extrahované organely
byly separovany pomoci dvou rozdilnych diskontinudlnich
sachar6zovych gradientl. Ve snaze ziskat co nejCistsi
frakci ER byla také testovana schopnost ~Mg”* iontd
vyvolat specificky posun ER v sacharézovém gradientu.
Optimalizovany postup byl nasledné aplikovan pfi izolaci ER
ze semenacku A. thaliana. V ziskanych mikrozomalnich
frakcich byla provedena identifikace proteini pomoci
nLC-MS/MS. Proteiny byly podrobeny GO analyze
bunéénych komponent, aby bylo ovéfeno obohaceni frakci
0 konkrétni organely. V dalsim kroku se predpoklada vyuziti
vyvinuté metody ke stanoveni nizkomolekularnich latek v ER.
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Endoplasmic reticulum (ER) is intracellular extensive network
of membranes. Protein biosynthesis and folding, lipid
anabolism and detoxification belong among the classical
functions of ER. However, several recent studies have shown
plant ER involvement in phytohormones signaling.
Thus, the interest of plant physiologist in this organelle has
considerably risen. To investigate all possible biological roles
of ER, it is necessary to get the enriched or, better, pure ER
fraction. The separation of ER is troublesome because all
cellular endomembranes dispose similar properties. Majority
of protocols use density gradient ultracentrifugation despite
the suboptimal resolution of this approach. Therefore,
this work is aimed at the optimization of ultracentrifugation
isolation ER from suspension culture of A. thaliana. Four
means of tissue homogenization were tested. Extracted
organelles were separated by two distinct discontinuous
sucrose gradients in efforts to obtain pure ER. On the top
of that the ability of Mg®* to induce the specific ER shift
in sucrose gradient was evaluated. The best procedure was
applied to Arabidopsis seedlings too. Fractions with
the highest purity, verified by immunoblotting, were selected
for qualitative protein analysis by LC-MS/MS. The identified
proteins were subjected to GO term enrichment. The next step
of this ongoing study will be determining low molecular
weight compounds in ER.
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Cile prace

Vypracovat literarni reSerSi na téma ultracentrifugace a separace bunéénych

kompartmenti.

Seznamit se s pfistupy separace organel.

Optimalizovat metodu homogenizace a extrakce organel z rostlinného materialu.
Optimalizovat postup separace endoplazmatického retikula ze suspenzni bunécné

kultury Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (Ler).
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2 Teoreticka Cast

2.1 Burnka

Bunka je povazovana za nejmensi samostatnou funkéni jednotku Zivych soustav.
Podili se na stavbé t€] mnohobunéénych organismd, ale existuje i pocetna skupina jednobunéénych
zastupci. To dokazuji bakterie, které jsou nejrozsifenéjsi a nejpocetnéjsi taxonomickou doménou.

Bakterie jsou tvofeny prokaryotickymi buiikami o pramérné velikosti 1-10 pm.
Vyrazné se lisi od bunék eukaryotickych, které v priméru dosahuji 10-100 um (Campbell NA
and Reece JB, 2006). Zasadnim rozdilem je kompartmentace vnitiniho prostoru burky,
kterou v prokaryotech nelze najit. Jedingy membranovy utvar prokaryot je cytoplazmaticka
membrana, zaddnym obalem neni chranéna ani geneticka informace.

U eukaryotickych bunék doslo béhem procesu evoluce ke zna¢né diferenciaci. Dtsledkem
byl vznik membranovych oddilt, které oddéluji enzymatické pochody, zavislé na specifickych
podminkach jako je pH a iontové slozeni. Vytvofenim kompartmentl bylo zajisténo vhodné
mikroprostiedi pro konkrétni metabolické funkce. Vnitini prostor byl tedy rozdélen do jednotlivych
oddilu ¢ili organel pomoci fosfolipidovych membran. Navic doslo k zvétSeni poméru povrchu
membran k objemu buriky (Alberts B et al., 2006).

Eukaryotické buiiky se dé€li na rostlinné a zivocisné. Nekteré organely jsou pro vSechna
eukaryota spole¢né. Patfi sem jadro, plazmaticka membrana, cytosol, Golgiho aparat (GA),
endoplazmatické retikulum (ER), ribozomy, mitochondrie a peroxyzomy. Kazdy typ bunky vsak
disponuje specifickymi oddily. U rostlinné buniky to jsou napi. vakuoly a chloroplasty.

Naproti tomu pouze v Zivo¢i§né butice se vyskytuji lyzozomy a centrioly tvofici centrozom.

2.1.1 Vznik organel

Vnitini usporadani eukaryotickych bunék se vyvijelo riiznymi cestami. Existuji dvé zakladni teorie
vzniku organel.

Podle prvni z nich doslo k vchlipeni obklopujici plazmatické membrany do vnitiniho
prostedi bunky a naslednému odskrceni. Tento mechanismus vzniku organel je ptisuzovan jaderné
membrané, ER, GA, endozomim a lyzozomim. Tyto organely tvoii systém endomembran,
ktery mezi sebou zna¢né komunikuje pomoci uvoliiovani a fuzi malych vacka zvanych vezikuly
(Alberts B et al., 2006).

Za druhou teorii vzniku organel je povazovana endosymbiéza, kdy pravdépodobné doslo
K pohlceni prokaryota jednoduchym eukaryotem. Takto zifejmé vznikly mitochondrie
a chloroplasty. Existuje nékolik dtikazi, které potvrzuji tuto teorii. VySe zminéné organely obsahuji

¢ast vlastni genetické informace podobné prokaryotické DNA. Mitochondrie a chloroplasty
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obklopuji dvé vrstvy membran. Dale nejsou zapojeny do systému bohaté vezikularni komunikace

(Alberts B et al., 2006).

2.2  Membranové organely

Jak bylo fteceno vySe, eukaryoticka buiika je rozdélena do jednotlivych kompartmentt,
které zastavaji specifické funkce. VSechny organely jsou od sebe oddéleny minimalné jednou

membranou tvofenou fosfolipidovou dvouvrstvou s integrovanymi proteiny.

2.2.1 Plazmaticka membrana

Plazmatickd membrana ohranic¢uje celou buiitku a tvofi semipermeabilni bariéru. Volnég ji prochazi
pouze malé nenabité molekuly nebo nepolarni latky. To umoziiuje bufice selektivné regulovat
vnitini obsah nizkomolekularnich latek, makromolekul a iontd pomoci kanalt ¢&i pienaSeci
vnofenych do membrany. Plazmatickda membrana se také ucastni vymény latek pomoci endo- a
exocytozy. Dal§i vyznamnou vlastnosti je pfitomnost proteinovych receptord, které

zprostiedkovavaji piijem signalti z okoli (Taiz L and Zeiger E, 2010).

2.2.2 Jadro

Ustiedni organelou buiiky je jadro, které uchovava to nejcennéjsi — genetickou informaci.
Obaluji ho dvé vrstvy membrany. Pod vnitini membranou se vyskytuje sit’ jemnych proteinovych
vlaken tvofici jadernou laminu, jez zpisobuje pevnost organely.

Jadro zastava dvé hlavni funkce, replikaci DNA pted délenim a syntézu RNA produkti,
které nasledné ovliviiuji dalsi biologickée procesy v buiice.

Komunikace jadra s okolim probiha pomoci jadernych p6rt v obalu. Jedna se o proteinovy
komplex, ktery je schopny transportovat biomolekuly v obou smérech. VétSinou do nitra putuji

proteiny, kdezto z jadra vystupuje prevazné¢ RNA (Alberts B et al., 2006).

2.2.3 Endoplazmatické retikulum

ER navazuje na vné&j§i membranu jadra (Taiz L and Zeiger E, 2010). Jednd se o spletity
membranovy labyrint tvofeny komplexem vA¢kGih a trubic nazyvanych cisterny.
Morfologicky i funkéné se ER déli na hladké a drsné, které dostalo svij nazev diky vyskytu
ribozomu. Spole¢nou tlohou obou typt ER je syntéza rozliénych druht lipida (fosfolipidy, tuky,

steroidy).
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Drsné retikulum ma na vnéj$i strané své membrany piisedlé ribozomy,
jez zprostiedkovavaji proteosyntézu. Ve vodé rozpustné proteiny se exprimuji do lumen ER,
nerozpustné bilkoviny se zabudovavaji pfimo do membrany. S timto dé&jem souvisi i fizeni
spravného skladani proteinti, jez probiha bezprostfedné po expresi. Syntetizované proteiny,
které nejsou adresovany do ER, se odstépuji ve vezikulech a putuji do GA.

Hladké ER zastava rtizné funkce v zavislosti na charakteru tkané. Pfedevs§im se jedna
0 rizné metabolické pochody, jez se odvijeji od enzymatické vybavy tohoto kompartmentu.
Napft. v jaternich butikach se vyskytuje zvySené mnozstvi enzymul zpracovavajicich polysacharidy
nebo metabolizujicich 1é¢iva. V bunikach varlat a vajeénikd dochazi k syntéze pohlavnich hormond.
Ve svalovych bunkach slouzi hladké ER jako tulozisté vapenatych iontd, které jsou po stimulu
uvolnény, coz zpusobi svalovy stah (Campbell NA and Reece JB, 2006). V rostlinach ER
zprostiedkovava napt. komunikaci a transport nizkomolekularnich latek mezi sousedicimi butikami

skrz plazmodezmata, cozZ jsou pory v bunécné sténé (Grabski S et al., 1993).

2.2.4 Golgiho aparat

GA je endomembranovy utvar navazujici na ER. Jedna se o soubor na sebe nasedajicich cisteren
s rozli§enou polaritou, avsak oproti ER cisterny nejsou mezi sebou propojeny. Cést blize ER se
oznacuje jako Cis a zde fuzuji vacky piichazejici z retikula. Strana orientovana K plazmatické
membrané se nazyva trans a odstépuje vezikuly smérované do dalSich kompartmentd.

Tato organela je centrem posttranslaénich tprav proteint, t¥idéni produkti ER,
jejich skladovani a distribuce vramci bunky. Dale zde vznikaji nové produkty pektiny
a nitrocelul6zové polysacharidy, které jsou transportovany Kk bunééné sténé rostlinnych bunék,

kam jsou zabudovavany (Campbell NA and Reece JB, 2006).

2.2.5 Endozomy a lyzozomy

Endozomy vznikaji fazi drobnych vacki odloucenych z plazmatické membrany. VEtSinou obsahuji
extracelularni material. V endozomu se nachazi kyselé prostfedi udrZzované pomoci vodikovych
pump, které Cerpaji protony vodiku do nitra organely. Dale v nich probiha t¥idéni pohlceného
materialu, ktery sméfuje dale do buiiky. Nékteré endozomy putuji zpét k plazmatické membrang,
jiné do lyzozomu (Alberts B et al., 2006).

Pouze vzivocisnych buikach vznikaji lyzozomy odStépujici se ztrans GA.
Obsahuji hydrolytické enzymy, které zprostfedkovavaji nitrobuné¢né traveni. Tyto enzymy jsou
také zavislé nakyselém prostiedi vytvoreném vodikovymi pumpami. Nerozkladaji pouze
extracelularni  material, ale ivlastni opotfebované organely, které jsou zabaleny

do tzv. autofagozomu. V membrané lyzozomu jsou zanofeny i unikatni transportni proteiny
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prenasejici zakladni stavebni kameny anabolismu, jako jsou aminokyseliny, cukry a nukleotidy,
do cytosolu. Dalsi specifitou tohoto oddilu jsou znaéné glykosilované lytické proteiny.
Tento typ modifikace chrani enzymy pied uc¢inkem ptitomnych proteas (Alberts B et al., 2006).

2.2.6 Vakuoly

Obdobou lyzozomut v rostlinnych bufikach je vakuola. Jeji membrana se nazyva tonoplast.
Vakuola u pln¢ diferenciovanych bunék vypliuje 80-90 % vnitrobunécného prostoru (Taiz L and
Zeiger E, 2010). Je to univerzalni kompartment, ktery muze skladovat proteiny, organické
i anorganické latky, zejména sodik a draslik, jsou zde ukladany pigmenty, ale i toxické metabolity
chranici rostlinu pfed predatory. Vyznamnou roli vakuoly je udrzovani turgoru, cili tlaku

tonoplastu na buné¢nou sténu (Campbell NA and Reece JB, 2006).

2.2.7 Peroxyzomy

Peroxyzomy jsou kulovité vacky ohrani¢ené jednoduchou membranou. Obsahuji specificky
enzymaticky aparat, ktery je schopny vyvijet peroxid vodiku (odtud nazev peroxyzom).
Ten mize byt nasledné vyuzit k oxidaci mastnych kyselin nebo k rozkladu pro bunku toxickych
latek. JelikoZ je peroxid vodiku vysoce reaktivni, obsahuje organela také enzymy, které peroxid
redukuji na vodu, napt. katalasy a dismutasy (Alberts B et al., 2006).

2.2.8 Mitochondrie

Tato organela je spolecna pro vSechna eukaryota. Jednd se o dvoumembranovy utvar,
jehoz membrany se vyrazné lisi proteinovym zastoupenim. Dalsim rozdilem je zvrasnéni vnitini
membrany z divodu zvétSeni povrchu. Zahyby se nazyvaji kristy. Mitochondrie obsahuje
dva oddily — mezimembranovy prostor amitochondrialni matrix. V matrix je soustiedén
enzymaticky aparat Krebsova cyklu. Vzniklé produkty jsou dale vyuzity proteinovymi komplexy
lokalizovanymi na vnitini membrané, jejichz hlavnim produktem je adenosintrifosfat (ATP).
Ten obsahuje makroergni vazby, a proto slouzi jako univerzalni zdroj energie. Po¢et mitochondrii

Vv buiice odpovida mife jeji metabolické aktivity (Alberts B et al., 2006).
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2.2.9 Chloroplasty

Chloroplasty jsou dominantou fotosyntetizujicich rostlinnych bunék. Jsou slozeny ze dvou
membran podobné jako mitochondrie. Interni systém membrany Se nazyva tylakoid a oddéluje
vnitini prostredi chloroplastu — stroma od lumen tylakoidu. Na vnitini membrané jsou umistény
proteinové komplexy, které jsou schopné pomoci svételné energie syntetizovat ATP. To je dale
vyuzito K syntéze organickych latek. Odlisnosti od ostatnich organel je vysoky obsah barviv,
predev§im chlorofylu, ktery absorbuje svételnou energii vyuzivanou pii fotosyntéze (Taiz L

and Zeiger E, 2010).

2.3  Vyznam endoplazmatického retikula rostlin

Nedavné vyzkumy ukézaly, ze ER rostlin plni i jiné ulohy nez ty, které jsou uvedené
v kapitole 2.2.3. Né&které receptory fytohormonti a jejich pienaSece byly lokalizovany na membrané
retikula. Ztoho vyplyva, ze ER zasahuje do signalizace a distribuce fytohormonid Vv burice.
Tyto informace napomohly pochopit doposud nejasné uspotfadani signalnich drah rostlinnych
hormonti cytokininl, auxini a etylenu. Ztoho duvodu vzrostl zajem o zkoumani tohoto
kompartmentu.

Pro studium novych nebo neobjasnénych uloh ER je idealni tento buné¢ny oddil izolovat
od ostatnich organel. Nasledné¢ lze identifikovat proteiny obsazené vtomto kompartmentu.
Z funkci bilkovin vyskytujicich se v ER muze byt vyvozen vyznam této organely pro burfiku.
Dalsi moznosti je stanoveni obsahu nizkomolekularnich latek, jako jsou signalni molekuly

regulujici bunécné procesy.

2.3.1 Cytokininové receptory

ER se ucastni percepce cytokininového signalu, nebot v jeho membrané jsou ukotveny
cytokininové receptory AHK2 a AHK3. Puvodni domnénka byla, Ze tyto receptory jsou
lokalizovany na cytoplazmatické membrané (Inoue T et al., 2001; Kim HJ et al., 2006).

Z experimentd  Georga Romanova vyplynulo, Ze pro vazbu trans-zeatinu
do cytokininového receptoru AHK3 v modelové rostliné A. thaliana je idealni mirné zasadité
prostredi. Bylo zjisténo, ze ligand vykazoval nejvyssi afinitu k AHK3 pii pH 8,5 (Romanov GA
et al., 2006). Extracelularni prostor je charakteristicky kyselejsim pH (Li J et al., 2005), naproti
tomu ER typicky disponuje neutralnim az mirn¢ zasaditym prostfedim (Kim JH et al., 1998; Lomin
SN et al.,, 2012). Tato skutecnost vedla k domnénce, Ze se zminéné cytokininové receptory
pravdépodobné nebudou vyskytovat na plazmatické membrané. Proto studie zabyvajici

se stanovenim subcelularni lokalizace téchto receptorti pokracovaly.
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Vysledky experimenta Klaase Wulfetangeho a kolektivu na A. thaliana potvrdily nazor,
ze vétsina cytokininovych receptort se nachazi v systému endomembran. Tento zavér byl vyvozen
z vysledku cytokokinin-vazebnych testl na frakcich obohacenych o cytoplazmatickou membranu,
nebo systému endomembran, ziskanych pomoci metody dvoufazového déleni (Wulfetange K et al.,
2011), (princip dvoufazového déleni popsan v kapitole 2.4.2).

Mikrozomalni frakce byla podrobena separaci v kontinualnim sachar6zovém gradientu
pro stanoveni piesné lokalizace receptort. V tomto kroku doslo k rozdéleni organel, které byly
detekovany pomoci Western blotu (WB). Bylo zjisténo, ze signal protilatek (Ab) namifenym proti
receptoraim AHK2, AHK3 a markeru ER odpovida stejnym frakcim. Nezavislé ovéteni lokalizace
receptora AHK3 na membrané ER bylo provedeno diky fluorescen¢ni mikroskopii (Wulfetange K
et al., 2011). Obdobnych vysledka bylo dosazeno pii frakcionaci organel z protoplasti odvozenych
z lista rostliny Zea mays, pficemz cytokininovy receptor ZmHK1 kolokalizoval s ER (Lomin SN
etal., 2011).

Z tohoto modelu se vymyka CRE1/AHK4. Nejveétsi afinita trans-zeatinu byla taktéz
prokazéana v prostredi mirn€ zasaditého pH. Sila vazby vSak klesala pozvolnéji pfi snizujicim se pH
oproti afinité ligandu s AHK3. Navic bylo pozorovano lokalni maximum sily vazby na receptor
CRE1/AHK4 mezi hodnotami pH 6-7 (Romanov GA et al., 2006). Z toho vyplyva, ze cytokininovy
receptor CRE1/AHK4 je schopny vazat ligand pfi nizSich hodnotach pH. To nasvédcuje moznosti
vyskytu tohoto proteinu i v plazmatické membrané. Tuto domnénku potvrzuje i zjisténi,
7e plazmatickda membrana izolovana z mutantnich rostlin A. thaliana s inaktivovanymi geny
pro AHK2 a AHK3 vykazuje vys$i vazebnou specificitu ke zna¢enému ligandu nez systém
endomembran (Wulfetange K et al., 2011).

2.3.2 Etylenové receptory

Dalsim receptorem lokalizovanym na membrané ER A. thaliana je receptor ETRI pro plynny
hormon etylen. Ktomuto zavéru dospél tym Yi-Fenga Chena obdobnym zpusobem,
jako predchazejici skupiny, tedy pomoci frakcionace bunéénych kompartmenti Vv sachar6zovém
gradientu s naslednou imunodetekci (Chen Y-F et al., 2002).

Do stejné proteinové rodiny jako ETRI1 patii i dalsi Etyfi receptory pro etylen (ERSL,
ETR2, ERS2, EIN4). Lokalizace vsech péti receptorii etylenu byla uréena pracovni skupinou
Christophera Grefena, za pouziti fazniho receptoru se zelenym nebo Cervenym fluorescenénim
proteinem, ktery byl detekovan fluorescencni mikroskopii. Jejich vysledky dokazuji, ze vSechny
doposud objevené etylenové receptory A. thaliana jsou zakotveny v membrané ER (Grefen C et al.,
2008).
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2.3.3 Transportéry auxind

Signalizac¢ni draha fytohormoni auxint stale neni objasnéna. Bylo zji§téno, Ze V rostlin€ je tvoren
auxinovy gradient pomoci polarniho transportu a jejich lokalni biosyntézy. Transport auxintl
zastava dilezitou roli ve vétsing procest fizenych témito fytohormony. Odlisné koncentrace auxini
v pletivu jsou regulovany proteinovymi transportéry AUX/LAX zajistujicimi vstup auxint
do bunky (Carrier DJ et al., 2008). PIN proteiny pracuji antagonisticky a zprostiedkovavaji vystup
auxind z bunky do apoplastu (Petrasek J et al., 2006). Bylo vsak zjisténo, ze PIN5, jeden z ¢lent
rodiny PIN proteind, nehraje pfimou roli v transportu auxind mezi buikami. A. thaliana PIN5
transportér je totiz lokalizovan na ER a zprostfedkovava vyznamnou funkci v udrzovani
homeostazy a fizeni metabolismu auxini Vramci bunky (Mravec J et al., 2009).
Rostliny A. thaliana s defektnim genem pro PIN5 protein vykazovaly vy$§i obsah konjugath
kyseliny indoloctové. Oproti tomu se v rostlin€ s funkénim transportérem vyskytovalo vice volné
(aktivngjsi) formy tohoto auxinu (Mravec J et al., 2009). Lokalizace na ER byla nasledné potvrzena
pomoci fuze PIN5 s fluorescenénim proteinem.

Dal$im auxinovym transportérem vyskytujicim se na membrané ER je PIN8. Tento protein
je vsak exprimovan pievazné Vv pylovych zrnech a pylové lacce A. thaliana (Bosco CD et al., 2012;
Ding Zet al.,, 2012). PIN8 je zapojen do vyvoje samciho gametofytu. Diky nasledujicim
experimentim pracovni skupiny Zhaojuna Dinga bylo zjisténo, ze PINS a PIN8 pracuji

antagonisticky, a tak reguluji homeostazu auxint v buiice pylového zrna.

2.4 Vybrané metody frakcionace organel a stanoveni jejich obohaceni

2.4.1 Homogenizace rostlinné matrice

Homogenizace zkoumaného biologického materialu je vétSinou klicovym krokem extrakce,
tedy uvolnéni bunéénych kompartment a dal§ich slozek matrice, napt. proteini. Mira naruSeni
tkané ovliviiuje koneCny vytézek proteint. Totéz plati i u subcelularni frakcionace,
avsak zde je dualezité brat ohled na zachovani intaktnosti organel, ktera je nezbytna pro spravny
pribéh separace v hustotnim gradientu.

Mezi konvenéni metody patii rozdrceni materialu ve tieci misce (TM) za pouziti tekutého
dusiku. Vyuziva se napf. pifi izolaci jader (Safar J et al., 2004; Zhang H-B et al., 1995),
jelikoz jadro je robustni organela. Zmrazeni materialu neni vhodné pro frakcionaci zbylych
organel, jak prokazala skupina Yanpinga Songa srovnanim vysledkt frakcionace bunéénych oddilt
ze zmrazenych a Cerstvych mysich jater (Song Y et al., 2006). Pti velmi nizkych teplotach
pravdépodobné dochazi k rozruseni membranovych systémil, coZ znemoziuje naslednou separaci.

Dalsim hojn¢ vyuzivanym nastrojem k homogenizaci rostlinného materidlu je bfitovy

mixér, ktery je vyuzivan taktéz v protokolech na izolaci jader (Petrovska B et al., 2014,
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Zhang H-B et al., 1995). Pomoci téchto dvou metod lze dosahnou znaéné miry desintegrace
homogenizovaného materialu.

V zavislosti na charakteru rostlinného materialu je nutné zvolit Setrny, ale na druhou stranu
dostate¢né efektivni zptisob homogenizace. Pro velké rostlinné organy napft. listy je s oblibou
vyuzivana Ziletka, pomoci které je material nakrajen na malé kousky. Ziletku bohuZel nelze vyuzit
k homogenizaci bunécné kultury, protoplastd, ¢i jinych drobnych rostlinnych utvard,
napt. kofenovych $pickek. Jednou z moznosti je vyuziti jiz zminéné TM pouze s extrakénim
pufrem, ¢ehoz bylo vyuzito pii izolaci ER z Sestidennich semenackt A. thaliana (Wulfetange K
etal., 2011).

Dalsi zpisob homogenizace je pouZiti homogenizéru skladajiciho se ze zkumavky a tésné
doléhajiciho pistu. Pfikladem muze byt Dounceho nebo Elvehjemiv homogenizér (EH).
Zminéné homogenizéry byly vyuZity napf. pii izolaci GA z protoplasti A. thaliana (Parsons HT
etal., 2012) nebo separaci vakuol z Cervené fasy Cyanidioschyzon merolae (Yagisawa F et al.,
2009).

2.4.2 Centrifugacni metody

Centrifugace je metoda slouzici k oddéleni pevnych latek od roztoku, pti¢emz je na zkumavku
se suspenzi vyvinuta odstiediva sila. Castice sedimentujici na dno tvoii pelet, kapalina nad peletem
se nazyva supernatant. Centrifugaci lze oddélit i dva nemisitelné roztoky o odlisné hustoté.
Dle dosazené frekvence otacek lze centrifugy rozdélit na nizkoobratkové, stiednéobratkové
az vysokoobratkové.

Odstiediva sila zavisi na poloméru, tj. vzdalenosti mezi osou otaceni a dnem zkumavky
a uhlovou rychlosti, ktera je definovana frekvenci otacek. V praxi se vyuZivaji dvé veliCiny
charakterizujici odstiedivou silu. Je to pocet otatek za minutu (rpm) a relativni centrifugacni
sila (rcf), ktera se vyjadfuje i jako nasobek tihového zrychleni (napf. 1000 x Q).
Rychlost sedimentace ¢astic je pfimo imérna centrifugacni sile, rozdilu hustoty ¢astice a prostiedi,
ve kterém se nachazi. Rychlost neptfimo umérné ovliviiuje téeci sila. Dale na sedimentaci ptsobi
faktory charakterizujici ¢astici jako je tvar a velikost ¢astice.

Centrifugaéni techniky Ize vyuzit mimo jiné pro rozdéleni subcelularnich kompartment.
Mezi hlavni pfistupy se ftadi diferencialni a gradientova centrifugace (Obr. 1),
(Lee YH etal., 2010). Za prukopnickou je Vvtéto oblasti povazovana prace skupiny
Christiana De Duvea zroku 1955, ve které byla metoda diferencialni centrifugace pouzita

k separaci organel z krysi jaterni tkané (De Duve C et al., 1955).
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Obr.1 Schéma rozdéleni riznych piistupl frakcionace organel pomoci ultracentrifugace

Diferencialni (téz frakéni) centrifugace je charakteristickd souslednymi kroky,
Vv nichz dochézi k postupnému zvySovani odstiedivé sily a prodluzovani centrifugacniho casu,
pficemZ se separované latky nachazeji stile ve stejném roztoku. Vzdy pied dal$im staéenim
dochazi k odebrani supernatantu, ktery je nasledné centrifugovan. V zavislosti na velikosti
centrifugacni sily sedimentuji typické organely ¢i bunécné ¢asti. Prvni frakce ziskana za nizkych
otacek 1000-7000 rcf obsahuje nejtézsi Castice, zejména neporusené buriiky, jejich zbytky a jadra.
V nasledujicim kroku je supernatant stocen pii 15000—-20000 rcf. Pelet obsahuje t&éz§i organely,
jako jsou mitochondrie, chloroplasty, lyzozomy, peroxyzomy. V supernatantu se stale vyskytuji
membranové vezikuly, ER a GA, které¢ lze sedimentovat ultracentrifugaci pfi centrifugaéni sile
vétsi nez 100000 rcf (Vertommen A et al., 2011).

Frakeni centrifugace je limitovana nizkym rozliSenim, protoze jednotlivé frakce neobsahuji
konkrétni organelu, ale nejcastéji jejich smés (Lee YH et al., 2010). Tento ptistup byva pouzit
jako piedstupen samotné frakcionace bunéénych kompartmentti pomoci hustotniho gradientu.

Hustotni gradientova ultracentrifugace vyuZiva kseparaci bunéénych oddili prostiedi
se zvySujici se hustotou. Organely jsou unaSeny odstiedivou silou. Jakmile se dostanou
do isopiknického bodu, ¢ili mista, kdy se jejich hustota rovna hustoté okoli, piestanou
se v gradientu pohybovat. Kompartmenty jsou tak rozdéleny na zakladé jejich odlisné velikosti,
tvaru a predevsim denzity. Ta je dana pomérem lipida a proteini v dané organele (de Araujo ME
et al., 2008), pticemz proteiny zvySuji hustotu kompartmentu (Lee YH et al., 2010).

Podle charakteru cilové organely, kterou chceme separovat, lze zvolit i latku tvofici
gradient. Pro izolaci ER a GA se nejéastéji pouziva sachardéza. Koncentrace roztoku sacharozy
se pohybuje v rozmezi 5 — 50 % (Ding Z et al., 2012; Wulfetange K et al., 2011). Dalsi moznosti
je vyuziti polymerti jako jsou Percoll k separaci mitochondrii a plastidi (Vertommen A et al.,
2011), Ficoll pro vakuoly (Robert S et al., 2007) nebo Dextranu, polyetylenglykolu (PEG),
(Hodges TK and Mills D, 1986; Chen Y-F et al., 2002; Wulfetange K et al., 2011) a iodixanolu
(Nishida K et al., 2005; Yagisawa F et al., 2009).

V praxi je vyuzivan kontinualni nebo diskontinudlni hustotni gradient (Obr. 1).

V prvni variant¢ se hustota roztoku zvysuje rovnomérn€. Dany typ organely, napt. ER se pak miize
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vyskytovat v $ir§im pasu gradientu. Gradient je nasledné cely rozebran na frakce o definovaném
objemu.

V druhém piipadé jsou na sebe naneseny jednotlivé roztoky s rostouci hustotou,
ktera se musi dostate¢né lisit, aby nedoslo k jejich promichani. Po ultracentrifugaci jsou organely
zachyceny na rozhrani dvou rizné hustych prostiedi. Obohacené frakce jsou odebrany pouze
z oblasti mezi patry gradientu.

Odlisnou technikou frakcionace je metoda dvoufazového déleni. Princip metody je zalozen
na separaci organel s odlisnym nabojem na povrchu membran (Hodges TK and Mills D, 1986).
Je zde vyuzito systému dvou chemicky odlisnych nemisitelnych polymerta (Yoshida S et al., 1983).
Zpravidla je vyuzivan Dextran a PEG, pfi¢emz mikrozomalni frakce je smichana se zminénymi
polymery. Nasleduje centrifugace, pii které dojde k vytvotreni dvou fazi. V horni ¢asti je oddélen
roztok PEG s obohacenou plazmatickou membranou. Dole je separovan dextran obsahujici zbylé

vvvvv

¢asti repurifikovat obdobnym zpisobem (Hodges TK and Mills D, 1986).

2.4.3 Ovéreni Cistoty frakci

Zadna z doposud popsanych separa¢nich technik neni schopna organely stoprocentnd rozdélit,
nékolik ptistupi jako je WB, testy enzymatické aktivity, fluorescencni mikroskopie
nebo elektronova mikroskopie (EM).

V dnes$ni dobé je nejrozsitenéjsi metodou stanoveni Cistoty frakci elektroforéza (ELFO)
s naslednou imunodetekci. Jejich princip je podrobné popsan v kapitolach 2.4.4 a 2.4.5.
Zde je dulezité zminit tzv. markerové proteiny, které reprezentuji piitomnost bunétného oddilu
v dané frakci. Vybér markert je kriticky, nebot’ je odhadovano, ze vice jak 35 % proteint vykazuje
dvoji, nebo dokonce i vicenasobnou lokalizaci vramci buiky (Zhang Set al., 2008).
Je nutné, aby organelovy marker mél unikatni umisténi, a tudiz byl specificky pro jednu konkrétni
organelu.

Pouzitim vice rdznych Ab namifenych proti markerim jednotlivych organel lze urcit
¢istotu frakce a miru obohaceni o dany kompartment. Pomoci WB lze vhodnou kombinaci Ab
zjistit 1 intaktnost organely. Pfikladem mize byt ovéfeni celistvosti mitochondrie, kdy byly pouzity
AD proti markeru vnéj$i a vnitini membrany a i mezimembranového prostoru, pfi¢emz signal byl
detekovan ve stejnych frakcich (Song Y et al., 2006).

Bunka je rozdélena do kompartmentt z divodu zavislosti ruznorodych enzymatickych
procesi na konkrétnim prostiedi. Jednotlivé oddily disponuji odliSnym souborem enzymd.
Nékteré z nich jsou pro danou organelu charakteristické. Méfenim enzymatické aktivity

markerovych enzymu lze taktéz stanovit Cistotu frakci. Pozitivni vysledek vSak nemusi znamenat,
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ze je organela intaktni (Lee YH et al., 2010). Pro potvrzeni je nutné provést jiny nezavisly test,
napft. morfologickou analyzu nebo otestovat ostatni enzymové markery.

S vyvojem aplikaci EM se oteviraji nové moznosti validace Cistoty a integrity obohaceného
kompartmentu. EM poskytuje ptimou morfologickou charakterizaci bunécnych kompartmenti
pii velikém zvétSeni a rozliSeni pfiblizné 1 nm. EM lze uplatnit i pii urCovani lokalizace
konkrétniho proteinu. K tomu je vSak zapotiebi Ab znadena &astici zlata. Casto kritizovanymi
nevyhodami jsou vysoka pofizovaci cena mikroskopu a ¢asové naro¢na piiprava vzorku

(Lee YH et al., 2010).

2.4.4 Elektroforéza

ELFO je skupina separa¢nich metod vyuzivajicich elektrické pole Krozdéleni piedevs§im
biomakromolekul, jako jsou nukleové kyseliny, proteiny, peptidy. Existuji i aplikace vyuzivané
k separaci nizkomolekularnich latek (napf. izotachoforéza, kapilarni elektroforéza). Proto ma tato
technika S$iroké vyuziti v proteomice, molekularni biologii, farmakologii, forenzni, klinické
i veterinarni mediciné a kontrole kvality potravin (Westermeier R, 2001). Metodu lIze vyuzit
k analytickym aplikacim jako je kontrola Cistoty a kvality nebo analyza komplexnich smési.
Svédsky chemik Arne Tiselius dostal v roce 1948 Nobelovu cenu za separaci bilkovin krevniho
séra  pomoci  elektroforézy a je povazovan za  vynalezce této  metody
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1948/).

Princip ELFO bude popsan na piikladu proteind. Jedna se o rozdéleni rizné nabitych
makromolekul, jejichz mobilita se lisi v elektrickém poli. Bilkoviny jsou amfoterni slouceniny,
které méni sviij naboj Vv zavislosti na pH. Proteiny jsou negativné nabité, je-li pH okoli vyssi
nez hodnota jejich izoelektrického bodu. Podle celkového naboje makromolekuly se méni i velikost
sily, kterou je bilkovina pfitahovana k elektrod€. Proces mtize probihat voln¢ v kapalin€, v pevném
nosici (vétsinou v gelu), na tenké vrstvé, filmu nebo v kapilaie (Westermeier R, 2001).

Jednim ze separacnich mechanismti mize byt prichod proteinid pfes porovity nosic,
ve kterém se veétSi molekuly pohybuji pomaleji oproti menSim. V dne$ni dobé se vyuziva
polyakrylamidovych (pAA) a agardézovych geli, protoze jsou inertni a stabilni. Obsah polymerujici
slozky urcuje velikost pori, kterymi musi proteiny projit, tudiz si lze zvolit optimalni podminky
separace pro konkrétni typ vzorku. K rozdéleni proteinové smési Se vyuzivaji plosné vertikalni
pAA gely. Agardzové gely maji veliké pory (10 nm v priméru) a vétSinou se pouzivaji k separaci
dlouhych fetézct nukleovych kyselin (Westermeier R, 2001).

Jednou z nejpouzivanéjsich elektroforetickych metod uzivanych k separaci proteint
je ELFO v pAA gelu za ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). V tomto uspoiadani jsou
pouzity dva gely o rizné koncentraci polyakrylamidu a pH, a proto se jedna o diskontinualni
variantu ELFO.
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Zaostiovaci gel o pH 6,8 a s nizkym obsahem polyakrylamidu (cca 4 %) disponuje velkymi

pory. Slouzi ke snadnému proniknuti proteini do gelu. Navic zde dochazi k jevu zvanému
izotachoforéza, pfiCemz jsou proteiny zaostfeny do uUzké linie mezi vedouci chloridovy anion
a koncovy nenabity iont glycinu ve form¢ zwitteriontu.
Délici gel obvykle obsahuje 10 — 15 % polyakrylamidu a tudiz je charakterizovan malymi pory.
pH gelu je 8,8, ¢imz glycin ziska zaporny naboj a prestane tvofit terminujici iont. Tim je zahajena
samotna separace smési proteinti na zakladé elektroforetické mobility. Proteiny jsou separované
V denaturovaném stavu zpusobenym mimo jiné pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS).
Jedna se 0 amfifilni slouc¢eninu (Obr. 2), ktera pisobi jako detergent. SDS snizuje povrchové napéti
proteint, coz vede k jejich denaturaci. Zaroven je schopny obalit bilkoviny do micely s negativnim
nabojem. Ty se pak déli pouze na zakladé molekulové velikosti (Westermeier R, 2001).
Mezi vyhody SDS-PAGE patii:

SDS napomaha denaturaci bilkovin.

SDS je zaporné nabity, a proto zvysuje elektroforetickou mobilitu proteind.
Metoda poskytuje vysoké rozliseni.

Prouzky proteint Ize snadno zafixovat.

Separace probiha pouze na zdkladé molekulové velikosti.

Proteiny obalené SDS snadnéji vazou barvivo pii vizualizaci.

N o gk~ w P

Po pfenosu proteinti na imobilizaéni membranu je SDS vylouéeno do roztoku.
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Obr.2 Vzorec SDS. Molekulu tvoti alifaticky hydrofobni fetézec, ktery interaguje s hydrofobnimi
skupinami proteinu. Je zakonceny nabitou ,,hlavickou” tvofenou sulfatovou skupinou. Ve vodném roztoku

dojde k disociaci sodiku, pfi¢emz molekula ziskava negativni naboj.

Nedilnou soucésti ELFO je pufrovaci systém, ve kterém proces probiha. Pouziva se pufr
0 definovaném pH a konkrétni iontové sile. lonty obsazené v pufrovacim roztoku také migruji
gelem K opa¢né nabité elektrodé b&hem procesu separace. Proto iontova sila pufru nemuze byt
prilis velka, aby elektrické pole ptsobilo pfedev§im na nabité proteiny. SloZzenim roztoku pufru Ize
modifikovat mobilitu separovanych molekul. Pro separaci se obvykle vyuziva systému
Tris-HCL/Glycin (Westermeier R, 2001).

Proteiny separované v gelu lze nasledné vizualizovat napf. barvivem Coomassie Brilliant
Blue, které ma sice nizsi citlivost nez barveni stiibrem, ale je kompatibilni s hmotnostni

spektrometrii, jakozto analytickou koncovkou. Dal§i moZnosti je provést analyzu pomoci WB.
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2.4.5 Western blot

WB, téz imunoblot je specificka detekce proteinti imobilizovanych na membrané. Imunodetekce
obvykle navazuje na SDS-PAGE. WB byl odvozen ze Southern blotu. Tato metoda byla poprvé
pouzita vroce 1975 tymem Edwina Southerna k pieneseni DNA na nylonovou membranu
a nasledné detekci pomoci navazani komplementarni sekvence znacené radioaktivnim fosforem
(Southern EM, 1975). Pro pifenos RNA se pouziva termin Northern blot. WB je slozen ze ¢ty
zékladnich kroku: transfer proteind, blokace zbylych vazebnych mist na membrané, vazba Ab
a detekce.

K pteneseni proteind bylo diive vyuzivano prosté diftze, pii¢emz byl gel vlozen mezi
dvé membrany, takto sestavena aparatura byla zatizena a inkubovéana pfes noc. Tento typ pienosu
je vyuzitelny pouze u gelu s velkymi péry a neni kvantitativni. Mezi dal$i historické metody
Ize zatadit kapilarni blot, transfer pomoci tlaku ¢i vakua. Dnes se z vétSiny pouziva pfenos pomoci
elektrického pole. Gel s membranou je vlozen mezi dvé ploché elektrody a proteiny jsou znovu
ptitahovany elektrickou silou kanodé¢ (Obr. 3). Jakmile narazi na membranu (nejcastéji
nitrocelulézovou nebo polyvinyldifluoridovou), jsou na ni imobilizovany. Pii pfenosu je dilezité
chladit kapalinu, vniz proces probiha, protoze se uvoliuje velké mnozstvi tepla.
K ovéfeni efektivity transferu proteinti 1ze membranu nespecificky obarvit napiiklad amidocerni
¢i Ponceau S. Proteiny adsorbované na membrané jsou volné dostupné pro makromolekularni
ligandy, napi. Ab, antigeny, lektiny, u Southern a Northern blotu nukleové kyseliny
(Westermeier R, 2001).

Nasledujicim a nezbytnym krokem je blokace zbylych aktivnich mist membrany.
To je provedeno pomoci inkubace membrany v roztoku inertnich proteind, jako jsou hovézi sérovy

albumin, gelatin nebo kasein (Pingoud A et al., 2002; Westermeier R, 2001).

— Porézni podloZka
Filtragni papir
Membrana

Gel

Obr.3 Schéma sestaveni blotovaci soustavy pro pfenos proteini na membranu. Sipka znazorfiuje smér

transferu.
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Membrana je po blokaci inkubovana s primarni Ab, ktera specificky interaguje s hledanym
proteinem. Po vazb&é primarni Ab je nutné vymyt nespecificky navazané imunoglobuliny.
Nasleduje inkubace se sekundarni zna¢enou Ab, ktera je namifena proti lehkému a tézkému fetézci
primarni Ab (Obr. 4). Tento dvoustupiiovy systém je vyuzivan kvili univerzalnosti sekundarni Ab.
Kdyby byla znacena jiz primarni Ab, bylo by to finanéné nevyhodné. Diky zvétSeni poctu

vazebnych mist pro sekundarni Ab dochazi také k zesileni signalu.

Sekundarni Ab konjugovana s enzymem —>

Primarni Ab

Cilovy protein
Inertni protein ———  — " \p——

Membrana

Obr. 4 Schéma dvoustupriové detekce cilového proteinu.

Detekce je zajisténa diky znaleni sekundarni Ab. Casto vyuZivanou metodou byla
konjugace imunoglobulinu s radioaktivné znacenym proteinem A. Kvili bezpecnosti a nutnosti
disponovat radioizotopickou laboratofi se pfeslo k enzymové znacené Ab. V Soucasnosti se nejvice
vyuziva alkalickd fosfatasa a kienova peroxidasa, kdy po pridani substratu dojde Kk zviditelnéni
proteini. Vysledkem enzymatické reakce v zavislosti na substratu mize byt zbarveni, ¢i emise
elektromagnetického zafeni. To je detekovano bud’ na fotocitlivy film (Pingoud A et al., 2002)
nebo CCD kamerou (Degasperi A et al., 2014).

Vyhodou této metody je specifické zviditelnéni i méné abundantniho proteinu obsazeného

v komplexni smési. Nevyhodou miize byt nedostupnost primarni Ab proti cilovému proteinu.

2.5 Vybrané instrumentilni metody v proteomice

Proteomika je novodoby védni obor, ktery Se zaobird systematickou identifikaci a kvantifikaci
celkového souboru proteint, ¢ili proteomu V biologickém systému Vv dany casovy okamzik
(http://www.nature.com/subjects/proteomic-analysis). Biologicky systém mize byt predstavovan
bunkou, tkani, organem, biologickou tekutinou nebo organismem. Proteomika tedy zkouma
skladbu a zastoupeni jednotlivych proteind, jejich dynamiku, funkce, strukturni usporadani,
posttranslacni modifikace a vzajemné interakce nejcastéji pomoci hmotnostni spektrometrie (MS),

(Jensen ON, 2006).
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MS prod¢lala v poslednich letech progresivni rozvoj a stala se jednou z nejpouzivanéjsSich
technik pfi analyze nizkomolekularnich latek, syntetickych polymerut, ale i makromolekul jako jsou
proteiny, peptidy nebo nukleové kyseliny. Existuji dokonce i studie, které se zabyvaji pfimou
identifikaci bakterii pomoci MS (Barnini S et al., 2015). Casto dochazi k on-line propojeni
hmotnostniho spektrometru s plynovou nebo kapalinovou (LC) chromatografii, Vv pfipadé
proteomiky je vyuzivan systém nanokapilarni kapalinové chromatografie (nLC). Jedna se o vysoce
sofistikované techniky, které umoznuji separaci smési analyta a jejich identifikaci i kvantitativni

analyzu.

2.5.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovy chromatograf je sestaven z ¢erpadel udrzujicich konstantni pritok mobilni
faze (MF), zatizeni pro davkovani vzorku, kolony, detektoru a vypocetni jednotky (Obr. 5).
Dulezitou soucasti kapalinového chromatografu je kolona naplnéna stacionarni fazi (SF).
Fyzikalné-chemické vlastnosti SF a MF urcuji charakter separace latek obsaZenych ve vzorku.
V dne$ni dobé existuje spousta typu naplni. V proteomice je nejéastéji pouzivana reverzni faze
se sorbentem C18, C8, C4 nebo iontové vyménna chromatografie na silném katexu (SCX)

¢1 anexu.

Autosampler Termostaticka cela
T 2 @
@Aplikace Kolona —|

vzorku J
Cerpadlo Detektor

Obr.5 Zjednodusené schéma kapalinového chromatografu. Sipky znézorfiuji smér toku MF.

Kolonou rovnomérné protéka MF tvofena organickymi rozpoustédly, napt. metanolem
(MeOH) ¢i acetonitrilem (ACN), (Ali 1 et al., 2010). Ty mohou byt smichany s vodou V rizném
poméru, ¢imz lze zvolit elu¢ni silu MF. Smés peptidi je nanesena na kolonu aunasena MF.
Nasledné dochazi k rozdéleni analytt na zakladé odlisné interakce se SF a MF. Hydrofobni peptidy
vykazuji vyssi afinitu k nepolarnimu sorbentu, a proto jsou na koloné zadrzovany déle.
Tyto peptidy se eluuji z kolony pozdé&ji oproti hydrofilnim peptidim. Doba, po kterou je analyt
zadrzovan na kolong, Se nazyva retencni Cas a je charakteristicky pro danou latku pfi dodrZeni

konkrétnich podminek separace.
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Po frakcionaci pokracuji jednotlivé slozky do detektoru. Tim mtze byt UV/VIS
a hmotnostni spektrometr (Ali | et al., 2010). Vystupem je chromatogram znazornujici zavislost
intenzity signalu analytu na ¢ase. Z chromatogramu Ize urc¢it zminény retenéni ¢as a plochu piku
umérnou mnozstvi analytu, takze LC mize byt pouzita i jako kvantifikacni metoda.

Nicmén¢ je nutné provést kalibraci za pouziti standardii o znamé koncentraci.

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Pomoci MS lze stanovit efektivni hmotnosti ionta tj. pomér molekulové hmotnosti k naboji
(m/z). Hmotnostni spektrometr se sklada ze ¢tyt hlavnich ¢asti: iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, detektoru a pocitatové jednotky (Obr. 6). Iontovy zdroj pievadi molekulu analytu
na ionty v plynné fazi, které jsou nasledné usmériiovany a separovany pomoci elektromagnetického
pole. V proteomice jsou nejcastéji vyuzivany mékké ioniza¢ni techniky, mezi néz patii ionizace
elektrosprejem (ESI) a ionizace laserem za ptitomnosti matrice (MALDI), pti kterych nedochazi

k nezadouci fragmentaci analyta.

Vstupni lonizacni Hmotnostni ¢> Detekror Vyhodnocovaci
systém zdroj analyzator iontd zarizeni

Vakuovy systém

Atmosféricky tlak

Obr.6 Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.

V ESI sprejovaci kapilara vytvoii aerosol analytu rozpusténého v tékavé kapaling
napt. V kyseliné¢ mravenc¢i (FA) nebo kyseling trifluoroctové (TFA). Diky vysokému pozitivnimu
napéti na kapilafe je tvofen tzv. Tayloriv kuzel, ze kterého dochazi k uvoliiovani kapének roztoku.
Protony kyseliny proptjcuji kapkdm pozitivni naboj, coz zpusobuje jejich pohyb k negativné
nabitym Castem pfistroje. Béhem priichodu aerosolu iontovym zdrojem dochézi k postupnému
odparovani volatilni kapaliny, coz vede k tzv. Coloumbickému §tépeni, pii némz jsou molekuly

analytu rozdéleny na jednotlivé ionty, které piejimaji vodikové protony od kyseliny.
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Ionizované molekuly ~ pokracuji do dalsich  blokdi  hmotnostniho spektrometru
(Kinter M and Sherman NE, 2000).

Naproti tomu pfi ionizacni technice MALDI je analyt kokrystalizovan na kovové desticce
s matrici schopnou absorbovat UV zafeni. Mezi zastupce matrice je fazena napf. Kyselina
a-kyano-4-hydroxyskoficova, kyselina sinapova, Kkyselina 2,5-dihydroxybenzoova a dalsi
(Clark AE et al., 2013). Pulz UV laseru vypafii Cast matrice obsahujici ionty molekul analytu.
Ionizace je zptisobena pienosem protont z kyselého prostfedi matrice na analyt. lonty jsou dale
unaseny z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru (Kinter M and Sherman NE, 2000).

Zékladni ulohou analyzatoru je separovat ionty na zakladé rozdilu jejich m/z.
Ve probiha ve vakuu, aby nedos$lo ke srazce analytu sjinou molekulou, ktera mize nasledné
zpusobit nechténou fragmentaci. Mezi zastupce analyzatort patii kvadrupdlovy analyzator (Q),
iontova past, analyzator doby letu (TOF) nebo Orbitrap. V praxi se ¢asto vyuzivaji kombinace dvou
analyzatoru stejného typu (tandemové analyzatory — trojity kvadrupol QqQ) nebo rizného typu
(hybridni analyzatory — Q-TOF).

Q je slozen ze ¢&tyf rovnobéznych kovovych ty¢i. Na dvojice protilehlych tyci je stéidave
vkladano vysokofrekvenéni stiidavé a stejnosmérné napéti. Kombinaci téchto fyzikalnich veli¢in
dochazi k vytvoteni elektromagnetického pole, v némz osciluji nabité ionty. Pti uréitych hodnotach
vlozeného napéti jsou Q schopné projit jen ionty s definovanym pomérem m/z. Ostatni nabité
molekuly analytu jsou vychyleny ze své trajektorie a zachyceny na ty¢ich, proto Q funguje
jako hmotnostni filtr (Kinter M and Sherman NE, 2000).

Pti analyze v jednoduchém Q dochazi k detekci odlisnych latek vykazujicich stejny pomér
m/z, coz komplikuje jejich identifikaci. QqQ umoziuje tyto ionty rozliSit pomoci fragmentace
v prostfednim Q slouzicim jako kolizni cela. V ni dochazi krozpadu prekurzorového iontu
na charakteristické produkty, které nasledné pokracuji do tietiho Q (Kinter M and Sherman NE,
2000).

V praxi jsou vyuzivany Ctyfi typy skenovacich modi: skenovani iontd prekurzord,
produktovych iontl, neutralnich ztrat, nebo iontovych reakci. Prvnim zminénym pfistupem analyzy
je skenovaci mod prekurzori, pti némz jsou hodnoty napéti na prvnim Q plynule ménény tak,
aby proletély postupné ionty od nizkych efektivnich hmotnosti az po ty vysoké. Ve tretim Q
jsou nastaveny fixni podminky, proto jsou schopné proletét jen ionty o konkrétni m/z.

Pii skenovani produktovych iontli je na prvni Q vkladdno stalé napéti a na tfetim Q
je napéti plynule ménéno. Tim je umoznéna detekce vsech vzniklych fragmenti vzniklych v kolizni
cele.

Treti moznosti je detekce neutralni ztraty, pii niz jsou poslednim Q propustény jen dcefiné
ionty, jejiz molekulova hmotnost byla snizena o konkrétni hodnotu.

Ctvrtym typem je sniméni iontovych reakci, pii némz jsou stanovovany analyty o znamé
molekulové hmotnosti. Nastavené hodnoty napéti a proudu jsou konstantni. Z toho plyne, Ze pouze

ionty o definované m/z jsou schopné projit Q. Po fragmentaci lze znovu vybrat dcefiné ionty
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0 konkrétnim poméru m/z, které doleti az k detektoru. V tomto médu je nutné znat molekulovou
hmotnost prekurzoru i fragmentu.

Q je s oblibou pouzivan jako kvantifika¢ni nastroj. Pfednosti Q je vysoky vykon a snadna
obsluha zatizeni (Kinter M and Sherman NE, 2000).

Identifikace iontd v TOF analyzatoru probihd na principu stanoveni ¢asu, za ktery ionty
uleti definovanou drahu. Doba letu je ovlivnéna pomérem m/z. Nejprve je iontim udéleno fixni
mnozstvi kinetické energie pomoci elektrického pole. Nabité molekuly analytu jsou
tak akcelerovany do letové trubice, Vv niz dochazi k jejich rozdéleni pouze na zaklad¢é odlisné
efektivni hmotnosti. Rychlost iontt je nepfimo umérna poméru m/z. To znamena, ze dvakrat nabity
iont se bude pohybovat vyssi rychlosti nez jedenkrat nabity iont 0 stejné molekulové hmotnosti.
Vyhodou TOF oproti Q je vysokd rozliSovaci schopnost a velky detekéni rozsah m/z.
Diky témto vlastnostem je TOF vyuZivan ke stanoveni ptesné hmoty molekuly (Kinter M
and Sherman NE, 2000).

Ionty po prtletu hmotnostnim analyzatorem dopadaji na detektor, ktery snima jejich
elektricky signal, jenZ je pfimo umérny mnozstvi detekovanych iontd. Vystupem je hmotnostni
spektrum zobrazujici zavislost relativni intenzity na efektivni hmotnosti.

Pro analyzu dat ziskanych z hmotnostnich spektrometrti jSOu V proteomice vyuzivany
vyhledavaci algoritmy, napf. Mascot, MS-Fit, ProFound, Sequest a dalsi, které porovnavaji
experimentalné naméfena spektra s daty z databazi, jejichZz ptikladem je UniProt, National Center
for Biotechnology Information, Protein Information Resources. Postup identifikace proteina zavisi
na zvolené instrumentalni metod¢é. Pfi analyze proteint je dulezité pouzit specificky Stépici
proteasu, napt. trypsin.

Ziskané informace z LC a MS jsou porovnavany s databazemi jiz diive naméfenych dat
(reten¢nich Casti a hmotnostnich spekter), coz umoznuje rychlou identifikaci zkoumanych molekul.
Identifikace proteind, jejichz sekvence neni obsazena v databazi, je provadéna metodou de novo
sekvenovani peptidd, pii které je urCeno potadi aminokyselin v peptidu pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS/MS). V kolizni cele je ndhodné vytvofena smés iontl peptidd,
které se 1isSi délkou ftetézce. Pfi velkém mnozstvi peptidd je statisticky pravdépodobné,
ze po fragmentaci vzniknou ionty, které se odlisuji pravé o jednu aminokyselinu. Kolizni cela tedy
obsahuje dipeptidy, tripeptidy, tetrapeptidy atd. Nasledné¢ jsou tyto ionty skenovany,
pficemz je urcena sekvence peptidu podle rozdilu molekulové hmotnosti, ktera je charakteristicka

pro danou aminokyselinu.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1  Priprava rostlinného materialu

Pro experiment byla zvolena bunécna suspenzni kultura A. thaliana, ekotyp Ler, (L.) Heynh,
ktera byla poskytnuta oddélenim molekularni biologie Centra regionu Hana pro biotechnologicky
a zemé&delsky vyzkum. Hlavnim diivodem vybéru tohoto zdroje biologického materialu byla snadna
manipulace s buiikami a rychlé mnozeni materialu.

Bunécéna kultura byla inkubovana v sedmidennich cyklech ve tm¢ pfi laboratorni teploté
za stalého michani 110 rpm. Po tydnu bylo pieneseno cca 5-6 ml kultury do 50 ml nového
sterilntho média. Proces pasazovani probihal ve sterilnim flowboxu. Kultivaéni médium
obsahovalo 3 % sacharozy; 0,44 % Murashige Skoog média; 0,23 uM kinetinu a 5,37 uM kyseliny
1-naftalenoctové. pH bylo upraveno na 5,75 pomoci roztoku 5M KOH.

Izolace ER byla provedena také z Sestidennich semenacka A. thaliana, ekotyp Col-0.
Vysev probihal ve flowboxu kvili snizeni rizika kontaminace. Seminka sterilizovana roztokem
70% etanolu a 0,01% Tweenu-20 po dobu 10 min za neustalého michani byla nejprve promyta 2 ml
sterilni destilované vody a poté rozsuspendovana v 1 ml sterilni destilované vody a pipetou
nanasena ve tfech fadach na pevné médium dle Murashigeho & Skooga s obsahem 1 % sacharozy;
0,22 % MS média a 0,8 % agaru. pH bylo upraveno 5M KOH na 5,9 (Murashige T and Skoog F,
1962). Vyseta seminka byla synchronizovana tfi dny ve tmé pii 4 °C, poté byla piesunuta
do kultiva¢ni mistnosti. Rostliny byly péstovany ve vertikalni poloze za nasledujicich podminek:

22 °C, 16 hod svétlo a 8 hod tma.

3.2 Chemikalie

V provedenych experimentech byly pouzity tyto chemikalie:

3M Center (USA):
extrakeni disk C18 Empore, extrakéni disk SCX Empore,

Agrisera (Svédsko):
Primarni polyklonalni krali¢i Ab: anti-H-ATPase, anti-Sarl, anti-Sec21p, anti-V-ATPase,

Bio-Rad (USA):

akrylamid, marker precision plus protein Dual Xtra standards, N, N’-methylenbisakrylamid,

Duchfea Biochemie B. V. (Nizozemsko):

Agar, Murashige-Skoog médium,
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Fluka (Némecko):

bikarbonat triethylamonny (TEAB), izopropanol (iPrOH), MgCl,, NaF, NH,OH,
octan amonny (AmMAC), persiran amonny, thiomocovina, tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid
(TCEP),

Lach-ner (CR):
HCI, KOH, kyselina octova, MeOH, MgSO,, NaCl, Tween-20,

Laktino (CR):

su$ené nizkotué¢né mléko,

Merck Millipore (Némecko):
etanol, tetrametyletylendiamin (TEMED),

MP Biomedicals (USA):
tris ultra pure, trypsin,

Roche (Svycarsko):
Roche inhibitor cocktail cOmplete, EDTA free,

Sanra Cruz Biotechnology (USA):

nitrocelul6zova membrana, Sekundarni polyklonalni kozi Ab anti-rabbit IgG-HRP,

Serva (Némecko):
SDS,

Sigma-Aldrich (Némecko):
aceton, ACN, bromfenolova modf, dithiotreitol (DTT), fenylmethansulfonylfluorid (PMSF),
glycerol, glycin, jodacetamid (IAM), kinetin, KH,POy,, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA),

FA, merkaptoethanol, moc¢ovina, 1-naftalenoctova kyselina, ponceau S, sachar6za, sorbitol, TFA,

Thermo Scientific (USA):

Chemiluminiscen¢ni substrat Super Signal West Pico.

3.3  Pristrojova technika a vybaveni

Analyticka nanokapilarni kolona 75 um x 15 c¢cm (SilicaTip, New Objective, CA, USA) s reverzni
btitovy mixér SHM2 (Stuart, Velka Britanie),

fazi Reprosil GOLD C18, 3 um, (Dr. Maisch GmbH, Némecko),

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

centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko),

detekéni stanice ChemiDoc MP ImagingSystem (Bio-Rad, USA),
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Elvehjemtiv homogenizér (Sigma-Aldrich, Némecko),

elektroforeticky set Mini-PROTEAN Tetra cell, PowerPac Basic Power (Bio-Rad, USA),
hamiltonova stiikacka 1 ml (Hamilton Company, USA),

laminarni box UCS (Merci, CR),

michacka Vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie),

nanokapilarni pfedkolona 75 um x 3 c¢m (IntagraFrit, New Objective, CA, USA) pInéna reverzni
fazi Reprosil GOLD C18, 5 um, (Dr. Maisch GmbH, Némecko),

pH metr (Vertikon, CR),

automatické pipety (Eppendorf, Némecko),

rotaéni michacka multi-rotator PRS-22 (Biosan, USA),

rotacni vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko),

set pro WB Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, USA),

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

termomixer comfort (Eppendorf, Némecko),

total recovery vialky (Waters, USA),

tiepacka KS 130 control (IKA, Némecko),

ultracentrifuga CP 90 WX (Hitachi Koki, Japonsko),

ultracentrifuga¢ni zkumavky 14 x 89 mm (Backman Coulter, CR),

ultrazvukova lazen Elmasonic S10 (Elma, Némecko),

vykyvny rotor P40ST-2054 (Hitachi Koki, Japonsko).

3.4  Programy a online databaze:

Cytoscape v. 3.2.1 s aplikaci ClueGO v. 2.1.7,

DataAnalysis v. 4.0 sp5 (Bruker Daltonics, Némecko),

Excel 2007 (Microsoft, USA),

ImagelJ v. 1.46r (Rasband W, National Institutes of Health, USA),

Mascot algoritmus (in-house mascot server, Matrix Science, Anglie),

ProteinScape v. 2.2 (Bruker Daltonics, Némecko),

UnitProt Arabidopsis Thaliana v. 20140122 (UniProt KB, www.UniProt.org)

Venny v. 2.0 (JC Oliveros, Spanish National Biotechnology Centre, Spenélsko,

www.bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).
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3.5 Metody

3.5.1 Homogenizace a frakcionace organel s hornim nanasenim.

Ctyfi dny stard bunééna suspenzni kultura A. thaliana Ler byla prefiltrovana pomoci vakuové
filtra¢ni aparatury. Buiiky byly promyty destilovanou vodou. Nasledny proces probihal v ledové
lazni. K odvazenému mnozstvi 8,5 g bunék byl pridan ekvivalentni objem extrakéniho pufru

(Tab. 1). Pro experiment byly zvoleny ¢tyfi varianty homogenizace.

a) Homogenizace mixérem 10 minut,
b) homogenizace v TM 3 minuty,
c) homogenizace pomoci EH, pii¢emz pist byl pomalu protlacen pies suspenzi 15x,

d) spojeni homogenizace v TM a EH.

Tab.1 Slozeni extrakéniho pufru. pH pufru pro horni nanaseni bylo upraveno 18% HCI na hodnotu 7,5.

Chemikalie v Sedém poli byly ptidany bezprosttedné pied pouzitim pufru.

Horni nanaseni

Komponenta Koncentrace

Tris 50 mM
NaCl 25mM
Sachardza 250 mM
EDTA 3mM
DTT 1mM
NaF 1mM
PMSF 1mM
Rosche inh. 1x

Po homogenizaci byly k biologickému materialu piidany 2 dily extrakéniho pufru (do finalniho
pomeéru 1:3). Homogenat byl inkubovan 15 minut za obCasného promichéani a poté prefiltrovan
ptes dvé vrstvy nylonové tkaniny do 50 ml falkony. Filtrat byl stocen ve vychlazené centrifuze
pii 12000 rcf, 4 °C a po dobu 10 min.  Frakcionace organel byla provedena podle jiz dfive
publikovaného postupu (Hodges TK and Mills D, 1986), ktery byl mirn¢ modifikovan.

Supernatant ziskany centrifugaci pfi 12000 rcf byl rozdélen do dvou ultracentrifugacnich
zkumavek a centrifugovan 1h piti 80000 rcf a 4°C. Nasledné byl roztok odstranén.
Pelety obsahujici mikrozomalni frakci byly oznaceny jako P80. Sediment byl dikladné rozpustén
v500 pl roztoku 0,25M sacharozy (Tab. 2). Bylo odebrano 50 pl mikrozomalni frakce,
ktera byla pouzita pfi imunodetekci jako pozitivni kontrola. Rozsuspendované pelety
(kazdy zvlast) byly naneseny na ¢tyfi patra gradientu (tzn. ptvodnich 4,25 g buné¢k/gradient),
(Obr. 7). Jedno patro bylo vzdy tvofeno 2,5 ml 2,4M; 1,5M; 1,25M a 0,73M roztokem sacharézy,
jehoz sloZeni je uvedeno v Tab. 2.

32



Tab.2 SloZeni pufru pouzitétho na piipravu roztoki sacharézy. pH roztoku bylo upraveno 9% HCI

na hodnotu 7,35. Chemikalie v §edém poli byly pfidany bezprostiedné pted pouzitim pufru.

Komponenta Koncentrace

Tris 10 mM
MgSO, 1mM
DTT 2,5mM
PMSF 1mM
mol/l mol/l mol/l

025 1h|p2s5

80.000x g y -3 95-000x g

—>Low

P80

Obr. 7 Schéma frakcionace s hornim typem nanaseni mikrozomalni frakce.

Dva takto zhotovené gradienty byly ultracentrifugovany pii 95000 rcf 2 h, 4 °C.
Vzorek byl rozdélen do tii zaostienych zon, vzdy mezi jednotliva patra. Byla odebrana horni (Up)
adolni (Low) frakce. Stejné frakce z obou gradienta byly spojeny v jednu a stoleny 1 h
pii 80000 rcf a 4 °C. Ziskané pelety byly rozpustény v 450 ul 0,25M roztoku sachardzy a znovu
naneseny na novy, stejné ptipraveny gradient. Cely proces ultracentrifugace byl zopakovan.
Repurifikované pelety byly rozpustény v 50 pl 0,25M roztoku sacharézy a zamrazeny v -80 °C
do dalsiho pouziti (Hodges TK and Mills D, 1986).
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3.5.2 Homogenizace a frakcionace organel se spodnim nanasenim

Ctyfi dny stard bunééna suspenzni kultura A. thaliana Ler byla pfefiltrovana pomoci vakuové
filtra¢ni aparatury. Buiiky byly promyty destilovanou vodou. Nasledny proces probihal v ledové
lazni. K odvaZzenému mnozstvi 3 g bunc¢k byl pfidan ekvivalentni objem extrakéniho pufru
(Tab. 3). Pro experiment byly zvoleny tfi varianty homogenizace jako v ptedchazejicim postupu.
Vynechan byl bfitovy mixér, protoze zplUsoboval nadmérnou desintegraci organel.
Po homogenizaci byl extrakt taktéz doplnén pufrem do findlniho poméru 1:3. Homogenat byl
prefiltrovan pies dvé vrstvy nylonu a centrifugovan 10 min p#i 12000 rcf a 4 °C. Z extraktu bylo
odebrano 100 pl, které byly pouzity jako pozitivni kontrola pii vizualizaci WB.

Tab. 3 Slozeni extrakéniho pufru pro spodni nanaseni. pH bylo upraveno 5M roztokem KOH na 6,65.
Chemikalie v Sedém poli byly ptfidany bezprostiedné pied pouzitim pufru.

Spodninanaseni

Komponenta Koncentrace

KH,PO, 0,1mM
MgCl, 5mM
Sacharéza 0,5M
DTT 1mM
PMSF 1mM
Rosche inh. 1x

Extrakt byl rozdé€len na poloviny a opatrn€ napipetovan na prvni patro gradientu, které bylo
tvofeno 3 ml 1,3M roztoku sacharozy. Takto pfipravené vzorky byly ultracentrifugovany
pii 108000 rcf, 1,5 h pfi 4 °C. Supernatant byl obezietné odpipetovan tak, aby nedoslo k rozruSeni
fokusované mikrozomalni frakce na rozhrani. Nésledné na ni byla opatrné napipetovana zbyla
téi patra gradientu (1,1M; 0,7M; a 0,25M sachardza), pticemz kazdé patro bylo tvofeno 3 ml
(Obr. 8). Roztoky sachardz byly stejného slozeni jako extrakéni pufr, bez obsahu inhibitord a DTT
(Tab. 3). Gradient byl nasledné ultracentrifugovan pii 108000 rcf, 1,5 h pti 4 °C. Mikrozomalni
frakce byla rozdélena mezi tfemi rozhranimi, ze kterych byly nasledné odpipetovany separované
organely. Pro zakoncentrovani byly frakce ultracentrifugovany pii 108000 rcf, 1,5 h pii 4 °C.
Pelety byly rozpustény v 50 ul 0,25M roztoku sacharézy a zamrazeny v -80 °C do dalSiho pouziti
(Ding Z et al., 2012).
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Obr. 8 Schéma frakcionace se spodnim typem nanasenim extraktu.

3.5.3 Purifikace ER

vvvvv

0,5M sacharézy, 100mM KH,PO,4, 2mM EDTA, 1mM DTT a vySe zminénych inhibitora (Tab. 3),
pficemz bunééna suspenzni kultura byla homogenizovana pouze TM. Postup byl proveden podle
protokolu se spodnim nanasenim extraktu (Ding Z et al., 2012).

Dalsi zpusob odstranéni kontaminujicich membran byl zvolen podle protokolu na izolaci
vakuol (Mettler IJ and Leonard RT, 1979). Frakcionace byla provedena z extraktu ziskaného
homogenizaci bunék v TM. Po separaci organel byl pelet ziskany z rozhrani 0,7/1,1M sacharozy
rozpustén v 1 ml pufru o slozeni: 0,5M sorbitol; 10mM tris/HCI pH 7,2; 0,25mM EDTA
almM DTT. Tato frakce byla nanesena na 3 ml 3,5% roztoku Ficollu rozpusténého ve stejném
pufru.

Centrifugaci pti 1000 rcf a 4 °C trvajici 45 min nedoSlo Krozdéleni organel,
proto byl tento gradient centrifugovan 45 min pfi 80000 rcf a 4 °C. Z rozhrani byl odebran 1 ml
frakce roztoku. Vznikly pelet byl rozpustén v 50 ul 0,25 M sachar6zy. Odebrana frakce z rozhrani
byla zfedéna 3 ml pufru obsahujici 0,5 M sorbitol; 10 mM tris HCI pH 7,2; 0,25 mM EDTA
almM DTT a byla sto¢ena pti 108000 rcf, 4 °C po dobu 45 min. Zbyly Supernatant byl odstranén
a pelet byl rozpustén v 50 pl stejného pufru. VSechny frakce byly nasledné zamrazeny v -80 °C

do dalsiho pouziti.
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3.5.4 Frakcionace organel z A. thaliana Col-0 pomoci spodniho nanaseni

Frakcionace organel se spodnim nanaSenim byla aplikovéana i na extrakt ziskany z Sestidennich
rostlin A. thaliana, ekotyp Col-0. Pokus byl proveden ve dvou variantach, a to za pfitomnosti
5mM MgCl,, nebo 2mM EDTA. Postup byl totozny jako v ptfedchazejicich experimentech,
kromé homogenizace. Cely proces probihal na ledové lazni. 2 g Sestidennich semenackil byly
nakrajeny ziletkou v 6 ml vychlazeného extrakéniho pufru (Tab. 3). Homogenizovany material
byl inkubovan na ledu na rota¢ni micha¢ce 15 min pti 100 rpm. Homogenat byl piefiltrovan
ptes dvé vrstvy nylonu a stoen 10 min, pti 10000 rcf a 4 °C. Néasledovala separace organel
Vv sachar6zovém gradientu podle Obr. 8.

Po rozebrani gradientu bylo z kazdé frakce odebrano 25 % uréenych pro SDS-PAGE
s imunodetekci. Zbylych 75 % bylo pouZzito k analyze pomoci MS. Jednotlivé ¢&asti byly
ultracentrifugovany oddélené. Pelety urCené k WB byly rozpustény v 15 pl 0,5M sachardzy
avzorky pro hmotnostni analyzu solvatovany ve 20 pl 6M mocoviny, 2M thiomocoviny
v 100mM TEAB. Vse bylo zamrazeno v -80 °C do dalsiho pouziti.

3.5.5 Tvorba sacharoézového gradientu

Sachar6zovy gradient musi byt napipetovan rychle, ale peclivé, aby nedoslo k promichani
jednotlivych roztokd sachar6zy. Pro naneseni jednotlivych pater gradientu byla pouzita 1ml
Hamiltonova stiikacka, kterda nema pruzinu jako automaticka pipeta. Lze tak Iépe regulovat
rychlost vytékajici kapaliny. Pfi pipetovani gradientu je nutné pouzit vychlazené roztoky sacharozy
uchovavané nejlépe na ledu. Nizka teplota zmenSuje pravdépodobnost promichani jednotlivych

pater gradientu a snizuje miru difuze.

3.5.6 SDS-PAGE aWB

Bylo nutné stanovit Cistotu ziskanych frakci. Z kazdé frakce bylo odebrano 15 ul pro SDS-PAGE
(Laemmli UK, 1970), které byly smichany s dvakrat koncentrovanym nanasecim pufrem v poméru
1:1. Slozeni nanaseciho pufru je uvedeno v Tab. 3. Vzorky byly promichany, inkubovany pfti 70 °C

po dobu 5 min, znovu promichéany a stoceny stolni centrifugou pii 10000 rpm, 5 min.
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Tab. 3 Slozeni dvakrat koncentrovaného nanaseciho pufru pro SDS-PAGE. pH bylo upraveno piidavkem

koncentrované HCI na hodnotu 6,8. Chemikalie v $edém poli byly pfidany bezprostfedné pied pouZitim

pufru.
Komponenta Koncentrace
Tris 125 mM
SDS 5%
Bromfenolova modr 0,01 %
Glycerol 20%
Merkaptoetanol 10%

Takto pfipravené vzorky byly v celém objemu naneseny na 4 a 12% diskontinudlni pAA
gely. Bylo pouzito 3,5 pl markeru molekulovych hmotnosti. Elektroforéza byla zapnuta
na 90 V, 30 minut a poté na 120 V az do konce separace (cca 1,5 h). Gely byly oplachnuty 5 min
V destilované vod¢ a nasledné¢ 10 min v transferovém pufru. Byla sestavena blotovaci soustava,
pficemz proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu. Proteiny byly transferovany
pii 90 MA, 4 °C, ptes noc (cca 16 h).

Membrana byla obarvena roztokem obsahujicim 0,1% barvivo ponceau S a 1% kyselinu

octovou. Proteiny byly nespecificky obarveny a jednotlivé separa¢ni drahy byly vyznaceny tuzkou.
V ptipadé nutnosti byla membrana rozstiihnuta na mensi ¢asti. Membrana byla inkubovana v 5%
roztoku susené¢ho odtuc¢néného mléka rozpusténého v tris solném pufru s 0,05% tweenem-20
(TBS-T) 1 h za stalého michani. Poté byla membrana oplachnuta 5 s v TBS-T.
Nasledovala inkubace s primarni Ab, ktera byla ziedéna 1% mlékem v TBS-T (Tab. 4). Roztok Ab
byl napipetovan na vrstvu parafilmu vlozeného do Petriho misky. Na kapku byla polozena
membrana. Inkubace primarni Ab trvala 1 h, pfi¢emz kazdych 20 min byla membrana na kapce
pfemisténa, aby doslo k rovnomérné distribuci Ab. Membrana byla 5 min oplachnuta v TBS-T
a dvakrat5 min v TBS. Nasledovala hodinova inkubace membrany v roztoku sekundarni Ab
konjugované s kienovou peroxidasou za stalého michani. Ab byla ziedéna roztokem 1% mléka
v TBS-T (Tab. 4). Nespecificky navazana sekundarni Ab byla vymyta roztokem TBS-T 10 min
a dvakrat 10 min TBS.
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Tab.4 Seznam pouzitych Ab a jejich fedéni. ER - endoplazmatické retuikum, GA - Golgiho aparat,

PM - plazmatickd membrana, Vac - vakuola.

Velikost proteinu

Ab Marker Redéni

[kDa]
Anti-H*-ATPasa PM 95 1:1000
Anti-Sarl ER 21 1:750
Anti-Sec21p GA 98 1:1000
Anti-V-ATPasa Vac 31 1:2000
Anti-rabbit IgG-HRP - - 1:5000

Membrana byla zlehka osusena a pokapana roztokem substratu a takto inkubovana 5 min.
Nasledné byla membrana vlozena do detekéni stanice, kde byl navolen program pro snimani
chemiluminiscence. Membrana byla focena 1,5 minuty. Béhem této doby bylo pofizeno 20 snimkd.
Pti detekci signalu frakci ziskanych z celych rostlin A. thaliana Col-0 byl ¢as expozice prodlouzen

na 1,5 — 10 min z davodu niz§iho vytéZzku organel.

3.5.7 Vyhodnoceni Western blotu

Potizené obrazky byly analyzovany pomoci programu Imagel. Nejprve byl upraven jas a kontrast
obrazku za ucelem eliminace pozadi, které by poskytovalo falesné pozitivni vysledek. Nasledné
byly jednotlivé frakce podrobeny analyze obrazu. Program vygeneroval piky odpovidajici mife
signalu. Na zaklad¢ plochy piku bylo pfifazeno procentudlni zastoupeni jednotlivych organel

Vv analyzované frakci.

3.5.8 Stépeni v roztoku

Frakce organel ze suspenzni bunécné kultury A. thaliana Ler ziskané ze separace se spodnim
nanasenim extraktu za pfitomnosti EDTA a frakce ziskané z frakcionace kompartmentti semenackt
A. thaliana Col-0 byly vybrany k hmotnostni analyze. Nejprve byla provedena precipitace proteinti
z roztoku sacharozy. K 20 pl kazdého vzorku bylo pfidano 100 pl acetonu o teploté -20 °C a smés
byla promichéna na vortexu. Vzorky byly inkubovany v -20 °C pfes noc. Nasledujici den byly
vysrazené proteiny centrifugovany 10 min pti 15000 rcf a 4 °C. Supernatant byl odstranén
a k peletim bylo napipetovano 200 pl vychlazeného acetonu. Pelety byly jemné promychany
na vortexu 10 s. Nasledovala centrifugace za stejnych podminek. Pelety byly promyty celkem
dvakrat. Po odstranéni supernatantu byly pelety vysuseny 5 min na vzduchu.

Proteiny ze suspenzni kultury byly rozpustény ve 100 ul a ze semenacki ve 20 ul roztoku
6M mocoviny, 2M thiomoc¢oviny ve 100mM TEAB. Po dv¢ hodiny byly vzorky michany pii 1400

rpm na termomixéru pii 24 °C. Ke vzorkim bylo pfidano 5 ul redukéniho roztoku obsahujici
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24mM TCEP ve 100mM TEAB. Inkubace probihala 30 min pii 25 °C. Poté bylo ke vzorkiim
napipetovano 5 pl 330mM IAM v 100mM TEAB. Mikrozkumavky byly inkubovany 30 min
pti 25 °C ve tme.

pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 8,5 pfidanim 170 pl roztoku 25 mM TEAB.
Proteiny z bunécné kultury byly nastépeny 4 pg trypsinu 2 h pii 37 °C, poté doplnény na finalni
objem 1 ml 25mM TEAB. Alkylované a proteiny ze semenacku byly §tépeny 2 pg trypsinu.
Vsechny vzorky byly inkubovany pii 37 °C ptes noc.

3.5.9 SCX frakcionace peptida

Nasledujici den byly vzorky okyseleny 100% FA tak, aby pH bylo niz§i nez 5. Poté byl roztok
lyzatu odpafen. Pelety byly rozpustény ve 100 ul 1% TFA, sonikovany 10 min a tfepany
v termomixéru 10 min pii 1400 rpm. Nasledovala frakcionace pomoci SCX iontoménic¢e podle
upravené¢ho protokolu (Kulak NA et al.,, 2014). Kolony spevnou fazi byly piipraveny
zZ pipetovacich $picek 20 — 200 pl. Hamiltonovou jehlou 0 vnitinim praméru 1 mm byly vyseknuty
dva disky SCX sorbentu a zatlaceny do $picky. Kolonky byly umistény do 2 ml mikrozkumavky
s perforovanym vickem.

Mikrozkumavky s kolonkami byly umistény do centrifugy. Nejprve byla pevna faze
smo&ena 40 pl ACN. Spicky byly premistény do novych mikrozkumavek s piedem piedlozenymi
20 ul 25% FA a na kolonky bylo naneseno 60 ul kazdého vzorku. Z kazdého vzorku bylo jimano
pét frakcei, pricemz kazda frakce byla eluovana do nové mikrozkumavky. Po naneseni vzorku byl
sorbent dvakrat promyt 40 ul 0,2% TFA. Takto byla pfipravena prvni frakce. Nasledovalo postupné
vymyvani peptidi z kolony pomoci roztokii se zvysujici se iontovou silou. Druha az pata frakce
byla eluovana dvakrat 40 ul roztoku AmAc obsahujici 20% ACN a 5% FA. Pro vymyti vSech
peptidi ze sorbentu byla posledni frakce eluovana 5% NH4;OH v 80% ACN do30 ul FA.
Piesny postup frakcionace je uveden v Tab. 5. Ziskané frakce byly odpaieny a pied odsolenim

zamrazeny v -80 °C.
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Tab. 5 Postup frakcionace peptidis pomoci SCX kolonky

Navlhcéeni SCX kolony a naneseni vzorku

1 1x ACN 40 2000 4
2 1x Vzorek 75 1000 8
3 2 x 0,2% TFA 40 1200 4

SCX frakcionace

1 2% 50 MM AmAc 40 1200 5
2 2% 125 mM AmAc 40 1200 5
3 2x 250 mM AmAc 40 1200 5
4 2% 5 % NH40H, 80 % ACN 40 1200 5

3.5.10 Odsoleni peptidi na C18 koloné

K odparkim SCX frakci bylo napipetovano 50 ul 5% FA. Vzorky byly umistény do sonifikac¢ni
lazn€ na 10 min a nasledné tfepany 10 min v termomixéru pii 1400 rpm. Odsoleni peptidi bylo
uskute¢néno podle postupu publikovaného Jurim Rappsilberem (Rappsilber J et al., 2007).
Nejprve byly ptipraveny C18 kolonky stejnym zpisobem jako V kapitole 3.5.9. Sorbent byl
aktivovan dvakrat 50 pl iPrOH a ekvilibrovan taktéz dvakrat 50 pl 5% FA. Spi¢ky byly pfemistény
do novych mikrozkumavek. Nasledn¢é bylo na kolonu naneseno 50 pl vzorku. Poté byly peptidy
odsoleny dvakrat 50 pl 5% FA. Pratoky byly zachyceny a zamrazeny v -80 °C. Eluce peptidi byla
jimana do ¢istych mikrozkumavek. Vzorky byly eluovany dvakrat 50 ul roztoku 50% MeOH
a2,5% FA. Pfesny postup pfeciSténi peptidli je uveden v Tab. 6. Eluaty byly pfepipetovany
do ¢istych total recovery vialek a odpaieny. Vzorky byly zamrazeny v -80 °C do dalsi analyzy.

Tab. 6 Postup odsoleni peptidii pomoci C18 kolonky

Aktivace a ekvilibrace C18 kolony

1 2 X iPrOH 50 4000 2,5
2 2 % 5% FA 50 2000 2,5
Nanasenia promyvani vzorku

3 1x Vzorek 50 1200 7,5
4 2 x 5% FA 50 2000 2,5
Eluce vzorku

5 2% 50% MeOH; 2,5% FA 50 1500 5
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3.5.11 MS analyza

Odsolené a odpaiené vzorky byly bezprosttedné pted MS analyzou rozpustény ve 20 ul 5% FA,
promichany pipetovanim a inkubovany 5 min v sonifika¢ni lazni. Analyza vzorkt peptidi byla
provedena pomoci systému nLC s tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF vybavenou ESI.
Byly provedeny dva nastfiky kazdého vzorku o objemu5pul. Peptidy byly zachyceny
na predkoloné (75 pum x 20 mm; C18 ,5 um), po izokratickém promyti navazanych peptidi 15 pl
2% FA byly analyty postupné vymyvany pomoci 75 min gradientové eluce (Tab. 7) na analytickou
kolonu pii pratoku 200 nl/min. Slozeni MF bylo nésledujici:

Roztok A —0,4% FA v H,0,
Roztok B — 0,4 % FA v 90% ACN.

Tab. 7 Nastaveni michani gradientové eluce (75 minut) pro rozdéleni peptidi na nanokapilarni koloné

plnéné reverznim nosic¢em.

0 92 8

3 90 10
26 83 17
40 74 26
48 68 32
51 55 65
52 15 85
55 15 85
58 92 8
75 92 8

Separované a eluované peptidy byly ionizovany prostiednictvim ESI a analyzovany
pomoci tandemového hmotnostniho spektrometru metodou data dependentni analyzou.
Fragmentacni spektra peptid byla ziskana technikou kolizi indukovanou fragmentaci probihajici
Vv kolizni cele plnéné dusikem.

Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary voltage
2150 V; Dry gas: 6 L/min; Dry temperature: 130 °C); Tune Page nastaveni (Ion funnel
RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 7 eV; collision energy 8 eV; Collision
RF 2000 Vpp; lon cooler RF 350 Vpp; transfer time 65 ps; pre-puls storage 12pus); MS/MS
nastaveni (Auto MSMS on; 4 precursorions; threshold pro pfepinani z MS na MSMS mod
7000 cts; active exclusion po 2 spektrech po dobu nasledujicich 9 s; excluded mass rozsah
prekurzortt 50-350 Da). MS data byla sbirana v hmotnostnim rozsahu 100-1600 m/z s dobou sbéru

(acquisition time) 300 ms pro MS a 200-400 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.
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3.5.12 Zpracovani dat

Nameéfena surova data byla zpracovana pomoci programu DataAnalysis v. 4.0 sp5. Byly ziskany
soubory mzXML (extensible markup language), obsahujici seznamy mémych hmotnosti
prekurzort a jejich fragmentacni spektra.

Do programu ProteinScape v. 2.2 byly nahrany kompletni mzXML soubory odpovidajici
jednotlivym vzorkiim a bylo provedeno databazové prohledavani pomoci Mascot algoritmu proti
manualné sestavené databazi  obsahujici 66950 sekvenci proteinovych  sekvenci
(UniProt KB, v. 20140122, 33350 sekvenci A. thaliana; 33350 reverzni sekvence proteini
pro stanoveni tzv. ,.false discovery rate* a doplnéné 250 sekvencemi béznych kontaminantt).

Prohledavani bylo nastaveno nasledujicim zptisobem: pouzita proteasa ke Sté€peni: trypsin;
maximalni povoleny pocet vynechanych $tépnych mist (miss cleavage) 2; povolené modifikace
peptidi: karbamidomethylace cysteind jako pevna (fixed), acetylace N-konct proteind, oxidace
methioninu, deamidace asparaginu a glutaminu byly nastaveny jako variabilni; povolené odchylky
pro MS prekurzor: 50 ppm a pro MS/MS fragmentace peptidi 0,05 Da. Sestaveni
identifikovanych peptidii a proteini do proteinovych listd bylo provedeno pomoci programu
ProteinScape extractors s naslednym nastavenim: minimalni skoére pro identifikaci peptida 15,
minimalni skore pro identifikaci proteinti 30 pfi¢emz alespon jeden unikatni peptid musi mit skore
nejméné 25. Soubory proteinid identifikovanych v jednotlivych frakcich sachar6zového gradientu
byly nasledné exportovany do programu MS Excel a dale editovany.

Nejprve byly vymazany identifikované kontaminanty: keratiny, S$tépici proteasa).
Seznamy identifikovanych proteinii z jednotlivych frakci gradientu byly vlozeny do programu
Cytoscape s aplikaci ClueGO. Pro gene-ontology (GO) analyzu byla pouzita databaze proteint
A. thaliana ze dne 30. 4. 2015. Program na zakladé statistického vyhodnoceni spojil obohacené
proteiny do Kklastrd, kterym byl pfifazen termin spojeny s bunéfnou komponentou (Cellular
component). Z vygenerovanych skupin proteinti byly vytvoieny diagramy. Vzdy byly mezi sebou
porovnany frakce v ramci jednoho gradientu a tfi stejné frakce napii¢ experimenty. Up frakce
nebylo mozno vyhodnotit kvtili nizkému poétu identifikovanych proteind.

Déle bylo provedeno semikvantitativni stanoveni markerovych proteini na zakladé
identifikovanych peptidi daného proteinu. Nejprve byla provedena normalizace dat timto
zpusobem: Pocet identifikovanych peptidii pro dany protein byl podélen celkovym poctem peptidi
v dané frakci, pficemz hodnoty pomért proteind byly rozdéleny do kvartila.

Pro urCeni unikatnich proteinti ve frakcich v ramci jednoho gradientu byla vyuzita online
aplikace Venny v. 2.0. Zastoupeni jedine¢nych proteint bylo vztazeno k celkovému poctu bilkovin

identifikovanych v téze frakci.
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4 Vysledky a diskuze

Bunééna suspenzni kultura A. thaliana Ler byla podrobena ¢étyfem zpusobum homogenizace —
bfitovym mixérem, TM, EH a spojeni TM s EH. Tyto konven¢ni pfistupy byly vybrany, protoze
kazda metoda poskytuje jinou miru rozruSeni biologického materialu. Organely byly nasledné
separovany pomoci diskontinualniho sachar6zového gradientu. Pro frakcionaci byly vybrany dva
ptistupy S odliSnym nanaSenim extraktl. Rozdil byl i ve slozeni a hustoté¢ pouzitych roztoki
sacharozy.

Pro imunodetekci byly zvoleny ¢&tyti proteinové markery hlavnich membranovych organel
vyskytujicich se v buiice. Jedna se o proteiny specifické pro ER, GA, plazmatickou membranu
a vakuoly. Protein Sarl je marker ER podilejici se na tvorbé vezikul transportovanych mezi
retikulem a GA (Bar-Peled M and Raikhel NV, 1997). Sec21p je podjednotkou komplexu proteind,
ktery obaluje vacky uvoliiované z cis GA (Hopff D et al., 2013). Dalsi dva markerové proteiny
patii do skupiny ATPas, které syntetizuji ATP. Jedna se 0 H-ATPasu zakotvenou v plazmatické
membrané (Shen H et al., 2014) a V-ATPasu lokalizovanou v tonoplastu (Ranocha P et al., 2013).

Ab proti specifickym proteinim v jadru (Hansen AB et al., 2006) a chloroplastech
(Seigneurin-Berny D et al., 2008) ¢i mitochondriich (Glick BS and Pon LA, 1995) nebyly pouZity,
protoze tyto kompartmenty by meély byt odstranény z mikrozomalni frakce centrifugaci

pfi 12000 rcf.

4.1  Subcelularni frakcionace A. thaliana Ler pomoci sacharézového

gradientu s hornim nana$enim mikrozomalni frakce

Protokol shornim nanaSenim byl ptvodné vyvinut pro izolaci plazmatické membrany
z kotenovych bunék ovsa (Hodges TK and Mills D, 1986). V této praci byl protokol vyuzit
pro izolaci organel, protoze podle vysledki vyse zminéné studie by mélo dojit k obohaceni ER
Vv horni frakci gradientu.

Jako zcela nevhodna se hned v uvodu studie ukazala homogenizace bfitovym mixérem
(Obr. 9D). Signaly markerovych proteini vSech membranovych struktur byly detekovany
piedev§im ve frakcich sniz8$i hustotou. Z toho vyplyva, ze se organely nerozdélily podle
oc¢ekavani. Lze predpokladat, Ze mixér zplsobil nadmérnou desintegraci bunécnych oddilu.
Ty se nasledné spojily v mensi Gtvary, coz znemoznilo frakcionaci v hustotnim gradientu (Obr. 9D;
Tab. 8).

I pfi pouziti jemnéjSich technik homogenizace byly jednotlivé frakce navzajem znacné
kontaminované. Z nami dosazenych vysledki lze vycist, ze ER Dbylo pfiblizné rovnomérné
rozdéleno Vv horni i spodni frakci (Obr. 9 A, B, C). Na zadném z rozhrani roztokti sachar6z nebylo
dosazeno vyznamného obohaceni ER. Vzhledem knizké mife rozliSeni byl tento postup

vyhodnocen jako nevyhovujici pro izolaci ER.
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PlazmatickA membrana byla zachycena v Low frakci gradientu (1,5/2,4M),
(Obr. 9A, B, C), coz odpovida vysledkim Thomase Hodgese a Davida Millse (Hodges TK
and Mills D, 1986). Frakce vsak obsahovala i kontaminujici membrany, pfedev§im GA (Obr. 9A).
Pomoci této separacni metody bylo docileno 69% Cistoty plazmatické membrany.
Dosazena hodnota se blizi i diive publikovanym vysledkiim purifikace (75-95 %), (Hodges TK
and Mills D, 1986). Jak shrnuli Thomas Hodges a David Mills ve své praci, pro izolaci plazmatické
membrany je vhodnéjsi pouzit systému dvoufazového déleni (Hodges TK and Mills D, 1986).

Relativni zastoupeni jednotlivych organel v gradientu je uvedeno v Tab. 8.

A TM+EH B EH
P80 U Low P80 ) Low
Frakce — 025 M 0_73/155 M 1524M Frakce 025M 0.73/1.F2)s M 15/24M

anti-Sarl . ———, anti-Sarl - -

anti-H-ATPasa @ s g anti-H-ATPasa = ‘

ANtI-SEC 21p  e— — —— anti-Sec 21p . e

anti-V-ATPasa -, — anti-V-ATPasa ## ™%\ ﬁ _—
C ™ D Mixér
Fakce P Uplow ke - PO W low
anti-Sarl - ; ANTI-SArl — e——
anti-H-ATPasa T WA anti-H-ATPasa g i F*
aANti-SEC 21P  e— — anti-Sec 21p -H _— AN A -

anti-V-ATPasa = % #_—_, s anti-V-ATPasa W “ N

Obr.9 Imunodetekce frakei ziskanych subcelularni frakcionaci suspenzni bunééné kultury A. thaliana Ler
pomoci sachar6zového gradientu s hornim nanasenim. (A) homogenizace pomoci tfeci misky
a Elv. homogenizéru, (B) Elv. homogenizéru, (C) tieci misky a (D) bfitového mixéru. P80 — mikrozomalni
frakce slouzZici jako pozitivni kontrola. Markery: Sarl ER, H-ATPasa plazmatické membrany, V-ATPasa

vakuolarni membrany, Sec21p GA.
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Tab. 8 Relativni zastoupeni organel V jednotlivych frakcich ziskanych separaci shornim nanasenim
mikrozomalni frakce ze suspenzni kultury A. thaliana Ler. Hodnota nejvice zastoupeného typu organely
v dané frakci je zvyraznéna tuéné. ER - endoplazmatické retikulum, GA - Golgiho aparat, PM - plazmaticka
membrana, Vac - vakuoly, TM+EH - tfeci miska + Elv. homogenizér, EH - Elv. homogenizér, TM - tieci

miska, Mix - bfitovy mixér.

Homogenizace TM+EH TM+EH EH EH ™ ™ Mix Mix
Frakce Up Low Up Low Up Low Up Low

ER 24 % 18 % 6% 13% 5% 12% 29% 13%

PM 8% 51% 3% 67 % 7% 69% | 27% 36%

GA 25% 25% 2% 8% 36 % 8% 12 % 31%

Vac 43 % 6 % 89 % 12% 52 % 11% 32% 20%

4.2  Subcelularni frakcionace A. thaliana Ler pomoci sacharézového

gradientu se spodnim nanasenim extraktu

Extrakty obsahujici bunééné kompartmenty z buné¢né suspenzni kultury A. thaliana Ler ziskané
tfemi jemnégjSimi zplsoby homogenizace byly frakcionovany pomoci sacharézového gradientu
se spodnim nanaSenim. Separace byla provedena podle protokolu Zhaojuna Dinga vyuzitého
k izolaci ER z rostlin A. thaliana pro studium mechanismu transportu auxina (Ding Z et al., 2012).

V tomto uspoiadani bylo dosaZzeno obohaceni ER piedevsim v Mid frakci (0,7/1,1M), (Obr.
10A, B, C). Jeho relativni zastoupeni Cinilo cca 27 % (Tab. 9). V praci, podle které byl nami
pouzity protokol modifikovan, bylo ER izolovano v Low frakei (1,1/1,3M) gradientu (Ding Z et al.,
2012). Davodem rozdilné frakcionace bylo pravdépodobné pouziti celych rostlin A. thaliana.
Hustota bunéénych oddili muze byt odliSna v zavislosti na organismu, typu tkan¢€ (Hodges TK and
Mills D, 1986) ¢&i stupni vyvoje, protoze organely jsou vysoce dynamickou entitou (Small | et al.,
1998).

V Low frakci (1/1,3M) gradientu doslo k zakoncentrovani plazmatické membrany (Tab. 9),
ktera byla vzdy ve spodni frakci dominantni (Obr. 10A, B, C). Toto zjisténi koresponduje
svysledky separace s hornim nanaSenim (Obr. 9A, B, C). Ztohoto trendu lze usoudit,
ze Z detekovanych organel extrahovanych ze suspenzni bunécné kultury ma plazmatickd membrana
nejvyssi hustotu.

V Up frakei (0,25/0,7M) ziskané homogenizaci TM, respektive TM+EH dominovaly
vakuoly (Obr. 10A), které zde piedstavovaly 84 a 96 % z detekovaného signalu (Tab. 9).

Dle vizuélniho zhodnoceni frakcionaci lze usoudit, Ze v experimentech se spodnim nanasenim
doslo k lepsi separaci organel (Obr. 9 a 10; Tab. 8 a 9). Frakce jsou navzajem mén¢ kontaminované
a organely se zdaji byt vice zakoncentrovany v jednotlivych frakcich. Vzhledem k vySe zminénym

vysledkiim se nabizi vyuziti této metody K izolaci i jinych organel nez jen ER.
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A TM+EH B EN

Frakce — Ex Up Mid Low Frakce — Ex Up Mid Low
0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3M 0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/13M
anti-Sarl < — anti-Sarl Pr————
anti-H-ATPasa [ B8 “_ anti-H-ATPasa i “
anti-Sec 21p  m— — — anti-Sec 21p - pr—
anti-V-ATPasa . = w— 4D anti-V-ATPasa ”~
C ™

Frakce — Ex Up Mid Low

0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3M

anti-Sarl =Y

anti-H-ATPasa A ..
o —

anti-Sec 21p  we——

anti-V-ATPasa Ry e,

Obr. 10 Imunodetekce frakci ziskanych subcelularni frakcionaci suspenzni bunééné kultury A. thaliana Ler
pomoci sachar6zového gradientu se spodnim nanaSenim. (A) homogenizace pomoci tfeci misky a Elv.
homogenizéru, (B) Elv. homogenizéru a (C) tieci misky. Ex — celkovy extrakt slouzici jako pozitivni
kontrola. Markery: Sarl endoplazmatického retikula, H-ATPasa plazmatické membrany, V-ATPasa

vakuolarni membrany, Sec21p Golgiho aparatu.

Tab. 9 Relativni zastoupeni organel v jednotlivych frakcich ziskanych pomoci separace organel se spodnim
nanaSenim extraktu ze suspenzni kultury A. thaliana Ler. Hodnota nejvice zastoupeného typu organely
v dané frakci je zvyraznéna tucné. Up frakce pii homogenizaci EH nebyla hodnocena, protoze v ni nebyl
detekovan zadny signal (Obr. 10B), ER - endoplazmatické retikulum, GA - Golgiho aparat, PM - plazmaticka

membrana, Vac — vakuoly, TM+EH - tfeci miska + Elv. homogenizér, EH — Elv. homogenizér, TM - tfeci

miska.
Homogenizace TM+EH TM+EH TM+EH| EH EH | TM TM TM
Frakce Up Mid low |[Mid Low| Up Mid Low
ER 12% 27 % 12% |27% 10%| - 28% 6%
PM 2% 25% 72% (26% 75%| - 22% 60%
GA 2% 10% 6% | 6% 7%|4% 10% 5%
Vac 84 % 38% 10% |41% 8% |96% 40% 29 %

Jako nejlepsi byla z hlediska kombinace efektivity a jednoduchosti postupu vyhodnocena
izolace ER s homogenizaci pomoci TM. Vyznamna kontaminace vakuolami si vSak vyzadala

zatazeni dalSich purifikac¢nich krokt vedoucich k zakoncentrovani ER frakce.
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4.3  Purifikace frakce obohacené o endoplazmatické retikulum

Hlavnim zaméfenim této prace bylo vyvinout metodu, pomoci které lze ziskat frakci obohacenou
0 ER s minimalnim obsahem jinych kompartmentti. Nami pouzité purifikacni postupy bohuzel
vedly k frakcim, které obsahovaly rovnéz vyznamné mnozstvi kontaminujicich vakuol (Tab. 9).
Také v pracich Klaase Wulfetangeho a Yi-Fenga Chena pfi subcelularni frakcionaci organel
pomoci kontinudlniho sacharézového gradientu tvofily vakuoly zna¢né znecisténi, protoze byly
ptitomny ve vétsin€ frakci (Obr. 11), (Chen Y-F et al., 2002; Wulfetange K et al., 2011). Ve snaze

vvvvv

zaloZené na riizném principu.

% Sacharoza

50 » 20
Frakce 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 Mg*
BiP2 (ER) pr———— —
ATPase (PM) - GPEDED s
Arf1 (GA) —— J
ATPase (Vac) = @2 0D CD EDEDED WO oo -

— S

BiP2 (ER) e ———
ATPase (PM) T I T T }

Arfl (GA) — . - -
ATPase (Vac) e S RGP A = -

Obr. 11 Mikrozomalni frakce z osmnactidennich rostlin A. thaliana byla separovana pomoci kontinualniho
sachar6zového gradientu 20-50% (W/w) za p¥itomnosti a pii absenci Mg?* iontii. S — volng rozpustny protein
BiP2. ER — endoplazmatické retikulum, GA — Golgiho aparat, PM — plazmatickd membrana, Vac — vakuoly
(pfevzato z Wulfetange K et al., 2011).

4.3.1 Odstranéni vakuol pomoci Ficollového gradientu

Prvni zpisob byl odvozen z protokolu vyvinutého pro izolaci vakuol z protoplasti tabaku pomoci
gradientu tvofeného roztokem Ficollu (Mettler 1J and Leonard RT, 1979). Bylo ptedpokladano,
7e podle publikované metody budou vakuoly zachyceny na hranici 0% a 3,5% Ficollu (frakce Up©),

pri¢emz ostatni organely budou sedimentovany na dno zkumavky (PF).
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Nejprve byla provedena frakcionace pomoci sachardézového hustotniho gradientu
se spodnim nanaSenim extraktu. Mid frakce ziskana zrozmezi 0,7/1,IM sachardzy obsahujici
predev§im ER a vakuoly (Obr. 10C, Tab. 9) byla podrobena repurifikaci pomoci dvoupatrového
gradientu Ficollu, v souladu s origindlnim postupem uvedenym v publikaci (Mettler 1J
and Leonard RT, 1979). Mid frakce byla nanesena na roztok Ficollu. Nasledovala centrifugace
gradientu pfi otackach 1000 rcf, pii které vSak nedoSlo k separaci organel. Dle vizualniho
zhodnoceni zistaly kompartmenty pravdépodobné Vv pivodnim roztoku pufru, protoze nedoslo
ani k zakoncentrovani mikrozomalni frakce na rozhrani dvou pater gradientu. Nasledovalo zvyseni
odstredivé sily ve snaze separovat Mid frakci. Gradient byl centrifugovan pii 80000 rcf.
Tato hodnota byla zvolena, protoze pii téchto otackach byla jiz diive ziskdna mikrozomalni frakce
z extraktu (Hodges TK and Mills D, 1986), (Obr. 7). Bylo pfedpokladano, ze vakuoly budou
obohaceny v Up" frakci. Pufr, diive obsahujici organely, byl po ultracentrifugaci ¢iry a na dné
zkumavky byl vytvofen pelet. Pro imunoanalyzu byla odebrana frakce zrozhrani roztokt
a repurifikovany pelet.

Z vysledkt imunodetekce je patrné, Zze vakuoly nebyly ani ¢aste¢né zachyceny na rozhrani
dvou pater gradientu a vSechny membranové oddily obsazené ve stfedni frakci byly stoceny
na dno (Obr. 12). Obsah jednotlivych organel byl obdobny postupu bez purifikace frakce

(Obr. 10C). Touto metodou k ocekavanému odstranéni vakuol nedoslo.

™
Frakce —  Ex Upf PF
anti-Sarl ———
anti-H-ATPasa
anti-Sec 21p — —_—
anti-V-ATPasa -—

Obr. 12 Imunodetekce membran suspenzni bunééné kultury A. thaliana Ler. Mid frakce ziskané
ultracentrifugaci v sacharézovém gradientu, ktera byla nasledné repurifikovana pomoci gradientu Ficollu.
Ex — celkovy extrakt, Upr frakce sebrand mezi 0/3,5% Ficollem, PF — pelet. Markery: Sarl ER, H-ATPasa

plazmatické membrany, V-ATPasa vakuolarni membrany, Sec21p GA. TM — homogenizace tfeci miskou.
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4.3.2 Zména hustoty endoplazmatického retikula

ER je centrem proteosyntézy, proto jsou na jeho membranu pfisedlé ribozomy. Stabilitu tohoto
spojeni ovliviiuje piitomnost Mg®* iontd. Pti jejich absenci dochazi k disociaci ribozomi
zmembrany a tim i ke snizeni hustoty zminéné organely, coz se projevi charakteristickym
posunem ER do vysich frakci gradientu (Lord MJ, 1987). Vysyceni Mg®* iontl 1ze dosdhnout
ptidanim chelata¢niho ¢inidla do roztoku. V praxi se vyuziva EDTA, ktera pfednostné vaze pravé
ionty hot¢iku. Na principu zmény hustoty ER byly zalozeny studie zabyvajici se lokalizaci
cytokininovych (Lomin SN et al., 2011; Wulfetange K etal., 2011) a etylenovych receptoru
(Chen Y-F et al., 2002).

V nasem pripadé bylo predpoklddano, Zze ER (extrahované zbunécné kultury)
bez piitomnosti Mg?" ionti bude zachyceno v Up frakci (0,25/0,7M), nebo bude jeho vyskyt
detekovan pouze ve stiedni frakci.

Z vysledkit WB vyplyva, ze doslo k ¢aste¢nému piesunu ER z Mid frakce (0,7/0,1M)
do Up frakce (0,25/0,7M), (Obr. 13). Timto zpusobem doslo k obohaceni ER v Up frakci,
ktera vykazovala niz§i obsah vakuol a minoritni mnozstvi plazmatické membrany a GA.

V ziskané Up frakci bylo obsazeno 54 % membran ER a 35 % tonoplastu (Tab. 10).

A + Mg?* B - Mg
Frakce — Ex Up Mid Low Frakce —> EX Up Mid Low
0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3M 0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3 M
anti-Sarl — anti-Sarl - . -
anti-H-ATPasa 1 .Q anti-H-ATPasa - rag ~
anti-Sec 21p  we——— — anti-Sec 21p  wew— e——— ___:
anti-V-ATPasa Ry e, anti-V-ATPasa —

Obr. 13 Imunodetekce frakci ziskanych subcelularni frakcionaci suspenzni bunééné kultury A. thaliana Ler.
Bunky byly homogenizovany v TM. Organely byly separovany v gradientu se spodnim nandSenim
(A) v piitomnosti Mg®* iontti a (B) s jejich absenci. Ex — celkovy extrakt slouzici jako pozitivni kontrola.

Markery: Sarl ER, H-ATPasa plazmatické membrany, V-ATPasa vakuolarni membrany, Sec21p GA.
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Tab. 10 Relativni zastoupeni organel v jednotlivych frakcich ziskanych separaci se spodnim nana$enim
extraktu ze suspenzni kultury A. thaliana Ler bez ptitomnosti Mg®* iontii. Hodnota nejvice zastoupeného
typu organely v dané frakci je zvyraznéna tuéné. ER - endoplazmatické retikulum, GA - Golgiho aparat,

PM - plazmatickd membrana, Vac — vakuoly, TM - homogenizace tfeci miskou.

Homogenizace ™ ™ ™
Frakce Up Mid Low

ER 54 % 20% 5%

PM 7% 45 % 72%

GA 4% 22% 16 %

Vac 35% 13 % 7 %

Metodou subcelularni frakcionace se spodnim nanasenim extraktu ze suspenzni kultury
A. thaliana Ler v kombinaci vysycenim Mg?" iontti bylo dosazeno nejlepsiho obohaceni ER — 54 %
s nejniz8§im procentem kontaminujicich membran. V Up frakci doslo K signifikantnimu
zakoncentrovani ER oproti celkovému extraktu, ve kterém byl detekovan velmi slaby signal.
Vakuoly tvorici 35 % membran ve frakci vsak stale piedstavuji vyznamnou kontaminaci. V dalSich

krocich tedy bude nutné dale zvysit efektivitu purifikacniho protokolu.

4.4  Frakcionace organel semenacku A. thaliana Col-0

Metoda frakcionace organel se spodnim nanaSenim byla aplikovana i na Sestidenni semenacky
A. thaliana Col-0 (Ding Z et al., 2012). Intaktni rostliny jsou obecné vhodné&jsim modelem, protoze
lépe reprezentuji fyziologické procesy v komplexnich biologickych systémech. Bylo také
predpokladano, Ze v mladych semenaécich nebudou vakuoly plné diferencovany, a proto nebudou
komigrovat s ER jako v piedeslych pokusech.

Stejné¢ jako v piipadé Ler kultury byla kromé standardniho postupu provedena
i varianta frakcionace bez Mg iontt ve snaze otestovat migraci rostlinného ER v diskontinualnim
gradientu. Material byl homogenizovan ziletkou, dle ptivodniho protokolu (Ding Z et al., 2012).
Pii imunodetekci markert organel ziskanych separaci za piitomnosti Mg®* ionti nebyl v zadné
z frakei detekovéan signal markeru ER. Frakce bez obsahu Mg®* vykazovaly signal ER na hranici
limitu detekce v Mid (0,7/1,1M) i Low (1,1/1,3M) frakci az po 10 minutach expozice (Obr. 14B).

Jednim z divodl detekce slabého signalu mlze byt pouziti nedostatecného mnoZzstvi
vstupniho materidlu, které neni uvedeno v plvodnim c¢lanku (DingZetal.,, 2012).
Dalsi moznosti je, ze homogenizace semenacki ziletkou nebyla idedlni, pficemz ER nebylo
uvolnéno do extrakéniho pufru, nebo nedoslo k jeho dostate¢nému oddéleni od jaderné membrany.
To mohlo vést k nechténému odstranéni ER z extraktu uz pfi centrifugaci 10000 rcf na zacatku

experimentu.
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Piitomnost ¢asti jaderného obalu mohlo ovlivnit i frakcionaci ER rostlin, pfi které bylo
rozdéleno mezi Mid (0,7/1,1M) a Low (1,1/1,3M) frakci bez obsahu Mg®* ionti (Obr. 14B).
Naproti tomu ER izolované ze suspenzni kultury bylo zachyceno v Up (0,25/0,7M) a Mid frakci
(0,7/1,2M), (Obr. 12B). Tento problém muze byt vyfesen zapojenim dalsi homogeniza¢ni metody.

A +Mg2* B - Mg?*
Frakce — Ex UP Mid Low Ex UP Mid Low
0.5M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3 M Fra kce g 0.5 M 0.25/0.7M 0.7/1.1M 1.1/1.3M
anti-Sarl m anti-Sarl <
: % e
anti-H-ATPasa ®®  anti-H-ATPasa L an J
ANti-SEC 21p  — anti-Sec 21p  we— -
anti-V-ATPasa anti-V-ATPasa —

Obr. 14 Imunodetekce frakei ziskanych subcelularni frakcionaci Sestidennich semenackd A. thaliana.
Organely byly separovany v gradientu se spodnim nana$enim (A) v pfitomnosti Mg?* iontii a (B) s jejich
absenci. EX — celkovy extrakt slouzici jako pozitivni kontrola. Markery: Sarl ER, H-ATPasa plazmatické

membrany, V-ATPasa vakuolarni membrany, Sec21p GA.

V ¢lanku, ze kterého byl pievzat protokol izolace ER, bylo podle tvrzeni autort dosazeno
obohaceni Low frakce o ER rostlin A. thaliana bez pfitomnosti necistot (Ding Z et al., 2012).
Ve studii v8ak byla vyloucena pfitomnost pouze plazmatické membrany na zakladé detekce
auxinového pienaseCe PINI1, pfi¢emz vysledky frakcionace nebyly v ¢lanku zvefejnény. Nami
provedeny postup vykazoval obsah kontaminujicich membran zejména plazmatické membrany a
vakuol, které ve zminované praci nebyly stanovovany (Tab. 11).

V Low frakci (1,1/1,3M) gradientu v obou variantach dominoval obsah plazmatické
membrany, obdobné jako i u pfedchozich experimenta (Obr.9, 10, 13; Tab. 8, 9, 10),
priemz piedstavovala mirné pies 50 % obsahu vSech detekovanych membran.
V Mid frakci (0,7/1,1M) z 66 % ptevazovaly vakuoly. Relativni zastoupeni organel izolovanych

ze semenackd A. thaliana je uvedeno v Tab. 11.
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Tab. 11 Relativni zastoupeni organel v jednotlivych frakcich ziskanych separaci se spodnim nana$enim
extraktu z Sestidennich semenacka A. thaliana Col-0. Hodnota nejvice zastoupeného typu organely v dané
frakci je zvyraznéna tuéné. ER - endoplazmatické retikulum, GA - Golgiho aparat, PM - plazmaticka

membrana, Vac — vakuoly.

Homogenizace Ziletka Ziletka | Ziletka Ziletka
Obsah Mg** + + = =
Frakce Mid Low Mid Low
ER - 24 % 21% 18 %
PM - 55 % - 51%
GA 3% 12 % 13 % 5%
Vac 97 % 9% 66 % 26 %

4.5 Hmotnostni analyza a vyhodnoceni obohaceni frakei

Proteiny obsazené v jednotlivych frakcich sachar6zového gradientu byly nastépeny v roztoku.
Ve snaze snizit komplexitu vzorku a dosahnout tak vétSiho mnozstvi identifikovanych proteint
byly peptidy nasledné separovany SCX frakcionaci. Identifikace peptida byla provedena pomoci
NLC-MS/MS. Seznamy stanovenych proteint odpovidajici jednotlivym frakcim gradientu
sacharozy byly dale analyzovany.

V kazdé z purifikovanych frakci byl identifikovan odlisny pocet proteint (Tab. 12).
V experimentech vychazejicich z bun€k suspenzni kultury A. thaliana Ler bylo detekovano méné
proteint nez z rostlinek Sestidennich semenackd. To mize byt zpsobeno rozdilnou komplexitou
pouzitého biologického materidlu. Pro subcelularni frakcionaci byly pouzity celé sazenicky,
ve kterych se vyskytuje znacné mnozstvi rozlinych typt pletiv disponujicich odliSnym
protcomem. Ve srovnani s tim piedstavuje Suspenzni kultura relativné uniformni zdroj
biologického materialu, jenz je charakteristicky jednim typem bunék.

Nejvice proteinu bylo identifikovano v Low frakcich ziskanych z A. thaliana Col-0.
Tento fakt koresponduje s vysledky imunodetekce, protoze v Low frakcich byl zaznamenan
intenzivngj$i signal nez v ostatnich frakcich. Moznou pficinou je pfitomnost fragmentl jaderné
membrany integrovanych s ER, nebot’ pfi MS analyze byl identifikovan i RAN2 protein
lokalizovany v jaderné obalce (http://www.uniprot.org/uniprot/P41917). Dal$im divodem miize
byt zakoncentrovani vétSich a tézSich kompartmentd ziskanych nedostate¢nou homogenizaci.

Ve zminénych frakcich byl také detekovan vyskyt chloroplastovych a mitochondrialnich proteind.
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Tab. 12 Poéty proteint identifikovanych v jednotlivych frakcich sacharézového gradientu.

Biologicky material Frakce Obsah Mg?* Poget identifikaci

Up - 16

A. thaliana Ler Mid - 239

Low - 223

Up - 0

Mid - 450

A. thaliana Col-0 Low - 242
Up + 0

Mid + 237

Low + 504

Cilem subcelularni frakcionace bylo ziskat frakce obohacené o rtzné organely.
Dé se usuzovat, ze kazda takova frakce bude obsahovat podstatnou cast unikatnich proteinti
specifickych pro konkrétni bunéény kompartment. Z toho divodu byl stanoven pocet jedinec¢nych
a spolecnych proteini v kazdé z frakci v ramci jednoho gradientu (Obr. 15). I kdyby bylo dosazeno
idealni izolace organel, jista cast proteinii by byla spole¢na. Je odhadovano, ze vice nez 35 %
proteinti ma vicenasobnou lokalizaci v buiice (Zhang S et al., 2008).

V Up frakci ziskané ze suspenzni kultury nebyl identifikovan zadny jedinecny protein,
protoze v ni bylo identifikovano pouze 16 bilkovin hojné zastoupenych v celé bunce. Zbylé dve
frakce obsahovaly pti vzajemném srovnani cca 50 % unikatnich proteind kazda (Obr. 15A).

V Mid frakcich ziskanych subcelularni frakcionaci semenackd s absenci Mg® iontd
¢i jejich pritomnosti bylo identifikovano zhruba 35 % jedine¢nych proteini. Tomu se vymykaly
Low frakce obou provedenych variant, pficemz ve frakci bez ptitomnosti zminénych iontt bylo
zastoupeno 48 % (Obr. 15B)a s jejich obsahem 68 % (Obr. 15C) specifickych proteint ze vSech
identifikovanych bilkovin v téZe frakci.

Tento vysledek vyrazn€ presahuje béznou opakovatelnost proteomickych experimentt,
pii které se pocet proteint identifikovanych v tomtéz vzorku lisi pfiblizné o 30 %. Vysokeé relativni
zastoupeni unikatnich proteinii v Low frakci s obsahem Mg?®* iontd je pravdépodobné zptisobeno
obohacenim této frakce o ER a také obsahem velkych fragmentli vzniklych nedostatecnou
homogenizaci. Oproti variant¢ s vysycenim zminénych iontd chelatatnim Ccinidlem nebyly

pozorovany tak vyrazné rozdily, protoze patrné doslo k castecnému piesunu ER do Mid frakce.
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A

Ler Up -Mg?* Ler Mid -Mg?*

.

B Ler Low -Mg?* c

Col-0 Low -Mg?*

Col-0 Mid -Mg* Col-0 Mid +Mg2* Col-0 Low +Mg?*

Obr. 15 Vennovy diagramy znazorfiujici pocet spoleénych a unikatnich proteind. (A) zastoupeni
identifikovanych proteini ve frakcich ziskanych ze suspenzni kultury A. thaliana Ler v sachar6zovém
gradientu bez piitomnosti Mg?* iontil. (B) v Sestidennich semena&cich A. thaliana Col-0 s absenci Mg®* iontii

a (C) pfi jejich prezenci.

45.1 Zastoupeni markerii ve frakcich

V seznamech proteint identifikovanych pomoci MS byly vyhledany markery organel detekované
pomoci WB (H-ATPasa, Sarl, Sec21p a V-ATPasa). Dale byly také hledany CRD1 chloroplastovy
protein (Lang EGE et al., 2011) t¢astnici se biosyntézy chlorofylu a mitochondrialni marker COX2
zapojeny v dychacim fetézci (Vanlerberghe GC et al., 1994).

Zastoupeni markert V jednotlivych frakcich sachar6zového gradientu je uvedeno v Tab. 13.
Trend jejich vyskytu v jednotlivych frakcich koresponduje s intenzitami signalt z WB, coz
potvrdilo i semikvantitativni vyhodnoceni MS dat na zdkladé poctu identifikovanych peptidu
daného proteinu. MS analyzou byla verifikovana separace organel do jednotlivych frakci gradientu.

Nékteré markery byly pomoci MS detekovany i ve frakcich, ve kterych nebyl
pti imunodetekci zaznamenan zadny signal, protoze MS disponuje ve vétSingé piipadd niz§im
limitem detekce nez WB. Nazornym piikladem je marker plazmatické membrany (H-ATPasa)
identifikovany v Mid frakci (0,7/1,IM) ziskané ze semenacku A.thaliana Col-0. Tyto markery
v8ak v danych frakcich vykazovaly minoritni zastoupeni, jak bylo ovéfeno semikvantitativni
analyzou.

Zajimavé je, ze v zadné frakci nebyl identifikovan marker (Sec21p) GA.

Retikularni protein Sarl také nebyl signifikantné zastoupen ve frakcich, které vykazovaly vyrazné

v

54



pii data dependentni analyze. Volba peptida, které budou fragmentovany, je do jisté miry ndhodny
proces. Vzdy je vybran stanoveny pocet nejintenzivnéjsich peptidii limitovany vykonnosti pfistroje.
Schopnost ionizace unikatniho peptidu daného proteinu také ovliviiuje jeho intenzitu. Proto byl
v seznamech identifikovanych proteintt vyhledan i chaperon CALR1, alternativni marker ER
(Parsons HT et al.,, 2012). Tento protein vykazoval obdobné zastoupeni pravé jako Sarl
detekovany WB.

Tab. 13 Relativni zastoupeni markerd stanovené na zakladé¢ semikvantitativniho vyhodnoceni poétu
identifikovanych peptidii. (-) znamena absenci markeru, (+) hodnota spadajici do 4. a 3. kvartiluy,
(++) 2. kvartilu a (+++) 1. kvartilu. ER - endoplazmatické retikulum, PM - plazmatickd membrana,

Vac - vakuoly, GA - Golgiho aparat, Mit - mitochondrie, Chl - chloroplasty.

Biologicky Obsah [Sarl CALR1 H-ATPasa V-ATPasa Sec21lp COX2 CRD1
) Frakce ) i
material Mg®* | (ER) (ER) (PM) (Vac) (GA) (Mit) (Chl)
A. thaliana U_p ) ) ) ) e l } -

id - - +++ + +++ - - -

Ler
Low - - ++ +++ ++ - - -
Mid - + ++ +++ +++ - - -
A. thaliana Low - + + +++ +++ - + +
Col-0 Mid + - + +++ +++ - - -
Low + + ++ +++ +++ - + +

V Low frakci v obou variantach experimentti provedenych na semenaccich A. thaliana
byly identifikovany i markery chloroplasti a mitochondrii, avSak po semikvantitativnim
vyhodnoceni spadaly do &tvrtého, maximalné tretiho kvartilu (Tab. 13), coz znamena jejich
minimalni zastoupeni. Pfitomnost chloroplastl lze vysvétlit tim, Ze rostlinky byly péstovany
za pritomnosti svétla, a tak se chloroplasty mohly pln€ rozvinout. Naproti tomu suspenzni kultura

byla inkubovana ve tmé, proto nedoslo k vyvoji plné€ diferenciovanych chloroplastti.

4.6  Gene-ontology analyza

Byla provedena GO analyza detekovanych proteinl. Seznamy proteint identifikovanych
Vv jednotlivych frakcich sachar6zového gradientu byly analyzovany aplikaci ClueGO (Bindea G et
al., 2009) v programu Cytoscape (Shannon P et al., 2003), aby bylo ovéfeno obohaceni frakci
0 dané organely stanovené WB. Proteiny obsazené v jednotlivych frakcich byly nejprve porovnany
proti databazi v§ech znamych proteinti A. thaliana a byly jim pfifazeny terminy spojené s bunécnou
komponentou (Cellular component). Podle poctu pfifazenych termini bylo stanoveno obohaceni
jednotlivych skupin proteinti a soucasné bylo provedeno porovnani zastoupeni terminti mezi dvéma

frakcemi.
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GO analyze nebyly podrobeny Up frakce, protoze v nich nebyl identifikovan dostate¢ny
pocet proteinti pro tento typ analyzy. Pomoci ClueGO aplikace byly mezi sebou porovnany
Mid a Low frakce téhoz gradientu, ¢imz lze zjistit rozdily v obohaceni frakci 0 konkrétni organely
nebo Casti kompartmentd V ramci jedné varianty frakcionace. Dale byly porovnany ekvivalentni
frakce ziskané z obou variant subcelularni frakcionace semenackd (Mid +Mg®* vs. Mid -Mg®*
a Low +Mg®* vs. Low -Mg?) se zamérem uréit odlignosti separace Vv zavislosti na pfitomnosti

&i absenci Mg®* iontd.

4.6.1 Porovnani frakci gradientu z A. thaliana Ler s absenci Mg”" iontii

V této analyze byly porovnany proteiny identifikované v Mid a Low frakci gradientu vychazejicich
ze suspenzni kultury A. thaliana Ler. Pii imunodetekci byl pozorovan v Mid frakci (0,7/1,1M)
signal vSech stanovovanych organel (Obr. 13B). Jako dostate¢né signifikantni vSak bylo
vyhodnoceno pouze obohaceni o proteiny lumen ER, ribozomt a jejich velkych imalych
podjednotek (Obr. 16). Tento vysledek vypovidd o vyznamném obohaceni ER v Mid frakci
potvrzujici vysledek imunoblotu. S tim souvisi i vyrazné zastoupeni ribozomd.

Dle vyhodnoceni WB byl v Low frakci (1,1/1,3M) detekovan prevazné signal plazmatické
membrany. Pfispévek proteinti plazmatické membrany byl patrné vyhodnocen jako nesignifikantni.
Z GO analyzy vSak vyplyva, Ze spodni frakce obsahovala proteiny dychaciho fetézce,

coz nasvéd¢uje pfitomnosti vnitini mitochondrialni membrany (Obr. 16).

cytosolicribosome cytosolic small

respiratory chain ;
endoplasmic
reticulum lumen

cytosolic large
ribosomal subunit

NADH dehydrogenase complex

Obr. 16 Grafické znazornéni identifikovanych proteinti ze suspenzni bunéné kultury A.thaliana Ler
ve frakcich bez pritomnosti Mg?* iontd. Bilkoviny byly rozdé&leny do klastri podle vyskytu v buiice. Velikost
uzlt znazoriiuje vyznam obohaceni. Mira sytosti spoti odpovida signifikanci dané skupiny. Low frakce

je znazornéna Cervené a Mid frakce zelené.
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4.6.2 Porovnani frakei gradientu z A. thaliana Col-0 s absenci Mg”* iontii

Z vysledki GO analyzy frakci sacharézového gradientu bez obsahu Mg®* iontdi ze semenacki
A. thaliana Col-0 lze vy¢ist, Ze i v tomto piipadé byla Mid frakce obohacena podle ptedpokladu
o proteiny lumen ER (Obr. 17), stejné jako u experimentu provedeného na suspenzni kultufe.
Podle originalniho protokolu by mélo dojit v piitomnosti Mg®" iontii k zachyceni ER v Low frakci
gradientu (Ding Z et al., 2012). V naSem provedeni separace bez obsahu zminénych ionti doslo
k destabilizaci ribozomi a jejich uvolnéni z membrany ER, coz vede Ksnizeni jeho hustoty
(Lord MJ, 1987). Z této pficiny je ER obohaceno ve vysSich frakcich, vtomto piipadé
v Mid frakci.

Dale byla Mid frakce obohacena o regula¢ni Castice proteazomua nativné se vyskytujici
v cytosolu, proteiny vakuol, endozomu a stiedni casti GA (Obr. 17). Vystup GO analyzy
koresponduje s vysledky z imunoblotu, pfi kterém byl pozorovan signal Vakuol i GA v této frakci
(Obr. 14B).

V Low frakci byla zaznamenana predevs§im zvysena pfitomnost proteinl vnitini membrany
mitochondrii  (komplex ATPsyntazy), poukazujici na jejich zastoupeni téze frakci.
Ztejme V souvislosti se zvySenym vyskytem fragmentil plazmatické membrany doslo v této frakci
k obohaceni i proteint lokalizovanych v plazmodezmatech.

V této frakci byly dale obsazeny i proteiny fotosystému vyskytujici se v chloroplastech
(Obr. 17). Jejich ptitomnost, bylo mozné piedpokladat, protoZze organely byly extrahovany
predevs§im ze ,,zeleného* materialu. Navic bylo pii frakcionaci registrovano zelené zabarveni Low
frakce. Vyskyt mitochondrii a chloroplasti neodstranénych centrifugaci pii 10000 rcf
I1ze pfedpokladat pravé v této frakci, protoZe patii k t&z$im organelam (Vertommen A et al., 2011).
Z toho plyne, Ze vSechny Low frakce, i ze suspenzni kultury, obsahuji vice kontaminujicich
kompartmentt, nez bylo ptivodné predpokladano.

GO analyzou frakci organel ziskanych ze semenackli separovanych v gradientu
obsahujicim Mg”" ionty byl zjistén jediny vyznamny rozdil. Obé frakce byly rovnomérné
obohaceny o ER. Tato skute¢nost je v souladu se specifickym posunem zminéného kompartmentu
(Lord MJ, 1987).

GO analyza potvrdila niz8i efektivitu subcelularni frakcionace kompartmenti
extrahovanych ze semenackt A. thaliana Col-0 ve srovnani se suspenzni kulturou A. thaliana Ler.
Pri¢inou muze byt nedostate¢na homogenizace materialu s naslednou extrakei vétsich bunéénych

komplexu, které byly zachyceny v Low frakci.
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Obr. 17 Grafické znazornéni identifikovanych proteini z Sestidennich semenackt A. thaliana Col-0
ve frakcich bez p¥itomnosti Mg iontd. Proteiny byly rozd&leny do klastrii podle vyskytu v buiice. Velikost
uzld zndzornuje vyznam obohaceni. Mira sytosti spotll odpovida signifikanci dané skupiny. Low frakce

je znazornéna Cervené a Mid frakce zelené.

4.6.3 Posun ER v zavislosti na pritomnosti ¢i absenci Mg2+ iontu

Z duvodu vysokého poctu riznych kompartmentt extrahovanych z rostlin A. thaliana v Low frakci
byla otestovana varianta gradientu bez obsahu iontl hoiciku, protoze byl pfedpokladan posun ER
do méné kontaminované frakce. Jak jiz bylo zminéno vyse, V zavislosti na pfitomnosti ¢i absenci
Mg®* iontd Ize docilit specifického posunu ER v gradientu z diivodu sniZeni jeho hustoty. Toho lze
dosdhnout vysycenim zminénych iontd, coz vede ksniZeni stability anasledné disociaci
ribozomalniho komplexu lokalizovaného na membrané ER, ktery se rozpoji na dvé podjednotky
(Lord MJ, 1987). Pro potvrzeni vysledkt

Aby byla ovéfena schopnost posunu ER v gradientu, byly porovnany odpovidajici frakce
gradientu s obsahem ¢&i absenci Mg® iontd (Obr. 19). Vysledky GO analyzy potvrdili posun
ER pii pouziti diskontinualniho gradientu. Pii absenci Mg* iontd doslo tedy Kk piesunu ER
do Mid frakce (Obr. 19A) narozdil od varianty gradientu, ktery ionty obsahoval.
Pii jejich ptitomnosti bylo ER obohaceno v Low frakci (Obr. 19B), (DingZet al., 2012).
Ve studiich zabyvajicich se lokalizaci proteinit v ER bylo vyuzito jeho specifického posunu
v kontinualnim gradientu (Chen Y-F etal., 2002; Lomin SN etal., 2011; Woulfetange K et al.,
2011).
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Obr. 19 Porovnani posunu ER Sestidennich semenacka A. thaliana Col-0 v zavislosti na pfitomnosti (zeleng)

.- . 2+
¢i absenci Mg

iontd (Cerveng), rovnomérné zastoupeni v obou frakcich (Sed€). (A) Srovnani Mid frakei

(0,7/1,1M) a (B) Low frakci (1,1/1,3M). Na obrazku jsou znazornény jen klastry, které maji souvislost s ER.
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3) Zavér

Piavodnim cilem této prace bylo vyvinout postup frakcionace organel v diskontinualnim
sachar6zovém gradientu, kterym by bylo mozné oddélit idealn¢ vakuoly, GA a ER b&éhem jedné
separace. V praxi se ukazalo, Ze tento tikol v ramci rozsahu diplomové prace nelze obstojné splnit,
protoZze biologické systémy jsou natolik komplexni a dynamické zaroven, ze izolace organel
je velice obtizna. Postup purifikace konkrétniho kompartmentu je mnohem jednodussi
optimalizovat na zakladé specifikaci dané organely.

Novym zamérem Se stalo vyvinuti metody separace organel, pomoci které lze ziskat frakci
obohacenou 0 ER s minimalnim obsahem jinych kompartmentii. Ve snaze dosahnout idealni miry
desintegrace materialu byly testovany ¢tyfi zplisoby homogenizace a to bfitovym mixérem, tfeci
miskou, Elvehjemovym homogenizérem a spojeni poslednich dvou zminénych technik.
Bylo zjisténo, ze zplGsob homogenizace znaéné ovliviiuje vysledek separace organel
v sachar6zovém gradientu. Homogenizace bfitovym mixérem byla vyhodnocena jako zcela
nevyhovujici z divodu nadmérné destrukce bunéénych oddilt, které pak nebylo mozné v hustotnim
gradientu rozdélit. Ze tfech zbyvajicich zptisobli byla jako nejefektivnéjsi a soucasné nejsnadngji
proveditelna vyhodnocena homogenizace v TM.

Dale byly testovany dvé odlisné varianty nanaseni extraktu organel na dva rizné sestavené
sachar6zové diskontinualni gradienty. Separace organel s hornim nana$enim mikrozomalni frakce
poskytovala vzajemné kontaminované frakce organel, které byly piitomny v pribéhu celého
gradientu. Subcelularni frakcionace se spodnim nanaSenim extraktu vykazovala slibngjsi vysledky,
protoze frakce byly méné kontaminované a navic doslo k jejich zakoncentrovani. Zastoupeni
jednotlivych organel bylo stanoveno pomoci Western blotu.

K nejvyraznéj§imu obohaceni retikula doslo v Mid frakci gradientu, ktera ale obsahovala
zna¢né kontaminace, piedev§im vakuoly. Pfipouziti TM sEH, nebo pouze TM doslo
k signifikantnimu obohaceni vakuol v Up frakci. Plazmatickdi membrana byla vzdy nejvice
obohacena Vv nejniz$i frakci gradientu bez zavislosti napouzitém zptisobu homogenizace.
Z téchto dlivodl je mozné vyuzit vyvinuty protokol i pro separaci dal$i kompartmentl buiky.

Z divodu pfitomnosti vyznamného mnozstvi vakuol ve frakci obohacené 0 ER,
Jako prvni byla provedena repurifikace Mid frakce Ficollovym gradientem podle metody izolace
vakuol, se zamérem dosahnout jejich odstranéni. Tento zptsob piecisténi frakce bohuzel nemél
Zadny Gcinek.

Druhou mozZnosti byla zména hustoty ER prostiednictvim disociace ribozomt z membrany
retikula. Touto variantou bylo dosazeno ptesunu ER zMid do Up frakce, ¢imzbylo ziskano
ER 0 nejvyssi dosazené Cistoté 54 %. Up frakce obsahovala bohuzel i 35 % vakuol, ale minoritni

mnozstvi GA a plazmatické membrany.
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Postup spodniho nandSeni extraktu byl také vyuzit k separaci organel extrahovanych
z Sestidennich semenacku A. thaliana Col-0 homogenizovanych ziletkou. Experiment byl proveden
s piitomnosti i pii absenci Mg®* iontii. V tomto experimentu se signal markeru ER pohyboval
na hranici detekce. Tento vysledek byl pravdépodobné zpisoben nedostate¢nou homogenizaci
semenackt A. thaliana nebo pouzitim nedostateného mnozstvi vstupniho materialu.

V ziskanych frakcich byly identifikovany proteiny pomoci nLC-MS/MS. Seznamy proteinti
byly déle podrobeny GO analyze. Vysledky analyzy potvrdily, e Mid frakce bez obsahu Mg**
iontl ziskana z frakcionace bunééné suspenzni kultury A. thaliana Ler byla vyznamné obohacena
o proteiny ER a ribozoma. V Low frakci byly komplexy respira¢niho fetézce, z ¢ehoz vyplyva,
ze frakce byla kontaminovana i mitochondriemi.

Po subcelularni separaci organel z Sestidennich semenacka A. thaliana Col-0 s absenci
Mg®" iontd byla ziskana Mid frakce s vyznamnym obsahem ER, vakuol, GA, endozomu
aregulacnich castic proteazomu. Nizka mira rozliSeni vtomto piipadé byla zplisobena
pravdépodobné nizkou mirou homogenizace. Pfi srovnani stejnych frakci z obou variant gradienti
byl pozorovan specificky posun ER v zavislosti na piitomnosti Mg®" iont na rozhrani dvou
sachar6z s nizsi hustotou.

V pracich zabyvajicich se studiem lokalizace proteinti na ER bylo vyuzito frakcionace
organel v kontinualnim sachar6zovém gradientu. Vétsina organel komigrovala do stejnych frakci,
proto bylo vyuZito posunu ER v gradientu, aniz by byla ziskana jeho ¢ista frakce. Pomoci nami
vyvinutého protokolu byla ziskana relativné ¢ista frakce obohacena o ER suspenzni kultury,
ktera byla kontaminovana pouze vakuolami.

V dalSich krocich bude vyvijeny postup frakcionace optimalizovan pro izolaci ER
ze semenackd A. thaliana. V budoucnu by méla byt metoda vyuzita k metabolickému profilovani

rostlinnych hormont v ER.
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