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Cile prace

I. 'V teoretickécasti diplomové prace bylo cilem vypracovani litefareSerse
o buré¢ném jade, jadernych proteinech, metodach jejich izolacetgmmice a shrnuti
zakladnich informaci o polyaminoxidasach.

II. V experimentélni ¢asti bylo cilem vyzkouSet metodu srézeni komplex
nukleovych kyselin s proteiny pomoci MnCha rostlinném extraktu z tydennich

etiolovanych semetia hrachu atrnactidennich etiolovanych rostlinkach ovsa.

DalSim cilem bylo tyto proteiny z vzniklého pre¢giu uvolnit a identifikovat
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie MALDI TOBF MS/MS a ESI Q/TOF
MS/MS.

Z rostlinného materialu ovsa zbylého po srédZzeni@orvinChL byla izolovana
polyaminoxidasa. Cilem prace po izolaci tohoto gfytoteinu bylo charakterizovat

jeho glykosyl&ni misto a sloZeni sacharidoséssti.
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1 Uvod

Jadro je regukmim centrem biiky a Ulozis¢m molekul, kteréfidi burg¢nou
signalizaci. Bitomnost jadra je charakteristickym znakem eukackgth burgk.
V jadie jsou uloZeny chromozomy a probihaji zdde#ité metabolické procesy, jako
jsou replikace DNA, transkripce g&nprocesy uprav RNA a vznik ribosdmKrome
genetického materiadlu jadro obsahugdu jadernych étisek a struktur zahrnujici
jadérko, Cajalovacdtiska, jaderné skvrny a dalSi (Shaw a Brown, 20043on a
Dawson, 2011).

Vijadru se je mozné nalézt atvrtinu vSech bu&nych proteii plnicich zde
rozmanité funkce. NefiSi zastoupeni jadernych proteir(NP) tvai transkrigni
regulatory, strukturni proteiny jaderné laminy (ddii et al., 2007). Nukleoproteiny
jsou proteiny, z nichz &sSina svou asociaci k nukleovym kyselinam (NK) tapu
funkci a strukturu geih Mezi nukleoproteiny pét nagiklad histony a transkrimi
faktory. Tyto proteiny jsou také zapojeny do prdceBuni¢cné signalizace a
metabolismu NK a to nejen v jg U viri nukleoproteiny chrani jejich genetickou
informaci (Dayer et al., 2015; Zhang et al., 2012).

Pro studium jaderného proteomu jsou vyuzivany ¢r@anetody zahrnujici ziskani
obohacenych nebo zcela izolovanych frakchto proteir pfimo z jader. (Petrovska et
al., 2015). Metoda izolace NP pomoci srazeni koripl&lK s €mito proteiny
z rostlinného extraktu ionty Mf, proto byla testovana jako mozna alternativasinb
pouzivanym postujm.

Polyaminoxidasa z ovsa setéhAvéna sativa,OPAQ) je intenziva studovany
glykoprotein, zapojeny do metabolismu polyatmirKompletni primarni struktura
OPAO neni publikovadna. Bylo viak objeveno, Ze obgakignalni sekvenci priy-
glykosylaci (Stranska et al., 2007). Cilem pracéo ligdy zjistit, jak je tento protein
glykosylovany.



2 Soutasny stavieSené problematiky

2.1 Buné¢né jadro

Jadro je z&kladni sloZkou rostlinnych a Zigoych burk. Hlavni funkci, roz§enou
béhem evoluce, je uchovavat geneticky materialétaty od ostatnich aktivnictésti
buiky. Tvar jadra je obvykle elipsoidni a velikostbiid@ v paiiméru asi 18 % celkového
objemu buiky (Price et al., 1973). Polafnvelikosti jadra savcje okolo 5 um a délka
ulozené DNACIni asi 2 m (Dundr a Misteli, 2001).

Jadro je organela s velmi uspdanou a zaroviedynamickou strukturou obsahujici
fadu domén a jadernychblisek zapojenych do procesu replikace DNA a expgese
(Obr. 1). Je tvieno d¥ma vzajema propojenymi¢astmi obsahujici nukleové kyseliny
a to chromatinem a jadernou matrix. \¥nitprostor jadra je od okoli chré&m vrgjSi
a vnittni fosfolipidovou membranou. \&8i membrana v cytolosolu navazuje na
endoplasmatické retikulum. ®bmembrany navazuji na komplexy jadernych apor
(NPC). Komplexy NPC zivgchu i rostlin se skladaji asi z 30 driulproteini nazyvané
nukleoporiny (Tamura et al., 2010). Velikost lidskyNPC je od 80 do 130 MDa

(Pascual-Garcia a Capelson, 2014). Jaderna lawotiavtjadru hustou proteinovout’si

Cajalowo tElisko

komplex jaderného pdra

heterochromatin
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Obr. 1 Jadern&liska a domény.iepracovano z abcam home page.



sloZzenou z lamiin a k nim se vazajich dalSich protiidyto proteiny stabilizuji laminu
pii vazbk: k chromatinu a fipojuji ji k vnitini jaderné membr&n(Shumaker et al.,
2003). Matrix plni funkci jaderné kostry, slouzfrio uloZeni genomu a jeho aktivitu.
Jadernd matrix je sloZzena z jaderné laminy, komnipjexernych par obklopujicich
jadérko a vnini jaderné fibrogranularni gitDulezitymi vlastnostmi jaderné matrix je
odolnost proti &peni DNasou a jeji nerozpustnost pxtrakci detergenty a pufry
s vysokou iontovou silou (Davey a Lord, 2003). DNAlézajici se v ja@ je omotana
okolo historii a poskladana do tvaru vlaken it chromatin (Belmont et al., 1999).
Chromatin hust uspdadany do formy heterochromatinu Ize nalézt v okngjh
¢astech jadra nebo v blizkosti jadérka, tedy v abtdsvykazujici nizkou expresy dgen
Volngjsi forma usptadani chromatinu, euchromatin se naogakto vyskytuje ve
volnych oblastech jadra. Heterochromatin i euchtomae v jade stale pohybuji
pomoci fibrilarni s& matrix jadra, v zavislosti na pebach transkripce hiy
(Calikowski et al., 2003). Velky pohyb protéim RNA probih& okolo jadernych gor
Diky organizaci jadernych protdirje mozny transport mezi jadernymi kompartmenty,
tvorba fiznych senzdr a plasticita jadra, dovolujiciéléni buiky. Jadro také slouzi jako
regulator mnoha drah b&né signalizace pro viem a&gmos signdl z extracelularniho

i intracelularniho progedi (Dundr a Misteli, 2001).

2.2 Jaderna tliska

2.2.1 Jadérko

NejdilezitejSi ¢asti je jadérko, kde dochazi k transkripci a proeasi ribosomalni
RNA ajejimu zalenéni do ribozomalnich podjednotekigal jejich exportem do
cytoplazmy. Jadérko jeasto obaleno heterochromatinem a dochazi zde takuien se

specifickymi sekvencemi DNA (Németh et al., 201Jnkéné je jadérko zapojeno do
mnoha procag jako vnimani stresu, starnuti a regulace¢bného cyklu (Boisvert et
al., 2007).

2.2.2 Cajalova tliska

Cajalova tliska, jsou organely vyskytujici se vélnebo ve spojeni s histony a ShRNA
v nukleoplasm. Jde o shluk molekul obsahujici protein coilinaktbry zapojené do
biogeneze RNA (Gall, 2000).tezitou slozkou CB je ,survival motor neuron protei

(SMN), u sav@ nezbytny pro spravnou funkci motorovych neudroNolekuly SMN



nalézajici se v nukleoplasnv okoli CB jsou ozngvany jako gemy. Nefurtkhi SMN
je pricinou onemoceni spinalni svalové atrofie (Miguel-Aliaga et &000).

2.2.3 Jaderné skvrny

Jaderné skvrny ,speckles” jsou utvary obsahujidkérennozstvi shnRNP a dalSich
molekul zapojenych do sé$tu mRNA. Ve forng klastii se nalézaji v j&& mimo
oblasti vyskytu chromatinu (Brown et al., 2008)oteimy a jiné molekuly mohou
komplex jadernych skvrn opodbti se do ® zatlenovat. Momentélni lokalizace

a slozeni skvrn odpovida Zmam transkripce mRNA.

2.2.4 Ostatni jaderna &liska

DalSimi sowastmi jadra zivéiSnych buwrk jsou ,paraspeckles“éliska v blizkosti
jaderny skvrn, objevujici se vikach po jejich deni bezprosedre pied procesy
transkripce (Fox et al., 2005)¢liska promyelotarni jaderné leukémie (PML) jejichz
hlavni sloZzkou je PML protein, dgobi specificky proti &kterym viim nag. viru
chiipky a potl&uji rast buiky (Chelbi-Alix et al., 1998). Virova infekce je k&
zminovana jako impuls pro formaci PMElisek (Everett a Chelbi-Alix, 2007). V okoli
histonovych genovych klastiv S fazi bug¢ného @leni byly objeveny Gtvary nazvané
teliska histonovych lokus obsahujici faktory pro procesovani histonové mRNA
(Nizami et al., 2010). U rostlin byly v j&&l objeveny domény obsahuijici fytochromy

a dalSi proteiny zapojujici se do drah reakci @dixanych swtlem (Ang et al., 1998).

2.3 Jaderné proteiny

Jadro obsahuje téth vSechny informace pro regulaci produkce &umych proteir.
Mozna az ctvrtina vSech bugtnych proteii je lokalizovana préy v jade
eukaryotickych bugk a pIni zde tzné funkce (Kumar et al., 2002). U kvasinekitvo
jaderné proteiny 27 % z celkovych protembuice (Kumar et al., 2002). Proteiny nebo
celé komplexy proteiin mohou byt transportovany do jadra pomoci jadernyéti.
Poté putuji jadrem a hledaji mista s nejvyssi @finpro vlastni navdzani, kde mohou
vykonavat svoji funkci (Dundr a Misteli, 2001).éina proteid je tak neustéle
v pohybu a v ramci jednoho mista nebo kompartmeetwedrzuji nanejvys xadech
minut (Gonzalez-Melendi et al., 2000). Tento jejidustély pohybiispiva k dosazeni
uréeného umishi pomoci difize (Pederson, 2000). Pohyb aény struktury jadernych
telisek, tvdenych z velkécasti proteiny, na sebe neustaléspbi a ovliviuji celou

organizaci prostoru jadrariRladem je zanik a nové usg@mlani &¢chto €lisek Ehem
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déleni buiky (Dundr et al., 2000). Podle specifickych vazatindomén a struktury NP
muze byt utena jejich funkce a evatai pribuznost (Fink et al., 2008).

NP zahrnuji molekuly s vysokou mobilitou, jako ystranskrigni faktory, faktory
pro sesth pre-mRNA, opravné enzymy pro DNA, apoptické kesp a dalSi. i
srovnani NP vyskytujicich se u rostlin a Ziwti byly zjiStny nejwtsi rozdily mezi
proteiny tvdicimi stedni filamenta jddra. Naopak proteingadtnici se replikace
a oprav DNA jsou ortologni (Narula et al., 2013).

Z celkového vytu identifikovanych rostlinnych NP je 29 % z nichpojeno do
proces regulace transkripce d&gstavby chromatinu, zatimco u zZécht tyto NP tvdi
pouze 17 % jaderného proteomuvddem vyssiho vyskytu prétéchto NP mohou byt
omezené moznosti rostlinyfippisobovat se okolnim vlidm z divodu nemoznosti
jejich vlastniho pohybu. MetabolickyclEjd se u rostlin dastni okolo 42% NP (Narula
et al., 2013).

2.3.1 Regulatory transkripce

Dosud nejvice popsanou skupinu NP ffvtvanskrigni regulatory jako transkrémi
faktor TF2A. TF2A pai mezi zakladni transkrémi faktory RNA polymerasy 2ip
piepisu informace z DNA (Hgiby et al., 2007). Tramsémi faktory (TF) spolu
s transkrignimi regulatory a proteiny upravujicimi struktufirematinu umoguji nebo
zabraiuji prepisu DNA (Udvardi et al., 2007). V rostlinném genoaz 7 % kodujici
sekvence fipada na TF, coZ dokazuje slozZitost procesu reguleanskripce uéthto
organisnii (Udvardi et al.,, 2007). Zacileni a lokalizaci TFsdkvencim geahn
zprostedkovani proteiny obsazené v jaderné matrix. Rmgtaiatrix jadra psobenim
na strukturu chromatinu také podporuji expresi tge(Getzenberg, 1994).
K vyznamnym reguknim proteiim v jade pati histon acetyltransferasy a DNA
methyltransferasy. Acetylace histommoziuje vysSi aktivitu transkripce. Methylace
DNA znemo#uje prepis sekvenci obsahujici takto modifikované C n&bwkleotidy.
Absolutni kvantifikaci pomoci MS bylo zjito, Ze az 14% cytosinu Arabidopsisje
methylovano (Capuano et al., 2014). Regulace krgote u Ziv@ichu i rostlin podléha
denni dob dle cirkadianniho rytmu (Cavalier-Smith, 2010).

2.3.2 Proteiny metabolismu RNA a DNA
Souasti jaderného proteomu jsou také proteiny zapajen@etabolismu RNA a DNA.

Mezi tyto NP jsou fazeny enzymy jako ornithinaminotransferasa,



homocysteinmethyltransferasa nebo methylentetraligidtreduktasa (Narula et al.,
2013).

2.3.3 Strukturni proteiny jadra

Stabilitu struktury vniiniho prostrou jadra zafigji laminy, hlavni komponenty jaderné
laminy. Laminy Ize rozdit na 2 zakladni druhy: laminy typu A a typu B.rhany typu

B jsou tvdeny neustale ve vSech iikach Ziv@icha, oproti A lamirim, jejichz
piitomnost je Bhem Zivota funkce hiky regulovana (Takamori et al., 2007).
K laminam se vazi dalSi protein napMAN1 a emerin, které interaguji s dalSimi
proteiny. Emerin najednoutie byt vdzan k laminu, jinému strukturnimu protejgko

je jaderny aktin nebo nesprin a k TF (Dahl et 2008). Aktin gitomny v jade je
ziejm¢ strukturré odliSny od kzného globularniho aktinu, jaderny aktin ivpouze
kratké oligomernietzce polymerujici do struktury nebarvitelné faloelm (Jockusch
et al., 2006).

2.3.4 Proteiny pro jaderny transport
Transport molekul dovnita ven z jadra fies komplexy jadernych porzaji¥uji
proteiny karioferiny, vazajici se na signalni seloigprenaSenych molekul. Regulaci

transportu zajiStuje systém Ran-GTP praidiMans et al., 2004).

2.3.5 Histony

Dulezitou ¥idu NP tvdi histony majici kidovou roli pro udrzeni stability genomu.
Histony jsou malé bazické proteiny, svelmi konadmni strukturou majici
charakteristickou ,helix-turn-helix“ doménui ta-Sroubovic spojenych snigami. Ze
z&kladnich 5 typ, 4 tvai zaklad nukleosomu, zbyvajici histon H1 slouZi propojeni

a zhutrni struktury chromatinu (Campos a Reinberg, 2009).

2.3.6 Ostatni jaderné proteiny
V jadru byly také nalezeny chaperony, a proteipodpirnou funkci pro ostatni NP.
Jadérko a ostatni jaderndliska obsahuji mnoho protéinasociovanych s RNA a

podilejicich se zpracovani mRNA (Narula et al.,201

2.4  Nukleoproteiny
Velka ¢ast NP nebo proteinv jadce vznikajicich jsou nukleoproteiny. Nukleoproteiny
(NuP) jsou hybridni molekuly, ve kterych je protdiovalent navdzan na nukleovou



kyselinu pomoci fosfodiesterové vazby na 3" nebkdsieciettzce DNA nebo RNA a
hydroxy skupiny serinu, threoninu nebo tyrosinuéanproteinu. Mezi NuP je mozné
zaradit i proteiny vazajici na NK se nebo interagugiciimi pouze déasré (Zubin et al.,
2002). Komplexy NuP tid prevaznoucast chromatinu a Ize je nalézt ve vSech
Zivoc¢isnych i rostlinnych tkanich (Chatterjea a Shirl#l2). U vySSich organidinjsou
nukleoproteiny zapojeny do udrzovani homeostazy OMAang, 1996). Podle funkce
lze NuP rozdlit do ne¢kolika skupin, zahrnujici polymerasy, transknp faktory,
nukleasy a dalSi enzymy a strukturni proteiny. Prskupinu NuP tvii DNA
polymerasy a RNA polymerasy katalyzujici tvorbu DEARNA z nukleotid. Do druhé
skupiny NuP jsou Zazeny proteiny pro regulaci gere nichz ¥tSinu jsou transkrigni
faktory, velmi fesré rozpoznavajici specifické sekvence DNA. Proteimukleasovou
aktivitou tvai treti skupinu NuP. Tyto enzymy hledaji specificka tmisa DNA a
hydrolyzuji fosfodiesterové vazby mezi nukleoti®alSi NuP jsou zapojeny do prodes
modifikace bazi NK. Mezi NuP pattaké chromozomalni proteiny tfoi kostru

chromatinu (Xiong a Sundaralingam, 2001).

2.4.1 Nukleoproteiny vini

Viry jsou obligatnimi parazity, ki€ vyuzZivaji burény apardt hostitele
k zprostedkovani vlastni replikace. NuP majialeFitou roli v procesech replikace
RNA-vira, DNA-vira a bakteriofa@ (Herold a Andino, 2001)(van Mansfeld et al.,
1984). NuP viit primarré chrani genetickou informaci pro mnozeni viru. UARMra
nesoucich RNA s negativni polaritou je nukleoprogai obalena pré&unolekula RNA,
vznika tak komplex nazyvany ribonukleoproteinai&stice (RNP). RNP chrani RNA
vira pied pisobenim nukleas hostitelskénlby a napomaha skladani riovzniklé RNA
viru pri vzniku virioni (Dayer et al.,, 2015). Struktura proteinovasti NuP také
zprostedkovava dalsi interakci mezi zapornymi naboji KoSRNA a oblastmi
s kladnymi néboji obsahujici Lys, Arg, His nebo Giibertini et al., 2006). U A viru
chiipky bylo popsano, Ze nukleoprotein neni nezbytmp gamotnou replikaci
a transkripci virové RNA, ale vystupuje zdejme jako transkrigni faktor (Turrell et
al., 2013). NejetSim nukleoproteinem RNA \irje glykoprotein viru zpsobujiciho
Ebolu slozeny z 739 AK s vyraZzmydrofobnim N-koncem a hydrofilriasti C-konce
(Watanabe et al.,, 2006). Rostlinné DNA viry si kpdNMuP, které jim umoiuji
transport do jadra, ale i meziikami (Gafni a Epel, 2002). Jadertankovy protein

umoziuje DNA viru vstup do jadra, diky proteinu pro egdani transport je mozna



systematicka infekce okolnich hikarostliny gres plasmodesmata (Zhou et al., 2011).
Oba proteiny seifmo, ale nespecificky vazi k virové DNA pouze poglg velikosti
a tvaru (Radhakrishnan et al., 2008).

2.5 Charakter proteomu buiky a jadra

Proteom eukaryot Ize dle hodnot izoelektrickychibotisazenych proteinrozctlit na

3 hlavni oblasti. Cytosolické proteiny & gkolo 5,5, membranové proteiny kolem lo p
kolem 9 a proteiny jadra $ p oblasti okolo 7 nenalézajici se u prokaryot (&athz et
al., 2001). Proteiny v jednotlivych jadernych komtp@gentech se hodnotami pyrazre
liSi. Nejvice bazickych proteins @ kolem 9,5, ale i hodnotamigs 10,5 je soustdno

v jadernych skvrnach a Cajatoveliskach. Bazickd povaha protéimpraw v téchto
teéliskach nize byt opodstatima jejich interakci siznymi RNA (Bickmore a
Sutherland, 2002). Proteinytipokrajich jadra, zahrnujici integralni membranove
proteiny jsou naopak kyselé st&jpako WtSina sodasti PML €lisek V jadérku
a chromatinu Ize nalézt proteiny jak nmiirkyselé s pod 5,2 po silé bazické histony
a HMG proteiny (Bickmore a Sutherland, 2002).

Rozdilné hodnoty IpNP souvisi fimo s jejich aminokyselinovym sloZenim. Oproti
proteinim cytosolu Ize v NP naléz&isi zastoupeni Ser a Pro (Schwartz et al., 2001).
U proteim jadernych skvrn fg@vazuji Arg a Ser, nalézajici se vdoménach eidzyra
sestih RNA (Birney et al., 1993). Membranové proteirddija, laminy a proteiny
komplexi jadernych par obsahuji oproti ostatnim NP vice nepolarnich aimmim
bazickych AK (Bickmore a Sutherland, 2002). V pméeh chromatinu oproti Arg
pievazuje Lys. Modifikace rezidui Lys je roiiym mechanismem regulace genové

exprese zprogtdkované chromatinem (Roth et al., 2001).

2.6 lzolace jader a jadernych proteiri

Pro separaci a izolaci NP z rostlinného materi@laytné nejprve ziskat samotna jadra.
Bunécnd jadra rostlin Ize ziskat Zipravenych protoplagtnebo WZnych intaktnich
burgk izolovanych z rostlinnych pletiv nebo kultur. Podstragni burécné stny je
tireba pouzit enzymovéégieni a naslednpripravené protoplasty odlit od zbylych
burgk (Schirawski et al., 2000). Z tohotaivbdu se pouziva extrakce jadefinpo

z rostlinného materialu. 1zolace jader obvykle mafg rozruSeni pletiva a bék
odctleni balastu centrifugaci, hrubou filtraci, rozm8enembran ostatnich b&imych

komponent a separaci jader gradientovou centrifugac



Pro extrakci jader a homogenizaci vychoziho mdteséa pouzivaji roztoky zaloZzené
na organickych pufrech jako je Tris (2-amino-2-loppdmethyl-propan-1,3-diol) nebo
Hepes (4-hydroxymetyl piperazin-1-ethansulfonova selipa), stabilizujici pH
a zachovavajici jadra v neporuseném stavu. K éwndlader z bugk a zabraani jejich
shlukovani Ize pouzit detergenty napriton X-100 (Loureiro et al., 2007) dlouhodobé
pusobeni, ale ri¥e zpisobit i rozklad membrany samotnych jader (Carrieale 2011).
Pridavkem sacharosy Ize regulovat hustotu, pro &abil chromatinu se f@avaji
horecnaté ionty nebo spermin (Greilhuber et al., 20@fh zabra#éni oxidaci rezidui
Cys se pdava DTT neb@-merkaptoetanol (Sikorskaite et al., 2013).

Po extrakci jader zrostlinného pletiva se @dadd wtSich slozek homogenatu
pomoci filtrace pes membranovy filtr (pory 20-25 um). Po centrifugextraktu je
ziskany material fgcisStén centrifugaci v gradientu Percollu (vrstvy 40, &) %
Percollu) a sacharosyftiRzolaci NP ze semen lze odstranit majoritni z&sgiroteiny
a Skrobova zrnarppipetovanim fes vrstvu baviny (Li et al., 2008). Q#dena jadra po
centrifugaci v odsedivce s vykyvnym rotorem jsou obsaZzena v oblasthrani mezi
sacharosou, na drkyvety a vrstvou 80 % Percollu (Henfrey & Slate989). Za pouZziti
protokolu pouze s 60% Percollem a 2,5 M sacharasaunizSich otéek, je po
centrifugaci jaderny materidl rozpréest ve vrst¢ Percollu nad rozhranim se
sacharosou (Sikorskaite et al., 201Gjstotu a vytzek jader Ize po obarveni suspenze
propidiumjodidem  nebo  4°,6-diaminef@nylindolem  (DAPI)  kontrolovat
fluorescednim mikroskopem (Repetto et al., 2008); (Abdallaaket 2010). 1zolovany
jaderny material je mozno dale, t&ndokonale separovat pomociifmkové cytometrie
(FC) s fluorescemi detekci. Tomuto kroku vSak musifedchazet ozrani jaderné
DNA pomoci interkaladnich nebo na DNA specificky se vazajicich barvidatragni
interferujicich fenolovych latek z extraktu. Pog&gmozno FC ziskat samotna jadra ve
stejné fazi buéeného cyklu bez zbytkcytoplasmy a jiného zigteni (Petrovska et al.,
2014). Nasledujicim krokem po izolaci jader je t@EaEni jaderné membrany sonikaci,
pipetovanim nebo zaftim a rozpughi proteini v lyzatnim pufru s vysokym obsahem
soli. B&zneé jsou pouzivany pufry na bazi fenolu a pro nasledpeecipitaci aceton,
metanol nebo isopropanol (Kirkland et al., 200®bdalla et al., 2009). Z jaderného
lyzatu se dale fdanim chloroformu vysrézi RNA, ktera se odstrddNA je mozno
odstranit extrakci daistého ethanolu. Ze zbylého materialu jsou isopmopEm
vysrazeny jaderné proteiny. Zbytky soli a rozp&dsk se odstrani promytim acetonem.

Metodou Western blotingu za pouZiti specifickyclotpp@itek pro jaderné a mimo
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jaderné proteiny je mozno zhodnotit &Spost purifikace. Extrakt protdirje separovan
pomoci 1-D SDS-PAGE. Vzniklé linie separovanych tgiri jsou pak vhod&

roz&leny na mens&tasti a zpracovany pro analyzu hmotnostni spektnéinfdbdalla et

al., 2012; Repetto et al., 2012).

2.7 lzolace nukleoproteiri

Metody izolace NuP a nasledné identifikace proteinslozky mohou byt zaloZeny na
interakci proteinu a specifické sekvence NK. FragiméK je pouzit jako préba pro
navazani interagujiciho proteinu a pokud dojde 2b¥ge komplex detekovan metodou
porovnani elektroforetické mobility (Ho et al., )0 Proteinovoucéast NuP Ize
nespecificky izolovat fenol-chloroformovou extrakkfly dojde k oddeni obou sloZzek
(Siebert a Chenchik, 1993). Pro efektivni izoladiotpini z chromatinu byla
publikovana metoda modifikované imunopurifikace ZWajici magnetické
castice pokryté molekulami krdlm IgG (Lambert et al., 2009). Zachycend DNA
i s komplexy NuP je oddena zbuaéného lyzatu pomoci magnetu, naskedn
degradovana pouzitim nukleas, otha jako sediment a supernatant s udsymi
proteiny je analyzovan MS. Velmi vyd@pu metodou je pouziti magnetickych
karbonovych nanotruték. Diky silné hydrofobni interakci mezi DNA a atpmhliku
tvorici nanotrubiky lze tuto metodu vyuZzit na lyzaty celych Blkrpii zachovani vyssi
jak 90% w@&innosti zachyceni molekul nukleovych kyselin a tedyuP (Zhang et al.,
2012). Nanotruldky Ize navic aplikovat i do Zivych bgk (Zhang et al., 2013).

2.8 Vysledky studia rostlinnych jadernych proteini

Dosavadni studium jaderného proteomu rostlin seé&aralo na histony, fosfoproteiny
a zmeny piitomnosti NP v jatk v zavislosti na jsobeni @iznych stresovych faktor
Studie NP byly zagteny hlavé na ryzi a experimenty nérabidopsis thaliana
Pozornost se ale postuppiesouva i k dalSimtdezitym plodinAm jako jsou ¢enen
a kukuice. Z dalSich vyznamnych rostlin byly popsarkteré NP rajete (Wang et al.,
2014), cizrny (Pandey et al., 2006; (Kumar et a014), odolné africké byliny
Xerophyta viscoséAbdalla a Rafudeen, 2012) a tolice pani Medicago truncatulpa
(Repetto et al., 2008). Studovan byl také jademoygom soji (Cooper et al., 2011).

2.8.1 Arabidopsis

Prvni komplexni analyzou jaderného proteomu za ipiouRIALDI-MS bylo

identifikovano 158 proteiinpo separaci 2DE zvI&¥ kyselé a bazické oblastifiggemz
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vétSina se nachazela v gelu s pH v rozmezi 4-7. €zealych proteiin bylo pres 39 %
funkéné zapojeno do procéspienosu signalu a regulace gerMnozstvi a vyskyt
identifikovanych proteifi byl pomoci softwaru pro porovnani 2D w®@ekrovnan
s vysledky ziskanymiipvystaveni rostlin teplotnimu stresu, tegldt °C po dobu 6 h
(Bae et al., 2003). Z izolovanych jadérek sdimé kulturyA. thalianabylo po jejich
lyze identifikovano 217 protein Podle pedpoklad byla nejtSi ¢ast z nich zapojena
do proces translace, transkripce funkci souvisejicich sadmy (Pendle et al., 2005).
V jaderné matrixA. thalianabylo identifikovano 36 proteiin(Calikowski et al., 2003).
Analyzou fosfoproteomu bylo identifikovano 345 miot a 416 fosfopeptitl Funkce
pétiny z &chto proteiri byla dana do souvislosti s DNA (Jones et al., 2088kamoto
a Tagaki vramci studie morfologie jader v égmhé lamik nalezli 660 proteit
(Sakamoto a Takagi, 2013). Té&npro ¥4 z nich byla softwaréwledukovana spojitost
sribozomy. Extrakci NP asociovanych s chromatineraderné laminy bylo
identifikovano 685 proteiina 198 fosfoproteiin (Bigeard et al., 2014).

2.8.2 Kukurice

Dosavadni studium jaderného proteomu Kidau bylo Uzce zasteno na histony
(Casati et al., 2008); (Kalamajka et al., 2010p Rwtovany druh byla popsana jedna
srovnavaci studie zaffend na morfologii list a znmény v obsahu NP. Po izolaci
jader gradientovou centrifugaci se po separaci pbddilo identifikovat 163 fiznych
proteini, znichz 25 % je spojeno sfunkci RNA. Byly takgistzny PTM
identifikovanych proteifi. Tremi negasgjSimi Upravami byly fosforylace, acetylace a
metylace (Guo et al., 2014).

2.8.3 Rize

Ryze je jednou z nejintenzigm studovanych hospodskych rostlin. Za pouziti
Edmanovy degradace a MS bylo v roce 2004 identifiko 190 NP. Podle fudki
anotace bylo 29 %&¢thto NP zapojeno do prodepienosu signélu a regulace geRro

26 % NP vSak nebylarfffazena zadna funkce, cofibe znamenat, Ze nejde o proteiny
vyskytujici se vjate (Khan a Komatsu, 2004). V chromatinu z jader rysdo
identifikovano 269 proteiiy mnohé z nich ve vice formach (Tan et al., 2007).
V jaderném extraktu z endospermu po zbaveni sedaotinich zasobnich protéibylo
identifikovano 468 NP (Li et al., 2008). Po izolgader jejich lyzou a pouziti DNA

afinitni chromatografie bylo identifikovano 307 peowi asociovanych s DNA (Aki a
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Yanagisawa, 2009). Dale bylo nalezeno 109 a 83 WR jejichZ obsah se dnil po
vystaveni vodnimu stresu (Choudhary et al., 20@&)swal et al., 2013). 382 NP bylo
identifikovano v praci sledujici z&ny v obsahu NP po naruSeni komé sény
(Mujahid et al., 2013).

2.8.4 J&men
Nemér dilezitou hospod&kou plodinou je jgmen. Jiz v 70. letech byly sledovany

zmeény v jaderném fosfoproteomu této plodinghem kigeni (Trewavas, 1976). Prvni
moderni studii je komplexni analyza jaderného mnote j&mene z jader v G1 fazi
bungéného cyklu. Pomoci MS bylo identifikovano 803 piote(Petrovska et al., 2014).
Tento pistup vyuZivajici kizolaci jader jokové cytometrie je igjmé prvni
komplexni studii rostlinného proteomu vyuZzivajigiot metodu. Hlavni vyhodou tohoto
piistupu je eliminace kontaminace izolovanych jadatemalem z ostatnich b&mych

struktur.

2.9 Podstata studia jadernych proteifi

Komplexni informace o rostlinnych NP jsouleZité v souvislosti s organizaci, regulaci
funkci jaderného genomu (Zhang et al., 2012)(Naetlal., 2013). K ziskani ucelenych
informaci o jeho funkci a strukitel je mozné vyuZzivat systematickéhidspupu analyzy
jaderného proteomu. K tomu mohotispét proteomické studie zatiené na jednotlivé
jaderné kompartmenty a srovnavaci studie podavigiormace o NP v zavislosti na
fazi buré¢cného cyklu a typu butk, ze kterych jsou jadra izolovana (Petrovska et al
2015; Lambert et al., 2009).
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3 Proteomika

Proteomika je obor zabyvajici se systematickym istadproteirii v biologickém
vzorku. Ristupy proteomiky vedou k porozemi a popisu struktury a funkce protéin
v biologickém kontextu na zakladvysledki ziskanych jejich paralelnim studiem
raznymi metodami. Nazev oboru proteomika je vygro analogicky po vzoru nazvu
studia gen ,genomika“ (James, 1997). Pojem proteom byl pomeezit jako oznéeni
pro soubor vSech protdirorganismu, odpovidajici informacim genomtitgmnych za
danych podminek (Wilkins et al., 1996). Oproti isted informaci genomu je proteom
aktualnim odrazem stavu tky. Podle momentélniho stavu je proteom dynamicky
obmenovan stimz je teba pi studiu pdcitat a zohlednit aktualni stav &giho

i vnitiniho prostedi buiky a dalSich vlii. Proteomika krom metod identifikace
jednotlivych proteid zahrnuje i studium protein-proteinovych interakoebo
modifikaci proteii a metody jejich lokalizace. Cilem proteomiky je&kéavytvdet
kompletni mapy vyskytu protein Pro tyto pateby je proto fieba zapojeni mnoha

disciplin od molekularni biologie f@s biochemii po bioinformatiku.

3.1 Historie proteomiky
Za prvni proteomické studie je mozné odhaexperimenty spojené se czky
vyuzivani dvourozrrné elektroforézy pro separaci proteia 70. letech 20. stoleti.
Metoda 2D elektroforézy byla hlavnim invendi pzniku proteomiky. Pomoci této
metody je mozné rozliSit tisice protéirpomoci jedné analyzy (O’Farrell, 1975).
Pouzitim velkoforméatového gelu bylo ra¢eho dokonce vice nez 10 000 polypeftid
(Klose a Kobalz, 1995). Problém vSakegstavovala jejich identifikace. Dostupnou
metodou byla Edmanova degradace, ta ale byla ormaemenzstvim vzorku pt#bného
pro analyzu (Edman a Begg, 1967). Data o idewinych proteinech byly
shromad@d’ovany a zd&ali vznikat prvni databdze proteinovych sekvencyraZnym
pokrokem byla automatizace, igwvedeni procesu Edmanovy metody do
mikrouspdadani v 90. letech a moznost sekvencovat peptilitamolarni koncentraci
(Colilla et al., 1991); (Miyashita et al., 2001).

Zasadnim zlomem v identifikaci protéibylo zavedeni hmotnostni spektrometrie do
proteomiky. Citlivost pistroji postup® pievySila moznosti Edmanovy metody
avyraze se urychlil proces jejich identifikace (Henzel at, 1993). Rozvoji

proteomiky také napomohl vyvoj novych sekvencovaafeetod molekularni biologie.
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Informace z genomovych databazi, se pak staly dékiapro identifikaci protein
(Graves a Haystead, 2002).

3.2 Oblasti uziti proteomiky

Prvni oblasti aplikace proteomiky je identifikacez Ize chapat jako vytveni databaze
proteini odpovidajici informaci genomu jednotlivych organis Produkty gefi Ize
diky vyuziti softwarovych metod fpdpowdét, vyskyt intromi a posttransknich
modifikaci vSak situaci komplikuje (Pandit et &Q04). Identifikace produktu genu je
tak i dikazem o jeho existenci (Tress et al., 2008).

Druhou oblasti vyuZiti proteomiky je sledovartitpmnosti a srovnavani produkce
jednotlivych proteifi v buikach nebo tkanich zaiznych podminek. Vznik daného
genového produktu je rovh mozné monitorovat sledovanimitpmnosti odpovidajici
MRNA (Gygi et al., 1999). Alternativni metody sptigu a Uprav mRNA fed translaci
vSak mohou vést k tvo#traznych isoforem daného proteinu (i biologicky neakith)
nebo produkt nemusi vzniknoutibec. Aplikace tohoto ifistupu proteomiky je také
nutna @i analyze &lnich tekutin. Znény ve sloZeni proteomu za danych podminek
mohou nap slouzit jako markery pro diagnostikii gtavu onemoaimi (Tress et al.,
2008).

DalSi oblasti studia proteomiky je fufrtk analyza proteiin Funkci proteid Ize
pomoci modelovani a srovnani jejich AK sekvetwst&ne predikovat (Pandit et al.,
2004). Nekteré vlastnosti je, ale mozné odhalit az z infarima prostoroveé strukia
proteinmi (Hegyi a Gerstein, 1999).

Vyznamna je aplikace proteomiky ke studiu postteméch modifikaci proteid.
Upravy proteiti po jejich syntéze mohou vznikat jako odpdvna fizné intra
I extracelularnimi podfty. Pouzitim proteomickych metod je mozné nadsng urovni
tyto zmeny sledovat a to i u vice protéigowasré (Mann a Jensen, 2003).

Cilem proteomiky je také lokalizace proteiavniti buiky. Vyskyt proteirti v daném
mis¢ je dilezitym regul&nim mechanismem a umisf v ramci buiky ma vliv na
funkci (Geda et al., 2008). Lokalizaci protirtak |ze ziskat dalSi informace
o moznostech jejich regulace a prakticky je vyu#fr. pro l&ebné dely (Hung and
Link, 2011).

Vzajemné interakce protdina jejich ovliiovani je sodiasti mnoha Zivoth
dalezitych cji v buice (Berggard et al., 2007). Nalezeni propojeni rivgeragujicimi

proteiny je proto také zajmem studia proteomiky.
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3.3 Identifikace a uréeni primarni struktury proteinu

Sekvence aminokyselin tiioprimarni strukturu protein Podle sekvence AK lze také
predpovidat moznosti sklddani a prostorové itépéni proteifi, coz je dlezité pro
pochopeni jejich funkci. Z informaci o primarni wtture je mozné uit i dalsi
vlastnosti proteih. Dle pitomnosti AK Ize wit hodnotu izoelektrického bodu
(Bjellgvist et al., 1993), iitomnost hydrofobnich aminokyselinuie odkazovat na
zarazeni proteinu do membrany (Chen a Rost, 2002)uRemi primarni struktury lze

vyuzit nasledujici metody uvedenéiebpledu.

3.3.1 Metody chemické sekvaimi analyzy

Pred zdtazenim MS do proteomiky byly proteiny separovanén@d 2D elektroforézy
sekvencovany chemicky metodou Edmanovy degradamatoTFistup vSak mohl byt
vyuzit pouze pro proteinyifpadreé, peptidy s volnymN-koncemietézce. Prvni AK
sekvenci peptidu publikovali roku 1951 F. SangeHa Tuppy. Vlastni metodou
peptidového sekvencovani,iegreji znateni N-koncovych aminokyselin, pomoci
dinitrofluorbenzenu, se jim potlep identifikovat vSechny AK tvtici B-ettzec
howziho insulinu (Sanger a Tuppy, 1951). DalSifmpsem zmi#né prace byl popis
vyuziti proteolytickych enzyinke S€peni peptidovéhdetézce za pouZziti informaci ze
starSi publikované prace popisujici jejich spénibist. Do té doby nebyly tyto vlastnosti
ovéreny a kront degradani funkce proteas segrpokladala i jejich schopnost tvorby
peptidi (Stretton, 2002). Jednotlivé AK byly fip jejich experimentu pruh
identifikovany po nespecifickém chemickémép@ni peptidovéhoietezce. Piadi

a sekvence vSech 30 AK byla ¢ana az po specifickém ¢geni  trypsinem
a chymotrypsinem.

Podobnym fistupem je postupného o#&sbvani AK z N-konce peptid podle P.
Edmana (Edman a Begg, 1967). Metoda Edmanovy dageaspsiva v reakci koncoveé
aminoskupiny peptidu s fenylisothiokyanatem a poverzi produktu jeji odspeni ve
formé¢ cyklického fenylthiohydantoinového derivatu, kteryje detegovan
chromatograficky. Dle retence v chromatogramu jena gislusnd AK. Takto se cely
proces automaticky opakuje az jextena cela sekvence peptidu.

3.3.2 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je jednim z nggkitéjSich nastraj pro analyzu chemického

sloZeni latek a v proteomice pro identifikaci pnobe Principem této techniky je
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separace a detekce ionizovanych molekul analytypaie&ru hmotnosti a nabojer(2.
Analyza proteid hmotnostni spektrometrii byla um@ha a roz&ena s vynalezy
Setrnych ionizénich technik aplikovatelnych na makromolekuly, a hez jejich
fragmentace.

Prvni z &chto technik je desotpi ionizace laserem za c¢asti matrice
(MALDI)(Karas a Hillenkamp, 1988); Tanaka et al98B). Ri této metod je analyt
smichan s matrici, kterou je vetSinou mala organistolekula obsahujici chromofor
absorbujici UV s#tlo. Smés je nanesena na nognegastji kovova desitka). Ten je
po kokryslalizaci analytu s matrici umist iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru. Vzorek je poté ve vakuu i@apaprskem lasedimz dojde k odpani
jeho ¢asti a ionizaci molekul analytuigdanim protonu z molekul matrice. Timto
procesem obvykle vznikaji jednonasébmozitivie nabité molekuly peptidudi
intaktnich proteid.

Druhou technikou je ionizace elekrosprejem (ESénfi-et al., 1989). Tato technika
se da pouzit pto vzorek ve fo¥moztoku — nap rozpustny v mobilni fazi jako eluat
z chromatografu. Vzorek je ionizovan na vystuplapikary, na niz je aplikovano velmi
vysoké napti. Roztok je tak v Usti kapilary sprejovan pod ¢iap do tvaru kuZzele.
Kapicky roztoku jsou ftom suSeny proudicim plynemiimz dochazi k jejich
zmensSovani. dkavé rozpousgdlo slouzici jako nosipro analyt se rychle vypaje a ve
zmensujicich se katkach Zistavaji molekuly analytu. Jakmile odpudivé sily mez
molekulami gekonaji povrchové n&gi, kapicka praskne a uvolni se nabité molekuly
analytu, které jsou sérovany do analyzatoru hmotnostniho spektrometribéle a
Verkerk, 2009).

3.3.3 Identifikace proteini hmotnostni spektrometrii

V proteomice se pouZzivaji 8zékladni strategie pro identifikaci protéirPrvni a starsi

piistup se oznauje jako ,bottom-up“ proteomika, kdy analytem jspaptidy vzniklé

specifickym proteolytickym gpenim, typicky trypsinem,twodné z jednoho proteinu

nebo smisi. Oproti tomu ,top-down* metodou se identifikujseky sekvenciifmou

fragmentaci intaktnich protdirv hmotnostnim spektrometru (Resing a Ahn, 2005).
Metodou ,bottom-up“ jsou informace o celych prowgh ziskavany népno

z identifikovanych peptitl vétSinou mensich nez 2 kDa (Laskay et al., 2014hdyem

je nagiklad porovnani experimenta@nzjisttnych hodnot molekulové hmotnosti

ziskanych peptitl s predikovanymi hmotnostmi pepiidvytvorenych teoretickym
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Sttpenim kazdého proteinu v databazi (Henzel et @B3)1 Tento fistup je ozné&van
jako peptidové mapovani nebo ,peptide mass fing&ipg“. Pfi analyze srési peptid
puvodné z vice proteii se Stpenych bez separace najednou s$islysny pistup
proteomiky oznéuje jako ,shotgun‘ metoda (Wu a MacCoss, 2002).oTgtozité
peptidové srési se ale musi separovat kapalinovou chromatogrii@izdy peptid
vzorku je videalnim fipact izolovan a charakterizovan tandemovou MS, kdy jsou
prekurzoroveé peptidové ionty fragmentovany a hmstifibagmeni jsou zaznamenany.
Podle sekvenci ziskanyaitenim hmotnostnich diferenci specifickyéad fragment
jsou pak identifikovany vychozi proteiny (MarcotB807).

o proteinu ¥etne moznych posttranstaich modifikaci a rozliSeni jeho isoforem dle
znalosti jejich pesné molekulové hmotnosti. Nevyhodou oproti ,shat-gpristupu je
zde nutnda fipravacistych intaktnich proteiinv dostaténé koncentraci pro fragmentaci
v hmotnostnim spektrometru (Gregorich et al., 2014)

Kompromisem mezi aiima zmignymi péistupy nize byt analyza velkych peptid
ziskanych pouzitim specifickych proteas hamembranové proteasy T (Wu et al.,
2012). Vzniklé peptidy vetSi nez 3 kDa je moznék@fa¢ separovat LC a dle
hmotnosti odliSit blizké isoformy protéira identifikovat modifikace (Garcia, 2010).

Tento pordrné novy @istup je oznéovan jako ,middle-down* protemika.

3.4 Modifikace proteinid a analyza

Pctet proteiri u vSech organistnje vySSi nez ptet jejich geri. Nelze tedy kazdému
genu pifadit praw¥ jeden protein. Rkladem niiZze bytcloveék, kdy na asi 20 000 gén
piipada vice nez 500 000 proteinovych isoforem (P2898). Poet gerii A. thalianaje
také okolo 25 000 aipdpoklada se vyskyt asi 35 000 proteifThe Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). iwyody nepomiru mezi pdtem getd a proteiti je zpisoben
Upravami genové sekvence a vznikem odlisné mRNAsestihem ,splicing” (Tress et
al., 2008). Dalsi z hlavnichrigin jsou posttranstai (= spiSe kotranstai modifikace)
modifikace proteif, k nimz dochazi éhem nebo po procesugpisu mMRNA do AK
sekvence proteinu. Posttrangia modifikace jsou dezZité pro stabilitu a funkci
proteini. Upravou proteinu (n&p enzymu) lze ovladat metabolické procesy nebo
ozn&it protein k degradaci. NejtaingjSimi modifikacemi proteita jsou fosforylace,
glykosylace, vazba ubikvitinu, methylace, hydroxgakarbonylace a pro membranoveé

proteiny gidani molekuly lipidu k jejich C-konci (Walsh et.al2005). U mnoha
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proteini dochazi k modifikaci enzymovougmnou aminokyseliny wetézci nag. GIn
za Glu nebo Arg za citrulin (Potempa, 2012kkdéré proteiny k dosazeni fukrkiho
stavu podléhajitizenému &peni nap. prekurzor insulinu, molekuly obsahujici
odstranitelnou vloZzenou sekvenci inteinu nebo enzym forme zymogerd (Walsh et
al., 2005).

3.4.1 Fosfoproteomika

Fosforylace je jednou z nejvice studovanych moddik proteii. Fosforylace je
nezbytna pro funkci mnoha protéirzapojenych dlezitych bugénych dja, jako je
pienos signalu, metabolismus, vyvoj a kontrolad&ného cyklu aj. Primarni Glohou
fosforylace je podle aktualni geby buiky reversibilié aktivovat nebo deaktivovat
raizné bugcné procesy (Hunter, 1995). Fosfoproteomika stugupeiny modifikované
piidanim fosfoskupin néastji na Thr, Ser, Tyr proteinu u eukaryot nebo Asps H
u prokaryontnich organisin(Chao et al., 2014). Proteiny mohou byt fosforgioy na
vice mistech saiasré a protein tak ziskava negativni nabojgid®ni fosfatu na
molekulu proteinu zprogtdkovavaji proteinkinasy, odstramn se dje za &asti fosfatas
(Walsh et al., 2005). Vyskyt a mista fosforylaceujsdentifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie i srovnani hmotnosti ziskanych fragmenpeptidi s databazemi
sekvenci. Vyskyt fosfatu se ukaze jako definovamptmostni rozdil, typicky 80 nebo
98 Da pro 1 fosfoskupinu. Hmotnostni rozdil 80 Ddpavida od&peni HPQ, pri
mozném nasledném odpeni HO je hmotnostni rozdil 98 Da (Nilsson, 2012). Pro
piipravu vzork pro analyzu fosfoprotein se vyuZziva iiznych metod.In vitro Ize
fosfoproteiny zné&t vnesenim isotopu se ztku pimo do fosfoskupiny nebo vazbou
na ni. In vivo mohou byt proteiny zrany zabudovanim izotop&wznaené AK do
sekvence. Obohaceni vzorku Ize provést na Urovptigie nebo celych protein
K izolaci fosfoproteifi se pouziva afinitni chromatografie s protilatk&nfiosfotyrosinu
(Rush et al., 2005) nebo chromatografickych mett¥ivajici materidly na bazi oxid
nebo hydroxid nag. TiO, respektive AIOH. Obs tyto latky jsou v kyselém prastdi
kladré nabité a mohou vazat zaporné fosfoskupiny pratéimrsen et al., 2005). Pro
analyzu fosfopeptidl se pouziva chelatai chromatografie vyuzivajici imobilizovanych
kovovych ionti (IMAC). Béznymi chelatanimi ligandy jsou kyselina iminodioctova
(IDA) nebo nitriltrioctova (NTA). Imobilizovanymi &vovymi ionty byvaji F&", zr**
nebo G&" (Delom a Chevet, 2006).
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3.4.2 Glykoproteomika

Glykosylace je Bzna postranstmi modifikace vyskytujici se az u poloviny vSech
znamych protein (Apweiler et al., 1999). Glykosylované proteinylylkgpproteiny
studuje glykoproteomika. Glykoproteiny se skladap slozek, samotného proteinu a
cukerné slozky. Hmotnost sachdrigfitom vzhledem k celému proteinuie byt az 80
% (Inoue a Iwasaki, 1980).i€¢vazuje-li obsah sachatidlze tyto latky oznét jako
proteoglykany. Sacharidova slozka byva k proteidmawa fes volny dusik Asn, nebo
kyslikovy atom hydroxyskupiny Ser a Thr. Lze takli&t dv¢ hlavni skupinyN- a O-
vazané glykoproteiny (Spiro, 2002)(Obr. 2). Exist§ak i glykoproteiny obsahujici
oba typy vazeb ndp lidsky glykoforin A (Remaley et al., 1991). Dabklbylo
identifikovano 11 monosachatida nejmén 16 enzyni, které katalyzuji vznik
glykopeptidové vazby mezgmito monosacharidy a proteinem (Spiro, 2002). Podle
sloZeni a ¥tveni cukernéhdettzce zprosedkovava glykanizné funkce. Htomnost
glykanu miZze byt nezbytna pro spravné slozeni proteinu a fahkci, glykan niize
svoji piitomnosti chranit proteinovotast fed pisobenim proteas nebouie slouzit
jako identifika&ni znaka a zprosedkovavat mezibugtnou interakci (Lauc a Zoldos,
2010). NejzrejSim druhem O-glykosylace je vazbaN-acetylglukosaminu (O-
GIcNACc), N- acetylgalaktosaminu (O-GalNAc) ve fo¢nmonomeru nebo oligomeru,
k nimz se poté mohou vazat dalsi monosacharidogtaojky (Roth et al., 2012).
V piipact N-glykosylaci niize byt sloZzeni a tvar glykanovéhi@tezce mnohem
rozmanitjSi. Spolénym rysem u eukaryot jefjpomnost vychoziho oligosacharidu
Glcs-Mang-GIcNAC,, ktery je dale upravovan dle peby (Schwarz a Aebi, 2011). U
rostlin se nejbzngji vyskytuji 2 typy N-glykosylaci: prvni jsou glykany se strukturou
s 5-9 mannosovymy jednotkami, druhym typem jsou pesmi glykany vzniklé
odtrzenim a nahrazenim mannosovych jednotek jirfiRayon et al., 1998).

Metody glykoproteomiky vyuZivaji podobného figiupu jako v pipac
fosfoproteomiky. Pro afinitni chromatografii sekga ligandy vyuZivaji rostlinné
lektiny, specificky se vazajici k sachand cukerné slozky. Vifpact analyzy vzork
s wtSim vyskytenmD-glykani Ize pouzit aglutinin z pSafmriych klicki, ktery dolie vaze
glykany komplexniho typu (Bunkenborg et al., 200#xo0 od&tpeni celého cukerného
fetezce se pouzivd amoniak, hydrazin nebo specifitféosidasy (Rademaker et al.,
1998); (Roth et al., 2012). Sacharidokefzce glykoproteid nebo glykopeptitl je
mozné enzymay (tedy specificky) &pit a ukit obsah, ptadi a ¥tveni jednotlivych
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monosacharidovych jednotek. Identifikace &péhi sacharidové€asti Ize pouzitim
fragment&nich metod PSD nebo CID prowd primo v hmotnostnim spektrometru
(Sickmann et al., 2002).

N-glykany 3 O-glykany
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Obr. 2 Rehled z&kladnich ty¥pN- a O- glykani
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4 Polyaminoxidasy

Polyaminoxidasy (PAO, EC 1.5.3.13, EC 1.5.3.14, E6.3.15, EC 1.5.3.16, EC
1.5.3.17) jsou jednou ze dvou skupin engykatabolické pemeny polyamiria (PA).
Druhou skupinu tvii aminoxidasy obsahujici &’ (CuAO, EC 1.4.3.21, EC 1.4.3.22).
CUuAO maji dimerni strukturu a kazda podjednotkaabbgu 1 atom rdi a 2,4,5-
trihydroxyfenylalaninchinon jako organicky kofakt@Rosaria Medda, 1996). PAO se
vyskytuji ve forn¢ monomeii. Kofaktorem PAO je nekovalentrvazany flavin adenin
dinukleotid (FAD). PAO dle typu katalyzuji termim&lreakci odbourdni nebo reakci
tzv. zptné gemeny PA. Substraty rostlinnych POAS jsou polyaminyagg spermin a
sperminidin (SPM, SPD)(Federico et al., 1990), ktggou i terminalnim Stpeni
oxidovany na vninim dusiku N4. Produkty éthto reakci jsou 4-
(3-aminopropylamino)butanal pro SPM nebo 4-aminabak pro SPD. Sa@asré také
vznika 1,3-diaminopropan a peroxid vodikui Bpétné gemené polyamini nékterymi
PAO vznika ze SPM nebo thermosperminu kratSi SPipeidive thermospermidin
(Tavladoraki et al., 2006). d%e probihat i femena SPD na putrescin (PUT)(Ono et al.,
2011).

Podle fylogenetického srovnani existujeitbpznych ¥tvi rostlinnych PAO liSicich
se substratovou spedifiosti a bu&nou lokalizaci (Liu et al., 2014a). Enzymy prvni
vétve preferuji oxidaci thermosperminu, jsou lokaliaoy v cytosolu (Takahashi et al.,
2010) a byly nalezeny pouze u dveélaZnych rostlin (Ono et al., 2011). Do druh#we
pati PAO z apoplastu, periferie btky odvozené od jednebbZznych rostlin, skteré
pouze s minimalni aktivitou za fyziologickych podmak (Liu et al., 2014b). Eti
skupinou jsou cytosolické enzymy katalyzugéisténou zgtnou gemenu PA (Liu et
al., 2014c)Ctvrtou wtev tvaii PAO plré zapojené do zfiné konverze PA nalézajici se
v peroxisomech (Moschou et al., 2008). Zastupcenétse PAO je pouze VVPAQOG z
révy vinné (Agudelo-Romero et al., 2013).

Jako modelové organismy pro studium rostlinnych PAdiziArabidopsis thaliana
pro dvoudloZzné aOryza sativajako zastupce jedneébbznych rostlin (Fincato et al.,
2011); (Liu et al., 2014b). Dale byly zkoumany PARukurice, je&mene, ovsa a tabaku
(Federico et al., 1989b); (Federico et al.,, 199Bgadova et al., 2001)(Cervelli et al.,
2006);(Yoda et al., 2006); (Stranska et al., 20@@nova studie byla provedena pro
POA v pomeratovniku (Wang a Liu, 2015).
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4.1 Polyaminoxidasy ZArabidopsisthaliana
V genomuArabidopsisbylo nalezeno 5 génpro PAO oznéenychAtPAO1 — AtPAOS

Produkty gef AtPAO2, AtPAO3 a AtPAOge nachazeji v peroxisomech a umgi
zpstnou emenu i degradaci PA (Kamada-Nobusada et al., 20080 PAO se lisi
substratovou spectinosti gicemz AtPAO2 a AtPAO3 figmeénuji SPM na SPD a SPD
na PUT. U AtPAO4 bylo detekci reakich produki zjiSttna 40 kréat wtSi katalytick&
aktivita @i premené SPM nez SPD (Fincato et al.,, 2011). AtPAO1 jeosgticky
enzym vykazujici nejvyssi katalytickou aktivitu pzpetnou konverzi thermosperminu
(Fincato et al., 2011) a zj&ta byla také nizka aktivitufipterminalni degradaci SPM na
diaminopropan (Tavladoraki et al., 2006). Lokalzaccytosolu je fedpokladana i pro
AtPAOS5, kterd je thermosperminoxidasou. Tato vyselk@stratova preferencetie
byt vyswtlena spolénou produkci tohoto enzymu s thermosperminsynthékou et
al., 2014).

4.2 Polyaminoxidasa z kukitice (Zea Mays)
Nejlépe prostudovanym enzymem této rodiny je Kigka PAO, pro niz byla dena

jak primarni tak terciélni struktura. Enzym izolayaze semen kukice (MPAO) mé&
monomerni strukturu glykoproteinu s molekulovou hmosti 53 kDa (Federico et al.,
1989a), picemz 2,5 — 3 % této hodnoty t#focukerna slozka s hlavnim podilem
arabinosy (Suzuki a Yanagisawa, 1980); (Federia.£1989a). Misteril-glykosylace

je Asn-105, coz odpovida pozici 77 bez zgpoi signalni sekvence (Tavladoraki et al.,
1998). Pgatek wtveného cukernéheetézce tvdi 2 N-acetyl-D-glukosaminy, fukosa
a 2 manosove zbytky (Fiorillo et al., 2011). Molekenzymu ve strukte obsahuje

1 FAD (Suzuki a Yanagisawa, 1980). Proteiniiva00 AK z nichZz prvnich 28 na-N
konci slouzi jako signalni peptid pro extraceluidakalizaci (Tavladoraki et al., 1998).
VySSi obsah lysinu v AK sekvenci ma podil na baZiMMPAO (Suzuki a Yanagisawa,
1980). Vice jak 90% proteinu bylo nalezeno ve vamb burc¢nou stnu, coz zejme
souvisi s jeho fedpokladanym zapojenim do protgsjiho zpeviovani a lignifikace
(Angelini et al., 1995). Pro MPAO byly nalezeny @mi podobné geny, kterdépodns
ziejm¢ vznikly duplikaci 1 jivodniho genu (Cervelli et al., 2000). V prostorové
strukture obsahuje MPAO 13 alfa-helixa 19 beta-vlaken t¥@ich 2 domény tohoto
enzymu (Binda et al., 1999). Charakteristickym nyss&truktury MPAO je katalyticky
tunel ve tvaru pismene U dlouhy 30 A, jehoZ koncepédnicast je umisina v gredni
¢asti isoalloxazinového kruhu flavinu a utvkatalytické centrum (Binda et al., 1999).
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5 Material a pristroje

5.1 Pouzité chemikalie

B-merkaptoethanol (Sigma Aldrich ¢hhecko), acetonitril (Merck Millipore, Bimecko),
akrylamid/bisakrylamid (Sigma Aldrich, USA), APS l{ka, Svycarsko), Bradford
Protein Assay Kit (Bio-Rad, USA), Coomassie BrilliadBlue R-250 (Bio-Rad, USA),
CuSQe5H,0 (Lachema,CR), DNAsal (Sigma Aldrich, &mecko), FeS@7H,O
(Lachema,CR), glycerol (Lach-NerCR), glycin (Sigma Aldrich, Mmecko), HBOs;
(Sigma Aldrich, USA), HCI (Lach-Ner,CR), isopropanol (Merck, &mecko),
jodacetamid (Sigma Aldrich, USA), K2HPO4 (Sigma Adti, Némecko), KSO,
(Lachema,CR), KH,PO,; (Sigma Aldrich, Nmecko), kyselina mraveén (Sigma
Aldrich, Némecko), kyselina octova (Sigma Aldrich, éMecko), kyselina
trihydrogenfosforena  (Sigma  Aldrich,  NMmecko), kyselina a-kyano-4-
hydroxyskdicova (CHCA, Bruker Daltonik, Bmecko), Laemmliho vzorkovy pufr
(Bio-Rad, USA),, methanol (Merck, d&hecko), MgCl2 (Fluka, Svycarsko),
MnCI2:2H20 (LachemaCR), maovina (Sigma, Aldrich, USA), N#10042H,0
(Lach-Ner,CR), NaHPO4-2HO (Sigma Aldrich, USA), NaNO3 (Lachem@R), n-
butanol (Sigma Adrich, USA), (NHJLSO4 (Merck Millipore, Nmecko), NHH.PO,
(Sigma Aldrich, Nmecko), NHHCO; (AMBIC, Sigma Aldrich,Nmecko), octan
zinetnaty (LachemaCR), Peptide Calibration Standard Il (Bruker Daltgrilémecko),
SDS (Serva, Bmecko), siran amonny (Merck,éMecko), smis amfolyti pro IEF
(Fluka, Svycarsko), sés standarél MW pro gelovou permeai chromatografii (Bio-
Rad, Nmecko), SP-Sepharose (Bio-Rad, USA), standardylBFo (Sigma Aldrich,
Némecko), TEMED (Sigma Aldrich, USA), trifluoroctovidyselina (TFA, Tris-HCI
(MP Biomedicals, Francie), trypsin modifikovany irafsou - gipravil prof. Mgr.
Marek Sebela, Dr. - CRH,RF UP, voda pro MS (Sigma Aldrich, USA)

5.2 PouZzité Fistroje

Analytické vahy CPA225D (Sartorius,éhecko), digitalni pH metr (Multical WTW,
SRN), digitalni pedvazky (Pioneer, USA), elektromagnetickh mégaa IKA
(Labortechnik, Nmecko), flowbox (Faster, Italie), hmotnostni spekietr maXis
UHR-Q-TOF (Bruker Daltonik, Bmecko), hmotnostni spektrometr Microflex MALDI-
TOF LRF20 (Bruker Daltonik, Bmecko), hmotnostni spektrometr Ultraflextreme
MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonik, Nmecko), homogenizator Ultra Turrax 50T
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(IKA, Némecko), chlazena centrifuga 6K15 (Sigma&niécko), iluminator UVT-40W
(Herolab, Nmecko), kapalinovy chromatograf DionexUltimate 308ELC nano
(Thermo Fisher Scientific, USA), kapalinovy chroogitaf nanoEASY (Bruker
Daltonik, Néemecko), kapalinovy chromatogram Biologic Duo-FloRid-Rad, USA),
MALDI tercik MSP Anchorchip 600/96 (Bruker Daltonik,éiecko), MALDI tekik
MTP Anchorchip 800-384 (Bruker Daltonik, éshecko), membranovy filtr 10 kDa
(Merck Millipore, USA), peristaltickd pumpa LKB P{Pharmacia, Svédsko), &k
kapkovych frakci Proteineer FCII (Bruker Dalton¢mecko), skener Umax U9908-
HARO (Amersham Bioscience Corp, USA), skieé@ vialky 1 ml (Waters, USA),
skleréné vialky 2 ml (Waters, USA), spektrofotometr Liglatve 2 (Biochrom, VB,
stolni centrifuga MiniSpin plus (Eppendorfgiecko), termoblok Drybath Incubator
(Major Science, USA), termostatovan&éegaka MS 3 basic (IKA, Nmecko),
ultrafiltracni cela Amicon 8200 (Merck Millipore, USA), ultrazkova lazé K-5LM
(Kraintek, Slovensko), vortex (Chromserw&na), zdroj pro IEF EPS 600 ( Pharmacia
Biotech EPS 600, Svédsko), zdroj pro SDS-PAGE Usale Powerpack, (Bio-
Rad,USA), Zip-Tips C18 pipetove &Ry (Merck Millipore, USA)

5.3 Rostlinny material
Vychozim materidlem pro izolaci NP z ovsa byly lehdi etiolované rostlinky ovsa
(Avena sativg které byly gstovany podle dale popsaného postupu. Semena gizgsa b
ponechanaies noc naktit ponaenim ve vod. Pro dalSitst byl k zalévani fipraven
Zivny roztok obsahujici 2mM $0,, 3mM MgSQ, 8 mM CaC}, 4 mM NaHPQ,, 12
mM NaNG;, zelezo ve forda FeSQ.7H,O do obsahu 5,6 ppm, Cu (Cu$S&H,0) -
0,06 ppm, Mo (NgM00O,.2H,0O) - 0,05 ppm, Zn (octan ziteaty) - 0,07 ppm, B
(H3sBOs) - 0,7 ppm (Smith, 1983). Nakéna semena byla vyseta do truhliku s perlitem
zalitym zivnym roztokem. DalSiist probihal za néfstupu s¥tla a teploty 25°C ve
fytokomare. Rostlinky ovsa byly zalévany dle pelty, aby byla zaji§ha dostaténa
vihkost. Po 14 dnechistu byly nadzemniasti rostlin ovsa sklizeny, zvazeny (160 g) a
uloZzeny do mrazaku (-20°C). Za stejnych podmindl pystovany i rostlinky hrachu
po dobu 1 tydne.

Pro izolaci OPAO byly vyuzit material ovsa zbylgxperimentu izolace NP pomoci
MnCI; po kroku precipitace rostlinného materialu MaCl
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6 Metody

6.1 Precipitace jadernych proteim zrostlinného materialu pomoci
MnCI 2

Izolace nukleoprotein byly obdobna vfipadd hrachu i ovsa. Homogenizace
zmrazeného rostlinného materialu byla provedenaogemizatorem IKA Ultra Turrax
50T v 500 ml homogenizaiho pufru mixovanim po dobu 5 min. Pro homogernizac
rostlinného materialu ovsa byl pouzit 0,5 molKH.PO, 0 pH 5,5 (Stranska et al.,
2007). Semertky hrachu byly homogenizovany v 0,1 M K-fosfatovépufru
piipraveném KHPO, a K:HPQ,, idedlré pufrujicim v oblasti pH 7,0 (Sebela et al.,
1997). Poté byl homogenéat na 30 min uloZzen do tedpio umozéni prechodu dalSich
proteini z rostlinného materialu do roztoku. Pro odstrarebylych tSich ¢asti byl
homogenat fefiltrovan ges nylonovou tkaninu a centrifugovan p0 000g a 4 °C po
dobu 30 min. K supernatantu byl za stalého micpadi dobu 30 min na ledové lazni
postupt pridavan roztok 0,5 mol*f MnCl, do vysledné koncentrace 7,5 mmodl-pro
vysrazeni nukleoproteiin Poté byla sgs michana dalSich 30 min na ledové lazni. Po
centrifugaci pi 10 000 g po dobu 30 min a chlazeni na 4°C, byl sedimentPs N
pienesen docisté zkumavky a zmrazen (-20°C). Sediment NP z obgh pied
zmrazenim rozpu&h v Laemmliho pufru.

Ucelem gridavani roztoku chloridu manganatého k rostlinndxtiaktu bylo ziskani
nukleoproteih. Principem je interakce Mn (Il) s fosfaty ve stude nukleovych
kyselin, jejich bazemi, ale ifpmno s proteiny interagujicimi s DNA (Yamagata et al
2002). Manganaté ionty potlaji vzajemné odpuzovaretzci NA, mize tak dojit
k jejich tsrgjSi kondenzaci a spaleé izolaci spolu s proteiny (Ma a Bloomfield,
1994).

6.2 Extrakce proteimi z precipitatu nukleoproteini tepelnou

denaturaci s Laemmliho pufrem
Ze zmrazeného precipitatu z hrachu bylo odebranmzstai 100 mg, jez bylo
pieneseno doisté 1,5 ul zkumavky a bylfglan 1 ml Leammliho vzorkového pufrifs
merkaptoethanolem. Obsah zkumavky byl intenziypmomichan na vortexu a poté
ponechan 30 mirfépat na termostatovan@pace i 900 ot&kach za minutu a tepkot

60°C. Nukleoproteiny z ovsa jiz rozpasé v Laemmliho pufru 1:3,3 (w/v) byly po

26



rozmrazeni n@diny na koncentraci odpovidajici nukleoprotem z hrachu (1:10,
w/v). Nerozpu&tné ¢ésti byly oddleny centrifugaci.

6.3 SDS-PAGE extrakti z precipitatu nukleoproteina

Pro separaci NP z precipitatu MnClbyl pouzit clici gel s10% obsahem
polyakrylamidu a 4% zadstvaci gel. Blici gel byl gipraven smisenim 4 ml sisi
30% akrylamidu a 0,8% bisakrylamidu s 2,5 ml 1,5l-ifoTris-HCI pufru (pH 8,8)
piidanim 3,8 ml vody a 0,1 ml 10% roztoku SDS. Paoriib michani a odvzdusni
smesi v odsavaci Erlenmeyerdbaice bylo gidano 15 pl TEMED a 50 pl 10% APS.
Obsah baky byl rychle promichan a sfe nanesena meziipravend skla (tlou%ka gelu
byla 1 mm, rozréry separdniho gelu 5,5 x 9 cm). Zadewvaci gel byl pipraven
stejnym zfisoben za pouziti 0,65 ml $81 akrylamidu a bisakrylamidu, 1,25 ml 0,5 M
Tris-HCI pufru (pH 6,8), 2,95 ml vody, 0,1 ml 109®S, 15 ul TEMED a 60 ul APS.
Oba gely byly ponechany tuhnout 30 mirglibi gel byl @i tuhnuti shora fevrstvenn-
butanolem, ktery byl f@d nanesenim za#svaciho gelu odstrén. Fed naneseni
proteinového vzorku na gel, byl vzorek na 5 min s#ni do termostatu vytatého na
100°C. Nasledd byl vzorek nechan ochladit na laboratorni tepltentrifugovan. Do
jamek gelu bylo naneseno 25 ul supernatantu vzoeko 7 pl proteinovych standard
molekulovych hmotnostifpravenych podle navodu vyrobce. Separace bylaga®wa
za stalého nagi 130 V. Elektrodovy pufr o pH 8,3 obsahoval 25 aiit* Tris, 192
mmol-I* glycin a 0,1 % (w/v) SDS.

6.4 Barveni geh a jejich vizualizace

Gely po separaci SDS-PAGE nebo IEF byly barvetggnhm postupem Coomassie
Brilliant Blue R-250 nebo fifpravenym koloidnim roztokem tohoto barviva v
plastovych Petriho miskach. Detekovatelné mnoZsiwarveni BzZnou metodou je 30-
100 ng proteifr. Vyuzitim koloidniho roztoku Coomassie Ize detekibkoncentrace
proteini o fad nizsi (Brush, 1998). Vyhodou barveni koloidnimatokem je vyrazné
potlateni obarveni pozadi gepo SDS-PAGE (Neuhoff et al., 1988).Obrazovy zaznam
geli vrozliSeni 300 — 600 dpi byl proveden na skenéhmax U9908-HARO
(Amersham Bioscience Corp, USA) za pouZiti softwhmageMaster. Ziskany obraz

byl poté dale upraven v softwaru XnView (verze 2c85XnSoft).
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6.4.1 Klasické barveni Coomassie Brilliant Blue

Po provedeni SDS-PAGE byly gely kratce oplachnuhemnizované vatla barveny
roztokem Coomassie Brilliant Blue R-25@ep noc (Bennet and Scott, 1971). Barvici
roztok Coomassie Brilliant Blue R-250 obsahoval 991 (w/v) barviva Coomassie
Brilliant Blue R-250, 50 % (v/v) metanolu a 10 %\\vkyseliny octové. Pro odbarveni
byl pouzit roztok obsahuijici 7 % (v/v) kys. octovaull0 % (v/v) methanol. Odbarveni
bylo provedeno 2 - 3x opakovanym pouziifistého odbarvovaciho roztoku po dobu 1
h a poté fes noc. Odbarvené gely byly oplachnuty a minif&@@ min rehydratovany

v deionizované vof

6.4.2 Barveni koloidnim roztokem Coomassie BrilliahBlue

Pred barvenim koloidnim roztokem Coomasie byly gelgiagré oplachnuty
deionizovanou vodu a pro barveni uraist do cistych plastovych Petriho misek.
Barvici roztok byl pipraven vzdycerstvy smisenim zasobniho roztoku koloidniho
barviva s¢istym methanolem v po#nu 4:1 (v/v). Smis byla 15 min michana a az poté
pouzita. Zasobni roztok koloidni Commassie obsah®va (v/v) kys. fosforéne, 1 %
(w/v) Commassie R-250 a 10 % (w/v) siranu amonn&wly byly barveny f&s noc.
Odbarveni bylo provedeno opakovanym promyvanini géd% (v/v) roztoku kyseliny
octové v 30 min intervalech do odbarveni pozadérétio bylo dosazeno po 4-5
opakovanich. Odbarvené gely byly omyty a rehydr@atgvneionizovanou vodu v niz

byly také uchovavany v lednici.

6.5 S€peni proteini v gelu

Obarvené pasy v gelu tkioi drahy vzork nukleoproteid byly vhodré rozctleny na 12
po sokk navazujicich Usek Tyto ¢asti gelu byly poté jednotlévvytiznuty a néezany
na kostky o velikosti asi 1 mira preneseny daistych 0,5 ml epinek. Gelové kousky
byly nasleds 20 min promyty 180 ul roztoku 100mM NHCO; (AMBIC) s ¢istym
acetontrilem (ACN) v poru 1:1(v/v), obsah promichan a inkubovan 30 min k. 1
Poté byl roztok centrifugovan a odpipetovan a na Ml pidan pouze isty
100 mmol- AMBIC. Néasledovalo odpipetovani roztoku &davek odbarvovaciho
roztoku s ACN. Tyto kroky byly opakovany, dokud gisbpivodné mode zabarvené
gelové kousky odbarveny. Odbarvené gelové kousky igté dehydratovanyiganim
160 ul ACN. Po pdani ACN se gelové kousky zbarvi délda i odpipetovani ACN
jsou tvrdé. Pro redukci disulfidovych vazeb v pio¢eh bylo pidano 100 pl roztoku 10
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mmol-I* DTT v 100 mmol-f AMBIC a zkumavky byly na 30 mintpneseny do
termostatu vykatého na 56°C. Po provedeni redukce, centrifugacdpipetovani
roztoku DTT byly gelové kousky znovu dehydratova®@N. Po odpipetovani ACN
probéhla alkylace cysteinovych thiol piidavkem 100 plcerst pripraveného 55
mmol-I* roztoku jodacetamidu (IAA) v 100 mmol-| AMBIC. Po promichani byla
smés a ponechana 20 min veadmPo prokhnuti alkyl&ni reakce byl zbyly roztok IAA
odpipetovan, gelové kousky promyty 180 ul 100 miffol AMBIC, po centrifugaci a
odpipetovani roztoku dehydratovanyigavkem ACN a zcela vysuSeny ve vakuové
centrifuze. Pro enzymové épeni bylo provedeno pofidani 50 pl vychlazeného
roztoku 2 pmol:t trypsinu modifikovaného rafinosou v 50 mmdl- AMBIC (Sebela
et al., 2006). Pro vsaknuti roztoku trypsinu doggch kousk: byly vzorky uloZzeny 40
min na ledu, poté byligbyteny roztok odpipetovan,islan pouzesisty 50 mmol-1

AMBIC a vzorky ponechany &it pies noc fi 37°C v termostatu.

6.6 Extrakce peptidi z gelu

Peptidy byly z kousk gelu extrahovanyijmanim 150 ul s@si 5% kyseliny mraveti a
ACN, 1.1, vlv, a intenzivnim 30 mitedpanim p 1400 rpm. Zkumavky se vzorky byly
centrifugovany a roztokyippipetovany do ifipravenychgistych zkumavek. Nasledn
byly extrakty vysuSeny ve vakuové centrifuze. Suekiakty byly zmrazenyip-20°C

nebo ihned dale zpracovany.

6.7 Odsolovani vzorki
Odsoleni vzork bylo provedeno na Zip-Tips C18 pipetovych ¢&gach (Merck

Millipore) néasledujicim postupem: sorbent veckpch byl prvni naviBen nasatim
vodného roztoku 0,1% TFA s 50% obsahem ACN. Po &kaypanich byly Sgky
ekvilibrovany opakovanym promytim 0,1% vodnym rdaim TFA, v/v. Pes sorbent
Spicky byl poté 15x pomalu nasavan a vypeuostoztok analytu, tedy peptid
rozpusénych v 0,1% (v/v) TFA. Pro vymyti soli byly &by 5x promyty stejnym
roztokem jako pro ekvilibraci. Eluce pepiidbyla provedena 10x opakovanym
nasavanim a vypoustim do 75% roztoku ACN s 0,1% obsahem TFA, v/v. @elsd

vzorky byly vysuSeny ve vakuové centrifuze a ulgzéda mrazaku (-20°C).

6.8 Meéreni MALDI-MS
K suchym extraktm peptidi bylo piidano 15 ul 0,1% (v/v) TFA a pro rozpést byly
umiseény na 15 min do ultrazvukové 1&nPo centrifugaci bylo z vybranych vzdrk
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odpipetovano 0,5ul na MALDI t&ik MSP Anchorchip 600/96 (Bruker Daltonik), poté
bylo pridano 0,5 pl roztoku matrice CHCA v 2,5% (v/v) TRAACN, 1:2, v/iv (Thomas
et al., 2004). Po zaschnuti byly pro dané vzorkgiemy MS spektra naffstroji Bruker
Microflex (Bruker Daltonik) v modu ®ieni se zapnutym reflektronem s rozsahem
detekce iont od 500 do 6000 m/z. Jako externi kaltiastandard byl pouzit, Peptide
Calibration Standard Il (Bruker Daltonik) rozpesy v 125ul 0,1% (v/v) TFA.

6.9 Separace nanolLC, fiprava vzorkia pro MALDI-MS a MS/MS

Pro separaci nanoLC byly vysuSené odsolené vzofkyadgpusiny v 15 ul 0,1% (v/v)
TFA v ultrazvukové lazni po dobu 15 min. Nasledhyly prepipetovany do skieénych
vialek o objemu 1 ml (Waters, USA). Pro separado lzyautosampleru chromatografu
DionexUltimate 3000 RSLC nano (Thermo Fisher Sdieptnaneseno 5 pl vzorku
k zakoncentrovani na C18 Nano Traegkolonku (100 um x 20 mm, napiou 5 um
C18 ¢éasteékami sorbentu Acclaim PepMapl00, Thermo Fisher riifie) pti pratoku
10 pl/ min a po zachyceni peptidy naskedgmyvany na dici C18 kolonu (75 pm x
150 mm, naplénou 2 pm Cl8&astékami sorbentu Acclaim PepMapl00, Thermo
Fisher Scientific) s @itokem 300 nl/min. Doba jedné analyzy byla 70 mimdabilni
faze A obsahovala 0,05 % (v/v) TFA, mobilni fazel@sahovala 80 % ACN a 0,05%
TFA, viv. Roztok pro naneseni na&epkolonu chromatografu obsahoval 2 % ACN
a 0,05 % TFA, v/v. Eluce z obou kolon byla proveslgpostupt se zvySujicim
gradientem mobilni faze B: 0 min, 4% B; 7 min, 4%2B min 40% B; 45 min, 60% B;
48 min, 90% B; 57 min, 90% B; 59 min, 4% B; 70 mi%p B. Bthem analyzy byl
prostor kolon vykivan na 40°C. Vystup z analytické kolony byiipmjen na sbra¢
kapkovych frakci (,spotter) Proteineer FCII (BrukPaltonik) zachytavajici eluat od
20. do 54. minuty separace vzorku. Pos#upachycené frakce vzorku byly na¢sgi
smiseny s roztokem matrice (viz nize) na celkovierob420 nl a kazdych 17 sekund
automatizovath nanaSeny na t&k MTP Anchorchip 800-384 (Bruker Daltonik).
Kazdy vzorek byl takto rozseparovan na 120 fraMeijeden tefik tak byly naneseny 3
vzorky. Chromatograf byl ovladan préstinictvim softwaru HyStar 3.2 (Bruker
Daltonik). Peptidové standardy byly na definové ipeztetiku naneseny manu&n
napipetovanim 0,5 plipravené srési s matrici (viz nize).

Pro separaci peptid OPAO byla pouzita upravena metoda prétSv objem
nanaseného vzorku 14 ul, ktery byl réleth na 340 frakciip 6 sekundovém intervalu

nanaseni na MALDI téfk. Celkova doba analyzyagtala zachovana. Eluce z obou
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kolon byla provedena postupse zvySujicim gradientem mobilni faze B: 0 min, B%
7 min, 4% B; 45 min, 60% B; 48 min, 90% B; 57 n®9% B; 59 min, 4% B; 70 min,
4% B.

Roztok matrice pouzity pro 8ta¢ byl ptipraven smisenim rozt@k748 pl 95% ACN
s 0,1% TFA (v/v) s 36 pl nasyceného roztoku mat@¢iCA v 90 % (v/v) ACN, 8 ul
10% (v/v) TFA a 8 pl 100 mmol*INH,H.PQ,. Pro externi kalibraci bylo z roztoku
obsahujici 748 ul 85% a ACN s0,1% TFA (v/v) plési8 nasyceného roztoku matrice
CHCA v 90% (v/v) ACN, 8 pl 10% (v/v) TFA a 8 pl 1@0mol-I* NH4H,PO, odebrano
300 pl, ke kterym byly fidany 2 pl externiho kalibéaiho standardu Peptide
Calibration Standard Il rozputého v 125ul 0,1% (v/iv) TFA.

6.10 Meéreni MALDI-MS a MS/MS

Po dostattném zaschnuti nanesenych vZAork standanil byla desttka vioZzena do
piistroje. Ped samotnym ®gfenim byly do ovladaciho softwaru flexControl 3.4,
manuali nakonfigurovany pozice 3 krajnich bioaddpovidajici rozloZzeni mist pro
vzorky nanesené na dest. Manualnim r¥enim byla ped zahajenim automatického
meieni vzorkKi zkontrolovana odezva figtrojena nanesené peptidové standardy.
Automatizovana rxeni vzorki rozdtlenych nanoLC bylo ovladano softwarem WarpLC
1.3. Ri méfeni v MS mddu byla kazda pozice désyi se vzorkem 2500x o#Ena
excitatnim laserem (355nm) s frekvenci 2000 Hz. Ziskarekisp byla automaticky
zpracovana ovladacim softwarem, ktery vybral makmnd0 prekurzaok z jedné pozice
desttky pro meieni MS/MS spekter. Kritéria pro vybprekurzoru pro reni MS/MS
spekter byla nasledujici: p@msignal/ Sum >7, rozmezn/z 900-2500 intenzita piku
prekurzoru > 80, minimalnim/z fragmentu > 250, zapnuto pouziti LIFT cely pro

urychleni sekundarnich ianpii méreni v MS/MS maodu.

6.11 Separace a #reni nanoLC-ESI-MS a MS/MS

Pro nanoLC separaci bylo pouzito 7 ul vzorku, kieylynanesen naiedkolonu (75
pum x 30 mm, 5 um C18 Reprosil GOLD 300; Dr. Maiséhi¢dkolona se zachycenym
vzorkem byla naslednpromyta 15 pl 0,1% (v/v) TFA. Elucegs analytickou kolonu
(75 pm x 150 mm, 3 um C18 Reprosil GOLD, Dr. Majsbiila provedena pouZzitim
gradientu za staléhooku 200 nl/min. Mobilni fazi A byl roztok 4% (v/\Ryseliny
mraverti, mobilni faze B obsahovala 0,04 % kys. mraver0 %cistého methanolu a

20 % isopropanolu, v/v. Gradient mobilni faze B hgisledujici; 0 min, 2% B; 3 min,
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8% B; 50 min, 18% B; 79 min, 28% B; 85 min, 32%33, min, 45% B; 99 min, 65%
B; 100 min, 95% B; 105 min, 95% B; 108 min, 2% BR51min, 2% B. Z analyzy MS
byly pro MS/MS analyzu vybirany 4 nejintenz&®i prekurzory, které byly
fragmentovany koliz& indukovanou disociaci a jejich fragmenty identfiny.
K ovladani hmotnostniho spektrometru byl pouzitwafe QTOFControl 3.2 (Bruker
Daltonik).

6.12 Zpracovani a analyza dat

Ziskana data z MS ¢&reni byla zpracovana programem DataAnalysis 4.2 (BiRker
Daltonik). V programu ProteinScape 3.1 (Bruker built) za vyuziti vyhledavaciho
nastroje Mascot 2.2.07 (Matrix Science) byla dathjgdavana &i databazi Swiss-
Prot s omezenim pouze na zelené rosthviyidiplantae) nebo neomezeénpro vSechny
organismy. Proteiny nalezici do taxoWiridiplantae byly pak od ostatnich vybrany
pomoci moznosti nastioJniprotiKB  http://www.uniprot.org/. Parametry pro
vyhledavani obsahovaly zadani trypsinu jako prgteas moznost fitomnosti 2
opomenutych gpnych mist v sekvenci peptid Karbamidometylace cysteinu byla
nastavena jako pevna modifikace, jako mozna maiekAK byla zadana oxidace
methioninu.  Pro data z LC-MALDI TOF/TOF analyzy ldypro vyhledavani
prekurzofi zvolena tolerance hmotnosti iontu 25 ppm, prgrnanty £0.5 Da. Naboj
peptich byl vzdy +1. Data z nanoLC-ESI-Q/TOF¢&reni byly zpracovana ve dvou
krocich. Pro prvni vyhledavani byla pro prekurzogstavena tolerance molekularni
hmotnosti + 50 ppm, pro odpovidajici fragmenty +0D4. Ve druhém kroku byly ze
ziskanych dat vybrany peptidy s toleranci £10 ppm prekurzory a +0.05 Da pro
fragmenty. Naboj peptidmohl byt +1, +2 a +3.

6.13 Anotace proteomickych dat nastroji genové ontogie

Identifikované proteiny byly Zazeny do funknich kategorii za pouZziti pravidel
systému klasifikace genové ontologie (GO) (Ashbugteal., 2000). Jako vychozi data
byly pouzity identifik&ni kody Uniprot-ID pifazené kazdému proteinu po identifikaci
programem MASCOT proti databazi SwissProt. Tytokégly viozeny do nastroje

GORetriever, ktery pro vSechny identifikace vyhledaO informace. Data byla

nasledg uloZzena a vyhodnocena nastrojem GOSlimViewer. Yidme GOSlim Set

byla vybrana moznost ,Plant® pouzivajici GO pojmy databaze TAIR

(https://www.arabidopsis.org/ Na zaklad GO pojmu byly identifikované proteiny
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roztazeny podle lokalizace, funkce a druhu biologickymioces, do kterych jsou
zapojeny. Nastroje AgBase GORetriever a GOSIlimVieysou sodasti online
softwaru AgBase verze 2.0 http://agbase.msstate(BthCarthy et al., 2006).

Srovnani protei podle genové ontologie bylo provedeno také softwaDAVID

6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gon/ Jako vstupni data byly také pouzity identifika

kody proteirii Uniprot-ID. Podkladem po srovnani nalezenych pnétéoyla zvolena
moznostA. thaliana Pro rozazeni identifikovanych proteindo pibuznych skupin na
zaklad uvedenych pirazenych GO pojiin byla nastavena igdni hodnota ifisnosti
vybéru bez dalSi zgmy vychozich paramatra pouZzit nastroj DAVID gene functional
classification tool. Skupiny obsahujici proteinpejvice gibuznymi GO terminy byly
na zaklad modifikovaného Fischerova testu charakterizovamyikesti ukazatele
P-hodnoty (Huang et al., 2009).
Pokud nebyla u proteinu nalezena informace o jekalizaci, byla dohledana ¢

na zaklad identifikatniho kdédu v nastroji UniprotiKB _http://www.uniprotg/. Pro

proteiny s neznamou lokalizaci byly pouzity Udajedikované dle AK sekvence
proteini z databaze nastroje Plant-Ploc http://www.cshinegu.cn/bioinf/plant(Chou
a Shen, 2007).
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7 Metody pouzité pouze ke studiu OPAO

7.1 lzolace a purifikace

Pro purifikaci OPAO byl pouZit supernatant ¢lioshy od srazeniny nukleoprotdin

s MnCh pri extrakci NP z ovsa (viz kapitola 6.1). Tento mmgtlebyl centrifugovan
(10 000g, 4 °C) a proteiny v supernatantu byly sraZzenyymsgm gidavanim pevného
(NH4).SO, a roztok poté znovu centrifugovan (10 @)@ °C). Sediment byl rozpust

ve 20 ml 0,5 molt KH,POs a 10 min ponechan michat na ledové lazni. Poté byl
extrakt dialyzovan 2 h proti 50 mmet-KH,PQ, s 0,1 mol-f NaCl (pufr A) @i 4°C a

nasledg znovu po vyning proti stejnému pufrui@s noc.

7.1.1 Nizkotlaka iontoné€ni¢ova chromatografie

Dialyzovany extrakt byl centrifugovan (10 0@) 4 °C) a supernatant poté nanesen
peristaltickou pumpou na kolonu s iotémtem Macro-Prep High Q od firmy Bio-Rad
(2,5 x 25 cm) pro nizkotlakou chromotografii ekiviivanou pufrem A aifpojenou v
sérii ke kolor naplréné iontongnicem SP-Sepharose od firmy GE Healthcare (2,5 x 25
cm). Eluét byl monitorovan spektrofotometrickym eldbrem (280 nm)ijpojenym k
mechanickému zapisodia Cely objem extraktu byl nanesen na Macro-PreghHp a
kolona néasledh promyta 20 mitistého pufru A. Poté byly kolony rozpojeny a byla
eluce 0,5 molt KH,PQO, s 0,5 mol-f NaCl (pufr B) z SP-Sepharose ik mobilni
faze byl 1,75 ml/min. Ziskany eluat byl dialyzovdies noc proti pufru A.

7.1.2 Stednétlaka iontoménic¢ova a gelova permeéni chromatografie
Dialyzovany eluat z nizkotlakych kolon (65 ml) gntrifugovan @ 10 000g, 30 min,
4°C. Supernatant byl naslednahu&n na ultrafiltr&ni cele Amicon s 10 kDa filtrem
na objem 1,8 ml. Zahu§ty extrakt byl dale separovan pomociredtetlaké
chromatografie naifstroji BioLogic Duo-Flow (Bio-Rad) na kolénMono S HR 5/5
(GE Healthcare) ekvilibrované pufrem A. Zaiymku 1 ml/ml byl davkovanimips 500
ul smytku nanaSen zahu$ty extrakt a dle spektrofotometrické detekée280 a 450
nm byly manual# jimany jednotlivé eluované frakce.iB&h separace byl nasledujici:
2 min 100 % pufru A, 15 min rostouci gradient okl B0 % pufru B, 5 min gradient 50
— 100 % pufru B, 3 min eluce 100% pufrem B, 5 md® + 0 % pufr B, 5 min promyti
100 % pufrem A.
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Obr. 3 Chromatogram separace vzorku OPAO na KdiéonoS.Cerna barva — absorbancé p
280 nm, zelena barva - 450 ngervert je vyzn@en zaznam z vodivostniho detektoru, zde
odpovida piibéhu gradientu ekiniho pufru B.Cisly 7 a 8 jsou ozrégny jimané frakce.

Ziskané frakce 7 a 8 (Obr. 3) byly z jednotlivycéhip separace spojeny, dopiry
pufrem A na objem 20 ml a zah#&3y ultrafiltraci s pouzitim 10 kDa filtru. @@steni a
ovéieni gitomnosti hledaného proteinu bylo provedeno na rkolBioSil SEC125-5
s molekulovym sitem. Vzorky byly davkovany po 50(fi pratoku 1 ml/min pufru A.
Doba analyzy byla 30 min. Proteinova frakce 8 oubgahOPAO byla sbhirana (Obr. 4),
spojena z jednotlivych & separace a zahdga ultrafiltraci, jak je uvedeno nize.
K potvrzeni vyskytu OPAO vifsludné frakci bylo vyuZito gteni absorgniho spektra
koenzymu FAD pB 450 nm a ufeni molekulové hmotnosti enzymu na zaklad
kalibrovani kolony sadou proteinovych standas® znamou molekulovou hmotnosti.
Molekulovd hmotnost vypitena z kalibréni fady standantl (Bio-Rad) a odpovidajici
¢asu retence OPAO byla 54 kDa. Koncentrace &o#éleo enzymoveho roztoku byla
zjisténa spektrofotometricky #ienim absorbance FA¥ipt50 nm € = 11 000 M cmi

! MW =56 000 Da) a metodou Bradfordové za powatibraini fady standarni BSA
(Stranské et al., 2007); (Bradford, 1976).
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Obr. 4 Chromatogram separace frakce 8 OPAO na &dBoSil Sec 125-5cCerna barva —
absorbanceip 280 nm, zelena barva - 450 nierverg je vyzna&en zaznam z vodivostniho
detektoru.

7.2 Uréeni molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu

Pro posouzenistoty enzymového preparatu,&eni molekulové hmotnosti, Kipraw
tryptickych peptid pro MS analyzu sekvence enzymu a st¢ftko detekci fipadnych
glykopeptidi byla provedena jednorozma SDS-PAGE za pouZziti 10%litiho gelu a
4% zaosibvaciho gelu Proteinové pasy byly vizualizovany aigtim Coomassie

Briliant Blue R-250. Postupy Kiinto metodam jsou popsany v kapitolach 6.3 a 6.4.1.

7.2.1 lsoelektricka fokusace

Pomoci nativni isoelektrické fokusace (IEF) v 7,5p@lyakrylamidovém gelu
s obsahem amfol§tpro pH gradient 3-10 byla ¢gna hodnota isoelektrického bodu
OPAO (Robertson et al., 1987). Rozm gelu byly 9 x 7,5 cm s tloustka 1 mm. Pro
kalibraci byly pouzity IEF standardy (Sigma Aldr)ctSeparace byla provedend p
nelinear se z¥tSujicim napti; pacateni nagti 100 V bylo nastaveno po dobu 30
min, dale probihala separace 30 miin 200 V, 30 min pi 300 V, 1 h pi 400 V a
nakonec 2 hip 500 V.
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7.3 Manualni separace peptid
Po enzymovém &peni OPAO v gelu dlette popsaného postupu byl pdsoleni

cast vzork zachycenych na ZipTip C18 gkéach eluovana postuprpouzitim roztok
5, 15, 25 az 75% ACN obsahujicich 0,1% (v/v) TFRegm v tomto pdadi. Cilem
tohoto kroku byla separace pefitioro ziskani mékomplexnich vzork pro vyhledani
glykopeptidi pomoci MS.
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8 Vysledky —jaderné proteiny

8.1 Izolace a extrakce jadernych proteini

Precipitat fpredpokladanym obsahem jadernych prateioyl ptipraven srézenir
extraktu zetiolovanych semegni hrachu a ovsa pomoci Mr; (vysledna koncentrace
7,5 mmol.lY). Precipitat nukleovych kyselin a proteinbyl pak suspendovan
Laemmliho vzorkovaciho pufru. cilem rozvolnit struktury nukleovych kyselin
uvolnit proteinové slozk vazané nebo zachycené&éehto komplexech byly vzork
tepelr® denaturovany. Supernatant obsahujici usrmdnproteiny byl rozélen SD¢-
PAGE (Obr. 5 a b Po rozdleni na znazorné ¢asti bylo provedeni enzymoveé
Stpeni v gelu,extrakce peptitl a jejich dsoleni.Byly tak pripraveny vzorky pre
separaci nanoLC. Nasletinbyly separovar peptidy identifikovany tandemovc
hmotnostni spektrometrii vyuZivajici¢kké ioniza&ni techniky MALDI a hybridnihc
TOF/TOF analyzatoru vybaveného LIFT ce (Obr. 7). Soulkzreé byly peptidy

identifikovany na gistroji Q-TOF skolizni celou a ionizaci elektrospreje

l

-

Obr. 5SDS PAGE proteiln z MnCl, precipitatu extraktiirachovych semeti. V pravém
sloupci proteinovy extrakt s vyzéenym rozdlenim na 12 navazujicic¢asti pro enzymove
Sttpeni v gelu. Nalevo proteinové standardy s moleRuto hmotnostmi97,4; 66,2; 45; 31;
21.5; 14.4 kDa (shor:
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Obr. 6 SDS PAGE proteiin z MnCl, precipitatu extraktu ovsa. ptavém sloupci proteinov

extrakt s vyznéenym rozdlenim ra 12 navazujicichiasti pro enzymové &teni v gelu. Nalev
proteinové stamiardy s molekulovymi hmotnost 97,4; 66,2; 45; 31; 21.5; 14.4 kDa (shc
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Obr. 7 Chromatogram separace nanoLC peptidovéssiz casti ¢. € gelu (Obr. 5) vzorku
precipitatu extraktz ovs:. Cerns vyznaen zdznam z UV/VIS detektordi214 nm,cerverg
vyznaten phabéh gradientu eléniho roztoku B (80 % ACN; 0,1 % TF
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8.2 ldentifikace proteini izolovanych z precipitatu MnCl,

hmotnostni spektrometrii
Tandemovou hmotnostni spektrometrii  (MS/MS) bylo MnCl, precipitatu
z hrachovych semedti&i identifikovano 287 rostlinnych protdin(Tab. 1). Z dat
ziskanych MALDI TOF/TOF ratenim bylo identifikovano 110 protdinVe stejnych
vzorcich bylo na ESI-Q/TOFstroji po analyze dat nalezeno 198 praieinnichz 21
bylo shodnych s identifikacemi z MALDI. Z¢hto 287 identifikovanych proteinbylo
247 unikatnich.

V precipitatu z ovsa byly identifikovany pouze moiovée podjednotky ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy/oxigenasy (RUBISCO) a rostifrD-glukosidasa.

N¢které identifikace byly opakované, coZ je dano thm,v databazi jsou uloZzeny
sekverné velmi podobné ¢i shodné proteiny zignych rostlin. Bkladem je
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa identifikovéhakrat nebo elongai faktor
l-alfa s gtinasobnou identifikaci. Proteiny vyskytujici seitky v jade reprezentuji
histony, mezi kterymi nechybi histon H1 a variadstdnu H2A a H2B. DalSimi
identifikovanymi giklady typicky jadernych proteinjsou nap. DNA-dependentni
RNA polymerasa, transposasa, protein reproduktovniferistému 17 obsahujici B3
doménu nebo PRD proteiriildZity pro rekombinaci a vznik dvouvlaknovych zlbma
DNA (De Muyt et al., 2007). Netypickym jadernym teimem je glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasa, enzym glykolyzy, kter§zze byt translokovan do jadrahem
procesu programované smrtify (Mazzola a Sirover, 2002). Ne&pgi zastoupeni
z identifikovanych proteiin ptipada na ribosomalni podjednotky vznikajici vigads
jadérku. Celkem bylo nalezeno 4&@znych proteif tvorici nizné typy ribosomalnich
podjednotek 40S, 60S a podjednotku 50S ribosomaraplastu. DalSi vyznamnou
skupinu tvdili proteiny zapojené do tvorby b&né kostry zahrnujici tubuliny, aktiny a
proteiny T-komplex. (Uchiyama et al., 2005). Byly identifikovany i gteiny
prokazateld se nevyskytujici vja@ jako mitochondridlni chaperony, heat-shock
proteiny a proteiny z vakuoly, chloroplasa jinych kompartmeit buiky, vcetrg
proteini zaji¥ujici transport, coZz nassicuje mozné kontaminaci izolovaného
precipitatu proteiny z jinychc¢asti buiky. Naopak vyskyt &kterych nejadernych
proteini jako jsou nap Dna-J homologni protein, eukaryotické intcia faktory
translace, Tu elongai faktor, je v dsledku interakce a tvorby komplexu s nukleovymi

kyselinami, které byly pouzitou metodou precipitoya
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgdia

Cislo Identifikagni Néazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]

1 M 1433 PEA 14-3-3-like protein 293 47 855 2 12.3 .926

2 M ACT_COLSC Actin 417 52 1214 2 6.9 2.08

3 M ACT1_DAUCA Actin-1 420 56 2647 6 18.9 3.38

4 M ACT2_SOLLC Actin-51 (Fragment) 372 52 1332 3 314. 3.06

5 M ACT2_SOLTU Actin-46 (Fragment) 371 52 1194 2 311, 2.31

6 M ACT4_TOBAC  Actin-66 (Fragment) 372 54 179.1 4 716 7.97

7 M ACT6_SOLTU Actin-71 418 53 1412 3 10.3 2.71

8 M ACT6_TOBAC  Actin-103 372 52 1250 2 11.3 5.20

9 M ACT7_ARATH  Actin-7 417 52 1506 3 12.7 3.10

10 M ADT2_SOLTU ADP,ATP carrier protein, 418 9.7 912 2 6.2 9.44
mitochondrial (Fragment)

11 M ALF2_PEA Fructose-bisphosphate aldolase, 38.5 6.8 101.3 2 10.3 4.26
cytoplasmic isozyme 2

12 M APX1 PEA L-ascorbate peroxidase, cytosolic 272 536 2 16.0 3.59

13 M ATPAM_BETVU ATP synthase subunit alpha, 549 6.0 1575 4 8.3 3.21
mitochondrial

14 M BAS1 HORVU  2-Cys peroxiredoxin BAS1, 23.3 54 1744 3 15.2 10.14
chloroplastic (Fragment)

15 M BAS1B _ARATH 2-Cys peroxiredoxin BAS1-like, 29.8 55 3986 5 18.3 2.18
chloroplastic

16 M BIP_SOLLC Luminal-binding protein 73.2 5.0 296.7 6 10.8 2.26

17 M CALX_PEA Calnexin homolog 625 4.7 2140 3 6.5 3.51

18 M CDC48_ CAPAN Cell division cycle protein 48 89.3 51 1052 2 3.5 1.84
homolog
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Nazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet proteinu [%] [PpmM]
19 M CVCA_PEA Convicilin 669 6.3 1218 2 5.3 1.35
20 M CYP1_SOYBN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1.218 8.7 108.7 2 15.7 17.10
21 M EF1A_MAIZE Elongation factor 1-alpha 49.2 9.2 1148 6.9 10.09
22 M EF1A_PEA Elongation factor 1-alpha 493 90 1328 4 6.3 7.33
23 M EF1A SOLLC Elongation factor 1-alpha 49.3 9.2 86.2 5.1 4.88
24 M EF1A1_DAUCA Elongation factor 1-alpha 49.3 9.2 A0.5 10.7 4.65
25 M EF1G3_ORYSJ Elongation factor 1-gamma 3 474 6.15.32 2 7.2 1.58
26 M EFTU_PEA Elongation factor Tu, chloroplastic  53.0 .76 282.6 4 111 3.10
27 M ENPL_CATRO Endoplasmin homolog 934 47 968 2 2.6 5.18
28 M ENPL_HORVU Endoplasmin homolog 929 47 881 2 2.3 3.05
29 M FRI_PHAVU Ferritin, chloroplastic 283 56 843 2 19 6.91
30 M FRI1_PEA Ferritin-1, chloroplastic 28.6 6.1 80.6 2 7.1 3.58
31 M G3PC_PEA Glyceraldehyde-3-phosphate 36.6 6.7 3904 6 20.7 2.83
dehydrogenase, cytosolic
32 M G3PC_TOBAC Glyceraldehyde-3-phosphate 355 6.1 2251 3 8.3 8.86
dehydrogenase, cytosolic (Fragment)
33 M H2A6_ARATH Histone H2A.6 136 10.2816 2 12.3 4.07
34 M HS903_ARATH Heat shock protein 90-3 80.0 49 121> 3.7 1.99
35 M HSP71 SOLLC Heat shock cognate 70 kDa proteidll2 5.1 4326 7 13.4 3.00
36 M HSP72_SOLLC Heat shock cognate 70 kDa proteid@7 5.1 2529 5 8.5 2.39
37 M HSP7N_ARATH Heat shock 70 kDa protein 18 68.3 5271 1 2.6 2.10
38 M HSP7S_PEA Stromal 70 kDa heat shock-related?5.5 5.2 2955 6 14.4 3.06
protein, chloroplastic
39 M CH61_MAIZE  Chaperonin CPN60-1, mitochondrid@l.2 5.7 89.6 2 4.0 13.28
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%)] [ppm]
40 M CH62 _CUCMA  Chaperonin CPN60-2, mitochondrial  61.16.3 98.6 2 3.7 0.52
41 M IF415 TOBAC Eukaryotic initiation factor 4A-15 6. 53 981 2 6.3 5.62
42 M IF5A_SENVE Eukaryotic translation initiation factorl7.3 5.6 921 2 18.2 3.93
5A

43 M IMA1A ORYSJ Importin subunit alpha-1a 575 51 @®9. 2 5.3 2.31
44 M LEGA_PEA Legumin A 58.8 6.2 1042 2 5.6 2.61
45 M LOX1 LENCU Linoleate 9S-lipoxygenase 96.6 6.0 109.3 3.3 2.98
46 M LOX3_SOYBN  Seed linoleate 9S-lipoxygenase-3 96.7.3 699.2 2 2.8 3.78
47 M LOXA PHAVU Linoleate 9S-lipoxygenase 1 971 65 B0 2 2.8 3.88
48 M MD37E_ARATH Probable mediator of RNA polymerasél.3 5.0 2479 5 10.4 3.31

Il transcription subunit 37e

49 M METE_MESCR 5-methyltetrahydropteroyltriglutamat®&4.8 5.9 109.0 3 4.6 3.61
homocysteine methyltransferase

50 M METE_PLESU 5-methyltetrahydropteroyltriglutamat&4.5 6.1 971 3 5.1 11.68
homocysteine methyltransferase

51 M METE1l ARATH 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate84.3 6.1 1447 3 5.1 3.71
-homocysteine methyltransferase 1

52 M METK_PHALU S-adenosylmethionine synthase 43.0 5855 3 12.2 5.67

53 M METK1_PETCR S-adenosylmethionine synthasel 256 79 1049 1 6.4 0.35
(Fragment)

54 M METK2_DAUCA S-adenosylmethionine synthase 2 430 56 1002 2 9 6 7.44
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Néazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%)] [ppm]
55 M METK2_ELAUM S-adenosylmethionine synthase 2 431 55 2671 4 221 6.09
56 M METK3_ACTCH S-adenosylmethionine synthase 3 39.5 6.2 80.2 2 10.3 0.57
(Fragment)
57 M PIP2_PEA Probable aquaporin PIP-type 7a 31.0 9.4001 2 11.1 1.93
58 M PRS8A ARATH 26S protease regulatory subunit847.2 9.0 198.1 5 14.1 5.50
homolog A
59 M RAB7_PEA Ras-related protein Rab7 0.9 6.0 852 1 00 12.16
60 M RBL_DICCR Ribulose bisphosphate carboxylas&9.5 6.4 101.3 2 4.9 5.99
large chain (Fragment)
61 M RBL_LEPVR Ribulose bisphosphate carboxylas&2.8 6.1 80.1 1 2.7 7.69
large chain
62 M RL10_EUPES 60S ribosomal protein L10 249 11826 3 15.9 15.30
63 M RL14 PEA Probable 60S ribosomal protein L185.2  10.9 80.2 1 9.0 1.61
64 M RL222_ARATH 60S ribosomal protein L22-2 140 9643 1 10.5 4.98
65 M RL9_PEA 60S ribosomal protein L9 21.7 93 1086 2 119 8.03
66 M RS132_ARATH 40S ribosomal protein S13-2 17.1 10351 3 21.2 3.45
67 M RS154 ARATH  40S ribosomal protein S15-4 171 1083.7 4 23.7 3.64
68 M RS23_EUPES 40S ribosomal protein S23 157 1888 2 8.5 3.00
69 M RS3A_CICAR 40S ribosomal protein S3a 29.7 9.8 92 10.3 5.11
70 M RS7_AVIMR 40S ribosomal protein S7 219 10m04.7 2 5.3 11.39
71 M RUBA_PEA RuBisCO large subunit-binding 619 5.0 876.8 13 26.1 4.50
protein subunit alpha, chloroplastic
72 M RUBB_PEA RuBisCO large subunit-binding 62.9 5.8 392.7 7 16.0 455

protein subunit beta, chloroplastic
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikagni Néazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]
73 M SUSY_SOYBN  Sucrose synthase 922 6.0 904 2 4.0 83 0.
74 M SUSY_VICFA Sucrose synthase 925 57 4875 8 12.3 3.79
75 M TBA_PICAB Tubulin alpha chain (Fragment) 126 44321 1 13.3 23.65
76 M TBA_PRUDU Tubulin alpha chain 495 49 1544 3 8.7 5.63
77 M TBA2_GOSHI Tubulin alpha-2 chain 495 49 2086 4 9.6 2.81
78 M TBA5_MAIZE Tubulin alpha-5 chain 496 50 1818 4 9.6 3.80
79 M TBB1 AVESA  Tubulin beta-1 chain (Fragment) 43.3 64.85.0 3 7.3 10.65
80 M TBB3_ANEPH  Tubulin beta-3 chain (Fragment) 274 05.1228 2 8.4 7.21
81 M TBB6_GOSHI Tubulin beta-6 chain 505 4.7 1384 3 A7 2.76
82 M TBB9_ARATH  Tubulin beta-9 chain 496 4.7 1032 2 54 4.53
83 M TCPB_ARATH  T-complex protein 1 subunit beta 572 65834 2 4.2 7.75
84 M TCPD_ARATH  T-complex protein 1 subunit delta 57776 123.7 1 24 0.74
85 M TCTP_PEA Translationally-controlled tumor 189 4.7 2488 2 21.6 0.57
protein homolog
86 M VATA BETVU V-type proton ATPase catalytic 685 50 1474 3 4.5 6.55
subunit A
87 M VATA DAUCA V-type proton ATPase catalytic 68.8 5.2 1427 3 5.0 5.58
subunit A
88 M VATB2_HORVU V-type proton ATPase subunitB2 53.7 5.1 1466 3 6.8 6.20
89 M VCLB_PEA Provicilin (Fragment) 46.4 54 1018 2 87. 0.70
90 M 1433A_VICFA  14-3-3-like protein A 294 47 1051 3 15.3 7.75
E
91 M 1433B_VICFA 14-3-3-like protein B 295 48 1029 2 10.7 3.39
E
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90

proteinu  zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]

92 M ACT3 SOLLC  Actin-52 (Fragment) 371 54 1186 2 3Ll 3.84
E

93 M AMO_PEA Primary amine oxidase 76.3 6.3 1482 2 4.0 7.33
E

94 M ASNS2_PEA Asparagine synthetase, root 65,6 57 820 2 3.6 1.41
E [glutamine-hydrolyzing]

95 M BIP5_TOBAC Luminal-binding protein 5 73.7 49 193.3 6.6 2.87
E

96 M H1_PEA Histone H1 28.0 1083045 2 4.9 9.04
E

97 M H2B2_SOLLC Histone H2B.2 154 10.1824 3 25.0 10.36
E

98 M HSP7E_SPIOL  Chloroplast envelope membrane 7.7 5.2 3128 6 12.3 5.44
E kDa heat shock-related protein

99 M CH62_MAIZE Chaperonin CPN60-2, mitochondri&l0.9 5.7 109.9 2 4.0 12.40
E

100 M RAB1C_ARATH Ras-related protein RABBlc 231 7.0 895 2 11.8 816.
E

101 M RL17_MAIZE 60S ribosomal protein L17 195 10B122 2 11.7 11.62
E

102 M RS241 ARATH 40S ribosomal protein S24-1 154 1@0.1 2 8.3 5.75
E

103 M RS32_ARATH  40S ribosomal protein S3-2 27.3 9.6 .1032 8.8 5.55
E
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Néazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]

104 M RS6_ASPOF 40S ribosomal protein S6 285 18416 1 6.4 4.03
E

105 ™M RUBB_BRANA RuBisCO large subunit-binding proteir62.4 6.6 374.1 7 13.9 9.15
E subunit beta, chloroplastic

106 M SAR1 TOBAC GTP-binding protein SAR1 229 9.0 84.82 15.2 6.77
E

107 M TBA3_ARATH Tubulin alpha-3 chain 496 50 2389 5 13.1 7.89
E

108 M TBB1_PEA Tubulin beta-1 chain 505 4.7 1475 4 9.1 5.96
E

109 M TCPA _ARATH T-complex protein 1 subunit alpha 50.259 879 1 2.0 7.92
E

110 ™M VCLC_PEA Vicilin 522 54 1123 2 5.4 5.46
E

111 E 14334 PSEMZ  14-3-3-like protein 4 (Fragments) 3,2 - 179 19 100,0 12,2

112 E 1433B_SOYBN 14-3-3-like protein B (Fragment) 279 - 325 28 22,7 13,6

113 E 6DCS_SOYBN NAD(P)H-dependent 6'-deoxychalco@B,5 6,3 41 5 9,5 18,0

synthase
114 E AB30G_ARATH ABC transporter G family member 30  157,7 85 33 5 21 20,6
115 E ACA1l ORYSJ Calcium-transporting ATPase 1spla 111,1 59 36 2 2,6 28,4
membrane-type
116 E ACT1_SOYBN Actin-1 41,3 54 235 31 22,5 13,2
117 E ADT1 WHEAT ADP,ATP carrier protein 1, 359 - 128 9 6,6 15,0

mitochondrial
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikagni Nazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%)] [ppm]

118 E ADT3_ARATH  ADP,ATP carrier protein 3, 40,7 9,8 125 10 6,3 15,6
mitochondrial

119 E AKH_DAUCA Bifunctional 100,2 6,1 35 4 1,2 12,7

aspartokinase/homoserine
dehydrogenase, chloroplastic

(Fragment)

120 E AL7A1_PEA Aldehyde dehydrogenase family 7 53,8 5,6 51 3 2,4 18,5
member Al

121 E ALF1 _PEA Fructose-bisphosphate aldolase, 38,4 6,4 73 8 11,2 16,8
cytoplasmic isozyme 1

122 E ALFC1_PEA Fructose-bisphosphate aldolase 1,38,6 5,6 47 5 7,9 19,1
chloroplastic (Fragment)

123 E ANTA_GENTR  Anthocyanin 5-aromatic 52,7 56 46 4 4,9 17,8
acyltransferase

124 E APA1_ARATH Aspartic proteinase Al 546 48 51 3 54, 20,2

125 E AROF_ARATH  Phospho-2-dehydro-3- 579 6,9 42 2 4,2 33,2

deoxyheptonate aldolase 1,
chloroplastic

126 E ASNS1_LOTJA  Asparagine synthetase [glutamine66,4 6,0 43 4 5,6 11,7
hydrolyzing] 1

127 E ASSY_ARATH Argininosuccinate synthase, 53,8 54 148 33 8,5 16,4
chloroplastic

128 E ATPA _LOTJA ATP synthase subunit alpha, 55,7 5,2 160 8 13,9 21,4

chloroplastic
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semkia(pokracovan)

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW pl  Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]

129 E ATPAM_MAIZE ATP synthase subunit alpha, 55,1 59 390 45 21,9 14,5
mitochondrial

130 E ATPAM_ORYSA ATP synthase subunit alpha, 553 59 435 51 23,6 14,8
mitochondrial

131 E ATPAM_PEA ATP synthase subunit alpha, 550 6,0 530 68 29,6 14,0
mitochondrial

132 E ATPBM_DAUCA ATP synthase subunit beta, 59,1 5,0 314 36 17,9 16,4
mitochondrial

133 E ATPBM_ORYSJ ATP synthase subunit beta, 589 52 370 34 20,5 15,6
mitochondrial

134 E ATPE_PEA ATP synthase epsilon chain, 152 6,6 48 4 8,8 10,2
chloroplastic

135 E AVP_VIGRR Pyrophosphate-energized vacuolar 79,9 53 84 4 4,6 18,0
membrane proton pump

136 E BIG_ORYSJ Auxin transport protein BIG 551,7 5,7 53 3 0,7 23,9

137 E BIP_SPIOL Luminal-binding protein 735 5,0 288 29 135 19,3

138 E BXL6_ARATH Probable beta-D-xylosidase 6 87,1 6,06 4 4 2,4 14,4

139 E CALM3_ORYSI Calmodulin-3 16,8 4,1 99 5 17,4 6,1

140 E CARDA_CYNCA Procardosin-A 555 45 55 3 8,5 23,3

141 E CD48E_ARATH Cell division control protein 48 homglo89,9 5,1 137 14 9,5 18,3
E

142 E CIA2_ARATH Protein CHLOROPLAST IMPORT 484 6,0 36 19 2,3 37,5
APPARATUS 2

143 E CLPC_PEA Chaperone protein CIpC, chloroplastic ,6025,7 319 20 12,6 20,2
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Nazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet proteinu [%] [Ppm]
144 E CLPC1_ARATH Chaperone protein ClpC1, 103,4 59 240 17 9,1 21,6
chloroplastic
145 E COPB2_ARATH Coatomer subunit beta-2 106,0 57 46 3 32 18,8
146 E CVCB_PEA Convicilin (Fragment) 46,4 - 152 16 11,1 15,0
147 E CYPH_LUPLU  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase a8, 8,7 43 4 12,8 8,3
148 E DHSA_ORYSJ  Succinate dehydrogenase [ubiquinofig]8 6,1 37 4 2,1 33,5
flavoprotein subunit, mitochondrial
149 E DNAJ2_ARATH Chaperone protein dnad 2 46,4 6,7 75 6 9.3 21,5
150 E DNJH_CUCSA  DnaJ protein homolog 46,0 6,1 73 5 6,8 24,8
151 E DRP1C_ARATH Dynamin-related protein 1C 68,7 7,3 910 6 6,7 18,7
152 E DRP1D_ARATH Dynamin-related protein 1D 68,3 8,1 611 11 9,5 32,0
153 E DRP2A_ARATH Dynamin-2A 99,1 9,1 104 11 2,5 17,9
154 E DRR3_PEA Disease resistance response proteirl6,7 49 94 4 18,4 8,1
Pi49
155 E EF1A_VICFA Elongation factor 1-alpha 49,2 9,2 41049 35,1 14,6
156 E EF1D_BETVU Elongation factor 1-delta 24,7 44 94 8 10,4 16,0
157 E EF1G_PRUAV Elongation factor 1-gamma 48,0 6,1 56 3 59 8,2
158 E EF2_BETVU Elongation factor 2 93,7 59 150 14 7,7 12,5
159 E EFR_ARATH LRR receptor-like serine/threonine- 113,3 8,3 69 9 4,6 30,7
protein kinase EFR
160 E FB56_ARATH Putative F-box protein At1g53370 430 ,19 32 2 2,7 6,4
161 E FBL45 ARATH Putative F-box/LRR-repeat protein 52,5 86 33 2 2,2 44.8
At3g18150
162 E FKB15 VICFA  FK506-binding protein 2 16,2 6,2 35 2 7,9 9,2
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet proteinu [%] [PpmM]
163 E FUT2_ARATH  Fucosyltransferase 2 615 6,8 47 3 3,2 15,1
164 E G3PC_RANAC Glyceraldehyde-3-phosphate 36,5 7,7 56 8 9,2 39,1
dehydrogenase, cytosolic
165 E GLN12_ORYSJ Glutamine synthetase cytosolic 39,2 57 36 1 3,1 17,5
isozyme 1-2
166 E GLNAl PEA Glutamine synthetase nodule 38,9 54 47 4 7,0 14,2
isozyme
167 E GNOM_ARATH ARF guanine-nucleotide exchange 162,5 5,6 34 2 1,4 36,2
factor GNOM
168 E H2A2_PEA Histone H2A,2 15,7 11,1 60 7 15,4 9,4
169 E H2A4_ORYSI Probable histone H2A,4 17,0 10,7 77 8 9,42 14,4
170 E H2A5_ARATH Probable histone H2A,5 159 105 62 7 3,31 14,1
171 E H2B3_SOLLC Histone H2B,3 (Fragment) 150 - 204 31 255 7,4
172 E H42_WHEAT Histone H4 variant THO91 115 11,3 183 2 1 52,4 9,7
173 E HEMH_CUCSA Ferrochelatase-2, chloroplastic 57,2 - 59 5 2,5 5,9
174 E HS901 ARATH Heat shock protein 90-1 80,6 50 3697 4 114 16,4
175 E HSP7C_PETHY Heat shock cognate 70 kDa protein 7121 379 36 22,7 19,0
176 E HSP80 _SOLLC Heat shock cognate protein 80 80,1 54 37 12,4 14,6
177 E HSP83_IPONI Heat shock protein 83 80,8 50 420 57 9,7 13,9
178 E CH60A_ARATH Chaperonin CPN60, mitochondrial 61,2 ,25 147 11 13,0 22,4
179 E CH61_CUCMA Chaperonin CPN60-1, mitochondri@l,0 5,1 182 13 16,9 21,3
180 E CHLH_ORYSJ Magnesium-chelatase subunit ChIH53,4 5,6 38 3 2,0 12,3
chloroplastic
181 E ICS_CATRO Isochorismate synthase, chloroplasti4,0 5,9 45 5 3,6 7,1
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Néazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [PpmM]

182 E IFBA2_MEDSA  Eukaryotic translation initiation 173 54 134 9 22,0 6,1
factor 5A-2

183 E LEGA2_PEA Legumin A2 59,2 53 99 6 7,7 12,2

184 E LOX2_SOYBN Seed linoleate 9S-lipoxygenase-2 97,1,3 569 14 3,1 19,1

185 E LOXX _SOYBN Seed linoleate 9S-lipoxygenase 96,8 587 7 2,5 19,8

186 E LPAT2_BRANA 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate 43,7 9,2 42 9 5,9 21,5
acyltransferase 2

187 E LRK54_ARATH L-type lectin-domain containing 73,9 6,7 43 4 2,4 7,0
receptor kinase V,4

188 E LYK2_ARATH  Protein LYK2 73,1 58 44 4 4,1 36,3

189 E METK2_PINCO S-adenosylmethionine synthase 2 43,0,6 5242 33 18,3 14,1

190 E MNS1 _ARATH Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alph&3,5 6,1 45 2 3,6 21,7
mannosidase MNS1

191 E NACA_PINTA Nascent polypeptide-associated 22,4 4,3 86 6 19,5 13,9
complex subunit alpha-like protein

192 E NDK1_PEA Nucleoside diphosphate kinase 1 16,5 5256 13 39,6 3,7

193 E NDK4_SPIOL Nucleoside diphosphate kinase 4, 25,7 6,5 45 2 8,9 8,2
chloroplastic

194 E NDUA9 ARATH NADH dehydrogenase [ubiquinone]43,9 8,9 34 2 2,5 12,9

1 alpha subcomplex subunit 9,
mitochondrial

195 E NTPA_PEA Nucleoside-triphosphatase 50,0 7,0 38 2 3 5 31,6
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]
196 E ODP22_ARATH Dihydrolipoyllysine-residue 58,4 - 44 2 3,9 13,8

acetyltransferase component 2 of
pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial
197 E ODPB_PEA Pyruvate dehydrogenase E1 38,8 54 45 3 3,1 16,2
component subunit beta,
mitochondrial

198 E P2C75_ARATH Probable protein phosphatase 2C 75 0 46,5,5 32 1 3,1 41,6

199 E P5CS_ORYSJ Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 77,7 6,4 39 2 3,5 35,5
synthase

200 E PDIA6_MEDSA Probable protein disulfide-isomeras£0,5 53 76 7 7,1 14,1
A6

201 E PDX13 ARATH Pyridoxal biosynthesis protein 33,2 58 56 4 9,4 15,7
PDX1,3

202 E PER45_ARATH Peroxidase 45 35,8 94 35 3 4,9 16,6

203 E PER50_ARATH Peroxidase 50 36,1 9,0 39 4 7,3 7,0

204 E PER73_ARATH Peroxidase 73 35,9 9,4 150 13 5,8 10,0

205 E PHB3_ARATH Prohibitin-3, mitochondrial 30,4 72 37 5 4,0 12,6

206 E PHSL_VICFA Alpha-1,4 glucan phosphorylase L 1135 5,2 57 3 1,6 39,2
isozyme, chloroplastic/amyloplastic

207 E PHYA_PEA Phytochrome A 1239 5,9 250 17 12,0 17,8

208 E PHYA_PETCR Phytochrome A 124,7 5,7 52 3 2,9 24,3

209 E PIN2_ARATH  Auxin efflux carrier component 2 69,3 ,49 44 7 3,6 16,7

210 E PIP25_ORYSJ  Aquaporin PIP2-5 29,7 70 87 6 11,3 716

211 E PMAl1 ORYSJ Plasma membrane ATPase 104683 172 8 7,8 16,5
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifika¢ni Nazev proteinu MW  pl Skore Peptidy Pokryti sekvenceRMS90

proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]

212 E PNC2_ARATH Peroxisomal adenine nucleotide 35,1 99 39 1 2,5 10,3
carrier 2

213 E POR_PEA Protochlorophyllide reductase, 42,9 8,9 359 47 25,8 12,4
chloroplastic

214 E PP154_ARATH Pentatricopeptide repeat-containin§7,3 80 37 2 2,9 18,0
protein At2g15820

215 E PP253_ARATH Putative pentatricopeptide repeat- 67,0 76 37 3 6,2 23,0

containing protein At3g25060,
mitochondrial

216 E PRD1_ARATH Protein PRD1 149,0 5,2 36 2 1,6 35,9

217 E PROF_BETVU Profilin (Fragments) 2,5 - 59 3 56,5 61,

218 E PRS4 ORYSJ 26S protease regulatory subunit 449,6 59 70 5 7,4 18,1
homolog

219 E PRS6B_ARATH 26S protease regulatory subunit 6B15,7 5,4 35 3 4,7 11,4
homolog

220 E PS10B_ARATH 26S protease regulatory subunit 44,7 8,3 109 11 14,3 15,6
S10B homolog B

221 E PS6AB_ARATH 26S protease regulatory subunit 6A447,0 4,9 35 1 4,7 22,1
homolog B

222 E PSA2A _ARATH Proteasome subunit alpha type-2-A 25,55 46 6 14,9 8,5

223 E PSA5 _SOYBN Proteasome subunit alpha type-5 26,07 484 4 10,1 10,1

224 E PSA7_CICAR Proteasome subunit alpha type-7 27,19 6158 12 19,7 16,4

225 E PSA7B_ARATH Proteasome subunit alpha type-7-B 27,8,7 81 9 8,8 27,1
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikagni Nazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti  sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet proteinu [%] [PpmM]
226 E PSB3B_ARATH Proteasome subunit beta type-3-B 22,866 36 2 11,8 25,9
227 E PSB6_ARATH Proteasome subunit beta type-6 25,1 5198 6 20,6 22,6
228 E PUM13_ARATH Putative pumilio homolog 13 599 7086 8 19 59
229 E R10A2_ARATH 60S ribosomal protein L10a-2 24,4 9,96 4 10,2 91
230 E R10A3_ARATH 60S ribosomal protein L10a-3 245 9,83 3 8,8 8,4
231 E R15A4 _ARATH 40S ribosomal protein S15a-4 14,8 9,403 37 45,4 7,5
232 E RAH1D_ARATH Ras-related protein RABH1d 23,1 6,6 67 3 10,6 11,9
233 E RBL_ERYCG Ribulose bisphosphate carboxylase 50,4 - 113 8 9,5 14,3
large chain (Fragment)
234 E REM17_ARATH B3 domain-containing protein REM17 1®4 9,4 33 3 1,0 14,6
235 E RK16_PLAOC 50S ribosomal protein L16, 154 11,7 66 2 18,5 8,3
chloroplastic

236 E RL10_SOLME 60S ribosomal protein L10 24,7 10,6 1008 11,4 8,3
237 E RL11 MEDSA 60S ribosomal protein L11 20,7 10,0 74 4 14,9 8,5
238 E RL12_PRUAR 60S ribosomal protein L12 179 9,0 92 5 145 4,2
239 E RL223_ARATH 60S ribosomal protein L22-3 140 9,6851 25 34,7 9,1
240 E RL23_ARATH 60S ribosomal protein L23 15,0 10,5 1696 15,7 7,3
241 E RL241 ARATH 60S ribosomal protein L24-1 18,8 1076 8 12,8 18,6
242 E RL35_EUPES 60S ribosomal protein L35 14,4 110 737 10,6 4,9
243 E RL74_ARATH 60S ribosomal protein L7-4 284 10,0 39 4 7,8 7,7
244 E RL9_ORYSJ 60S ribosomal protein L9 21,3 96 132 21 17,9 9,6
245 E RL91 ARATH 60S ribosomal protein L9-1 220 95 13214 18,0 12,9
246 E RP12A_ARATH 26S proteasome non-ATPase regulatdBdy’ 48 63 3 9,4 8,3

subunit RPN12A
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Néazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%)] [Ppm]
247 E RPN2_ARATH  Dolichyl-diphosphooligosaccharide¥4,6 6,9 31 2 2,7 13,7
protein glycosyltransferase subunit 2
248 E RPOC1_LIRTU DNA-directed RNA polymerase 78,3 8,9 47 7 15 38,6
subunit beta
249 E RPOC2_DAUCA DNA-directed RNA polymerase 157,7 9,0 48 3 1,8 27,2
subunit beta"
250 E RRAA3_ARATH Regulator of ribonuclease-like 176 53 33 2 5,4 7,0
protein 3
251 E RS13 PEA 40S ribosomal protein S13 17,1 10,4 1923 1 29,8 7,7
252 E RS14 LUPLU 40S ribosomal protein S14 16,3 10,9 2980 42,0 7,6
253 E RS155 ARATH  40S ribosomal protein S15-5 16,8 1013 4 20,8 6,4
254 E RS15A DAUCA 40S ribosomal protein S15a 148 9,9 434 40 37,7 7,3
255 E RS18_ARATH 40S ribosomal protein S18 175 10,5 435 13,8 7,3
256 E RS24_ ARATH 40S ribosomal protein S2-4 30,1 10,2 54 3 54 12,9
257 E RS252_ARATH  40S ribosomal protein S25-2 12,1 1497 21 28,7 2,3
258 E RS30_ARATH 40S ribosomal protein S30 6,9 12,2 53 1 16,1 4,6
259 E RS4_GOSHI 40S ribosomal protein S4 29,6 10,2 2998 2 191 11,4
260 E RS5_NICPL 40S ribosomal protein S5 (Fragmeifj,1 - 106 15 15,6 8,3
261 E SAHH_MEDSA Adenosylhomocysteinase 53,1 57 110 6 6 7 22,1
262 E SAR2_SOLLC GTP-binding protein SAR2 219 6,4 102 6 124 11,1
263 E SDLCA_SOYBN Dynamin-related protein 12A 68,3 8,0252 15 14,9 19,1
264 E SFR2_ORYSJ Beta-glucosidase-like SFR2, 73,2 6,3 44 6 15 43,7
chloroplastic
265 E SKIP1_ARATH F-box protein SKIP1 345 56 40 2 3,0 40,9
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikaéni Nazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet  proteinu [%] [ppm]
266 E SKS2_ARATH Monocopper oxidase-like protein 66,4 5,9 31 2 3,2 20,2
SKS2
267 E SODC_PEA Superoxide dismutase [Cu-Zn] 15,3 56 733 23,7 9,1
268 E SODM_PRUPE  Superoxide dismutase [Mn], 254 6,3 45 2 6,6 10,3
mitochondrial
269 E SUS7_ORYSJ Sucrose synthase 7 97,7 8,0 61 3 2,5 3 12
270 E TBA1_ANEPH  Tubulin alpha-1 chain 49,8 5,0 410 60 7,98 11,8
271 E TBA6_ARATH  Tubulin alpha-6 chain 495 49 544 97 1.4 12,2
272 E TBB_CICAR Tubulin beta chain 50,5 4,8 410 59 23,8 14,5
273 E TBB2_PEA Tubulin beta-2 chain (Fragment) 504 - 241 56 22,4 14,6
274 E TBB3 _PEA Tubulin beta-3 chain (Fragment) 49,5 - 240 59 23,4 14,9
275 E TCPE_ARATH  T-complex protein 1 subunit epsilon %9, 55 98 7 54 14,5
276 E TPPI_ARATH Probable trehalose-phosphate 41,9 94 63 4 7,9 33,7
phosphatase |
277 E VATA_BRANA V-type proton ATPase catalytic 68,7 52 309 36 13,6 15,5
subunit A
278 E VATB1_ARATH V-type proton ATPase subunit B1 54,1 ,05 193 12 14,8 19,5
279 E VATE_MESCR V-type proton ATPase subunit E 26,1 6,58 4 4.4 12,2
280 E VCL1_PEA Vicilin, 14 kDa component 140 53 226 18 41,1 6,3
281 E VCLA PEA Provicilin (Fragment) 315 - 188 24 16,7 12,1
282 E VDAC_PEA Outer plastidial membrane protein 29,6 9,1 226 10 21,0 11,9
porin
283 E Y4443 _ARATH Probable transposase-like proteéif,9 7,1 48 4 5,7 19,9

At4g04430
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Tab. 1 Seznam identifikovanych protéin precipitatu extraktu hrachovych semgkié(pokracovanj

Cislo Identifikacni Nazev proteinu MW  pl Skére Peptidy Pokryti sekvenceRMS90
proteinu zkratka proteinu [kDa] pocet proteinu [%] [PpmM]
284 E YCF1 _PELHO  Putative membrane protein ycfl 308,0,11@30 2 0,7 34,7
285 E YCF1_PINTH Putative membrane protein ycfl 205,24 9,37 2 1,7 19,0
286 E YCF2_CARPA Protein ycf2 2696 86 36 2 1,0 12,8
287 E YCF2_IPOPU Protein ycf2 257,8 9,2 70 3 15 26,7

Zkratky M a E oznéuji metodu, kterou byl protein identifikovan. M: m@.C-MALDI TOF/TOF MS/MS, E: nanoLC-ESI Q-TOF MS/M%entifika¢ni
zkratka proteinu: kéd proteinu v databazi Swiss/RitiprotKB; MW: molekulova hmotnost proteinul:prypoiitané predikovana hodnota izoelektrického
bodu proteinu, Skére ukazuje hodnotu pegaatiobnosti fitazeni peptid k prislusné sekvenci, pro nanoLC-MALDI TOF/TOF MS/MSldyninimalni
stanovena na 80, resp. 30 u nanoLC-ESI Q-TOF MSHERSI minimalni hodnota skére u nanoLC-ESI Q-TOE/MIS byla zvolena diky&sSi presnosti
meteni; Peptidy peet: paet identifikovanych peptitlze sekvence proteinu; Pokryti sekvence: velipostil identifikovanésasti proteinova sekvencédr
celkové sekvenci; RMS90:istni kvadraticka odchylka MW mezi identifikovanypgptidy a teoretickymi hodnotami
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NejvétSi podil identifikovanych nejadernych protiitvori tubuliny cytoskeletu a
membranoveé proteiny z ostatnich Beémych organel. Lze tak usuzovat na zéaklad
vysokého potu identifikovanych peptidl nalezicich dmto proteirim. Identifikovano
bylo i mnozZstvi zasobnich protéinnag. vicilin. Paietné zastoupeni maji velké
komplexy molekularnich chapenbre cytoplasmy, mitochondrii i chloropléstkteré
mohly byt koprecipitovany s NK diky své velikosti.

8.3 Analyza identifikovanych proteini podle genové ontologie

Pro porovnani lokalizace identifikovanych proteinjejich funkci a zapojeni do
bunééného metabolismu a dalSich pracésyly pouZzity nastroje pro genovou ontologii
AgBase (http://www.agbase.msstate.edu/cgi-bin/tomlex.cgi) a DAVID 6.7
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/)  za  vyuziti tiptupovych  kod  jednotlivych
identifikovanych proteifh v databazi Swiss-Prot z portalu UniprotKB. Dalsfiormace

o proteinech byly vyhledany nastroji UniProtKB ghttwww.uniprot.org/) nebo pomoci
dat z Plant-PLoc (Chou a Shen, 2007).

Zastoupeni identifikovanych protdirvyskytujicich se v jae a jadérku je nejmén
25,4 %. V cytosolu nezahrnujicim ostatni &mé kompartmenty je mozny vyskyt 16,4
% ze vSech identifikovanych protéinv plasmatické membréna buréné stné se
muze nalézat 18,1 % protdim 2,8 % proteii Ize najit i mimo biiku (viz Obr. 8).

Lokalizace identifikovanych proteina

B mimobunécna oblast - 2,8 %
W bunécna sténa-4,9 %

M jadro-10,5%

M jadérko - 7,0 %

M mitochondrie-9,8 %

m endosom-0,7 %

W vakuola - 10,1 %
/ m peroxisom - 0,7 %
- endoplasmatické retikulum - 5,6 %
\

B Golgiho aparat-8,7 %

M cytosol - 16,4 %
ribosom - 13,9 %
cytoskelet - 10,8 %

plasmatickd membrana - 13,2 %
plastid - 18,8 %

tylakoid - 1,4 %

membrany - 29,3 %

Obr. 8 Rozdleni proteiri identifikovanych v MnCl precipitatu extraktu hrachovych
semenéki podle lokalizace v butnych kompartmentech. Kalévy graf je zaloZzeny na
vysledcich analyzy GO pojim pro jednotlivé proteiny nastrojem GOSlimViewer
(http://lwww.agbase.msstate.edu).

59



Shrnutim podle funkce ma tém polovina (42,9 %) identifikovanych protéin
schopnost véazat nukleotidy. K molekulam DNA se vakg2 % identifikovanych
proteini. Vice nez 24,7 % vSech identifikovanych proteiiuinguje jako hydrolasy
(Obr. 9). Funkci receptoru ma 1,7 % z nalezenydtemmi. Podle biologické aktivity je
43,6 % proteifl zapojeno do biosyntetickych proée23,3 % se &astni metabolismu
slowenin obsahujici nukleotidy a 19,2 % je zapojenardasportu. Mé# paietné je
zastoupeni proteinzapojenych do procégpienosu signal 1,0 %, do bu&ného cyklu
zasahuje 2,8 % a procesu btme smrti se &astni 1,0 % z identifikovanych protéin
(Obr. 10). Podle softwaru DAVID byl nejvice ideiitdvanym proteiim pritazen GO
pojem ribozomalni proteiniphodnog-P 3,60E-27. Tomuto GO-pojmu odpovidalo 25
z 209 proteif, které tento software rozeznal. DalSi nejvice edfpejici terminy pro
soubor analyzovanych protéirv zavislosti na jejich bugné lokalizaci jsou uvedeny
v grafu (Obr. 11). B razeni dle genové ontologiei#e byt jednomu proteinufipazeno
vice kritérii, hodnot. U &kterych proteid naopak nap informace o mozné lokalizaci
ve vice buncnych kompartmentech chybi. Kaimy sowet vSech protein zarazenych
dle pislusnych kritérii tak rize byt odliSny, a to i &kolikanasobg vysSi nez peet
identifikovanych proteit.

Funkce identifikovanych proteini

M vazba nukleotidd - 42,9 %

® molekularni funkce - 6,3 %
W vazba DNA-4,2 %
HvazbaRNA-7%

M katalyticka aktivita - 17,4 %
B nukleasova aktivita - 0,3 %
M prevod signaldi - 1,7 %

M receptor-1,7%

strukturni molekula - 17,8 %
B transport-9,1%
M vazba proteinl - 18,1 %
translaéni faktory, vazba RNA - 4,5 %
M vazba lipid( - 0,3 %
W kinasova aktivita - 3,1 %
transferasa - 10,8 %
® hydrolasa - 24,7 %
regulace enzyml - 0,3 %
vazba cukrd - 0,7 %

v7

Obr. 9 Rozdleni proteiri identifikovanych v MnCl precipitatu extraktu hrachovych
semendki podle jejich funkce. Kok&ovy graf je zaloZzeny na vysledcich analyzy GO gopro
jednotlivé proteiny nastrojem GOSlimViewer (httpaw.agbase.msstate.edu).
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Biologické procesy

B metabolismus sloucenin obsahujici nukleobaze -
23,3 %

B metabolismus aminokyselin - 4,2 %

B transport-19,2 %

W bunéc¢na komunikace - 7,0 %

B multibunécény vyvoj organismu - 6,6 %

M bunééndsmrt-1,0%

H katabolické procesy - 13,6 %

M biosyntéza - 43,6 %

m diferenciace bunky - 2,8 %

Obr. 10 Rozdleni proteiri identifikovanych v MnGl precipitatu extraktu hrachovych
semendki podle jejich zapojeni daiznych bugénych proces. Kolatovy graf je zaloZzeny na
vysledcich analyzy GO pojim pro jednotlivé proteiny nastrojem GOSlimViewer
(http://www.agbase.msstate.edu).

Lokalizace identifikovanych proteina dle DAVID

B ribosomalni protein, hodnota-P 3,60E-27

M cytosol, hodnota-P 1,9E-22

m jadérko, hodnota-P 3,60E-18
M cytoplasma, hodnota-P 2,40E-17
M proteasom, hodnota-P 5,50E-12

‘ m plasmaticka membrana, hodnota-P 4,70E-08

Obr. 11 Rozdleni proteirii identifikovanych v MnG precipitatu extraktu hrachovych
semendki podle lokalizace néastrojem DAVID gene functional agdification tool
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Pro srovnani jsdujednotlivym GO pojmfim burgcnych
kompartmeni pridany i velikosti hodnot-P. Vybrany byly GO pojmyhednotami-P < E-07.

Velikost hodnoty-P je népmo zavisla na pttu identifikovanych proteiin odpovidajicich
danému GO pojmu.

= mikrotubul, hodnota-P 2,20E-07
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9 Diskuse — jaderné proteiny

9.1 Metoda precipitace jadernych proteimi pomoci MnCl,

Pro studium jaderného proteomu nebo proteinovéBtoapeni v chromatinu bk se
jako vychozi materidl vyuZivaji izolovana jadra, keerych je éznymi metodami
izolovan chromatin nasledrextrahovan. R izolaci €chto proteiri je cilem izolovat
cely komplex nukleovych kyselin i s asociovanymbteiny s moznosti zachyceni
proteini nalézajicich se v jejich blizkosti. K tomuto krole pouzivalo sévacich
¢inidel vytvaejicich pevna spojeni mezi NK a proteiny, které ehubyt nasledé zase
odckleny (Collas a Dahl, 2008).¢€8nou metodou je pouziti specifickych protilatektpro
histomim, které se vazou na DNA (Lambert et al., 2009).Axvni pohled podobnym
zpisobem funguje i pouzitd metoda precipitace jaddrngmteii a NK pouzitim
MnCl,.

Moznost vyuziti této metody pro izolaci NK byly m#my pi izolaci plasmidové
DNA Enterobacter aerogenédSandhya R Shenoy, 2003). Vyhodné vlastnosti $tofic
funkci této latky jsou dany vazebnymi moZnostmitioMn®*. Schopnost Mfi vazat
piimo baze nukleovych kyselin a sasré molekuly proteifi (Yamagata et al., 2002),
tuto metodu odliSuje od vySe zmifiych postup a Zejmé ma nemaly podil na
identifikaci mnoha cytoplasmatickych protéjnribosomalnich a ostatnich protéin
zapojenych do procesu translace mRNA nebo ptocdéeni buiky a metabolismu
nukleovych kyselin, nalézajicich se mimo jadro. #HWMn®" iontd do vysledné nizké
7.5 mmol -1 koncentrace ma také pozitivni efekt na stabilttulgury NK, kdy by pi
této koncentraci ne#to dochazet k vyraznym ziam konformace DNA (Polyanichko
et al., 2004). Zrny struktury DNA by mohly mit za nasledek disociaevazanych
proteini. Vliv Mn?" na stabilitu a obnovu konformace NK i po denatunadrng
zvySenou teplotou je moznodiginou mého neusného pokusu s pouzitim DNasy |
s cilem ziskat mozné dalSi proteiny vazané na DN&ymovou degradaci nukleové
kyseliny. Tento vysledek je souladu se #m$in Blocha a Cedara, kfeu chromatinu
z erytrocyt kurat precipitovaného 2 mmof: MnCl, pozorovali zvySeni odolnosti proti
pusobeni stafylokokové nukleasy o 12 % (Bloch a Cetldr6). Vysledek experimentu
také podporuje tvrzeni Lamberta a spolupracayniei se domnivaji, ZevétSina
proteint, u kterych sej@dpoklada asociace s DNA, se ztraci &lzemn ipravy vzorku,
kdy piicinou je pra¢ pritomnost velkych komplex DNA a proteir, které nejsou
rozpusény a centrifugaci se shlukuji (Lambert et al., 2008ezi pouZitou metodou
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extrakce proteiln z komplexu NK tepelnou denaturacti 0°C nebo enzymovym
pusobenim DNasy | tak byl pozorovan jasny rozdil povpdeni SDS-PAGE. U
extraktu oSéeneého DNasou ldbec nedoslo k rozteni proteiri z naneseného vzorku
dle molekulové hmotnosti.ftPnaneseni supernatantu z extraktu nebyly pozosowan
gelu zadné proteinové pasy. Pokud byl nanesen skoddiast extraktu, také nebyly
pozorovany zadneé proteinové pasy, ale byl&jistelky pas na rozhrani zatistaciho a
déliciho gelu. Zejm¢ se mohlo jednat o shluk kompftexedegradovanych nukleovych
kyselin, které by jinak po tepelné degradaci neliopeni DNasy | proSly gelem. Tato
skutg&nost miZze byt vysétlena tak, e prav diky pisobeni MA" doslo k &sné
vzajemné asociaci NK a struktura DNA se stala pnba enzym ndjstupnou.

9.2 Identifikace proteind hmotnostni spektrometrii
Po porovnani identifikovanych protéinz mgieni provedenych na obou pouZitych

hmotnostnich spektrometrech s MALDI a ESI ioniza®é paralelni vyuZziti obou
piistroji zda byt vhodnou volbou. ®btechniky zaznamenali pouze 21 shodnych
identifikaci z celkového pbu 287. \&tSina identifikaci tveéicich vice nez 70 % byla
tedy unikatni a zavisla na zvolenérfisgroji. Pongr identifikovanych proteit pro oba
piistroje je asi 2:1 pro ESI-Q/TOF, coz je¢epr¢ opany vysledek nez hodnoty
publikovany v praci Petrovska et al. pro NRnjene. Ve zmiéné praci vSak byl pouzit
jako vychozi material jaderna extrakt @déeaty DNasou |. B¢inou mohou byt rozdilné
moznosti ionizace analyzovanych peptidbéma pouzitymi technikami a tpod
identifikovanych proteith i z mimojadernych bui&nych kompartmertit (viz kapitola
2.5).

9.2.1 Proteiny z jadra

Podle distribuce identifikovanych protéin buice na zaklaglinformaci z GO databazi
bylo 29 z nich lokalizovano do jadra a dalSich 2&Sinou podjednotek ribozaimdo
jadérka. Ribozomalnich protéinbylo nalezeno celkem 47. Celkem tedy bylo
identifikovano 72 proteiin s mozZznou lokalizaci v jd&d, coz je ¢tvrtina ze vSech
identifikovanych proteii. Mezi €mito proteiny jsou zZi@azeny nap F-box protein
SKIP1, vyhradn se nalézajici v j&d jako sodast komplexu ubikvitinligasy (Risseeuw
et al., 2003). V jatk se také rive vyskytovat mozny mediator transkiip podjednotky
37e RNA polymerasy Il ,probable mediator of RNA yrolerase Il transcription subunit
37e protein“ zapojeny do procesu modifikace AK enat k jejich naslednému

smerovani do oblasti jaderného obalu (Brkljacic et 2009, s. 1)). V jadérku setide
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vyskytovat identifikovany aktin-7, isoforma aktinjghoZ tvorba je sikh indukovana
vngjSim pasobenim auxitn (Kandasamy et al., 2001). Aktin-7 je také lokadian

v burg¢né stné. Primarr v jadie lokalizovany protein je homolog E proteinu kohtro
burgé¢cného dleni 48 ,cell division control protein 48 homolod Ecastnici se procés

burg¢ného dleni, tistu a membranového transportu (Feiler et al., 1995)

9.2.2 Proteiny burééné sény, cytoplasmy a mimoburééného prostoru
Mimo zmireny aktin-7 byly v precipitatu budného extraktu hrachu identifikovany i
jiné nejaderné isoformy aktinu tkioi buré¢nou kostru. Proteiny bétiné kostry se
mohou vyskytovat v asociaci s chromatinem, coz madbyt divodem identifikace
mnoha z nich po precipitaci MnLl Aktin a myosin se podileji na segregaci
chromozond v mitéze (Fabian a Forer, 2007). Mezi proteiny aemymi jako
cytosolické byly identifikovany molekuly s transpur funkci dynaminu-2A a
dynaminu pibuzné proteiny ozi@né 1C a 1D. Tyto motorové proteiny s GTPasovou
aktivitou se podili na transportu mezi cytoplasmagadrem a €astni se cytokinezetip
burécném cleni (Hong et al.,, 2003). Identifikovana byla i pethotka pro jadro
specifickych transportnich proté&in importin, rozpoznavajicich NLS motiv
pienaSenych protein(Jiang et al., 1998). Mimo khku Ize nalézt zmimny ,probable
mediator of RNA polymerase Il transcription subuifie protein“. Mimo podjednotek
ribozémi, iniciacnich a transknich faktofi byl identifikovan cytosolicky RNA vazajici
protein ,putative pumilio homolog 13“. Pumilio peshy jsou u Zivéichi a kvasinek
zapojeny do procéspostranslénich Uprav a transportu RNA, a zpracovani a transla
rRNA. Jejich funkce u rostlin neni dostéte prostudovana (Abbasi et al., 2011).

9.2.3 Ostatni proteiny metabolismu nukleotid a nukleovych kyselin

Podle funkce jednotlivych proteinpievazuji proteiny se schopnosti vazat nukleove
kyseliny a obech nukleotidy. Do skupiny proteinmetabolismu bazi NK byl ¥azen
nalezeny protein ,pentatricopeptide repeat-contgjrotein At2g15820“ vyskytujici
se v chloroplastech, ktery je nezbytny pro ®&ddani a vznik proteitn komplexu
fotosysténd | a Il (de Longevialle et al., 2008). Z chloroplasaké pochazi izolované
beta podjednotky DNAizené RNA polymerasy zprdstikovavajici pepis DNA do
RNA. Identifikovdna byla ifada enzym katalyzujici vznik nukleosidtrifosfatjinych

nez ATP nap nukleosid difosfatkinasa 1 a 4 (Finan et al.,4)9®o0 této skupiny bylo

zahrnuto i mnoho protein fungujicich jako molekularni pumpy, nebo transpiort

64



proteiny vyuZivajici a vazajici ATP. ATP pro degeadvyuziva proteasom 26S. Tento
enzym funguje také jako sédst proteasomu jadra #igzuje se mu pozitivnigsobeni
pii vzniku transkrigniho preinicignihno komplexu RNA polymerasy Il (Fu et al.,
1999). K tomuto proteasomu degradujici specifickykutinylované proteiny pait i
nalezeny protein ,26S proteasome non-ATPase ragylasubunit 8 homolog A"
zasahujici ngmo do signalizéni drahy cytokinii (Smalle et al., 2002, s. 12). ,ARF
guanine-nucleotide exchange factor GNOM* (GNOM)kjenembranam asociovany
protein aktivujici malé ARF G-proteiny, regulujigezikularni transport. Transport
zavisly na GNOM tak rize ovliiiovat polaritu biiky, coZz ma za nasledek orientovany
pienos auxif (Steinmann et al., 1999). Transportu atxde @astni i nalezeny ,auxin
efflux carrier component 2 protein“ a transmembgkgngauxin transport protein BIG*.
Na ochrag chloroplastové DNA proti oxidaci se podili ,2-Cperoxiredoxin BAS1-
like protein® (Dietz et al., 2002) , st&nmuiZze fungovat i identifikovana
protochlorofylidreduktasa. MozZny¢tsi vyskyt a nalezeni obou protéin precipitatu
MnCl, ziejm& souvisi se stresem vyvolanym u pouZzitych rostitdostatkem sitla

béhem jejich fistu.

9.3 Srovnani softwarovych nastroji pouzitych pro genovou ontologii
Pro informace o genové ontologii identifikovanyctoteini byly pouzity 2 odliSné
softwarové nastroje: DAVID a AgBASE. Software DAVIDMo#iuje fazeni proteit
do skupin dle u nich nejvice se vyskytujicich GQmpo Vysledkem jsou hodnoty-P
vypovidajici s jakou prawgpodobnosti analyzovany soubor proteodpovida danému
GO pojmu. Velmi omezujicim prvkem tohoto nastropev§ak ukézala nutnost zvolit
typ organismu, ke kterému se analyzovany soubdejpfovztahuje, nap Arabidopsis
thaliana Oproti tomu software AgBas@di proteiny do skupin pouze dlélpiznosti
GO pojmu bez zavislosti natwodu jednotlivych proteiin coz bylo pro analyzovany
soubor rostlinnych proteinvelmi vyhodné. Tento rozdil v moZnosti analyzy lsow
identifikovanych proteifi obéma nastroji byl s nejtSi prav@podobnosti dvodem,
pro¢ software DAVID rozpoznal pouze 209 ze vSech 28hiiikovanych proteifi a
do skupin dle GO pojinh zaradil 68 proteifi, z nichz ¥tSinu tvdili identifikované
ribosomalni podjednotky.iPinterpretaci dat z tohoto softwaru je proto nutretento
postup bréat tetel. Software AgBase #adil vSechny proteiny pro které byl uveden
aspa 1 GO pojem. Vyhodou AgBase je také moznost maildldoplrEni GO pojni

ke kazdému proteinu.
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10  Vysledky a diskuse - OPAO
Pomoci mirs pozneénéné dive popsané metody izolace a purifikace byl ziskdrym
OPAO z nadzemniésti etiolovanych rostlinek ovsa (160 g) (Stranekal., 2007). Po
findlnim pecisteni gelovou permemi chromatografii a zahudti eluatu byl ziskan
protein o koncentraci 0,3hg-mi* (Obr. 4).Cistota izolovaného produktu byla &ena
SDS PAGE, kde byl pozorovan vyrazny pruh odpovéiajiolekulové hmotnosti 52,5
kDa (Obr. 12), coz tédit odpovida i vypsétené hodnat MW 54 kDa z reteénihocasu
po chromatografické separaci na kaloBioSil SEC125-5. MozZznou kontaminaci
produktu tvail neznamy protein s MW okolo 34 kDa pozorovatehsy stejném gelu.
Tento protein nebyl identifikovan.

Po vizualizaci gelu po IEF byla pomoci znamych taidp standard stanovena
hodnota p pro nativni OPAO na 6,5 (obr. 13).

kDa

974 —
66.2 —

| 1]

450 —
31.0 — N
—

215 —

Obr. 12 SDS-PAGE OPAO. Vlevo proteinové standamip-Rad) s vyzn&nymi hodnotami
jejich molekulové hmotnosti. Vpravo vzorek OPAO&@ma MW je 52,5 kDa), mnoZstvi 1,5
1g. Barveno Coomasie Briliant Blue R-250.
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Obr. 13 Nativni IEF OPAO. Vlevo proteinové standargro IEF (Sigma Aldrich)
s vyzna&enymi hodnotami jejich izoelektrického bodu. Vpraxmrek OPAO, mnoZstvi 1,5 ug.
Barveno Coomasie Briliant Blue R-250.

Hmotnostni spektrum pepftidziskanych po 8peni OPAO vgelu z SDS PAGE
modifikovanym trypsinem (Sebela et al., 2006) jbraaeno na Obr. 14. Po separaci
digestu vzorku OPAO nanoLC na 340 peptidovych frake MALDI destéku byly
MS/MS analyzou identifikovany jednotlivé peptidy méklad sekvence (Obr. 15).
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Obr. 14 Hmotnostni spektrum peptidového digestu OPAPopisem jsou vyzgdany
identifikované peptidy OPAO s potvrzenymi AK sekeemi publikovanymi v této praci.
lonty pii m/z2336; 2180; 1286 a 749 byly popsariivd (Stranska et al., 2007)
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Obr. 15. Chromatogram separace peptidovéss®PAO pomoci nanoLClerre vyznaen
zadznam z UV/VIS detektoruip214 nm.cerverg vyznaen piibéh gradientu eléniho roztoku B
(80 % ACN; 0,1 % TFA).

Spektrum po prohledani databaze SWISS-PROT odpovidgvice sekvenci MPAO
(pristupovy kod PAO_MAIZE) s pra¥gpodobnostnim skdre 680 a 10 identifikovanymi
peptidy. Vyhledavanim v databazi NCBInr byla i @i vysokém skore 904 shoda
13 nalezenych peptidse sekvenci hypotetickému proteinu Osl_33252 18i84397).

Z ostatnich protein peptidovému spektru nejlépe odpovidala PAO ¢mpgne
(gi:14485485) se skore 649 a 10 identifikujicimpipedy. Data ziskana pro identifikaci
peptich predtim manuakh piedseparovanych gradientem ACN na C18 ZipTip
pipetovych Spikach neposkytla Zadné dalSi informace, nebyly daktifikovany dalsi
peptidy z AK dosud nezndmé sekvence OPAO. PorowmakiS spekter frakci
eluovanych roztoky giznym obsahem ACN a naslednou MS/MS analyzou
s predseparaci pepfichanoLC na 120 frakci bylo zji&to, Ze vSechny nalezené peptidy
ze vzorku celkového digestu OPAO byly obsaZzenyrakcich s 25 % a 35 % ACN
(Obr. 16). Celkem bylo identifikovano 20 pegtig rozmezi MW od 879 do 1540 Da
(Tab. 2).
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Obr. 16. Hmotnostni spektrum frakce peptidovéhaestig OPAO po eluci 25% roztokem
ACN. Popisem jsou vyziany identifikované peptidy.
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Tab. 2 Sekvence peptichalezenych analyzou trypsinového digestu izolov@RAO metodou
nanoLC-MALDI-TOF/TOF MS a MS/MS

nantrena vypostena vynechana
¢. molekulovd hmotnc molekulovid hmotnost rozdil Sgpnéa
sekvence [M+H] " (Da) [M+H] " (Da) (Da) mista

1 NGYVHGAY 880,4068 880,3875 0,0193

2 KFWPEGK 891,4744 891,4650 0,0094

3 AEIVEVLR 928,5536 928,5389 0,0147

4 YEYDQIR 986,4652 986,4505 0,0147

5 SNWPIGVNR 1042,5487 1042,5356 0,0131

6 DYEFAEPPR 1123,5074 1123,4982 0,0092

7 LVTVTDEESR 1148,5890 1148,5721 0,0169

8 ILEATDHIGGR 1181,6354 1181,6200 0,0154

9 SNWPIGVNRY 1205,6119 1205,5989 0,0130

10 FTGEHTSEHY 1207,4991 1207,4942 0,0049

11 LILEATDHIGGR 1294,7192 1294,7041 0,0151

12 LVTVTDEESRR 1304,6878 1304,6732 0,0146

13 GSFSNWPIGVNR 1333,6629 1333,6575 0,0054

14 VIVGAGMSGISAGK 1359,7693 1359,7592 0,0101

VIIVGAGMSGISAGK

15 (oxidace) 1375,7600 1375,7541 0,0059

16 TGEHTSEHYNGY 1394,5570 1394,5535 0,0035

17 VYFTGEHTSEHY 1469,6314 1469,6259 0,0055

18 VHGAYLAGIDSADIL 1514,7864 1514,7777 0,0087

19 VIVGAGMSGISAGKR 1515,8518 1515,8603 -0,0085

20 FTGEHTSEHYNGY 1541,6356 1541,6219 0,0137

MS/MS spektra byla ziskana bez kolizni disociacen@u tzv. “laser-nduced metastase
fragmentation“ pouzitim LIFT cely pro akceleracadment. Frakce eluatu kokrystalované
s matrici CHCA na desite AnchorChip 800 byly automatickyébeny jednotli¥ v MS modu a

10 nejintenzivijSich peptidovych iorit z kazdého sumarniho hmotnostniho spektra bylo
vybrano jako prekurzory pro naslednéiemi v MS/MS modu. Peptidové sekvence byleay

na zaklad databdzového vyhledavani s MS/MS datipadré manualnide novaanalyzou.

Ziskané sekvence AK z identifikovanych peftidyly pomoci programu BioEdit
s rozsfenim ClustalW naroubovany na znamou AK sekvenci P& porovnany se

AK sekvencemi dalSich rostlinnych PAO (Thompsoalgt1994)(Obr. 17).
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Obr. 17. Srovnani AK sekvenci PAO. K vytemi obrazku bylo pouZito programu pro
zpracovani sekvenci BioEdit (verze 7.2.5, lbis Biesces)(Hall, 1999) a znamych
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aminokyselinovych sekvenci rostlinnych PAO a pepticth sekvenci OPAO ziskanychick

(Stranska et al., 2007) a nyni. HPACHerdeum vulgarBAO (gi: 14485485); MPAO Zea

may$AO (gi:6225822), OsPAO -Oryza sativ®AO (gi:218184397); OPAO 07 Avena

sativaPAO peptidové sekvencectanku Stranska et al. 2007; OPAO n - &odentifikované

peptidové sekvence z primarni struktury OPAO.&Hlickou je ozn&eno misto mozné
glykosylace.

Vysledky ziskané v tomto experimentu i bezieni enzymové aktivity dokazuji, Ze
izolovanym proteinem byla polyaminoxidasa z ovs@gstéha molekulova hmotnost je
velmi podobna publikovanym hodnotam 51 a 56 kD&#&&ibara, 2014; Stranska et al.,
2007). Ol prace se liSi metodami izolace OPAO. Sakakibabd4puvadi uziti pouze
1 stupové purifikace navazanim proteinu zZefitrovaného extraktu naastice
karboxymethyl-Sephadexu, jejich nasledné napglndo sklegné kolony, promyti a
eluci. Postup izolace dle Stranska et al. (20@7gjiz ¢lanku vychazela metodika
izolace OPAO vtéto praci, oproti tomu zahrnuje 3upsovou purifikaci
iontomenicovou chromatografii zakéenou @lenim na kolos s molekulovym sitem.
Federico et al. (1989b) publikoval pro OPAO MW 6Ba& Podle podobnosti dosud
znamychcasti AK sekvence se dalaegpokladat glykosylace tohoto enzymu na Asn
zbytku odpovidajicim Asn77 MPAO. Podil sacharith celkové MW jinych PAO je
okolo 3%, jde o data publikovana pro kiiku (Suzuki a Yanagisawa, 1980); (Federico
et al.,, 1989a) a {men (Radova et al., 2001), coz je fipact MPAO podil na
molekulové hmotnosti zhruba 1,5 kDa. Steyelké zastoupeni oligosacharide da
piedpokladat i pro OPAO. Pokud je AK sekvence OPA@kali glykosyl@&niho mista
stejna jako MPAO, peptidn se sekvenci tohoto mistdtANPIWPIVNSTLK
MNPIWPIVNSTLKLR by po SEpeni trypsinem odpovidaly signalyipm/z 1513,8 a
1783,2 které p analyze nebyly zaznamenany. Ale samegr¢ mohou byt okolni
sekvence odlisné. Glykosylace proteintize byt gicinou zjisS€né zdanli¢ mensi MW
z davodu tvorby prostoray vyhodrgjSi kulovité struktury 1épe prochézejici geleri p
SDS-PAGE. Experimentem kdy byla OPAO #8aaN-glykosidasou F byla tato Gvaha
potvrzena v praci od (Sakakibara, 2014), dale sak vdutor tomuto problému
newnoval. Rozdilné publikované MW pro OPAO Zp&¥ané pomoci SDS-PAGE tak
mohou byt zfisobeny od&penim cukerné slozky nebo seide jednat o struktugn
podobné isoformy enzymu. fifinou rozdilnych vysledk maze byt také chyba
kalibrace. Fitomnost vice forem OPAO iwie byt vys¥étlenim, pr@& byly pri purifikaci
na Mono-S kolo& zaznamenany 2tekryvajici se piky 7 a 8 (obr. 1) a poté gelovée

permeé&ni chromatografii v obou ffpadech pozorovdn pouze 1 pik se stejnym
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retertnim ¢asem. Dle abstraktu jinak #@né ziejmé nepublikované prace (Gardner-
Johnson, 1998), kdy byla izolovdna cDNA kédujiciAQPje vypaitena MW OPAO
53,015 Da, coziedstavuje 470 AK a nezahrnuje 24 AK velky sign@leptid. Signalni
peptid pro lokalizaci proteinu do apoplastu sklédage z 28 nebo 25 AK byl nalezen a
popsan u MPAO i BPAO (Cervelli et al., 2004). Vy¢pena MW od3tpitelné signélni
sekvence MPAO je 2,7 kDa (Tavladoraki et al., 1998Fchto informaci Ize odhadovat
MW celého glykosylovaného proteinu na 57 kDa. Rudslané hodnoty Ippro OPAO
se velmi li$i a to od 4,7 po vice nez 9 (Sebelal.e2001; Sakakibara, 2014). Z§isa
hodnota pl 6,5 zapada do tohoto intervalu. Optiinghh pro aktivitu OPAO je kolem
6,8 (Federico et al., 1989b). Hodnoty ngikyselého progedi apoplastu jsou mezi 5 —
6,5 pH (Grignon a Sentenac, 1991). Olkkeefak nelzdici, Ze existuje souvislost mezi

pH optimem proteinu a hodnotou jehio(fpalley a Alexov, 2010).
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11 Zawr

V této praci byla otestovana moznost vyuziti Mn&e srazeni NK spolu s NP z
extraktu rostlinek ovsa a hrachovych sentkia Postup byl aplikovan na tydenni
etiolované hrachové semeR§ i ctrnactidenni rostlinky ovsa.

Hmotnostni spektrometrii byly identifikovany pratgi ziskané z extraktz obou
rostlin. Ve vzorcich z ovsa byly identifikovany paupeptidy z komplexu RUBISCO a
rostlinna B-D-glukosidasa. fevaZzujici obsah¢asti RUBISCO ve vSech frakcich
ziskanych rozélenim pivodni smési SDS-PAGE a jejich peptidovych digést
nanopfitokovou chromatografii znemoznil identifikaci mémastoupenych proteain
ovsa.

Z hrachovych semenii bylo dohromady identifikovano 288 prot&irNastroji pro
analyzu GO bylo vice nez 25,4 % z nichrazeeno jako proteiny z jadra. Schopnost
vazat nukleotidy byla if¥azena jako funkce 42,9 % identifikovanym proteifodle
biologické funkce se 40,8 % protéinicastni metabolismu makromolekul. Mezi
proteiny z#azenymi dodchto skupin byly nalezeny pro jadro charakterigtitkstony,
proteiny metabolismu DNA, podjednotky ribosmale i mimojaderné proteiny
nachazejici se v blizkosti jadra a proteiny asam@ék NK z ostatnictasti buiky.

Celkow nejvice zastoupenou skupinou identifikovanychgirdttvorily ribosomalni
podjednotky kterych bylo nalezeno 48. Proteirvazajicich se k DNA bylo
identifikovano 12. Nalezené kontaminanty z ostdtniorganel tvély piedevsim
tubuliny cytoskeletu, nejaderné membranové protéiteré byly koprecipitovany s NK
diky své velikosti nebo jejich vyragzvySSimu zastoupeni oproti ostatnim praiein

Nalezenim p&etného zastoupeni jadernych protemproteiri asociovanych s DNA
i RNA v extraktu z tydennich etiolovanych sem#ia hrachu bylo prokazano, Ze
metodu sraZeni rostlinného extraktu Ma@ vysledné 7,5 mmol*l koncentrace Ize

aspeEsre pouzit k ziskani precipitatu obohaceného o tyaxiigké proteiny.

Dale byla v této praci uspré izolovana PAO z ovsa setého. Pomoci SDS-PAGE
byla potvrzena fitomnost tohoto enzymu v kokreém preparatu, prokdzana jetistota
a owiena hodnota molekulové hmotnosti, ktgémdi 52,5 kDa. Molekulova hmotnost
byla uena i gelovou chromatografii. Pouzitim IEF byla S#ja hodnota

isoelektrického bodu pro tento protein, kteiré 6,45.
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Aminokyselinovd sekvence proteinu byla analyzovdmaotnostni spektrometrii
$pnych peptid po proteolytickém &peni trypsinem. Eelem bylo téZ ogfit, zda je
protein glykosylovany, neloobsahuje signalni sekvenci piy-glykosylaci. MS a
MS/MS analyzy peptidl byly provedeny po jejich separaci na kapalinovém
chromatografu (nanoptokovy systém, kapilarni kolona s C18 reverzni)faai Fistroji
MALDI TOF/TOF. Zadny glykopeptid nebyl nalezen, pysak ziskany sekvendéady
peptidi, a to jak databadzovym vyhledavanim dat z MS/MSlyanatak de novo
sekvencovani pouzitim software a homolognim vyhiadém. Celkem byly potvrzeny
sekvence 20 peptidv délce 117 aminokyselin, céii zhruba 24 % celkové sekvence.
Bylo zjisSttno, Zze PAO zovsa vykazuje vysokou homologii se veekemi

odpovidajicich enzytnz ryze, j€gmene a kukfice.
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Seznam pouzitych zkratek

ACN
AMBIC
APS
AtPAO
CB
CID
CuAO
DAPI
DTT
ESI
ESI-Q/TOF

FAD
FC
Gal
Glc
Hepes
HMG
IAA
IDA
IMAC

MALDI

MALDI TOF-TOF

Man
MPAO
MS
MW
NAC
nanoLC
NK
NP
NPC
NTA
NuP
OPAO
PA
PAO
pl
PML
PSD
PTM
PUT
RNP

- acetonitril
- NH4HCO3
- adenosin-5"-fosfosulfat
- polyaminoxidasa z Arabidopsis thaliana
- Cajalovadliska
- kolizi indukovana disociace
- aminoxidasy obsahujiciedi (EC 1.4.3.21, EC 1.4.3.22)
- 4" 6-diamino-2-fenylindol
- dithiothreitol
- ionizace elektrosprejem
- hmotnostni spektrometr vybaveny ianizelektrosprejem, s
kolizni celou, s kvadrupdlovym a idetovym analyzatorem
doby letu iont
- flavin adenin dinukleotid
- pfitova cytometrie
- galaktosa
- glukosa
- 4-hydroxymetyl piperazin-1-ethansulfonkyselina
- proteiny s vysokou mobilitou
- jodacetamid
- kyselina iminodioctova
- chelat&ni chromatografie vyuZivajici imobilizovanych
kovovych iont
- desorg@ni ionizace laserem z&asti matrice
- hmotnostni spektrometr s MALDI IQRACI a dwma TOF
analyzatory
- mannosa
- polyaminoxidasa z kukige (Zea Mays)
- hmotnostni spektrometrie
- molarni hmotnost
- N-acetylglukosamin
- nanojiitokova kapalinova chromatografie
- nukleové kyseliny
- jaderné proteiny
- komplexy jadernych por
- kyselina nitriltrioctova
- nukleoproteiny, proteiny asociované s NK
- polyaminoxidasa z ovsa (Avena sativa)
- polyaminy
- polyaminoxidasy
- isoelektricky bod
- promyelotarni jaderna leukémie
- metoda fragmentace rozpadem za iontovywjerdr
- posttranskrigni modifikace
- putrescin
- ribonulkleoproteinovéastice
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rpm
SNM
SnRNP
SPD
SPM
TEMED
TF

TFA
Tris

viv
VVPAO
w/v

- oté&ky za minutu

- survival motor neuron protein

- malé jaderné nukleoproteiny

- spermidin

- spermin

- N,N,N",N -tetramethylethylendiamin
- transkripgni faktor

- kyselina trifluoroctova

- 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
- objem na objem

- polyaminoxidasa z révy vinné

- hmotnost na objem
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