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ABSTRAKT

Posttranslacni modifikace proteini pfedstavuji komplexni rozsiteni diverzity
proteomu a poskytuji na transkripci nezdvislou kontrolu bunéénych procesu. Tato prace
s nazvem ,,Posttranslacni modifikace proteini a jejich role v kliceni rostlin“ stru¢né
pojednava o hlavnich posttransla¢nich modifikacich, blize rozebira roli fosforylace
protein V regulacnich cestadch rostlin a shrnuje obohacovaci techniky vyuzivané ve
fosfoproteomice. Experimentalni ¢ast popisuje vyvoj a optimalizaci metod, které mohou
byt vyuzity V monitorovani posttranslacnich modifikaci v pribéhu kli¢eni obilek je¢mene
(Hordeum vulgare L.), véetné frakcionace pletiv, ekvalizace proteomu a frakcionaénich
technik peptidd. Na zavér byly tyto metody pouzity pii analyze Gcinku peroxidu vodiku
na kliceni semen. Celkové bylo V jednotlivych frakcich identifikovano pies 1 400
proteini. Kvantitativni profily byly stanoveny pro vice nez 880 proteini (~60 %)
a validované proteiny s rozdilné¢ zménénym mnozstvim by mohly objasnit potencionalni
mechanismus stimula¢niho u¢inku peroxidu vodiku. Peptidy, které by odpovidaly
identifikovanym fosfoproteinim obilky, byly vtomto experimentu z velké vétSiny

nezmétitelné a jejich kvantifikace by vyzadovala optimalizovanou cilenou analyzu.

Klic¢ova slova: proteom, kliceni, peroxid vodiku, frakcionace, hmotnostni spektrometrie,

Hordeum vulgare



ABSTRACT

Protein posttranslational modification represents a complex extension of proteome
diversity and provides a transcription-independent control of cellular processes. This
thesis "Protein posttranslational modifications and their role in seed germination™ briefly
reviews major posttranslational modifications, highlights the role of protein
phosphorylation in plant regulatory circuits, and summarises enrichment techniques that
are employed in phosphoproteomics. The experimental part describes the development
and optimisation of methods that can be utilised in amonitoring of protein
posttranslational modifications during barley (Hordeum vulgare L.) seed germination,
including atissue fractionation, proteome equalisation and peptide fractionation
techniques. Finally, these methods were employed in an analysis of hydrogen peroxide
effect on seed germination. In total, over 1,400 proteins were identified in individual
fractions, quantitative profiles were established for more than 881 (~60%) and the
validated differentially abundant proteins could indicate a potential mechanism behind
the peroxide stimulatory effect. Peptides that would correspond to the identified seed
phosphoproteins were mostly inaccessible in this experiment and would require optimised

targeted analysis.

Key words: proteome, germination, hydrogen peroxide, mass spectrometry,

fractionation, Hordeum vulgare
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1 UVOD A CiL PRACE

Kliceni je kritickym bodem v zivoté rostlin. Ke studiu bunécnych procesti a zmén,
k nimZz dochazi v jeho prub&éhu, mizeme pfistupovat na n€kolika trovnich. Pokud
bychom se zaméfili pouze na oblast exprese gentl, tak miizeme vyuzit sledovani hladin
mRNA, ¢i analyzu proteini a monitorovani zmén v proteomu. I kdyz se tyto metody
mohou zdat jako rovnocenné, pravé proteomika se blizi vice k realité. Transkriptomika
totiz nabizi pouze nahled na spektrum mRNA nachazejicich se v bunce bez informace,
zda je dand mRNA ve sledovaném okamziku translatovana nebo ne. Navic V piipadé
kli¢eni obilky jsou prvni proteiny translatovany piedev§sim z mRNA ulozené b&hem
maturace a k transkripci nové mRNA dochazi az v pozdnich fazich kli¢eni. Studium
proteind pfindsi ovSem sva uskali, ktera spocivaji naptiklad ve zna¢né zvySené diverzité
proteomu oproti transkriptomu nebo ptislusného genomu. Jednou z pficin jsou
posttranslacni modifikace, které velkou mérou ovliviiuji funkce proteind, a proto je jejich
studium v prubéhu kliceni cilem této bakalarské prace.

Z sirokého spektra znamych modifikaci byla vybrana fosforylace, ktera patii mezi ty
lépe prostudované a z literatury je znadmo, Ze se podili na procesech spojenych s kli¢enim
rostlin (Bewley et al., 2013). Prvnim cilem prace byla literarni reSerSe, ktera by ptiblizila
vyznam fosforylace proteinu a popsala znamé metody obohacovani fosfoproteomu.
Druhym cilem bylo vyzkousSeni metod frakcionace proteomu a identifikovat proteiny,
které jsou modifikované. Jako treti cil bylo pfedpokladano monitorovani téchto

modifikovanych proteinii a jejich zmén v prabéhu kliceni.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Posttransla¢ni modifikace

Po translaci proteinti dochazi ¢asto Kk posttranslacnim modifikacim (PTM), které jsou
enzymaticky katalyzovadny nebo vznikaji spontdnnimi chemickymi reakcemi. PTM
mohou ménit velikost, naboj, strukturu a konformaci proteinti, coz mlize vyustit ve zménu
vlastnosti proteinti, jakymi jsou enzymova aktivita, vazebna afinita nebo hydrofobicita.
PTM mohou nejen ptimo meénit funkce proteind, ale mohou také neptimo ovlivnit
proteinovou pieménu (Clark et al., 2005). Jednotlivé proteiny mohou podstoupit nasobné
PTM stejného i rozdilného typu. PTM lze zjednodusené rozdélit na dvé skupiny. Prvni
skupinu PTM zahrnuji kovalentni modifikace postrannich fetézca, které jsou z pohledu
chemické povahy reakce obvykle elektronové bohaté a vystupuji Casto jako nukleofily
(Walsh et al. 2005). Druhou skupinu piedstavuji zmény na arovni peptidové vazby, jakou
je naptiklad tvorba isopeptidové vazby nebo kovalentni $t€peni peptidové vazby vzniklé
pusobenim proteaz, anebo autokatalytickym §tépenim (Walsh et al., 2005). V poslednich
desetiletich bylo zjisténo, ze proteom je mnohem komplexngjsi nez k nému piislusny
genom, a pravé PTM piedstavuji jednu z pficin zvySeni dynamické slozitosti proteomu
zivych bunék (Obr. 1). Identifikace a mapovani PTM se v poslednich letech dramaticky
zlepsily, zejména diky neustalému zvySovani citlivosti, rychlosti, pfesnosti a rozliSeni

hmotnostni spektrometrie (MS) (Cerny et al., 2013). Nicméné pro identifikaci

Posttranslaéni modifikace
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Obr. 1: Procesy vedouci k Fadovym rozdilitm mezi poétem protein-koédujicich genii
a poctem vyslednych unikdtnich proteinii a jejich lokalizaci. Upraveno dle Barallobre-
barreiro et al. (2013).

9



posttranslaéné upravenych proteinti nebo proteinti vyskytujicich se v malém mnozstvi je
jednoduchd MS analyza vétsSinou nedostacujici. Proto je pro studium posttranslaéné
modifikovanych proteint Casto nutné zvolit vhodnou separaci, frakcionaci nebo vhodné
obohaceni proteomu. Analyzu neusnadituje ani samotny pocet moznych modifikaci,
protoze pomoci hmotnostni spektrometrie bylo identifikovano vice nez 1 000 rozdilnych
proteinovych modifikaci. Nékteré z nich mohou byt ovSem artificialni jako naptiklad
oxidace methioninu a cysteinu béhem 2D elektroforézy, karbamylace vznikla ptisobenim
mocoviny nebo modifikace vzniklé pfi MS analyze (konverze fosfoserinu na
dehydroalanin diky neutrélni ztraté kyseliny fosforeéné) (Cerny et al., 2013). Z dnesniho
pohledu patii mezi nejvyznamné&jsi modifikace fosforylace, glykosylace, metylace,
acetylace, deamidace, ubikvitinace a riizné varianty redoxnich modifikaci. Hlubsi diskuze
této selekce by byla zcela nad ramec bakalatské prace, proto se nésledujici text zaméii na

fosforylaci, ktera byla zahrnuta i do experimentalni ¢asti této prace.

2.2 Fosforylace

Prvni fosforylaci proteinu objevili vroce 1906 Leven a Alsberg na proteinu
vaje¢ného Zloutku vitelinu (Collins et al., 2007). Teprve vSak po vice nez 50 letech
Fischer a Krebs popsali jednu z funkci reversibilni fosforylace, ktera spoc¢iva v regulaci
bunéénych mechanisml, za coz pozdé€ji obdrzeli Nobelovu cenu. Cilem studia
fosfoproteomiky je pomoci identifikace fosfoproteinti, nasledné kvantifikace fosforylaci
a pfesného mapovani fosforylovanych mist odhalit biologické funkce jednotlivych
fosforylaci (Kersten et al., 2006). Celkové miiZze byt fosforylovdno minimalné¢ osm
aminokyselin (Obr. 2). V cukaryotickych bunkach jsou pitevazné fosforylovany

aminokyselinové zbytky serinu (Ser) a threoninu (Thr), a to v pifiblizném poméru
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Obr. 2: Fosforylace nachazejici se v proteinech. Na aminokyselinovych zbytcich Ser, Thr
a Tyr jsou vytvareny O-fosfaty, N-fosfaty jsou tvoreny na aminokyselinovych zbytcich Lys,
His a Arg; acyl-fosfaty byly nalezeny pouze u Asp. Pro uplnost je vhodné dodat, Ze
aminokyselinovy zbytek cysteinu miize byt jako meziprodukt enzymatické katalyzy
fosforylovan, ale tato vazba je pouze prechodnd, a proto se obvykle neradi mezi PTM
(Cerny et al., 2013), upraveno.
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1 800 (pSer)/200 (pThr) (Li et al., 2016). Pii béznych studiich nejsou fosforylace na
N-fosfatech casto detekovany z didvodu nestability vazby fosfatu na atom dusiku
Vv kyselych roztocich, ale je stale vice zfejmé, Ze jsou vyznamné v mnoha regulacnich
mechanismech (Ciesla et al., 2011). Stabilita acyl-fosfati je jesté niz$i, hraji ovSem
dilezitou roli v signalizaénich drahach (Cerny et al., 2013). Piedpoklada se, Ze pramérny
protein muze byt fosforylovan az na péti rozdilnych mistech (Olsen et al., 2010). Vice
fosforyla¢nich mist se nachazi v bezstrukturnich doménach (Tyanova et al., 2013) a na
rozhranich proteinovych komplext (Nishi et al., 2011), a tudiz miize fosforylace vyustit
i v CasteCnou zménu struktury proteinu. Genom modelové rostliny husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh) obsahuje dle predikci vice nez 1 000 proteinkinaz
(Champion et al., 2004), coz ukazuje dulezitost fosforylace v regulacnich procesech
rostlin (Lopez-Pedrouso et al., 2014).

2.2.1 Role fosforylaci v regulaénim mechanismu

Mnohobunécny organismus vyZaduje ke svému preZiti rychlé reakce jak na interni,
tak 1 na externi signaly. Jako jedny z pfenasecl signali mohou slouzit PTM, diky své
rychlé a reversibilni povaze, relativné nizké energetické narocnosti a schopnosti
modulovat cilené proteiny (Humphrey et al., 2015). Fosforylace jsou zahrnuty do velké

¢asti bun&cnych procesi. Jsou zndmy dva hlavni mechanismy kontroly proteinii pomoci

Lokalizace Aktivita

&
Q¢ o
\. — Y
@él}@ Proteinova
pieména

Propojeni s PTM

Vystupni signal

¥ 1 ks

Konformace Vaznost

Obr. 3: Jednoduché schéma mechanismu reversibilni fosforylace modulujici rozmanité
proteinové funkce a vliastnosti (Humphrey et al., 2015), upraveno.
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fosforylaci, a to zménou protein-proteinovych interakci nebo zménou konformace
proteint (Obr. 3; Humphrey et al., 2015). To je dosazeno pomoci kovalentniho ptipojeni
y-fosfatové skupiny ATP na postranni fetézec danych aminokyselin pomoci proteinkinéz,
¢1 naopak jejiho odstranéni pomoci proteinfosfataz (Johnson, 2009). Zatimco fosforylace
proteint byva pricitdna vyhradné katalytické aktivit¢ enzymd, jejich defosforylace miize
byt zptisobena i neenzymatickou cestou napiiklad v pribéhu starnuti proteint (Cerny et
al., 2013).

I kdyZ by se mohlo zdat, Ze pomérné jednoduchy piepinaci systém na urovni molekul
vyusti v pomérné jednoduché a lehce srozumitelné signaliza¢ni drahy, opak je pravdou.
Signalizacni drahy vytvaii sofistikovany systém, ktery je zde popsan na ptikladu
signalizace rostlinnych hormont. Na kanonické cytokininové signalizaci lze
demonstrovat postupnou fosforylaci vedouci k aktivaci regulatorti spoustéjicich expresi
gend (Obr. 4). Cytokininy se vazi na AHK receptory, coz vede k autofosforylaci

histidinkinazové domény a nasledné¢ k prenosu fosfatu na kovalentn€¢ spojenou
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Obr. 4: Zjednoduseny piehled signdlnich drah fytohormonii (Cerny et al., 2016).
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ptijimacovou doménu s naslednou fosforylaci AHP fosfotransferovych proteinti, které
jsou presunuty do jadra, kde ptedaji fosfat ARR regulatorim typu B (Kieber a Schaller,
2014). ARR regulatory typu B poté reguluji expresi cilovych genii odpovédi na
cytokininy (Cerny et al., 2016). Kromé& ARR typu B jsou fosforylovany i regulatory ARR
typu A, které spolu s dalsimi faktory zpétné inhibuji cytokininovou signalizaci (Kieber
a Schaller, 2014), ¢imz je vytvofen velmi flexibilni regulacni systém.

Pienos signalu pomoci fosforylace je kli¢ovy nejen v signalizaci cytokininu, ale také
brassinosteroidic nebo ecthylenu (viz Obr. 4), navic fosforylace c¢asto piedchazi
ubikvitinaci v procesu degradace proteinii ubikvitin-proteazomovou drahou (Cerny et al.,
2016). Mnoho proteinkinaz a fosfataz se ucastni i v signalizaci kyseliny abscisové (ABA),
ktera reguluje kliceni rostlin (Fujii et al., 2009). Piikladem je 2C proteinfosfataza (PP2C)
a proteinkinaza SnRK2.2 (SNF-1related protein kinase 2.2), které patii mezi tfi hlavni
komponenty v signaliza¢ni draze ABA u Arabidopsis thaliana spolu s PYR/PYL/RCAR
receptorem (Yoshida et al., 2015).

2.3 Obohacovaci techniky ve fosfoproteomice

Fosforylace je dobry model pro demonstraci obecnych metod obohacovani PTM,
jelikoz vyuziva prakticky vSech zékladnich pfistupt. V bunkach je hladina vétsiny
signalnich proteinli velmi nizkd, a navic mnozstvi fosforylovanych proteini muize byt
v daném okamziku malé, tudiz je ipies relativné vysoké citlivosti modernich
hmotnostnich spektrometrit velmi nizka pravdépodobnost detekce fosfopeptidi pii
standardni MS analyze (Cerny et al., 2013). Detekce fosfopeptidii je déle snizena diky
niz§i ucinnosti ionizace fosfopeptid oproti odpovidajicim nefosforylovanym peptidim,
anavic pifi bézné¢ pouzivané kolizné¢ indukované disociaci (CID) dochazi k odlisné
fragmentaci. Pro studium fosforylaci je tedy nejprve nutné zvladnout obohacovaci
techniky, at’jiz na urovni fosfoproteinti nebo fosfopeptidii. Obé strategie maji své vyhody
1 nevyhody. Nevyhoda obohacovani o intaktni proteiny spociva v nizsi specifité, coz je
zpusobeno vétsi slozitosti struktur proteind V porovnani s peptidy, vyhoda ov§em spociva
v moznosti identifikace fosfoproteinu diky pfitomnosti 1épe detekovatelnych
nefosforylovanych peptidt (Fila a Honys, 2012). Naproti tomu u obohacovacich technik
fosfopeptidi je moznost identifikace omezena mimo jiné i proto, ze Casto identifikovany
fosfopeptid nemusi mit unikatni sekvenci, a pak nelze jednoznacné urcit, z jakého
proteinu pochdzi. Mezi vyhody ovSsem patii méné komplexni trojrozmérna struktura,

atim padem snizena nespecifita obohacovani oproti fosfoproteiniim, a navic nejsou
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znevyhodnény malé, lipofilni a extrémné kyselé nebo bazické proteiny (Fila a Honys,
2012). U fosfopeptidi mohou byt snaze vyuzity i chromatografické metody (napf.
ionexova chromatografie), které mohou slouzit k prefrakcionaci komplexniho
proteinového vzorku. Pistupy pro obohacovani fosfopeptidll jsou navic vice vyuzivany

oproti technikam pro fosfoproteiny a bylo z nich ziskano vice experimentalnich dat.

2.3.1 Prehled zakladnich obohacovacich a prefrakcionac¢nich technik

Vzhledem k obrovskému vyvoji v oblasti izolace fosfoproteomu neni vycet
pouzivanych technik uplny, ale jedna se o nejcastéji pouzivané obohacovaci
a frakciona¢ni techniky ve fosfoproteomice. Jejich celkové shrnuti je znazornéno na
Obr. 5. Mezi metody slouzici pro obohaceni vzorku patii afinitni metody, chemické
modifikace a metody vyuzivajici protilatky. lonexova chromatografie nebo hydrofilni
interakéni chromatografie jsou uzivany spiSe pro prefrakcionaci vzorkd. VétSinu
z uvedenych metod lze pouzit s ur¢itymi vyhodami i nevyhodami pro obohacovani smési

jak o fosfopeptidy vzniklé v prib&hu proteolytického $tépeni, tak i o fosfoproteiny.

23.1.1 ITonexova a hydrofilni interakéni chromatografie

Ionexova chromatografie separuje latky na zakladé jejich ndbojového stavu. Vyuziva
se typu SCX (strong cation exchange; Obr. 5E), jelikoz pii nizké hodnoté pH maji
fosfopeptidy v porovnani s nemodifikovanymi peptidy nizs$i néboj (diky fosfatové
skupin€) a v solném gradientu se tak eluuji diive (Collins et al., 2007). Hydrofilni
interakéni chromatografie (HILIC; Obr. 5F) je varianta klasické chromatografie
vyuzivajici polarni stacionarni fazi a nepolarni nebo méné polarni mobilni fazi. Jako
mobilni vodno-organické faze se nejcastéji vyuziva smés acetonitrilu a vody, pficemz je
eluce na rozdil od reversni kapalinové chromatografie provadéna snizujici se koncentraci
acetonitrilu (Leitner, 2016). Analyty jsou tedy rozdélovany na zaklad¢ jejich
hydrofobicity, pficemz vice polarni slouceniny se eluuji pozdéji. Fosfopeptidy jsou
obvykle hydrofilni a nabité, a tudiz budou s hydrofilni stacionarni fazi interagovat silnéji.
V disledku toho by frakce na konci gradientu mély byt obohaceny o fosfopeptidy. Jak jiz
bylo zminéno, jde o metody pouze prefrakcionacni, jelikoz fosfopeptidy nejsou v danych

frakci jediné, a je proto nutné pouzit dalSi obohacovaci techniky.
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Obr. 5: P¥iklad frakcionacnich a obohacovacich technik ve fosfoproteomice (Collins et
al., 2007, upraveno).
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2.3.1.2 Chemické modifikace

Princip chemické modifikace (Obr. 5D) spoc¢iva v modifikaci fosfatové skupiny pro
umoznéni vzniku kovalentni vazby na stacionarni fazi nebo ptipojeni afinitni znacky (Li
et al., 2016). Nejvice uzivana je B-eliminace, ktera je zaloZena na odstranéni fosfatové
skupiny ze serinu a threoninu za silné alkalickych podminek a nasledovana Michaelovou
adici na nové vzniklou dvojnou vazbu v postrannim fetézci dehydroalaninu resp. Kys.
dehydroaminomadselné (Leitner, 2016). Nevyhodou téchto technik je mozna
nespecifi¢nost reakce (napt. ndhrada sulfatové skupiny) a netuplny prabéh reakci vedouci

ke ztratdm a ke zvySeni slozitosti vzorku (Yang et al., 2014).

2.3.1.3 Imunoprecipitace

Jak jiz vypovida nazev metody, vyuziva imunoprecipitace (Obr. 5A) schopnosti
protilatek specificky vazat latky s riznorodymi epitopy. Protilatky mohou byt cileny proti
specifickym peptidovym sekvencim a byt tak vyuzity k imunoprecipitaci cilovych
fosfoproteinti nebo muze byt specifita protilatek zvySena zaméfenim na konsensualni
sekvence motivil kindz (Collins et al., 2007). Dal§i moZznosti je vyuZiti protilatek cilenych
proti piisluSnym fosforylovanym aminokyselindm, které jsou zarovenl nezavislé na
okolnich aminokyselinovych sekvencich. Toho se piedev§sim vyuziva K vychytavani
a detekci méné Castych fosforylaci na tyrosinu (Tyr), kdy nasledné¢ mtize byt provedena
analyza pomoci specifického MS skenovaciho modu cileného na fosfotyrosin (Collins
et al., 2007). Protilatky proti fosfoserinu a fosfothreoninu se dnes téméf nepouzivaji, to

je zpusobeno jejich nizsi specifitou (oproti fosfotyrosinovym) a nizkou dostupnosti

funk¢nich protilatek.
2.3.1.4 Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC; Obr. 5B) se
primarné pouziva az po rozstépeni proteinu k zachyceni fosfopeptidd. Princip metody
spociva ve vyuziti afinity zaporné nabitych fosfatovych skupin ke kladn€ nabitym iontim
kovu (Fe*, A", Ga*, Zr**, Ti*") ptipojenych k nosici, kterym mtizou byt magnetické
kulicky, stacionarni faze chromatografické kolony nebo i MALDI desticka (Yang et al.,
2014). Kvuli minimalizaci interference nefosforylovanych aminokyselinovych zbytki by
se mélo pH nanaSeciho a promyvaciho pufru pohybovat v rozmezi udrzujici karboxylové
skupiny peptidi protonované a fosfatové skupiny deprotonované. Protonace vSech
kyselych aminokyselin (napft. kyseliny asparagové a glutamové) miize byt dosazeno pii

velmi nizké hodnoté pH (pH = 1-1,5) (Fila a Honys, 2012), ale velmi nizka hodnota pH
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muze zpusobit uvolnéni iontli kovu z matrice (Negroni et al., 2012), proto je zvolené pH
kompromisem mezi selektivitou a mirou zachycenych fosfopeptidi. Sou¢asti nanasecich
a promyvacich pufru je tedy ¢asto kyselina trifluoroctova (TFA) nebo napiiklad kyselina
mraven¢i spolu s acetonitrilem, ktery slouzi k potlaceni nespecifickych hydrofobnich
interakci peptidi s matrici. Pro eluci zachycenych fosfopeptidt se obvykle pouziva roztok
hydroxidu amonného (pH 10-11), EDTA, roztoky fosfatovych soli nebo kyseliny
fosfore¢né (Thingholm a Larsen, 2016).

Pro u¢innou IMAC by meély byt pfi extrakci proteinii odstranény vsSechny stopy
nukleovych kyselin, které piisobi jako kontaminanta vazici se na vazebnou matrici, coz
vyusti ve ztratu fosfopeptidii (Li et al., 2009). Pii pouziti IMAC se nedoporucuje pouziti
mocoviny, kterd se bézné pouziva jako denaturaéni ¢inidlo, kvili zvySené tendenci
indukovat deamidace a karbamylace, jez mohou byt rovnéz zachyceny pomoci IMAC

(Yang et al., 2014).

2.3.1.5 Afinitni chromatografie na oxidech kovii

Afinitni chromatografie na oxidech kovi (MOAC; Obr. 5C) je metoda afinitni
chromatografie vyuzivajici afinitu atomu kysliku z fosfdtovych skupin na atomy kovl
specifickych oxidi. Smés peptida je obvykle na kolonu navazana v kyselém prostiedi
a zachycené fosfopeptidy jsou poté eluovany bazickymi roztoky. MOAC patii spolu
s IMAC mezi nejvice vyuzivané obohacovaci techniky ve fosfoproteomice. Ve srovnani
s IMAC ma ovSem MOAC vétsi toleranci k niz§i hodnoté pH nanasecich a promyvacich
pufrii, které ucinnéji protonuji karboxylové skupiny, ale udrZuji zaporny naboj
fosfatovych skupin (Negroni et al., 2012). Mezi nejcastéji pouzivané oxidy kovi patii
oxid titani€ity (TiO2) a oxid zirkoniéity (ZrO). V mnoha studiich se ukazuje, ze efektivita
obohaceni miZze zaviset na zplsobu vyroby, typu pfipravy a fyzikalnich vlastnostech
MOAC matrice (Yang et al., 2014).

NandSeci a promyvaci pufry obvykle obsahuji acetonitril a az 5% kyselinu
trifluoroctovou k dosazeni velmi nizké hodnoty pH pro zvyseni specifity (Leitner, 2016).
Bazické elu¢ni roztoky jsou opét obvykle tvofeny rGzné koncentrovanymi roztoky
hydroxidu amonného nebo roztoky fosfatovych soli. Mnoho publikaci se pifi zvySeni
ucinnosti zaméfuje na optimalizaci nanéasecich a eluénich pufri, jejichz G€innost se miize
lisit v zavislosti na typu zkoumaného vzorku. Mezi béZné pouZzivand aditiva snizujici
pocet nespecifickych vazeb patii 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB), kyselina
ftalova, z hydroxykyselin dosahuje nejlepsich vysledkii kyselina mlé¢na (na rozdil od
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DHB neinterferuje s kapalinovou chromatografii) nebo naptiklad kyselina glutamova
(Fila a Honys, 2012). Fukuda et al. (2013) pouzili ispés$n¢ vicesytny alkohol glycerol ke
zvySeni selektivity pii pouziti TiO2. Ve své praci dosahli vy$$i miry obohaceni
0 monofosforylované peptidy nez s pouzitim kyseliny mlécné a zjistili, ze pro zvySeni
selektivity je nutna pfitomnost motivu 1,2-diol (dihydroxy skupin) a jedné nebo vice
hydroxy nebo karboxylovych skupin sousedicich s motivem 1,2-diol. Navic Gpravou
elucnich podminek pomoci kombinace hydroxidu amonného a sekundarnich aminda,
jakymi je napiiklad Bis-Tris propan, ziskali vétsi pokryti 0 fosfopeptidy s vétsi délkou
(v€etné téch vice hydrofilnich nebo vice kyselych) a celkoveé zvysili mnozstvi identifikaci
vicenasobné fosforylovanych peptidii. MOAC patii k velmi oblibenym obohacovacim
technikam, a proto jde vyvoj téchto technik stale doptedu. I v rdmci této prace byl testovan
novy anorganicky nanovlakenny material na bazi oxidu titani¢it¢tho nebo oxidu
zirkoni¢itého (NNnF CERAM®-TiO- anatas a rutil; NnF CERAM®-ZrO, Kienkova et al.,

2016), ktery by mohl slouzit pro selektivni a i¢inné obohacovani fosfopeptidi.

2.4 Role PTM v prubéhu kli¢eni rostlin

Kliceni semen je obecné definovano jako proces zacinajici pfijmem vody a koncici
prorazenim semennych obaltl (Bewley et al., 2013). Na zaklad¢ piijmu vody muzeme
rozdélit kli¢eni do tii fazi: prvni faze, kdy dochézi k rychlému piijmu vody, druhé faze,
pii které se obsah vody pfili§ neméni, a tfeti faze provazena zvySenim piijmu vody
a zac¢atkem rustu kli¢ni rostliny (viz Obr. 6) (Nonogaki et al., 2010).

Mezi dvé nejprostudovanéj$i modifikace zapojené do procesu kli¢eni patii
ubikvitinace a fosforylace. GA-indukované geny, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
nutné pro dokonceni kli¢eni, jsou v neptitomnosti giberelinii (GA) potlaéeny DELLA
proteiny (Bewley et al., 2013). DELLA proteiny slouzi jako molekularni ptepinace
v signalizaci GA a jejich GA-zavisla degradace je esencialni pro pienos GA signalt (viz
Obr. 4), atudiz i pro proces kliceni (Gomi et al., 2004). V ptitomnosti GA dochazi k
ubikvitinaci DELLA proteini vedouci k jejich degradaci 26S-proteasomem (Bewley et
al., 2013). Mezi jeden z mnoha GA-indukovanych genti patii naptiklad a-amylaza, ktera
se Ucastni degradace skrobu na jednoduché cukry, coz je dilezitym krokem pro kli¢eni
semen n&kterych rostlin (Fincher, 1989). Fosforylace hraji dulezitou roli naptiklad
v signalizaci ABA (viz Kap. 2.2.1) nebo v regulaci enzymi (napf. askorbat peroxidaza,
glutathion-S-transferaza, malatdehydrotgenaza) a predpoklada se jeji zapojeni pres
inositolfosfat a fosfolipazu C (Kashem et al., 2000; Han et al, 2014).
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| syntéza proteint, k jejiz obnové dochazi jiz v ¢asnych fazich kliceni skrze aktivaci
ribozomii (Bewley et al., 2013), je mimo jiné regulovana prostfednictvim fosforylace

ribozomalnich proteinu a transla¢niho elonga¢niho faktoru (Han et al., 2014).

Kliceni sensu stricto Vznik semenacku

Faze | Faze ll Faze lll

Rast kliéni rostlinky

Mobilizace zasob uloZzenych v zasobnich pletivech

Vznik kofenového vyrustku diky bunéénému rastu

Mobilizace zasob (rozklad polymernich latek je
znacné limitovan)

'
Transkripce a translace nové RNA = g
'

Obsah vody v semeni a kli¢ni rostlince

Translace a degradace Syntéza DNA  —
ulozené RNA :

Déleni bunék . >
Oprava DNA -

Respirace, obnova a mnozeni mitochondrii : >

_-—-l: Pfijem vody
'

Cas
Obr. 6: Zdsadni uddlosti spojené s kli¢enim rostlin a naslednym zacdtkem ristu kliéni
rostliny. Krivka zobrazuje priblizny casovy pritbéh absorpce vody. Casové rozpéti od
zacatku po konec kliceni se pohybuje v rozmezi nekolika hodin az nékolika tydnii,
V zavislosti na druhu rostliny a podminkdch pri kliceni (Nonogaki et al., 2010).
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 Material

Jako rostlinny material byl pouzit je¢cmen (Hordeum vulgare L.), cv. Sebastian,
sklizenn z let 2015 a 2016. Az na vyjimky popsané¢ dale, byly pro extrakci proteini
homogenizovany vzdy celé obilky pomoci Retsh Mill MM400.

V experimentu s klicenim byla pfipravena koncentracni fada 5 ml peroxidu vodiku
(0%, 0,1%, 0,5%, 1%), poté se pripravily Petriho misky se dvéma vrstvami filtra¢niho
papiru, do kterych bylo pro kazdou koncentraci vybrano 40 stejn¢ velkych
a neposkozenych obilek je¢mene. Obilky je¢mene kli¢ily v Petriho miskach v5 ml
pfipraveného roztoku za podminek: svétlo, laboratorni teplota, 24 hodin. Nasledné
probéhl sbér vzorkd, kdy byla z jednotlivych obilek vypreparovana embrya. Vzorky
embryi a endospermu byly zmrazeny v kapalném dusiku a homogenizovany pomoci

Retsh Mill MM400

3.2 Extrakce a frakcionace proteini

3.2.1 Aceton/TCA/fenol

Pro denaturacni extrakci proteinli se pouZivala kombinovand metoda vyuzivajici
TCA/acetonovou a fenolovou extrakci. K homogenizovanym vzorkim se ptidaly 2 ml
roztoku 10% (w/v) TCA v acetonu a poté byly vzorky ponechany pies noc pii -20 °C.
Vzorky byly druhy den centrifugovany (5 min, 10 000 x g, 4 °C), byl odebran supernatant
a pelet promyt v 1 ml roztoku 10% (w/v) TCA ve vodé. Byla zopakovana centrifugace,
opét odebran supernatant, ke vzorku se ptidal 1 ml 80% (v/v) acetonu a nasledné se
rozruSil pelet. Nasledovala centrifugace a odstranéni supernatantu. Poté probéhla
solubilizace peletu v 0,8 ml SDS pufru [2% (w/v) SDS, 30% (w/v) sachar6za, 5% (v/v)
-merkaptoethanol, 5 mM EDTA, 100 mM Tris (pH 8,0)] a inkubace vzorku (10 min,
850 rpm, 20 °C) v pftistroji Thermomixer comfort (Eppendorf). Po solubilizaci peletu se
ptidalo 0,4 ml fenolu saturovaného pufrem [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA].
Vzorek byl velmi dikladné protfepan a néasledné centrifugovan (10 min, 20 000 x g, 20—
25 °C). Pti centrifugaci dochazi k rozdéleni vzorku na tii faze: na spodni fazi se zbytky
bun¢k a anorganickou frakci, prostfedni tenkou vrstvu sachar6zy a vrchni fenolovou
frakci s proteiny. Po centrifugaci byla do nové mikrozkumavky odebrana fenolicka
frakce, ke které se pfidalo 1,6 ml roztoku 100 mM octanu amonného v methanolu,

a proteiny se nechaly srazet pii -20 °C pfes noc. Nasledujici den byla provedena
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centrifugace (5 min, 20 000 x g, 4 °C) a odebran supernatant. Pelet se promyl 1 ml roztoku
80% (v/v) acetonu, poté byla provedena centrifugace (5 min, 20 000 x g, 4 °C), po které

nasledovalo opétovné odebrani supernatantu a vysusSeni peletu na vzduchu.

3.2.2 Nativni extrakce

Z je¢menného prasku se odvazily dva vzorky po 200 mg, které byly piesypany do
2 ml mikrozkumavek. K prvnimu vzorku byl pfidan 1 ml extrak¢niho pufru [5 mM
EDTA, 250 mM Tris (pH 8,0); inhibitory proteaz (Sigma-Aldrich)], ktery v druhé
varianté navic obsahoval 0,2% Igepal® CA-630 (Polyoxyethylen-nonylfenylether;
Sigma-Aldrich). Vzorky byly nasledn¢ protiepany a vlozeny na 10 minut do sonikatoru
naplnéného ledem. Po sonikaci byla provedena dvakrat centrifugace (10 min, 14 000 x g,
4 °C) a pokazdé byl dikladn€ odstranén pelet. Poté se stanovila koncentrace proteinu
pomoci Bradfordova reagentu (Sigma-Aldrich) a destickového spektrofotometru (Tecan).
Vzorek byl doplnén extrakénim pufrem tak, aby finalni koncentrace odpovidala 5 pg/ul.
Takto ziskany vzorek slouzil nasledné pro ekvalizaci proteomu.

Ekvalizace proteomu ziskaného nativni extrakci byla provedena pomoci komer¢niho
kitu ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad). Dle pfilozeného postupu byly
kolonky nejprve centrifugovany (60 s, 1000 x g, 20 °C), poté se ptidalo 600 ul roztoku
Reagent 1 (promyvaci), ktery byl 5 min protfepavan s afinitnim nosi¢em. Po inkubaci
byla provedena centrifugace (stejné parametry) a promyvaci krok jest€¢ jednou
zopakovan. Nasledné byly do kolonek aplikovany vzorky (1 mg proteinu na kolonku)
a 2 hodiny byly protiepavany s afinitnim nosi¢em kolonky. Nenavazany protein se
odstranil centrifugaci a tftemi opakujicimi se promyvacimi kroky (600 ul roztoku Reagent
1, 5 min inkubace), po kterych nasledovalo piidani 600 pl H2O (LC-MS kvalita) a 1 min
protfepavani s afinitnim nosi¢em. Na zavér byla dvakrdt po 15 minutidch inkubace
provedena eluce pomoci 20 pl roztoku Reagent 2 (elu¢ni). Vzorky se doplnily pufrem do
celkového objemu 1,2 ml a finalniho slozeni 2 M mocovina, 50 mM NH4HCOs3, 1,6%
ACN. Vzorky byly nasledné $tépeny a zpracovany tak, jak je popsano nize (Kapitola 3.3).

3.2.3 Laemmliho pufr

Extrakce proteini pro SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézu byla
provedena pomoci upraveného Laemmliho pufru [2% (w/v) SDS, 100 mM dithiothreitol,
50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% (w/v) bromfenolova modi]. Pfiblizn¢ ke 100 mg

homogenizovanych obilek se ptidal 1 ml Laemmliho pufru a vzorky se nechaly 10 min
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povarit. Poté byla provedena centrifugace (I min, 10 000 x g, 20-25 °C). Ptipravené
vzorky v Laemmliho pufru byly separovany pomoci SDS-polyakrylamidové gelové
elektroforézy (rozliSovaci gel — 5%, separacni gel — 11%, 50 V po dobu 10 min a poté
150 V po dobu 60 min; Mini-PROTEAN systém, Bio-Rad).

3.3 Stépeni proteinii, frakcionace peptidia a p¥iprava pro LC-MS
analyzu
3.3.1 Stépeni v roztoku

Proteinovy pelet byl po ptidavku 0,5 ml roztoku 8 M mocoviny a 100 mM NH4sHCO3
solubilizovan na Thermomixer comfort (Eppendorf) (30 min, 500 rpm, 20 °C). Po
solubilizaci se stanovila koncentrace proteinu pomoci Bradfordova reagentu (Sigma-
Aldrich) a destickového spektrofotometru (Tecan). Ke vzorkiim bylo nasledné ptidano
0,5 ml roztoku 3,3% (v/v) ACN a 50 mM NH4HCO3s a 1 ml H20 (LC-MS kvalita). Do
takto pfipravenych vzorkli byl pfidan roztok enzymu trypsinu (Promega)
imobilizovaného na kulickach — 30 ul roztoku trypsinu na 1 mg proteinu. Vzorky se
nechaly §tépit 20 hodin pti 30 °C.

Pro odsoleni vzorku se vyuzily C18 SPE kolonky (Agilent). Kolonky byly nejdiive
promyty 400 ul 100% ACN, poté dvakrat 1 ml H2O (LC-MS kvalita) s 0,1% (v/v)
kyselinou mravenci (FA). Nasledné byly na kolonky naneseny vzorky. Nanesené vzorky
se dvakrat promyly 1 ml H2O (LC-MS kvalita) s 0,1% (v/v) kyselinou mravenci a poté se
eluovaly 400 pl 100% ACN. Eluované vzorky byly odpafeny (Speed-Vac system;
Thermo).

Pted MS analyzou se ke v§em vzorktim ptidal roztok 4% (v/v) ACN s 0,1% (v/v) FA
v takovém objemu, aby se vysledna koncentrace peptidu pohybovala kolem 5 ug/ul
(odhadnuto na zakladé¢ stanovené koncentrace proteinu pred digestem). Vzorky byly po
centrifugaci pfeneseny do vialek s insertem (objem 100 pl) a byla provedena LC-MS

analyza.

3.3.2 Frakcionace proteomu pomoci ACN gradientu

Pro ¢ast proteinii extrahovanych kombinovanou metodou Aceton/TCA/fenol byla
provedena frakcionace pomoci ACN gradientu spocivajici v modifikaci pracovniho
postupu, kdy se pii eluci peptidi z C18 SPE kolonky v odsolovacim kroku pouzil ACN
gradient. Peptidy byly postupné eluovany roztoky 10%, 20%, 30%, 40% a 100% (v/v)
ACN arozdéleny do 5 frakci a odpareny (Speed-Vac system; Thermo). Jednotlivé frakce
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byly poté rozpustény v roztocich ACN (dle Tab. 1) s 0,1% (v/v) FA. Pro LC-MS analyzu
byl pak nalezit¢ upraven gradient (Tab. 1).

Tab. 1: Schéma frakcionace pomoci ACN gradientu (Cisla uddvaji koncentraci ACN
v roztoku)

Cislo frakce Eluce peptidi z C18 | Rozpusténi peptidi | 60 min gradient (UPLC)
1 10% 4% 4-10%
2 20% 13,6% 8-20%
3 30% 23,2% 18-30%
4 40% 32,8% 28-40%
5 100% 42,5% 38-100%

3.3.3 TiO2 frakcionace

Prvni ¢ast vzorkiu byla pouzita pro testovani nanovlakenného materialu na bazi oxidu
titani¢itého (NnF CERAM®-TiOy), ktery poskytla Mgr. Jana Kienkova, Ph.D. (Ustav
analytické chemie, AV CR). Peptidovy pelet se rozpustil v nanasecim pufru 50% ACN
(v/v) a2,5% TFA (v/v). Nasledn€ bylo navazeno 10 mg nosice TiO2, ktery byl pfenesen
do 1,5 ml mikrozkumavek a ekvilibrovan ve 250 pl nanaseciho pufru, ktery byl po
centrifugaci (2 min, 1000 x g, 20 °C) odstranén. Rozpusténé peptidy byly piidany k nosici
a inkubovany (10 min, 500 rpm, 20 °C) v pfistroji Thermomixer comfort (Eppendorf).
Poté byly vzorky centrifugovany (stejné parametry) a dvakrat promyty promyvacim
pufrem 50% ACN (v/v) a 0,1% TFA (v/v). Na zavér probéhla eluce pomoci 0,5 M roztoku
NH4OH (pH 9,5-11), se kterym se vzorky nechaly 5 minut inkubovat (10 min, 500 rpm,
20 °C). Po centrifugaci byly vzorky odebrany a odpaieny (Speed-Vac system; Thermo).
Druha ¢ast vzorka se pouzila pro otestovani komeréniho kitu TopTip Titanium dioxide
(Glygen). Postup obohacovani byl proveden podle ptilozeného navodu. Vzorky byly
nejprve rozpustény ve 150 pl nanaseciho pufru 2% kyseliny mravenci (v/v). Nasledné se
Spicky s afinitnim nosicem tiikrat promyly 50 pl nanéaseciho pufru. (Pro odstraiiovani

kapaliny ze Spicek byl pouzit pipetovaci nastavec Obr. 7.) Do piipravenych Spicek byly

Obr. 7: Naplnéna pipetovaci
Spic¢ka TiO; spolu s injekéni
stitkackou — soucast kitu
TopTip Porous Titanium
Dioxide (Glygen)
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naneseny vzorky a ttikrat promyty 50 pl nanaseciho pufru. Eluce byla provedena tiikrat
50 ul 30% roztoku NH4OH (pH 9,5-11). Poté byla provedena neutralizace vzorki pomoci

kyseliny mravenci nasledovanéa odpaienim a odsolenim vzorki.

3.3.4 Stépeni v gelu a pi‘enos peptidii

V ramci optimalizace metodiky pro detekci posttranslaénich modifikaci byla
vytvoiena metoda spojujici ptenos peptidi a LESA-MS analyzu (liquid extraction surface
analysis — kapalinova extrak¢ni povrchova analyza) pro detekci a identifikaci proteint.
Gel ziskany pomoci 1D elektroforézy (3.2.3) byl promyt destilovanou vodou, fixovan
vV ACN (5 min) a vysuSen na vzduchu. Vysuseny gel byl pievrstven 5 ml roztoku trypsinu
(20 pg, Promega, MS-grade; 50 mM NHsHCO3), inkubovan 20 min pti 4 °C, nasledné
Stépeni probihalo ptes noc pti 37 °C. Gel s naStépenymi proteiny byl oplachnut 0,1% (v/v)
FA anastépené proteiny byly pfeneseny na Empore C18 disk (Sigma-Aldrich) pomoci
tzv. semi-dry pienosu (30 min, 5 mA/cm?; Bio-Rad).

3.4 LC-MS analyza a zpracovani namérenych dat

3.4.1 qg-TOF - profilovani

Vzorky byly analyzovany pomoci C18 reverzni chromatografie (15 cm, 0,1 mm,
Zorbax Column, Agilent), ktera byla pfimo napojena na zdroj nanoESI (CaptiveSpray,
Bruker). S vyjimkou ACN frakcionace pracoval Dionex Ultimate 3000 RSLC s pratokem
300-500 nl/min a s gradientem ACN 4-35% po dobu 120 minut. UHR-TOF spektrometr
byl nastaven pro méfeni v MS/MS moédu pro identifikaci proteind (rozsah 50 az 2200 m/z,
sbér MS spekter 2 Hz, rozsah MS/MS 10-20 Hz, kazdych 7 sekund).

Data ziskand LC-MS analyzou byla nejdfive zpracovana v programu Preview™
(Protein  Metrics Inc.), ve kterém byla provedena rekalibrace spekter
s vyuzitim MIPS je¢menné databaze (HighConf_genes MIPS_23Marl2_ProteinSeq;
ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/) a soucasné¢ byly predikovany nejvhodnéjsi
vyhledavaci parametry pro program Proteome Discoverer™ (Thermo Scientific) slouzici
k identifikaci peptidu.

Program Proteome Discover™ pracoval Snastavenymi parametry: trypsin —
S moznosti vynechani maximalné jednoho Sté€piciho mista; tolerance presnosti MS —
35 ppm; tolerance MS/MS — 0,05 Da; dynamické modifikace (maximalni pocet tii) —
oxidace (M, W), deamidace (N, Q), metylace (H, K, N, R), karbamylace (K, R), pfeména
Q na pyro-Glu (N-konec); dynamické modifikace na konci proteinu — acetylace (N-

24


http://www.proteinmetrics.com/protein-metrics-inc-and-bruker-daltonics-sign-formal-agreement-to-further-relationship/

konec), ztrata methioninu + acetylace (N-konec). V ptipadé frakci obohacenych
o fosfoproteiny byly dynamické modifikace doplnény o B-eliminaci (S, T) a fosforylaci
(S, T, Y). Jako vyhledavaci algoritmus slouzil Sequest HT vyuzivaji MIPS je¢mennou
databazi a hladiny FDR 1% (false discovery rate).

3.4.2 LESA-MS analyza

Triversa NanoMate (Advion) (Obr. 8) operoval v LESA modu. Povrchova extrakce
byla dosazena pomoci vypusténi a opétovného nasati 2 pl extrakéniho roztoku (0,1% (v/v)
FA v ACN). Extrak¢ni Cas byl nastaven na 5 s a vzorky byly do MS sprejovany pfti
konstantnim toku pfti 1 400 V po dobu 10 min. lontova past amaZon speed ETD (Bruker)
operovala v CID modu s nasledujicimi parametry: MS — roz$ifeny rezim rozliSeni se
skenovacim rozsahem 400-2 000 m/z , ICC target 400 000, priamér 3 spekter, SPS cilova
hmota 900 m/z; MS/MS — XtremeScan mod se skenovacim rozsahem 100 m/z do 2x
hmoty prekurzoru, ICC target 500,000, Smart Isolation, 20 prekurzorti, bez primérovani

spekter a amplituda fragmentace na 60 %.

Obr. 8: Pristroj TriVersa NanoMate
(Advion) umoZiiujici LESA-MS analyzu

Namétena spektra byla zprocesovana pomoci programu Data Analysis 4.1 (Bruker).
Vystupem programu Data Analysis byl MGF (mascot generic format) datovy soubor,
ktery se pouzil k identifikaci peptidi pomoci algoritmu Sequest HT s nastavenymi
parametry: trypsin — s moznosti vynechani maximalné dvou Sté€picich mist; tolerance
hmotnosti 0,3 Da; dynamické modifikace (maximalni pocet tii) — oxidace (M), deamidace

(N, Q), metylace (K); dynamické modifikace na konci proteinu — acetylace (N-konec).
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3.4.3 TSQ Quantiva — cilena analyza

Vzorky separovanych embryi byly analyzovany pomoci C18 reverzni chromatografie
(15cm, 0,1 mm, Zorbax Column, Agilent). Pro Dionex Ultimate 3000 RSLC byl nastaven
prutok 300-500 nl/min s gradientem ACN 4-35% po dobu 120 minut. Zdroj nanoESI
(Nanospray Flex lon Source, Thermo Scientific) pracoval s nastavenymi parametry:
teplota 250 °C; 1700 V napéti na jehlu; vysouseci plyn — vypnut. Kvadrupdlovy
hmotnostni spektrometr TSQ Quantiva (Thermo Scientific) méfil v SRM modu
(kontinualni méteni, rozliSeni Q1 a Q3 0,7 Da, tlak v CID — 1,5 mTorr, ostatni parametry
Vv zékladnim nastaveni.

Kvantitativni rozdily vyhodnocené podle po¢tu PSM (absolutni zména vyssi jak 1,5,
p<0,05) z profilovaci analyzy (3.4.1) byly validovany pomoci cilené analyzy v SRM
modu. Metodika byla vytvofena na zékladé vybranych prekurzori (peptidd) a jejich
produktovych ionti (3-5 nejlepsich tranzici) spolu s naslednou optimalizaci reten¢nich
Casit a koliznich energii pomoci programu Skyline 3.1 (MacCoss Lab Software).
Naméfena data se manualné zkontrolovala v programu Skyline a nasledné byla
vyexportovana pro program Excel. Data zahrnovala informace o plochach pikta
jednotlivych peptida. V programu Excel byla zprimérovana technicka opakovani pro
kazdou variantu. Ze ziskanych dat byl pomoci programu Cluster 3.0 a JavaTreeview
vytvofen piehled zménénych proteint.

Pro analyzu funkce proteinti byly nalezeny nejblizsi orthology u Arabidopsis thaliana
(UniProt, NCBI — Blastp, matice BLOSUMG62) vizualizovany interakce pomoci databaze
protein-proteinovyh interakci (STRING; Szklarczyk et al., 2010) a dohledany mutantni
fenotypy (Lloyd a Meinke, 2012) a proteiny reagujici na signaly fytohormont obsahujici
navic informace o predikovanych PTM (Cerny et al., 2016). Dodateéné informace byly
doplnény ze zdroji: UniProt (UniProt, 4/2017), PGSB — Gene Annotation (PGSB,
4/2017) a KEGG pathway (GenomeNet, 4/2017).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vyuziti frakcionacnich a separacnich metod

Je¢men (Hordeum vulgare) patfi mezi dulezité obilniny a je vyuzivan nejen
V potravinaiském a sladovnickém primyslu, ale také v krmivarstvi. Vzhledem k tomu, ze
jeho genom byl sekvenovan, predstavuje dobry model pro proteomickou analyzu kliceni.
Obilky je¢mene obsahuji ovSem velké mnozstvi zdsobnich proteinii a snizuji tak
uspésnost pouziti jednoduché MS analyzy. V tomto piipadé je tak vhodné pouzit
frakcionaci nejen k obohaceni modifikovanych proteint, ale i pro zvySeni pokryti
celkového proteomu. I kdyz je zaméfeni této prace na modifikace proteinti a jejich
ptipadné zmény v pribéhu kliceni, tyto zmény by nebylo mozné interpretovat bez znalosti

dynamiky celkového proteomu (Obr. 9).

. PTM

:

i PTM PTM

2

1
Stav A Stav B Stav C
Modifikovana forma B Nemodifikovana forma

Obr. 9: Interpretace zmén PTM. Pri analyze PTM vychazejici z identifikace a kvantifikace
peptidii ztrdcime informaci o stavu celkového proteinu. Ubytek ¢i nariist peptidu s PTM
tak mizZe znacit jak pouze zménu celkového mnozstvi proteinu (B), tak regulacni zmeénu
a rozdil v poméru mezi modifikovanym a nemodifikovanym peptidem (C).

4.1.1 Frakcionace na drovni proteini — ProteoMiner

V ramci testovani frakcionac¢nich technik byl pouzit komer¢ni kit ProteoMiner
Protein Enrichment Kit (Bio-Rad). Technologie ProteoMiner se vyuziva pfi nativni
ptipravé vzorkd a slouzi ke sniZzeni dynamického rozsahu proteinovych koncentraci
Vv biologickém vzorku. Toho je dosahnuto pomoci rozsahlé a velmi rozmanité knihovny
rekombinantnich peptidil slouZicich jako ligandy, které jsou pfipevnény na pevnou matrix

sloZzenou z kuli¢ek. Po aplikaci vzorku dochazi k zakoncentrovani stiedné a nizko
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zastoupenych proteinti na jejich specifickych afinitnich ligandech, pfic¢emz vysoce
abundantni proteiny saturuji své vysoce afinitni ligandy a prebytecné proteiny jsou
odmyty (Boschetti et al., 2009). To vede ke snizeni dynamického rozsahu proteinovych
koncentraci, zatimco je zachovano reprezentativni zastoupeni proteint v rdmci ptivodniho
vzorku tzv. ekvalizace. Vysledky extrakce jsou zavislé na protein-ligand afinitnich
interakcich a jsou velmi neptedvidatelné (Cerny et al., 2013). Metoda byla ptvodné
uréena pro ekvalizaci krevniho séra, ale i kdyZ byla v minulosti pouZita i pro rostlinna
pletiva, nebylo zfejmé, zda ji 1ze pouzit i pro ekvalizaci proteomu z obilek jeCmene.

V ramci testovéani byl vyuzit standardni protokol pro rostlinny material (Cerny et al.,
2014) a modifikovany postup, kdy se do extrakéniho pufru pridal detergent Igepal
0 koncentraci 0,2% (v/v). Identifikace proteinti z béZzného postupu nebyla pfili§ Gspésna,
celkové bylo nalezeno pouze 125 proteind. Pfidavek Igepalu zvysil pocet na témet 400
a az na sedm proteint obsahoval v§echny identifikace z béZzného protokolu. Vseobecnou
vlastnosti detergentti je naruseni bunéénych membran a vyssich struktur proteinti nebo
solubilizace naptiklad membranovych proteind. Na zaklad¢ téchto vlastnosti mizeme
predpokladat, Ze pouziti Igepalu vedlo k efektivnéjsi nativni extrakci spolu s navySenim
poctu i mén¢ abundantnich protein ve vzorku, a tim padem ke zvySeni ucinnosti Kitu
ProteoMiner.

ProteoMiner byl jiz nékolikrat vyuzit v ptedchazejicich studiich zamétujicich se na
proteom $penatu (Spinacia oleracea L.) (Fasoli et al., 2011) nebo Arabidopsis thaliana
(Frohlich et al., 2012), které ukazaly, ze pouziti ProteoMiner vede ke sniZzeni obsahu

abundantnich proteinti z listovych extrakti, jakym je RUBISCO. | zde mtizeme pozorovat

ProteoMiner

4//
P

Bez ekvalizace

Obr. 10: Ekvalizace proteomu. Venniv diagram zndzornujici pocty identifikovanych
proteinii pri/bez pouZziti kitu ProteoMiner (varianta s Igepal).
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depleci abundantnich zasobnich proteint, napiiklad serpin-Z4 (MLOC_10176.1)
reprezentuje az 4 % PSM v bézné extrakci, ale jeho podil klesl na 0,8 % po vyuziti Kitu
Proteominer. V ptipad¢ ekvalizace proteomu z obilek kukufice (Zea mays L.) ukazali
Boschetti et al. (2009), ze pro dosazeni uspokojivych vysledkd je nutné odstranit
interferujici latky. Napftiklad pfed samotnou extrakci proteinli pouzili pro odstranéni
lipida smés chloroformu a methanolu. Dalsi optimalizaci podminek extrakce by tudiz
mohlo vést k dosazeni vyssich vytézkil, a tim padem také k umoznéni snadnéjsi detekce
PTM.

4.1.2 Frakcionace na urovni peptidi — ACN gradient

Dalsi frakciona¢ni metodou vyuzitou v této praci byla gradientova ACN eluce, ktera
by mohla byt zatazena v kazdém pracovnim postupu, ktery vyuziva C18 odsolovaci krok
pied LC-MS analyzou. V koneéném kroku jsou peptidy namisto 100% acetonitrilu
eluovany vicekrokovym ACN gradientem (10%, 20%, 30%, 40% and 100% ACN)
arozdéleny do 5 frakci (viz Obr. 11). Tento krok vede k rozdéleni peptidii na zakladée
jejich hydrofobicity. Frakcionace proteomu vede nasledné ke kompenzaci vazebného
omezeni kolonky reversni chromatografie C18. Pii bé&zné analyze vyuzivajici
TCA/aceton/fenolovou extrakci 1ze dosahnout poctu identifikaci pohybujicich se kolem
900-1 000. Pti pouziti ACN gradientu bylo identifikovano 1 410 proteinli na zakladé

5 605 peptidd, coz je o 41 % vice identifikaci nez bez pouziti gradientu.

Eluce peptidd Rozpusténi peptidu 60 min gradient UPLC MS-analyza

4
Lo,

4-10%

. 8-20%

L 18-30%
| 128-40%
8-100%

—
e
—

42,5%
Obr. 11: Schéma frakcionace pomoci ACN gradientu

Jak bylo nastinéno v teoretické ¢asti, je pii studiu fosforylaci vhodné zapojit pred
samotnym obohacovacim krokem prefrakciona¢ni krok naptiklad SCX nebo HILIC
k omezeni slozitosti proteomu. Tyto techniky vSak mimo pfidané experimentalni
I finan¢ni narocnosti piedstavuji dalsi potencialni zdroj ztrat. Pouziti ACN gradientu

ovsem pouze modifikuje stavajici krok analyzy, a jak je patrné z vysledkili, umoziuje
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ucinnou frakcionaci. Zatrazeni gradientové ACN eluce pied afinitni chromatografii, jakou
je naptiklad MOAC, by mohlo vést ke zvySeni poctu identifikovanych je¢mennych
fosfopeptida. Tuto strategii vyuzili Hou et al. (2009) pii své studii, kdy pouziti deviti
krokového gradientu vedlo k tii az étyfnasobnému zvySeni poctu identifikovanych
fosfopeptidd. Jednotlivé eluované frakce pouzili pro obohacovani s vyuzitim TiO».
Ziskané frakce zkombinovali (pro snizeni poc¢tu méfeni) a analyzovali pomoci LC-MS
analyzy. Tato strategie vyuzivajici levnou a velmi jednoduchou modifikaci v pracovnim
postupu by mohla byt, diky zvySeni u¢innosti pii obohacovani fosfopeptidl, vyuzita pii

rozsahlych studiich fosfoproteomu.

4.1.3 Prenos peptidi a LESA analyza

Spojeni pienosu peptidii a LESA analyzy by mohlo umoZnit snadné a rychlé studium
PTM meénicich napiiklad naboj proteini, mezi které patii mimo jiné fosforylace. 1D a 2D
elektroforéza slouzi k velmi G¢inné separaci proteint. 2D elektroforéza navic dosahuje
velmi presného rozdé€leni proteint na zakladé izoelektrického bodu a mize slouzit pro
efektivni separaci fosforylovanych a nefosforylovanych forem proteini. V dnesni dob¢
jiz pro identifikaci proteinii nestaci pouze jejich pfesna pozice na 2D gelu, ale je nutna
validace pomoci hmotnostni spektrometrie. Naro¢nost identifikace proteinti z gelti stoupa
S poctem analyzovanych oblasti vyfiznutych z gelu. Cely proces vyZzaduje vyfezani
pozadovanych oblasti z geld, §tépeni proteind a nasledné odsoleni. Proces je proto ¢asové

naro¢ny, problematicky a opakované vysouseci kroky mohou vést ke znacnym ztratam

Extrakce proteini Separace Vyfiznuti oblasti z gelu Stépeni proteini Odsoleni MS analyza
T s e ‘ :'
S %7 W
| »4
A ¥ B 7 il

o

Stépeni proteini gelu Pfenos peptidu
e |

Obr. 12: Schéma bézné GeLC-MS analyzy (A); Schéma zjednodusené analyzy pomoci
pienosu peptidit a LESA-MS analyzy (B). Pracovni kroky, které jsou oznaceny
Cervenym minus, mohou vést ke ztratam a jsou casove narocné. Kroky oznacené zelenym
plus predstavuji zjednoduseni postupu a zvysuji efektivitu analyzy.
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vzorku. Snaha zjednodusit tento postup vedla k mySlence spojeni pfenosu peptidii
s LESA-MS analyzou. Koncept (viz Obr. 12) zahrnuje Sté€peni proteinti ptimo v gelu
nasledovany pienosem peptidi na Empore C18 disk (Sigma-Aldrich) pomoci tzv. semi-
dry ptenosu peptidii. Pfi pfenosu peptidi dochazi simultanné k odsoleni. C18 disk je
nasledn¢€ analyzovan pomoci LESA-MS analyzy. LESA analyza je jednim z operacnich
moda pristroje TriVersa NanoMate (Advion) (viz Obr. 8). Koncept by mohl pfinést
mnozstvi vyhod, jakym je eliminace odsolovaciho kroku pienosem peptida, rychlé
zprocesovani vzorkl separovanych pomoci 1D nebo 2D elektroforézy (lze analyzovat
témer cely gel, jelikoz metoda neni omezena pouze na vyfiznuté useky gelu) nebo
zjednoduseni mnohokrokové procedury GeLC-MS. Cely pracovni protokol trval navic
méné nez 24 hodin.

Ve vysledku bylo Gispé$né detekovano sice jen 34 je¢mennych peptidi, ale prokazalo
to moznost vyuzit tuto metodiku, pokud bude dale optimalizovana. V ramci budouci
optimalizace bude naptiklad upraveno rozvrstveni trypsinu na gelu k docileni jeho vyssi
homogenity. Primérna hydrofobicita by se méla pti pouziti 100% ACN pohybovat kolem
30 % (Krokhin et al., 2004), ale u identifikovanych peptidil se pohybovala kolem 43 %.
Identifikace pfevazné hydrofobnich peptidii znaci ztratu vétSiny hydrofilnich peptidd,
které¢ mohly vputovat hloub&ji do membrany, a proto by mél byt v ramci optimalizace
upraven také transferovy ¢as béhem prenosu peptidl. Tietim optimalizaénim krokem je
testovani vicekrokového extrakéniho gradientu, ktery by mél potlacit mnoZstvi
koeluujicich peptidd, spolu s vyuzitim rychlejsiho a citlivéjSiho hmotnostni analyzatoru,

protoze mnozstvi identifikovanych peptida korelovalo s kratkym extrakénim ¢asem (5 s).
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Obr. 13: Identifikace peptidu VAIMEVNPR pomoci kombinace elektroforetického
prenosu a LESA-MS analyzy
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Vysledky testovani byly publikovany formou pfispévku ve sborniku: Berka M.:
Peptide blotting and liquid extraction surface analysis for protein detection and
identification: proof of concept, MendelNET 2016; a jsou soucasti piilohy této zavéreéné

prace.

4.1.4 Frakcionace na urovni pletiv

Je¢men (Hordeum vulgare) patii mezi piedstavitele jednodé€loznych rostlin s malym
embryem a mnohonasobn¢ vétsim endospermem slouzici k uskladnéni zasobnich latek
(ptedevsim skrobu). Béhem kliceni dochazi k aktivaci fyziologickych a metabolickych
procest v embryu, je proto velmi vhodné se pii studiu kli¢eni zaméfit pravé na embryo.
Po nakli¢eni obilek se proto ptistoupilo k separaci embryi od endospermu (viz Obr. 14).
Separace je velmi jednoducha a rychld, protoze pluchy jsou naruSeny nabobtnanim obilky
arastem embrya. Nasledné odd¢€leni embrya se nejlépe provadi v misté, kde sousedi Stitek

(scuttelum) s ptilehlym endospermem.

Obr. 14: Ukdzka separace
jecmenné obilky

Po separaci zkuSebniho vzorku byly z endospermt a z embryi extrahovany proteiny
a provedena nasledna LC-MS analyza. Separaci bylo dosazeno uspokojivych vysledkl
(viz Obr. 15), kdy bylo identifikovano 580 unikatnich proteinti pro embryo a 229 proteini
pro endosperm. Ziskané vysledky potvrzuji vhodnost zafazeni separace ¢asti obilky pred

samotnou extrakci proteint.
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Obr. 15: Rozdéleni obilky vyrazné navySuje mnoZstvi identifikovanych proteinii.
Reprezentativni srovnani z jedné analyzy.

4.2 Testovani metod pro obohacovani fosfoproteomu

Jednim z planovanych cilli experimentalni prace byla identifikace fosfoproteint
v kli¢icim semeni a sledovani jejich dynamiky v pribéhu kli¢eni. Protoze se rozchazi
nazory nejen na optimalni nosié, ale i na optimalni protokol pro separaci fosfopeptidu,
byla testovana cela fada metod. Z testovanych materiald to byl nanovlakenny material na
bazi oxidu titani¢itétho (NnF CERAM®-TIO>), komeréni kit TopTip Titanium dioxide
(Glygen) a jejich rizné variace pracovnich postupt. Postup, ktery pro jednotlivé
materidly vedl k nejvysSimu poctu identifikovanych fosfopeptidii, je uveden v kapitole
Material a metodika.

Jako nejefektivnéjsi se ukazal komer¢ni kit TopTip TiO2. Nicméné i tak celkovy
pocet spolehlivé identifikovanych fosfopeptidi nebyl srovnatelny se soucasnymi
fosfoproteomickymi studiemi (Tab. 2). Na viné mize byt fada faktor. Pokud vynechame
moznost, ze by podil fosforylovanych proteini v obilce jecmene byl nizsi, jako
nejpravdépodobnéjsi se jevi Ctyfi moznosti. Prvni je pomérné nizkd abundance proteinti
v obilce v poméru k ostatnim zasobnim latkam, které interferuji s vazbou fosfo skupiny.
To by mélo byt mozné kompenzovat vyuzitim dalsich frakciona¢nich technik popsanych
vyse, nicmén¢ pro kombinaci metod nebylo v ramci bakalarské prace dostatek ¢asového
prostoru. Druha moznost je ztrata fosforylaci v pribéhu homogenizace. Aby se zabranilo
ztratdm fosforylaci pfi zvySené teploté, byla homogenizace provadéna pomoci mlynu
VvV kovové komote. Tim je sice minimalizovan efekt fosfataz, ale je znadmo, Ze fosfopeptidy
se siln¢ vazi na kovové povrchy, které jsou soucasti i nékterych LC-MS systému

(Liu et al., 2005). Neni tak mozné vyloucit, ze snahou o Setrnou homogenizaci doslo
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Tab. 2: Identifikované fosfopeptidy s prislusnymi sekvenci a modifikacemi

Nazev proteinu

Kéd proteinu

Sekvence peptidu

Modifikace

proteinkinaza 2
(receptorova)

MLOC_63044.2

[.GSLPAIFPDGLQSLDLSGNQL
SGR.[]

1xFosforylace [S]

predikovany protein

AK357471

[.GTMNMDVAAAATTSTNFLA
TLQMFTIPAAFLADSYIK.[]

2xFosforylace [T15; T20];
1xOxidace [M]

necharakterizovany
protein

MLOC_52485.4

[].LDYGNGGMSAASSLGIHQTY
MFVNR.[]

1xFosforylace [S];
1xDeamidace [N24]; 1xOxidace
[M8]

¢len z rodiny LEA

MLOC_44544.1

[-].MAGALSATRR.[T]

1xFosforylace [S/T]; 1xZtrata

proteind Met [N-Term]

necharakterizovany 1xFosforylace [S3]; 1xMetylace
MLOC_67548.1 -].MESVDSHSPR.[R
protein 0C_67548 [l SVDSHSPR.[R] [H7]; 1xZtrata Met [N-Term]
homeoboxovy protein AK373388 [I.VAASFEPVLGAAATAGYTSL | 1xFosforylace [T14]; 1xOxidace
BEL1 MSR.[] (M21]

fosfoglukomutaza MLOC_62030.2 [K]'ATGAFIL;—QS[I:(']\IPGGPTEDF 1xFosforylace [S/T]

aktin-7 MLOC_13146.1 [K]'SSSSVEK:;E[LFF]’DGQV'T'GA 2xFosforylace [S]

glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenaza

MLOC_18233.1

[R].AASFNIIPSSTGAAK.[A]

1xFosforylace [S3]

protein s motivem
zinkovych prstl

AK376680

[R].ASSAEQLVSLSLSLSLGAVA
DR.[S]

1xFosforylace [S15];
1xDeamidace [Q6];
1xMetylace [L/R]

serpin 2

MLOC_10176.1

[R].FALRLASAISSNPER.[A]

1xFosforylace [S7]

serpin 2

MLOC_10176.1

[K].CDSFHLLDGSSIQTQFMSST
K.[K]

1xFosforylace [S]

pyruvatfosfatdikinaza AK361560 [R].GGMTSHAAVVAR.[G] 1xFosforylace [T/S]
oleosin AK356020 [R]'GSYV%/&HRC_S[GGC]IYGAGQQ IXFosforyIace[Lsgz]]; 1xMetylace
oleosin AK356020 [R]'GSYV%/&HRG_E;?YGAGQQ lfjgzgor;\i/éaaccee[[sci]];
e il e ey
oleosin AK356020 [R]'GSYV%/&HRG_[%C]WGAGQQ 1><Fiilfg]r;yllaxcse[:gi;dz:l[e(gllace
oleosin AK356020 [R]'GSYV%/I_%HRC‘;[%?YGAGQQ 1xFosforylace [S2]

fosfoglycerz':dehydroge AK371688 [R]'ILLDGSPEE;/IEI[':]SIQVQLANV 1::3:;:/&:::?!\[15112?;];
naza ’ 2xDeamidace [Q15; Q17]

predikovany protein
(reakce na stres)

MLOC_66076.1

[R].LAAGQAATIQPSSPR.[Y]

1xFosforylace [S]

predikovany protein
(reakce na stres)

MLOC_65893.1

[R].LAASQAAAVAAIQPSSPR.[Y
]

1xFosforylace [S]

protein z rodiny

MLOC_63227.1

[R].LHQITGDQCPHLR.[N]

1xFosforylace [T5]

globulind

i
'(Or;c’C:;rt‘o'rr;iZ’; MLOC_60829.1 [R].LKDGSVVAIK.[K] 1xFosforylace [S5]
patatin AK371618 [R].LSSSSALTPR.[S] 1xFosforylace [S]

proteinfosfataza

MLOC_56775.1

[R].SISAEGLHSLR.[V]

1xFosforylace [S3]
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k nezadouci ztrat¢ fosforylovanych proteini. Tieti potencialni problém piedstavuje
samotnd separace LC-MS, kdy byl vyuzit standardni systém captivespray, ktery vyuziva
kovovy konektor na spojeni mezi chromatografii a jehlou, a proto mize opét dojit ke
snizeni detekce fosfopeptidi. Problém kovovych soucasti LC-MS systému byl feSen
v nékolika studiich, a to pouzitim 50 mM citratu (Winter et al., 2008) nebo pftistupu
EDTA-2D-RP/RP (Fleitz et al., 2013). Z divodu mozného negativniho vlivu uvedenych
aditiv na LC-MS sytém nebyla tato moznost testovana.

Jako posledni ocekavana interference miize byt samotné slozeni peptidii. Pii pohledu
na aminokyselinové slozeni proteini obsaZenych Vv obilkach lze zjistit, ze nejvice
zastoupenou aminokyselinou je kyselina glutamova, a to v pfiblizném mnoZstvi
pohybujici se kolem 23 % (Assveen, 2009). To je zpiisobeno pfitomnosti zasobnich
proteint z fad prolaminti a glutelini s vysokym obsahem kyseliny glutamové. Pokud je
brana spolu s kyselinou glutamovou i kyselina asparagova, zastupuji ob&é aminokyseliny
az 30 % vSech aminokyselin obsazenych v proteinech obilky (Assveen, 2009), coZ je
zhruba dvakrat vice, nez je primérné zastoupeni téchto aminokyselin v bézném celkovém
proteomu (Cerny et al., 2013). Nadmémé mnozstvi kyselych aminokyselin mohlo
interferovat s vazbou fosfopeptidli, coz by také vysvétlovalo pomérmné vysoky obsah

nefosforylovanych peptidii identifikovanych v téchto frakcich.

4.3 Proteomicka analyza kliceni obilek jeCmene

Jiz n€kolikrat byly vyuZzity metody proteomiky ke zkoumani mechanismu kli¢eni
u riznych druhd rostlin véetné Arabidopsis thaliana (Gallardo et al., 2001), psenice
(Triticum aestivum L.) (Mak et al., 2009), je¢mene (Hordeum vulgare) (Finnie et al.,
2004), rajcete (Solanum lycopersicum L.) (Sheoran et al., 2005). Pokryti proteomu
Vv téchto pracich neni valné a na pribéh PTM se doposud zaméfilo jen nékolik studii
napiiklad (Han et al., 2014) a (Li et al., 2015) u ryze (Oryza sativa L.) nebo (Lopez-
Pedrouso et al., 2014) u fazole (Phaseolus vulgaris L.).

Prvni ¢ast bakaléatské prace ptipravila metodiku pro analyzu proteomu a pomoci
analyzy zachycenych fosfopeptidii se podatilo identifikovat prvnich 20 zajimavych
kandidat pro monitorovani zmén fosforylace v pribéhu kliceni. Z ¢asovych ditvodi byla
z testovanych metod frakcionace vybrana frakcionace na urovni pletiv a pribéh kliceni
byl sledovan ve vypreparovaném embryu. Jako modelovy systém bylo zvoleno kli¢eni
obilek v pfitomnosti peroxidu vodiku, jelikoz je zndmo, Ze peroxid ma pozitivni efekt na

kliceni nékterych druhi rostlin. Uginek peroxidu byl aZ piekvapujici. Znatelny efekt byl
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H,0, [%]
Obr. 16: Peroxid vodiku stimuluje kli¢eni. Ukazka obilek a vypreparovanych embryi.

patrny jiz pii 0,5% koncentraci H20., pficemz nejvyssiho urychleni bylo dosazeno pii
1% koncentraci (viz Obr. 16). U varianty s 0% a 0,1% HO> je viditelna pouze cast
radikuly, kdeZto jiz pifi 0,5% koncentraci jsou rozeznatelné jednotlivé kotinky. Dalsi
experimenty ukdzaly, Ze 1,0% koncentrace peroxidu je zfejmé nejen ta s nejvySSim
ucinkem, ale zarovei je 1 velmi blizka toxické davce. Jiz pii 2,0% koncentraci byl patrny
siln¢ negativni efekt na kliceni. Pozitivni efekt peroxidu byl jiz v minulosti popsan
a bohuzel i jeho efekt na je¢men byl publikovan v letoSnim roce (Ishibashi et al., 2017).
Necilenou analyzou se identifikovalo ptes 1400 proteint, z nichZ bylo mozné pro 882
provést kvantitativni analyzu na zakladé¢ poctu pfifazenych spekter (asponn 2
identifikované peptidy a asponn 10 piifazenych spekter). Vyznamné zmény vykazovalo
112 proteinil a ty pak byly validovany pomoci cilené analyzy. Celkem se podatilo pomoci
cilené kvantifikace unikatnich peptidi potvrdit kvantifikace pro 65 proteint (Obr. 17).
Pii naSi studii byla vramci zménénych proteini pozorovdna mimo jiné katalaza
(AK366177), a dale také superoxid dismutaza (AK355761) a n¢kolik forem peroxidazy
(AK354769; AK355507). Prvni ziskana data naznacuji, ze mnozstvi superoxid dismutazy
je pii nizsich koncentracich H202 oproti kontrole vyznamné sniZzeno. Pfi 1% koncentraci
dochdazi patrné k nasyceni embryi H202, a tim padem ke zvySeni mnoZstvi enzymu. Dalsi
studie téchto antioxida¢nich enzyml mohou piinést nové informace o zpiisobu regulace

kli¢eni pomoci ROS.
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Obr. 17: Pi‘ehled zménénych proteinii
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Z grafti na Obr. 18 lze pozorovat zajimavé rozdéleni ve zméndch proteinid. Pfi
nizkych koncentracich H202 pfevazoval pomér proteintl, jejichz mnozstvi se snizovalo,
kdezto pti 1% koncentraci byl vétSi pomér proteinti, jejichz mnoZstvi naristalo.
Pozorované rozdily mohly byt zpiisobeny riznymi rastovymi fazemi embryi, ve kterych
se pfi sbéru nachdzela. Do proteinti se zvySenym mnozstvim v odpovédi jiz na nizsi
koncentrace H>O:> nalezel ¢len zrodiny ,heat shock® proteini (AK360636) nebo

triosafosfatizomeraza (MLOC_10457.2), kterd hraje dulezitou roli V energetickém

metabolismu.
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Obr. 18: Shrnuti poétu zmén v mnoZstvi proteinii pro jednotlivé koncentrace H>0;.
Zmény jsou vztazeny ke kontrole (0% H20z).

Jelikoz anotace genli/proteint je¢mene nejsou ani zdaleka kompletni, byla pro lepsi
predstavu o funkci identifikovanych proteinti provedena analyza jejich orthologi
u Arabidopsis thaliana. Na zaklad¢ nalezenych orthologli u Arabidopsis thaliana byla
Sestavena interakéni sit’ (Obr. 19) sledovanych proteinti, ze které je patrné, ze byly
identifikovany tfi zakladni klastry hrajici dleZitou roli v kli¢eni. Prvni klastr odpovida
ribozomalnim proteinim a proteintiim zapojenych do procesu translace. To odpovida
faktu, Ze k obnové syntézy proteini dochazi jiz v asnych fazich kli¢eni skrze aktivaci
ribozomt (Bewley et al., 2013). Béhem prvni faze kliceni dochdzi také k obnoveni
energetického metabolismu zajist'ujiciho potiebnou energii (Nonogaki et al., 2010), coz
je mozné pozorovat na urovni proteinl, které vytvareji druhy uceleny klastr proteind.
Treti klastr, ktery je sice v poctu pozorovanych proteinli se zménénym mnoZstvim

nejmensi, je zapojen do procesu degradace proteinti. Tento proces je dilezity nejen pro
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celkovy bunécny metabolismus, ale také naptiklad pro signalizaci GA (viz Kap. 2.4).
V map¢ interakei jsou pro ukdzku zvyraznény Etyfi z celkoveé osmi nalezenych proteint,
u kterych byla potvrzena dilezita role pro vyvoj embrya pomoci mutantnich fenotypt
u Arabidopsis thaliana. Mezi tyto zastupce patii naptiklad protein z rodiny dynamint
(MLOC_69619.1) zapojeny do udrzovani integrity bunécné stény, vezikularniho
transportu, polarniho rustu bun€k a dal$ich aspektti souvisejicich s ristem a vyvojem
rostlin (Kang et al., 2001). Zajimavym proteinem je aminopeptidaza (AK360995), jejiz
ortholog M1 pravdépodobné hraje roli v regulaci PIN proteind (transportéry auxinu) (Lee
a Cho, 2012). Z literatury je znamo, ze auxiny hraji roli v dormanci semen, kdy interakce
auxinti S ABA muze podporovat jeji inhibi¢ni u€inek a branit tak kli¢eni (Liu et al., 2013).
To by bylo v souladu s dosavadnim vyzkumem, ktery naznacuje, Ze pozitivni efekt
peroxidu na kli¢eni rostlin je zprostfedkovan naruSenim metabolismu a signalizace ABA.
Za zminku stoji i1 disulfid izomeraza (MLOC_15962.1), ktera katalyzuje preskupeni
disulfidickych vazeb v proteinech (UniProt). Z dalSich proteinti to byly naptiklad
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k proteinizm Arabidopsis thaliana (STRING; Szklarczyk et al., 2010).
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asparagin-tRNA ligaza (AK363705), triosafosfatizomeraza (MLOC_10457.2) nebo 60S
ribozomalni protein (MLOC_56031.1). Ze 65 pozorovanych proteind bylo podle
databaze Cerny et al. (2016) nalezeno 22 zastupct reagujicich na signaly fytohormont

a z toho celkové devét na ABA (idaje pro GA nebyly ziskany).

4.3.1 Identifikované fosfoproteiny a jejich zmény v pribéhu klic¢eni

Prvni ziskana data pfinesla velmi zajimavé vysledky, které naznacuji, Ze jiz pfi téchto
testovacich pokusech bylo dosdhnuto velkého pokryti bunécnych procesii zapojenych do
procesu kliceni. BohuZzel, i kdyz je mozné na zékladé¢ homologie ptedpokladat
u 10 proteinii pfitomnost fosforylace, ani jeden neni zastoupen mezi 20 kandidaty
(Tab. 2) a ani na zakladé dat z celkového proteomu nebylo mozné provést kvantifikaci,
protoze vétSina z nich bud’ viibec nebyla identifikovéna, ¢i nespliiovala podminky pro
spolehlivou kvantifikaci. V ramci probihajiciho opakovani experimentu byly proto tyto
proteiny piednostné¢ vyhodnoceny. Celkem se podafilo shromazdit data pro osm
(fosfo)proteinti. Tti proteiny nevykazuji vyznamné zmény v prubéhu kliceni, dva
vyznamn¢ nardstaji a zbyvajici tfi zdsobni proteiny vyznamné klesaji, coz souhlasi
s jejich oc¢ekavanou roli v prabéhu kliceni. Zatim je mozné komentovat stav fosforylace
pouze u oleosinu (AK356020), globulinu (MLOC _63227.1) a serpinu 2
(MLOC_10176.1), protoze u ostatnich bud’ nedochazi k zméné na urovni celkového
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proteinu, nebo nebyla zachycena nefosforylovana forma hledaného fosfopeptidu. Ani
Vjednom z téchto tfi ptipadd vSak dostupnd data neprokédzala, ze by v prabcéhu
sledovaného experimentu dochazelo k vyznamné zmén¢ ve fosforylacnim stavu. DalSim
krokem bude optimalizace cilené analyzy, aby se podafilo kvantifikovat 1 zbyvajici

(fosfo)peptidy.
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5 ZAVER

Kliceni rostlin piedstavuje kriticky bod v zivoté rostlin. Z vyzkumi vyplyva, ze PTM
jsou zapojeny do procesu kliceni, a proto studium jejich zmén muize piinést informace,
které mohou byt uplatnény v zemed¢€lské praxi. Studium PTM piinasi jisté obtize, které
spoc¢ivaji nejen v rozsifeni diverzity proteomu. Napiiklad studium fosforylaci zlstava
stale vyzvou 1 ptfes vyvoj novych technik a materiali pro jejich obohacovani, protoze
nebyla dodnes vytvofena jednotna metodika pro nejucinnéjsi zptisob obohacovani vzorku
o fosfopeptidy. Navic mnoho publikaci uvadi ¢asto protichiidné nazory a rtizné optimalni
slozeni roztokl pouZitych pti obohacovani, a to nejen v zavislosti na pouzitém vzorku,
ale také na materialu. Z divodu mnoha uvedenych problémut vyzaduje studium PTM
Casto vyuziti frakcionacnich technik vedoucich ke zvyseni poctu identifikaci, a navic se
studium zmén neobejde bez znalosti zmén na trovni jednotlivych proteinii.

V bakalaiské praci byly nejdiive testovany frakciona¢ni techniky, kdy se nejvyssi
uspésnosti dosahlo pii pouziti ACN gradientu a pti frakcionaci na Grovni pletiv, ktera
prinasi navic dilezitou informaci o lokalizaci identifikovanych proteinli, coz mize byt
velmi uzitecné pro studium vyvoje rostlin. V ramci snahy o usnadnéni studia PTM byl
navrhnut a otestovan koncept spojujici ptenos peptidii a LESA-MS analyzu. Tato metoda
se v pribéhu testovani osvédcila a ukazalo se, ze by mohla pfispét ke zjednodusSeni
a zefektivnéni proteomickych analyz. V praci bylo otestovano nékolik obohacovacich
technik, pficemz nejucinnéjsi byl komercni kit TopTip TiO2 a bylo ziskano prvnich 20
kandidati pro studium zmén PTM v pribchu kliceni. Pfi klicnich experimentech byl
sledovan pozitivni efekt H.O2 na kli¢eni obilek je¢mene. Pro sledovani zmén na Grovni
proteinll se vyuZila otestovana frakcionace na urovni pletiv, kdy bylo pomoci necilené
analyzy kvantifikovano 822 proteintl. Cilenou analyzou bylo validovano 65 kandidatt
S vyznamné zménénym mnoZzstvim. Bioinformatickd analyza ukdzala, Ze nékteré
sledované proteiny mohou hrat dilezitou roli v pribéhu kliceni jako napftiklad
aminopeptidaza (AK36099), protein z rodiny dynaminti (MLOC_69619.1) nebo disulfid
izomeraza (MLOC_15962.1).

Prace poskytla robustni zdklady pro vytvofeni metodiky pro studium zmén PTM
Vv pribehu kliceni. Ziskana data budou vyuzita v pokracujicim vyzkumu, kdy jiz nyni
probiha métfeni druhého a tietiho biologického opakovani. Dalsi experimenty budou
cileny na zmény PTM, piedev§im na mechanizmus, jakym ROS ovliviiuje dormanci

semen a rychlost kliceni.
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7 POUZITE ZKRATKY

ABA
ACN
AHK
AHP

ARR

CID
DHB
DTT
EDTA
FA
FDR

GA
GeLC-MS

HILIC

IMAC

LC-MS

LESA

LESA-MS

MALDI

MGF

kyselina abscisova

acetonitril

Arabidopsis histidin kinaza (angl. Arabidopsis histidine Kinase)
Arabidopsis histidin fosfotransferovy protein (angl. Arabidopsis histidine
phosphotransfer protein)

regulator odpovédi u Arabidopsis (angl. Arabidopsis response regulator)

kolizné indukovana disociace (angl. collision-induced dissociation)
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova

dithiothreitol

kyselina ethylendiaminotetraoctova

kyselina mravenéi (angl. formic acid)

pravdépodobnost vyskytu falesné pozitivniho vysledku (angl. false
discovery rate)

gibereliny
gelova elektroforéza kombinovana s LC-MS (angl. gel electrophoresis

coupled with liquid chromatography-mass spectrometry)

hydrofilni interak¢ni chromatografie (angl. hydrophilic interaction liquid
chromatography)

afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

(immobilised metal affinity chromatography)

hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou chromatografii (angl.
liquid chromatography-mass spectrometry)

kapalinova extrak¢ni povrchova analyza (angl. liquid extraction surface

analysis)

hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou extrakéni povrchovou

analyzou (angl. liquid extraction surface analysis mass spectrometry)

laserova desorpce/ionizace za ptitomnosti matrice (angl. matrix-assisted

laser desorption/ionization)

mascot generic format
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MOAC

MS
PIN protein

PP2C

pSer

PSM

pThr

PTM
PYR/PYL/RCAR

Q
ROS

RUBISCO
SCX

SDS
SnRK2.2
SRM

TCA
TFA
Tris
UPLC

2D elektroforéza

1D elektroforéza

afinitni chromatografie na oxidech kovi (angl. metal oxide affinity

chromatography)

hmotnostni spektrometrie (angl. mass spectrometry)

protein z rodiny auxinovych transportéra (angl. pin-formed protein)

2C proteinfosfataza (angl. protein phosphatase 2C)

fosfoserin

piifazena peptidova spektra (angl. peptide spectral match)
fosfothreonin

posttransla¢ni modifikace (angl. posttranslational modification)
abscisové pyrabactin  resistence 1/

receptory  kyseliny (angl.

pyrabactin resistance 1-like /regulatory component of ABA receptor)

kvadrupol

reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)
ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylaza/oxygenaza

kation-vyménna chromatografie (angl. strong cation exchange) (typ

ionexové chromatografie)

dodecylsiran sodny (angl. sodium dodecyl sulphate)
proteinkinaza SNRK2.2 (angl. SNF-1related protein kinase 2.2)
mod hmotnostni analyzy pro sledovani charakteristického rozpadu

molekuly (pro tzv. ptechod) (angl. selected reaction monitoring)
kyselina trichloroctova (angl. trichloroacetic acid)

kyselina trifluoroctova (angl. trifluoroacetic acid)
tris(hydroxymetyl)aminomethan
ultraucinnd kapalinova chromatografie (angl. ultra performance liquid

chromatography)

dvojrozmérna elektroforéza

jednorozmérna elektroforéza
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Abstract: We demonstrate that peptides of in-gel digested proteins separated by
polyacrylamide gel electrophoresis can be transferred directly onto a C18 disk and
analyzed via Liquid Extraction Surface Analysis mass spectrometry. This concept, if

further optimized, could facilitate a rapid identification of proteoforms separated by 1D
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Abstract: We demonstrate that peptides of in-gel digested proteins separated by polyacrylamide gel
electrophoresis can be transferred directly onto a C18 disk and analyzed via Liquid Extraction Surface
Analysis mass spectrometry. This concept, if further optimized, could facilitate a rapid identification of
proteoforms separated by 1D or 2D electrophoresis.

Key Words: LESA, peptide blotting, MS

INTRODUCTION

Liquid Extraction Surface Analysis (LESA) is one of the mode of operation for the TriVersa
NanoMate, an automated chip-based nanoelectrospray source for mass spectrometry. LESA enables
simple, direct nanoESI mass spectrometric analysis from a v ariety of surfaces, including thin tissue
sections, TLC plates and other planar separation media. Previously, it has been shown that noncovalently
bound protein complexes can be directly probed via liquid extraction surface analysis from dried blood
spot samples and that the intact hemoglobin complex can be sampled directly from thin tissue sections
of mouse liver (Griffiths and Cooper, 2016). However, the analysis of intact proteins is still limited and
even high-end instruments can’t offer the sufficient resolution and sensitivity to address a complex
mixture.

Electrophoretic methods provide invaluable resolution and a cost effective fractionation of a
complex proteome sample (e.g. Cerny et al. 2014). Available studies that compare gel-based and gel-
free “shotgun” quantitative proteomics have demonstrated that a significant portion of proteome changes
detected by a gel-based technique occur on the proteoform level and are not observed in the later
approach (e.g. Cerny et al. 2013, Baldrianova et al. 2015). However, the identification of separated
proteoforms from a gel requires a multistep procedure that includes gel excision, washing, digestion,
peptide extraction and desalting steps. In effect, a protein identification is usually limited only to a small
subset of protein bands or spots and thus the most of the resolved proteome is not identified. Here, to
address this issue, we tested the combination of peptide blotting and LESA connected to a mass
spectrometer (MS).

MATERIAL AND METHODS

Protein extraction and separation

App. 100 mg of barley kernels were homogenized in Retsch Mill. The resulting fine powder was
suspended in SDS-sample buffer (100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 50 mM TRIS, pH
6.8), boiled for 10 min and separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE); TRIS-glycine
PAGE; stacking gel - 5%; resolving gel - 11%; 50 V for 10 min and 150 V for 60 min; Mini-PROTEAN
system, Bio-Rad).
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Gel washing, digestion and blotting

The whole gel was washed with distilled water, fixed in acetonitrile (5 min) and dried on air.
Dried gel was overlaid with 5 ml of trypsin solution (20 ug, Promega, MS-grade; 50 mM ammonium
bicarbonate), incubated for 20 min at 4 °C and digested overnight at 37 °C. The gel with digested
proteins was rinsed with 0.1% formic acid (FA) and blotted onto EMPORA C18 disk by a semi-dry
blotting (30 min, 5 mA/cm?; Bio-Rad).

LESA-MS analysis

Advion TriVersa NanoMate was operated in the LESA mode. The surface extraction was
achieved by dispensing and aspirating of 2 pl of the extraction solvent (0.1% FA in acetonitrile). The
extraction time was set to 5 s and the sample was delivered to MS at constant flow for 10 min at 1,400
V. Ion trap was operated in CID mode with the following acquisition parameters: MS - enhanced
resolution mode with the scan range 400-2,000 m/z; ICC target 400,000; 3 spectra averages; SPS target
mass 900 m/z; MS/MS - XtremeScan mode with the scan range 100 m/z to 2% mass of the precursor;
ICC target 500,000; Smart Isolation, 20 precursors, no spectra averaging and the fragmentation
amplitude at 60%.

Identification of peptides extracted from C18 disk by LESA

The measured spectra were processed by Bruker’s Data Analysis 4.1 as described previously (e.g.
Cerna et al. 2016) and the resulting MGF files were searched against barley protein database by Sequest
HT with the following parameters: trypsin; max two missed cleavage sites; mass tolerance 0.3 Da; up
to three dynamic modifications including Met oxidation, Asn/Gln deamidation, Lys methylation, N-
terminal acetylation.

RESULTS AND DISCUSSION

Protein separation, digestion and transfer to C18 disk

To test the feasibility of peptide blotting and LESA-MS, we separated a representative complex
proteome sample extracted from homogenized barley seeds by SDS-PAGE. The resulting gel was fixed
and dried by acetonitrile and then soaked with 5 ml of 0.0004% (w/v) MS-grade Trypsin and digested
overnight. The gel with digested peptides was overlaid with 0.1% formic acid and blotted onto a C18
disk. The successful blotting was confirmed by observing the transfer of colored bands of a protein
marker (Bio-Rad). The whole protocol takes less than 24 h (Table 1).

Table 1 Overview of the experiment

Method Details Time [h]
Protein extraction Retsch Mill MM400, boiled in SDS-sample buffer 0.5
SDS-PAGE 5% stacking gel, 11% resolving gel; 150 V for 60 min; 1.0
Digestion Trypsin, 20 pug (Promega) 15.0

. Washed with 0.1% FA; 30 min blotting (5 mA/cm?);
Blotting EMPORA C18 disk 05
LESA-MS TriVersa NanoMate (Advion) and amaZon Speed ion 50
trap (Bruker)

Identification of peptides extracted from C18 disk by LESA

The C18 disk was taped to the LESA holder and analyzed by LESA connected to the mass
spectrometer as described in Materials and Methods and the resulting spectra were analyzed (Figure 1).
Altogether, 34 barley peptides were successfully identified in LESA-MS spectra, including peptide
VAIMEVNPR detected in the third extraction (Figure 2).
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Figure I CI18 disk after the LESA analysis and the corresponding MS chromatogram
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The number of identified peptides correlates with a short extraction period (5 s) and would likely
improve with a more sensitive/faster MS analyzer. Further, the solution employed in LESA (0.1%
formic acid in acetonitrile) provides optimal conditions for peptide elution, but the amount of coeluting
peptides suppresses the signal. A stepwise extraction gradient could improve the results, but would
require a modification in the Advion software that would allow multiple extractions out of a single spot.
We also found that the average amount of hydrophobic residues in identified peptides is 43%, which
indicates that those more hydrophilic peptides could have migrated deeper into the disk or that the
transfer time was too long to retain them in a C18 disk.

Figure 2 Representative peptide spectrum measured by LESA-MS
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CONCLUSION

Our experiments proved that the semidry Western blot can be adapted for a peptide transfer and
employed as a desalting step prior the ESI analysis. If further optimized, its combination with the LESA
could provide a high throughput platform for identification of proteins separated by SDS-PAGE.
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