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ABSTRAKT

Nuklearni proteom obsahuje dulezité regulacni proteiny, které jsou pfimo zapojeny
do regula¢nich mechanismti. Odhaduje se, Ze pfiblizné¢ 30 % genii koduje proteiny,
které jsou smérovany do jadra. Sirokd 8kala koncentraci proteinii viak zpiisobuje,
ze nékteré jaderné proteiny jsou piitomny v koncentracich fadové nizSich nez ostatni
proteiny a jsou tak nedostupné v bézné extrakci celkového proteinu. Tato prace
»Charakterizace jaderné¢ho proteomu rostlin“ struéné shrnuje poznatky dnesni nuklearni
proteomiky a shrnuje extrakéni protokoly. V experimentdlni ¢asti byly zhodnoceny dva
rizné frakcionaéni protokoly. Analyzou jadernych proteinovych extrakt bylo navySeno
mnozstvi identifikovanych proteinti, ale vysledky kvantitativniho porovnani s béznou
extrakei ukazuji, Ze nékteré proteiny byly ztraceny ¢i doslo k jejich depleci v prub¢hu
frakcionace. Déle byl studovan ucinek rostlinnych hormonti cytokininii na nuklearni
proteiny je¢mene. Celkové bylo nalezeno 65 znamych jadernych proteind (10 %
identifikovanych proteinii v jaderné frakci) a 15 znich bylo rozdilné zastoupeno
v odpovédi na oSetfeni cytokininy, jednd se napt. o RNA helikazu SUB2 nebo protein

podilejici se na odpovédi na solny stres.

Kli¢ova slova: frakcionace, obohaceni, cytokinin, LC-MS



ABSTRACT

Nuclear proteome contains important regulatory proteins that are directly involved
in gene regulation mechanisms. It is estimated that about 30% of genes encode for
proteins that are destined into the nucleus, but a large dynamic range in protein
concentration results in some nuclear proteins being present at concentrations orders
of magnitude lower than others and these are thus hidden in standard total protein
extracts. This thesis "The characterization of the plant nuclear proteome" briefly
reviews present-day knowledge of nuclear proteomics and summarises extraction
protocols. In the experimental part, two different fractionation protocols were evaluated.
Analyses of nuclear protein extracts increased the number of identified proteins, but the
quantitative comparison with the results of total protein extractions indicate that at least
some nuclear proteins were lost or depleted in the process. Finally, the effect of plant
hormone cytokinin on barley nuclear proteins was analysed. In total, 65 known nuclear
proteins (10% of identified proteins in the nuclear fraction) were found and 15 of them
were differentially abundant in response to the cytokinin treatment, including e.g. RNA

helicase SUB2 and a salt-stress response protein.

Keywords: fractionation, enrichment, cytokinin, LC-MS



(A (1Y TR 9
2 Literdarni prehled............ccccoooviiiiiiiiiii 10
2.1 Jadro jako organela ...........coccueeeiieiiieiieiiecie e 10

2.2 SHrUKtUra JAATA.....cviiiiieiieieceee e 11

2.2.1  Karyoplazma .........c.coooveeeiiiiiiieeeiie ettt 11

2.2.2  Jaderny 0bal .......oooviiiiiiiiiieee e e e 12

2.2.3  Komplexy jadernych poria (NPC, nuclear pore complexes) ................. 13

2.3 Proteomickd analyza...........cccvieeiiiiiiiiciieeecceeee e 14

2.3.1 Nuklearni proteomika...........ccceeeiiieeiiieeiiieeiie e e 14

2.3.2  Jaderné ProteINY ......ccccueeeiveeeirieeiiiieeieeeecieeeeteeestreesreeesereeessseeessneeennns 20

3 Materidl a MetodiKa .............ooviiiiiiiiiie 22
3.1 Rostlinny material..........cocoeviiiiiiiiiieiecee e 22

3.2 POUZILE TRAGENLY ....ccueieiiieiieeiie ettt et 22

33 Izolace nukledrnich proteint...........cocceeviiriiienieeiiieieeieeeeeeeee e 23

3.3.1 Izolace s vyuzitim percollového gradientu dle Sikorskaite et al........... 23

3.3.2 Izolace s vyuzitim kitu dle Pekala.............ccccoevieniiiiiiniiiiiiecieee 25

34 LC-MS QNaLYZA....cccviiiiieiieiieeiiecieeie ettt sveesiee v e ssaeeseesnee e 26

3.4.1 Megéieni a zpracovani MS SPeKLer........c.cevviieiiiiiiniiieeeiieeeiie e 26

4 VysledKy a diSKUZe ..............ccoiiiiiiiiiii e 27
4.1 Identifikace nukledrnich proteinti rajcete ........ovvvvveeivieniiieeniieeeie e 27

4.2 Identifikace nuklearnich proteinti jeCmene............ccccveeeiieencieeeniieesneeens 29

4.3 Reakce nukledrnich proteinti je¢mene na cytokininy .............cocceeeeeeennennns 30

5 ZLAVEL ...ttt ettt et 32
6 Prehled pouZité lIteratury ............cccoooiiiiiiiiiice e 34
7 Seznam ODTAZKIU ...........ocviiiiiiiiiice e 38



8 Seznam pouzitych zkratek

9 PRILOHY .....oocooveveevnnn,



1 UVOD

Ve své prednasce roku 1831 zminil skotsky botanik Robert Brown, ktery je 1épe
znam pro svij objev tzv. Brownova pohybu, pozorovani zajimavého utvaru v bunkach
epidermis orchideji, "cirkularni areolu", kterd se zda byt jakymsi jadrem bunky. Tak
z latinského nucleus ¢i nuculeus (jadro, ofiSek) vzniklo pojmenovani organely, ktera
schraniuje vétSinu genetické informace eukaryotické bunky. I kdyz bylo poprvé jadro
objeveno v rostlinach, vime dnes mnohem vice o jeho slozeni a funkci u hub
a zivocicht, protoze jaderny vyzkum byl 1éta zaméten praveé na tyto modelové systémy.
V poslednich letech se vSak pozornost obraci i smérem k rostlindm (Meier, 2008).
Rostlinné jadro vykazuje jisté odlisnosti od jader hub a Zzivocicht. Jadro je bézné
tvofeno dvéma hlavnimi komponentami - jadernym obalem a karyoplazmou. Jaderny
obal obsahuje ve své struktufe vnitini a vnéjsi jadernou membranu a rostlinna lamina,
jez se nachazi ve vnitini jaderné membrané obalu, ma svou unikatni strukturu typickou
pro rostliny, ktera nebyla prozatim nalezena u jinych organismi (Petrovska et al.,

2013).

Je ztejmé, Ze obdobné jako v dalSich organeldch, neni dilezita jen otdzka co a jak se
meéni, ale 1 kde pfesné¢ k tomuto procesu dochdzi. Proteomickd analyza muze byt
vhodnym naéstrojem pro porozuméni molekulrani podstaty procest v jadie a jeji
aplikace je 1 tématem této bakalarské prace. Cilem této prace bylo v prvni fad¢ shrnout
zékladni poznatky o jadfe a metodach izolace jaderného proteomu. V experimentalni
casti pak vyzkouSet izolaci jaderného proteomu z vybranych modelovych rostlin
a pokusit se naleznout zmény jaderného proteomu vyvolané rostlinnym hormonem

cytokininem.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Jadro jako organela

Jadro (nucleus, karyon), jakozto nejvétsi organela v bunce, slouzi piedev§im
k ulozeni dédi¢né informace organismu a zaroven se podili na koordinaci buné¢nych
procest jako bunécného dé€leni, ristu, diferenciace, proteosyntézy, smrti buiky aj.
Prevdzna c¢ast jaderného materidlu je tvofena chromatinem, ktery je béhem vétSiny
zivota buiiky rozvolnén. Jadro odd€luje genom spolu s transkripénim mechanismem
od cytoplazmy a ostatnich organel. Tvar a velikost jadra se odviji od typu builky,
ve které se nachéazi (Obr. 1). Meristematické buniky se vyznacuji vétSim jadrem, které je
vétSinou lokalizovano v centru bunky. Diferenciované bunky, jako napiiklad
parenchymatické ¢i kolenchymatické, maji jadro spiSe na periferii buiikky (Pollard
a Earnshaw, 2008; Lammerding, 2011). Tvar jadra se miize ménit v prabéhu zivota
buriky, jako je tomu u embryi Drosophily, kdy dochazi ke zméné z okrouhlého tvaru
na elipsoidni (Webster et al., 2009). Uvniti jadra miZzeme nalézt i jadérko, jeZ slouzi

prevazné k syntéze ribozomalni RNA (Lodish, 2003).

Obr. 1 Jddra z odlisnych rostlinnych druhii ziskana fazovou kontrastni mikroskopii (A4,
C, E) a barvenim DAPI s fluorescencni mikroskopii (B, D, F). (4, B) Jadra korenii
Arabidopsis thaliana. (C, D) Jadra korenut Triticum aestivum. (E, F) Jadra korenii

Pisum sativum. Zdroj: Pendle a Shaw, 2017.
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2.2 Struktura jadra

Jadro rostlin obdobné jako jadro hub a zivocCichu je bézné tvofeno dvéma hlavnimi

komponentami, jadernym obalem a karyoplazmou (Obr. 2).

Nuclear pore Nuclear speckle AKIP1-
complex containing

Chromatin 2 Sl Dicing body

Cyclophilin-
containing

N _Plamina e

Photobody Cajal body

Obr. 2 Struktura jadra. Jadro rostlin obsahuje kromé chromatinu i jiné struktury jako
napriklad Cajalova téliska, jaderné skvrny, cyklofilinové skvrny aj. Zdroj: Petrovska
etal., 2015.

2.2.1 Karyoplazma

Karyoplazma (t¢Z nukleoplazma) je hmota typickéd pro interiér jadra, jejiz hlavni
slozkou je voda s obsahem riznych esencialnich enzymf, proteinli a smési latek. Je
ohrani¢ena jadernym obalem. Latky, které obsahuje, jsou nutné naptiklad pro syntézu
deoxyribonukleovych a ribonukleovych kyselin. Nachdzi se zde také velkd Skala
proteinl, které se podileji na transportu latek zjadra a do jadra, transkripci

¢1 modifikac¢nich procesech RNA molekul (Plant Life, 2011).

Jaderny genom eukaryot je tedy lokalizovan v jadie, kde vytvati chromozomy. Ty
predstavuji dlouhou linearni molekulu DNA, kterd tvofi chromatin. Jadro obsahuje dvé
formy chromatinu — vysoce kondenzovany heterochromatin, ktery se dale d¢li

na konstitutivni a fakultativni, a euchromatin, ktery naopak nepodléhd znacné
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kondenzaci. Ob¢ formy heterochromatinu se podileji na regulaci genové exprese
a obsahuji oblasti, které nejsou pfiliS bohat¢ na geny. Konstitutivni typ je tvofen
inaktivnimi bloky, které jsou ustalené, a fakultativni forma vytvaii tseky DNA, které
jsou aktivni ¢i neaktivni jen za urCitych podminek, ve kterych se organismus praveé
nachazi. Lokalizace na periferii jadra je typickd pro heterochromatin, kdezto
euchromatin je k nalezeni spiSe v centru jadra ¢i v okoli jadernych pori (Cooper, 2000).
Jaderné chromozomy musi byt vysoce kompaktni béhem bunécného cyklu, nebot’
chromozom, ktery neni v kondenzovaném stavu, je mnohem vétsi nez primér jadra.
Prvni arovni kondenzace je sbalovani DNA kolem 8 molekul histonli za vzniku
nukleozomu. Nukleozom je dale sbalen do vlakna (30 nm vlédkno), které vytvari prosty

helix (Pollard, Earnshaw, 2008).
2.2.2 Jaderny obal

Jaderny obal tvofi hlavni pfedél mezi dvéma plazmatickymi objekty - cytoplazmou
a karyoplazmou. Tato bariéra s vysoce organizovanou strukturou zabranuje volné
migraci molekul mezi jaddrem a cytoplazmou a jedind mozné cesta skrze jaderny obal
vede ptes komplexy jadernych porid (Petrovska et al., 2015). Obal, jenz obklopuje
jaderny material, se sklada z vnéjsSi (ONM, outer nuclear membrane) a vnitini
membrany (INM, inner nuclear membrane), které navazuji na membranu
endoplazmatického retikula. Navzdory tomu jsou vSak proteiny obsazené
v membranach jaderného obalu odlisné od proteinii obsazenych v endoplazmatickém
retikulu (Hetzer, 2010). Jako vétSina membran jsou membrany jaderného obalu takeé
tvoteny fosfolipidovymi dvojvrstvami. V jadernych poérech dochéazi ke spojeni vnitini
a vnéj$i membrany, mezi nimiZ se navic nachazi perinuklearni prostor, a vzniké tak
jediny volny prichod pro molekuly vody, sacharidi nebo naptiklad molekuly ionti,

které by se jinak do jadra nedostaly (Cooper, 2000).

Dalsi slozkou, kterd se podili na mechanické podpote jaderného obalu, je jadernd
lamina. Ta je ukotvena k INM, interaguje s komplexy jadernych poérd a kromé
mechanické podpory také usnadnuje jaderny pohyb, zprostiedkovava propojeni mezi
nukleoskeletem a cytoskeletem a podili se na signalizaci a organizaci chromatinu. Hraje
dalezitou roli pti replikaci ¢i opravach DNA nebo syntéze RNA, ucastni se tedy

ibunécného deleni, diferenciace ¢i apoptdézy (Lammerding, 2011). Jeji Sitka

12



se pohybuje v rozmezi od 5 do 13 nm dle druhu rostliny. Nejlépe charakterizovanymi

proteiny jaderné laminy rostlin jsou NMCP (nuclear matrix constituent protein).
2.2.3 Komplexy jadernych pora (NPC, nuclear pore complexes)

Tyto komplexy jsou dulezité svou pfitomnosti pro riizné jaderné procesy, jako
naptiklad aktivace genil nebo regulace bunécného cyklu. Jejich hlavni ulohou je vSak
zprostiedkovani transportu latek dovnitt jadra a odchodu molekul z jadra ven. Kromé
molekul vody mohou byt jadernymi pdry (Obr. 3) transportovany proteiny vnitini
jaderné membrany a veskeré malé proteiny nachazejici se v karyoplazmé. Také RNA,
které jsou syntetizované v jadru, musi byt pfemistény do cytoplazmy, kde budou plnit
svou funkci pii proteosyntéze. Naopak proteiny, které¢ jsou vyzadovany pro spravné
fungovani jadra, musi byt dopraveny do jadra z mista jejich syntézy v cytoplazmé.
Transport téchto proteinii mize probihat dvéma hlavnimi zplsoby, z nichz prvni je
difaze otevienymi kanaly, které jsou propustné pro molekuly o velikosti zhruba 9 nm.
Takto mohou prostupovat i proteiny o maximalni velikosti 50 kD a to v obou smérech,
z cytoplazmy do jadra a zp&t. Nékteré proteiny by vSak takovymi kanalky neprosly,
musi byt proto specificky rozpoznany a jejich transport probéhne pouze v jednom
smeéru. V odpovédi na rozpoznavaci signal jsou molekuly, jako napt. velké
ribonukleoproteiny, dopraveny na potiebné misto obdobnymi kanalky s centralnim
transportérem, které vSak maji schopnost se oteviit pro priichod vétSich molekul
bezprostiedn¢ po prijeti rozpoznavaciho signalu (Cooper, 2000). Vzhledem k tomu,
Ze jsou transportovany ruzné druhy latek, musi byt transport téchto komponent
regulovdn na vyssi Grovni bunééné kontroly, ktera neni zapotiebi u nizs$ich organismil

(Wente a Rout, 2010).
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Cytoplazma ___— Cytoplazmaticka filamenta

Proximalni filamenta
Centralni transportér

Prstenec \ Cytoplazmicky prstensc
Vnéjéi jaderna \ 8
membrana \ /):—\\, .

r 2

Vnégji prstenec paprsku

Jademy < S
e - Vnitfni prstenec paprsku
ol g Nukleoppl:z:mck)p a
/ pr:temec
Vnitini jadernad
membrina
Jademy
kos

Obr. 3 Struktura jaderného poru. NPC se jevi jako cylindrické struktury, jejichz stred
obsahuje vzdy 8 paprski, které obklopuji centralni kanal. Primo v ném dochazi
K vyméne makromolekul mezi karyoplazmou a cytoplazmou. Filamenta, kterd se nachazi
v jadru poru, vytvari srukturu ,,koSiku* na vnitini strané komplexu. Zdroj:Lodish et al.,
2007.

2.3 Proteomicka analyza

2.3.1 Nuklearni proteomika

Proteom shrnuje vSechny genové expresni profily vur€itém stadiu bunky,
organismu, ¢i pletiva. Tyto profily vznikaji pfi jasn€ stanovenych podminkach prostiedi.
Jeden gen muze tvorit nékolik typli proteinti, které podstupuji Cetné modifikace
na urovni transkripce, translace ¢i posttransla¢ni urovni. Ke struktufe proteinu mohou
byt pfidany dalsi skupiny, jako napf. cukry ¢i fosfaty. Proto organismy vykazuji
nékolikandsobné vy$§i mnozZstvi riiznych proteinli oproti vychozimu mnozstvi

unikatnich protein-kddujicich genti a souvisi s tim také schopnost tvotit rizné fenotypy.

Pti proteomické analyze je tak nutné se vyporadat se smési, kde se nachazeji
jak velké proteiny, tak i proteiny malych velikosti, dale vysoce abundantni spolu s méné

abundantnimi proteiny. Proteomické techniky se musi vyhnout jakékoliv mozné
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kontaminaci. Abychom ziskali co nejvétSi mnozstvi proteinli a zaroven v intaktnim

stavu, jsou vyzadovany cetné solubilizacni kroky, které uvolni vdzané proteiny napi.

wewr

a nespravnou manipulaci mize dojit k velkym ztratdm (Kellner, 2000; Novak, 2016).

('Homogenizace pletiva )
* Filtrace homogenatu
* Solubilizace

* Separace pomoci hustotniho
gradientu

¢ Extrakce proteinu

s ESI-MS
¢ MALDI-MS

Hmotnostni
@ spcktrometrie (« Proteinova

kvantifikace

+ Urceni funkce
proteind

¢ MS/MS sekvenovani

* Separace pomoci elektroforézy

* Digesce
\ . . .
* Separace peptidi e Bioinformatika

Pfiprava vzorku

Obr. 4 Zjednodusené schéma proteomické analyzy. Priprava vzorku vyzZaduje
duslednou manipulaci, aby nedoslo k nechténé kontaminaci jinymi proteiny nebo
kontaminanty. Identifikace vyuziva hmotnostni spektrometrii v riznych modifikacich:
ESI, ionizace elektrosprejem; MALDI, ionizace laserem za pritomnosti matrice;
MS/MS,  tandemova  hmotnostni slouzi

spektrometrie.  Bioinformaticka  cast

ke zpracovani ziskanych dat a jejich vyuziti v riznych oblastech proteomiky.

Ptiprava vzorku pro izolaci jadernych protein zahrnuje nékolik krokti. Neexistuje
univerzalni protokol, ktery by platil pro vSechna pletiva, poptipad¢ tkané télni tekutiny,
vzhledem k heterogenité proteinii a samotnych vzorki (zdrojui). Je vSak nutné dostat se
pfes urcité bariéry, které mohou byt u extrakce z rostlinnych zdroji vyzvou. Jedna se
zejména o komplexitu proteinti, ke které ptispivaji také post-translaéni modifikace.
V dtsledku toho nemohou byt soucasnymi technikami detekovany v celkovém extraktu

vSechny pfitomné proteiny (Obr. 5)
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Obr.5 Schéma detekovatelnych proteinii z celkového extraktu. 2-D elektroforéza
a hmotnostni spektrometrie jsou schopny detekovat pouze cdst proteinit pritomnych

V celkovém extraktu. Zdroj: GE Healthcare, 2014.

2.3.1.1 Homogenizace

Pro identifikace jadernych proteinii je nutno dodrzet nékolik zakladnich krokd.
Po ziskani materidlu musi byt rostlinné pletivo rozruSeno, stejn¢ tak i bunécnd sténa
(mechanicky, enzymaticky). Zptusoby homogenizace jsou velice variabilni a volba

zavisi na typu pletiva/tkan¢/organismu.

2.3.1.2 Inhibitory protedz a fosfatdz

Dalsi vyzvou pfi extrakci je zajiSténi intaktnosti proteinti, tedy aby nedoslo
k degradaci protedzami, coz by se negativné projevilo na elektroforéze. Naruseni jejich
struktury by mohlo vést k mylnym informacim o proteinech a celych populacich
proteind, tudiz i1 ke zkresleni vysledkl pti vyhodnoceni. Pfitomnost kontaminantd, jako
nukleové kyseliny, soli, polysacharidy, také casto zpisobuje chybné zavéry

a to zejména pii kvantifikaci (Protein sample preparation).

V mnoha pfipadech se provadi rozrusovani bunéénych stén a membran
v pfitomnosti inhibitort proteaz (Tab. 1). Stabilita proteind je tedy ovliviilovana
pfitomnosti a aktivitou protedz, ale také riznymi chemickymi ¢i konformacnimi
modifikacemi, ke kterym muze dochazet pii ptipravé vzorku (proteolyza, oxidace,

deaminace aj.). Nemén¢ vyznamné jsou defosforylace fosfoserinu, threoninu a tyrosinu,
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kde je tento proces kontrolovan ptredevsSim fosfatdzami. Aktivita téchto enzyml muze
byt kontrolovana fosfatazovymi inhibitory, napt. pomoci imidazolovych soli. Stejné
jako se pfedchazi hydrolyze, je nutné vyvarovat se i oxidaci (Protein sample

preparation).

Tab. 1 Inhibitory protedz. Priklady nejpouzivanéjsich inhibitorii protedz, jejich

koncentrace a molekuly, které inhibuji. Zdroj: Thermofisher.

Inhibitor Bézna koncentrace Cilova molekula
PMSF 0,1-1 mM Serinové proteazy
Cysteinové proteazy
EDTA 2-10 mM Metaloprotedzy
Pepstatin A 1-20 uM Aspartatové proteazy
Leupeptin 10-100 uM Cysteinové proteazy
Serinové proteazy
Aprotinin 100-200 nM Serinové proteazy
Papain
Cysteinové proteazy
E-64 1-20 uM Cysteinové proteazy

2.3.1.3 Diferencidlni centrifugace

Pro izolaci jader (ostatn€ i jinych organel) od bunécnych komponent muize byt
vyuzita diferencidlni centrifugace, kterd vytvoifi ve vzorku nékolik fazi. Aby mohly
byt jednotlivé frakce ve vzorku oddéleny, je nutno vyuzit medium, které se prida pred
centrifugaci ke vzorku. Jednim z nejvice vyuzivanych medii jsou sacharoza, glycerol

¢1 sorbitol. Pfi izolaci jader je také Casty Percoll (Sigma-Aldrich, 2017).

2.3.1.4 Solubilizace

Pro purifikaci proteinti je velmi dulezitym krokem solubilizace. Kontaminanty by
mély mit co nejmensi rozpustnost v roztoku, aby nezkreslovaly vysledky. Jde zejména
o nukleové kyseliny, lipidy ¢i jiné druhy proteind. Dle zdroje, ze kterého pochazi
izolované proteiny, jsou zvoleny lytické a extrakéni pufry. Zakladnimi slozkami byvaji

zpravidla soli a riizné druhy detergentd. Jejich koncentrace musi byt hlidana, stejné jako
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teplota a pH. Aby tedy bylo zajisténo stabilni prostfedi pro proteiny, pouzivaji se pfi
izolaci pufry, jejichz hlavni tlohou je ochrana pfed zménami v pH, které by mohly vést
k nezddoucim denaturacim ¢i fragmentaci. Rlizné pufry maji rozdilnou pH skalu, proto
je nutné zvolit vhodny typ pufru vzhledem k proteinim, které izolujeme, nebot’ kazdy
protein vyzaduje pro svou stabilitu jiné pH. Pti izolaci jader z A. thaliana se ¢asto voli
pufr PIPES-KOH (PIPES-NaOH). HEPES-KOH je pak vhodnym pufrem pfi izolaci
jader zryze (Orizum sativa), neméné cCasty je MES-KOH pro izolaci jader z listi
brambor (Solanum tuberosum). Pro extrakci jader z kukufice (Zea mays) ¢i rajcat
(Solanum lycopersicum) se pouziva Tris-HCI (Yin a Komatsu, 2016). Nejcastéji volené
pufry jsou vybrany v Tab. 2 a to v kombinaci se soli, ve které¢ jsou bézné pouzivany.

Jejich koncentrace se pohybuje v rozmezi 20-50 mM.

Tab. 2 Nejcasteji volené pufry. Vybrané pufry a pH rozpéti. Zdroj: Lloyd, 2000.

Néazev pH rozpéti
Fosfatovy pufr 5,8-8,0
Glycin-NaOH 8,6 -10,6
MES 5,5-6,7
MOPS 6,5-7,9
HEPES-NaOH 6,8-7,5
HEPES-KOH 6,8-8,2
Tris-HCI 7,0-9,0
PIPES-NaOH 6,1-7,5

2.3.1.5 Soli a detergenty

Soli slouzi pfedevsim ke stabilizaci iontové sily, jedna se zejména o NaCl a KCI.
Do roztokli mohou byt pfidany také rtizné druhy detergentii, které maji schopnost
vytvaret micely, umoziuji misitelnost latek s vodou, které jsou za béznych podminek ve
vod¢ nerozpustné. Denaturujici detergenty rozrusi bunécné struktury a prerusi také
veSkeré interakce mezi proteiny a dalSimi slozkami. Za takovym ucelem se pouziva
napt. dodecylsiran sodny (SDS). Aby nedochdzelo k denaturaci, pouzivaji se jiné

detergenty jako Triton X-100 nebo CHAPS (Life technologies). Kromé toho, detergenty
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umoziuji také rozklad nékterych abundantnich organel, jako jsou napiiklad chloroplasty

(Yin a Komatsu, 2016).

2.3.1.6 Oveéreni Cistoty a koncentrace vzorku

Po izolaci jader by méla byt ovéfena Cistota ziskané frakce extrahovanych jader.
Pro posouzeni Cistoty jaderné frakce se vyuziva metoda Western blot s pouzitim histonii
jako proteinovych markeri. Kontaminace jaderné¢ frakce jinymi organelami byva
hodnocena také pomoci subcelularnich proteinovych markert. Jako takové poslouZi
naptiklad enzym katalaza, alkoholdehydrogenaza ¢i gluk6za-6-fosfatdehydrogendza

(Yin a Komatsu, 2016).

Po izolaci by méla ¢ast analytu projit kvantifikaci, aby byla zjiSténa koncentrace
proteinu. Je dostupné velké mnozstvi kvantifikacnich metod. Jednou z nejcastéji
pouzivanych je Bradfordova metoda, kterd vyuZzivad kolorimetrického stanoveni pii
595 nm a je pomérné rychla. Mezi jeji pfedni nevyhody patii skute¢nost, ze mize byt
naruSena pritomnosti detergentii (Protein sample preparation; Thermofisher, 2017).
Dale se pouziva kvantifikace pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) ¢i Lowryho

metoda (Thermofisher, 2017).

2.3.1.7 Separace proteint a hmotnostni spektrometrie

Rozd¢€leni proteinii dle velikosti je docileno pomoci gelové filtrace. Média
v kolonkdch maji rozdilné pory, a proto mohou projit naptiklad pouze molekuly
s nizkou molekularni hmotnosti a proteiny, jez maji vétsi hmotnost, budou od téch
ostatnich oddéleny. Kromé gelové filtrace mize byt pouzita také ultrafiltrace, kdy
roztok prochazi pies membranu s péry a skrze membranu se dostanou pouze mensi
molekuly. Velikost téchto porh je pfedem piesné urcena, aby mohly byt zachyceny

cilové molekuly (Protein sample preparation).

Poté, co jsou separovany jednotlivé nuklearni proteiny, mohou byt identifikovany
pomoci hmotnosti spektrometrie (MS). Jedna se o analytickou metodu, kdy dochazi
k rozd€leni ionti na zdkladé poméru hmotnosti a nadboje (m/z). Ve vysledku poskytuje
hmotnostni spektrum, které zndzorfiuje zavislost mezi m/z a intenzitou signalu.
Hmotnostni spektrometr za¢ind zpravidla iontovym zdrojem, ktery ptevadi neutralni

molekuly na nabité Castice, a je nasledovan analyzatorem, ktery tyto ionty rozdé€li dle
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poméru hmotnosti a naboje. lonizace mtize probihat za snizeného (MALDI)
¢1 atmosférického (ESI) tlaku. Ionizace elektrosprejem (ESI) vyuziva vysokého napéti,
které je aplikovano na kapalinu, aby doSlo k vytvofeni aerosolu. MiZze byt v mnoha
ptfipadech sptfazena s kapalinovou chromatografii. Ionizace za pfitomnosti matrice
(MALDI) umoznuje desorpci a ionizaci vétSich molekul, proto se Casto vyuZiva
k analyze biopolymerti. Posledni ¢ast hmotnostniho spektrometru je detektor, ktery
vyhodnocuje relativni intenzitu ionti po rozdéleni v analyzatoru (Friedecky et al.,

2012).
2.3.2 Jaderné proteiny

Jaderné proteiny jsou povazovany za nejvice abundantni slozky bunécného jadra.
Genom modelového organismu A. thaliana zahrnuje necelych 26 000 geni. Literatura
uvadi, ze proteiny, které jsou exprimovany témito geny nalezi zhruba z 28-48 % pravé
do jadra. Prestoze rostlinny genom modelovych organismii byl podroben cetnym
analyzam a poskytuje relativné velké mnozstvi vysledki, proteom neni ani zdaleka tak
objasnén (Hooper et al., 2014). Kromé¢ histont, které jsou povazovany za nejvice
abundantni proteiny v jadfe, je zatim dukladné probadano jen nékolik dalSich
proteinovych rodin, znichZz n¢které uvadim nize. Vybrané proteinové rodiny jsou
ve veétsSing pripadii soucasti rostlinné laminy, jejiz pfitomnost byla dlouhou dobu velice
kontroverznim tématem. Dnes vime, Ze nejen existuje, ale ze se podili na mnoha
aspektech jadernych funkci a Ze zménami vlastnosti laminy tedy dochazi

k abnormalnim zménam jaderné morfologie (Petrovska et al., 2015; Ciska et al., 2013).

NMCP1 (nuclear matrix constituent protein 1) je protein, nachdzejici se hlavné
na periferii jadra, v jaderné lamin€. Proteiny odvozené od NMCP u Arabidopsis
thaliana, diive LINC (little nuclei), dnes nazyvané CRWN se déli do dvou hlavnich
skupin — CRWNI, které se nachdzi v jaderné periferii, a proteiny skupiny CRWN2,
kter¢ miiZeme najit v karyoplazmé. Bylo zjisténo, Ze riiznymi mutacemi v genech
pro CRWN dochézi kredukci velikosti jadra ¢i dokonce k dramatickym zméndm
v morfologii jadra. (Dittmer, 2008; Ciska a Moreno Diaz de la Espina, 2014). NMCP
byvaji Casto oznaCovany za analogy proteinii nazyvanych laminy, které jsou
charakteristické pro laminu zivoCichi (Petrovska et al.,, 2015). SUN proteiny

(Sad1/UNC84) jsou komponenty vnitini membrany a ucastni proteinového komplexu
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LINC (linker of nucleoskeleton a cytoskeleton), ktery se véaze k nukleoskeletu
i cytoskeletu jadra. SUN proteiny A. thaliana — AtSUN1 a AtSUN2 podléhaji ¢etnym
interakcim s proteiny skupiny NMCP (Ciska a Moreno Diaz de la Espina, 2014). KASH
proteiny (Klarsicht/ANC-1/Syne-1 homology) muizeme najit ve vn&jsi jaderné
membrané, jejich nazev je odvozen od proteinti D. melanogaster (Klarsicht), C. elegans
(ANC-1) a savci (Syne-1 a 2). U Athaliana byly nalezeny KASH proteiny, jez
specificky interaguji se SUN proteiny — WPP doménové proteiny (WPP1, WPP2
a RanGAP1) (Evans et al., 2014; Ciska a Moreno Diaz de la Espina, 2014). V pfipadé
LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) se jednd o komplex skladajici se
z dvou klicovych komponent: SUN a KASH proteind. Hraje vyznamnou roli pii pohybu
jadra, propojovani nukleoskeletu s cytoskeletem ¢i uchyceni centrozomi k ONM.
Nukleoporiny (Nups) piedstavuji stavebni kameny pro jaderné pory. Rostlinné
nukleoporiny nejsou tak dobie prostudované jako lidské nebo kvasinkové, piesto vSak
byly objeveny né¢které homology, jenz se podileji na transportu latek pres NPC.
Prozatim bylo identifikovdno pouze 13 rostlinnych nukleoporint, nékteré z nich se
obecné¢ podileji na hormondlni signalizaci, bunééném déleni, odpovédi na stres
a patogeny, vyvoji kveteni ¢i reprodukci. Funkce a samotny proces regulace u vétSiny
znich vsak nejsou zatim zcela objasnény. U A. thaliana jsou znamy nukleoporiny
LONOI a AtGLEI, které se ucastni vyvoje semen (Braud et al., 2014, Petrovska et al.,
2015). NUA (nuclear pore anchor) je protein nachédzejici se béhem interfaze ve vnitini
jaderné membrané a v pribéhu metafdze mize byt detekovatelny v blizkosti vieténka, je
vyzadovan tedy pfi bunééném déleni. Podili se na procesu SUMOylace, kdy dochazi
k pfipojeni proteinu SUMO k jinému cilovému proteinu. Ucastni se také exportu mRNA
(Xu et al., 2007). MFP1 (matrix attachment region (MAR)-binding filament-like
protein 1) se vaze k DNA, interaguje s chromatinem prostiednictvim (Gindullis et al.,
1999). Na pocatku badani se zdalo, ze je tento protein lokalizovan pouze v jaderném
obalu amatrix, pozdé€ji se ukazalo, ze se nachazi v plastidech, kde asociuje
s membranou thylakoid (Dittmer, 2008). MAR (matrix attachment region) predstavuje
DNA sekvence bohaté na A-T pary, které asociuji s matrix. Predpoklada se, ze se podili
na organizaci chromozomi do struktury rdzice v metafazi (Liebich et al., 2002).
V ptipadé MAF1 (MFP1-associated factor 1) se jednd o pomérné maly protein, ktery je
bohaty na serin a threonin. Je lokalizovéan na periferii jadra, v jaderné matrix a je mozné

jej nalézt i v cytoskeletu (Gindullis et al., 1999).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material

Vychozim materialem byl Arabidopsis thaliana typ Col-0, Solanum lycopersicum
typ Moneymaker a Hordeum vulgare typ Sebastian. Rostlinny material pro experimenty
poskytl Msc. Kifaha Abushamsiya (AF MENDELU). Listy rostlin byly kultivovvany po
dobu 4 tydnt ve skleniku (srpen-zaii 2016). Ctyitydenni rostliny je¢mene byly po sedmi
dnech kultivace v pravidelnych intervalech (2x tydn¢) zalévany 50 ml 10 uM roztoku
BAP (benzylaminopurin).

3.2 Pouzité reagenty

Pufr pro izolaci jader (Pufr A):

1 xPufr A: 40 mM MES-KOH (pH 5.4), 40 mM NacCl, 40 mM KCI, 10 mM EDTA,
1000 mM sacharoza, 0.4 mM spermin, 2 mM spermidin, 4 mM DTT.

10% (v/v) Triton X-100 v deionizované H2O

60% (v/v) percoll v 1xPufru A

2.5 M sacharodza

Pufr pro uskladnéni jaderné frakce (Pufr B):

20% glycerol, 20 mM HEPES-KOH (pH 7.2), 5 mM MgClz, 1 mM DTT (-20°C)
SDS pufr:

2% (w/v) SDS, 30% (w/v) sacharéza, 5% (v/v) merkaptoethanol, 5 mM EDTA,
100 mM Tris, pH 8.0

10% (w /v) TCA v acetonu

Fenol (pH 7.5)

5% (v/v) a 10% (v/v) acetonitril

Trypsin

100 mM octan amonny v methanolu

8 M mocovina

50 mM hydrogenuhli¢itan amonny
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3.3 1Izolace nuklearnich proteini

3.3.1 lzolace s vyuzitim percollového gradientu dle Sikorskaite et al.

HOMOGENIZACE

S vyuzitim kapalného dusiku bylo homogenizovano 400 mg 4-tydennich listd
rajCete. K peletu byl pfidan 1 ml diethyletheru (3 min). Po odebrani byl pelet
proplachnut v 1 ml pufru A a roztok byl ihned odebran. Pelet byl homogenizovan

ve 2 ml pufru A do uplného rozdrceni.

FILTRACE

Suspenze byla prefiltrovana pro odstranéni vétSich casti pletiv pfes membranu

Miracloth.

SOLUBILIZACE

Ke vzorku byl ptidan Triton X-100 do finalni koncentrace 0,5%. Vzorek byl umistén
do lednicky na 20 min a kazdych 5 min byl promichan pfevracenim zkumavky (4 °C).
Byla provedena centrifugace homogenatu (10 min, 1000 % g). Po odstranéni

supernatantu bylo pfidano 10 ml izola¢niho pufru A.

IZOLACE JADER POMOCI HUSTOTNIHO GRADIENTU

Pro vytvoteni hustotniho gradientu bylo do falkony naneseno 5 ml 2,5 M sacharézy.
Na sachar6zu bylo naneseno 5 ml 60% roztoku Percollu. Spusténim po sténé falkony
byl pfidan homogenat tak, aby se co nejméné narusila vrstva Percollu. Vzorek byl
umistén do vychlazené centrifugy (30 min, 1000 x g, 4 °C). Vrchni tekutina byla
odstranéna a vrstva Percollu sjadernym extraktem opatrn€é pienesena do nové
zkumavky. Percoll s jadry byl zfedén 2 ml pufru A a 0,5% roztokem Triton X-100.
Extrakty byly ponechany pti laboratorni teplot¢ po dobu 10 min s obcasnym
promichanim. Znovu byly ptfidany 2 ml pufru A a provedena centrifugace (10 min,
1000 x g). Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan s 5 ml pufru A. Extrakt
byl ptekryt 35% roztokem Percollu a vzorek centrifugovan (10 min, 1000 x g).
Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v5 ml pufru A snaslednou

centrifugaci (10 min, 1000 x g).
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EXTRAKCE PROTEINU POMOCI ACETONU/TCA

Pelet byl resuspendovan v 500 pl pufru B. Dal$i den byl vzorek umistén
do centrifugy (10 min, 20 000 x g). Supernatant byl odebran a pelet resuspendovan
v1,5ml 10% (w/v) TCA v acetonu. Opét byla provedena centrifugace (10 min,

20 000 x g). Vzorek byl resuspendovan v 80% (v/v) acetonu v destilované vodé.

RESOLUBILIZACE PROTEINOVEHO PELETU

K peletu bylo ptfiddino 800 ul SDS pufru a vzorek byl inkubovdn 30 min

pfi laboratorni teploté.

FENOLOVA EXTRAKCE

Po inkubaci bylo ptidano 400 pl pufrem saturovaného fenolu a vzorek byl patficné
prottepan. Po oddé€leni fazi byl odebran fenol (vrchni vrstva), pfenesen do nové
zkumavky a doplnén do 2 ml vymraZzenym roztokem 100 mM octanu amonného
v methanolu a vzorek byl ponechdn pies noc pii teploté¢ -20 °C. Dalsi den byl vzorek
umistén do vychlazené centrifugy (4 °C, 10 min, 20 000 x g). Pelet byl promyt
0,5 ml 80% (v/v) acetonem v destilované vod¢. Opét byla provedena centrifugace

(10 min, 20 000 % g) a po dokonceni byla odebrana kapalna faze.

RESOLUBILIZACE PROTEINU

Vzorky byly vysuseny (10 min), pelet rozpustén v 200 ul 8 M mocoviny a umistén
na ttepacku (60 min, 25 °C).
STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Pomoci Bradfordova reagens byla stanovena koncentrace proteinu.

STEPENI TRYPSINEM

Ziskané vzorky byly Zfedény roztokem acetonitrilu a hydrogenuhli¢itanu amonného
do findlni koncentrace 2 M mocovina, 50 mM hydrogenuhli¢itan amonny, 5%
acetonitril. Vzorek byl Stépen pfidanim 30 pl imobilizovaného trypsinu pies noc

pfti teploté 30 °C.
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ODSOLENI

Odsoleni bylo provedeno na odsolovaci desce nasledujicim postupem: 2x400 pl
acetonitrilu (aktivace) — 4x400 ul 0,1% kyseliny mraven¢i — naneseni vzorku —
promyti 4x400 pul ddH20 — eluce - 2x200 ul acetonitrilu, odpafeno pomoci

koncentratoru.

PRIPRAVA VZORKU PRO LC-MS

Vzorek byl rozpustén vroztoku 0,5% (v/v) kyseliny mravenci v 5% (v/v)

acetonitrilu.
3.3.2 lzolace s vyuzitim kitu dle Pekala

Rostlinny materidl byl podroben extrakci pomoci izola¢niho kitu dle ptilozeného

manuélu vyrobce (NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents).

HOMOGENIZACE
Objem reagentiit CER I:CER II:NER byl pouzit v pomé&ru 200:11:100 pl.

100 mg listt jeCmene bylo nakrijeno na mensi kousky a umisténo
do mikrozkumavky. Ke vzorku byl pfidan roztok PBS dle manualu. Mikrozkumavka
byla umisténa do centrifugy (5 min, 500 x g). Supernatant byl opatrné¢ odstranén.

Vzorek byl homogenizovan s ptidavkem 1000 ul CER 1.

SEPARACE JADER

Po homogenizaci byl vzorek umistén na vortex (15 s) dokud nebyl pelet plné
resuspendovan a mikrozkumavka byla umisténa na led na 10 min. K roztoku bylo
pfidano 55 pl CER II. Vzorek byl promichdn na vortexu (5 s) a ponechan na ledu
po dobu 1 min. Byl zopakovan ptedesly krok, ale misto inkubace na ledu byl vzorek
centrifugovéan (5 min, 16 000 x g). Po centrifugaci byl odebran supernatant do nové

mikrozkumavky a umistén na led.

EXTRAKCE NUKLEARNICH PROTEINU

Pelet byl resuspendovan v 500 ul NER, ktery byl ziskan po centrifugaci v minulych
krocich. Vzorek byl umistén na vortex (15 s) pro dikladné promichani a nasledné

na led. Pfedesly krok byl opakovéan kazdych 10 min po celkovou dobu 40 min. Vzorek
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byl centrifugovan (10 min, 16 000 % g). Supernatant, ktery obsahoval jadra, byl odebran
do nové mikrozkumavky a umistén na led. Poté byl vzorek umistén do mrazaku

(-80 °C) pted naslednou MS analyzou.

3.4 LC-MS analyza

Analyza prob¢hla dle shotgun protokolu, ktery je zaloZen na nano-HPLC a MS/MS
(Baldrianova et al, 2015). Pro analyzu naSich vzorkll byla vyuzita C18 reverzni
chromatografie za pouziti 40 cm kolony (vnitini primér 0,075 mm; Nano Separations)
and a Dionex Ultimate 3000 RSLC nano-UPLC systém (Thermo), ktery byl pfimo
napojen k nanoESI zdroji CaptiveSpray (Bruker) a UHR maXis impact q-TOF
hmotnostnimu spektrometru (Bruker). Peptidy byly nasledné eluovany po dobu
120 minut s vyuzitim acetonitrilového gradientu (od 4% do 40%). Hmotnostni
spektrometr byl nastaven v modu zavislém na intenzité a spektra byla ziskdna pii 2 Hz

(pro MS) a v rozsahu 10-20 Hz (pro MS/MS).
3.4.1 Méreni a zpracovani MS spekter

Ziskana spektra byla zpracovana pomoci software Bruker’s Data Analysis 4.1.
Provedla se rekalibrace spekter a ziskana MGF data zMS/MS byla dohledana
a srovnana s proteinovou databazi rajcete pomoci softwari Sequest HT, MS Amanda
a Mascot 2.4. Softwary srovnavaly ziskand data s proteinovou databdzi ITAG 2.4
(rajce), TAIR10 (husenicek) a Bowtie 0.12.7 a TopHat 1.4.0 (je¢men). Byly zohlednény
nasledujici parametry: enzym - trypsin, maximalné dv€é vynechand St€pnd mista,
hmotnostni tolerance byla nastavena na 35 ppm (pro MS) a 0,1 Da (pro MS/MS),
modifikace - do 3 dynamickych modifikaci vcetné¢ oxidace metioninu, Asn/Gln
deaminace, Lys metylace, n-termindlni acetylace, Ser/Thr/Tyr fosforylace. Informace
o lokalizaci identifikovanych proteinti byly dohledany pomoci databaze cropPAL.
Pro analyzu reakce nuklearnich proteinli jeCmene na cytokininy byly vytfidény

regulované proteiny, které se neshodovaly v MS/MS a LFQ metodé¢.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti mé prace bylo izolovat nuklearni proteiny a pokusit se
naleznout zmény jaderného proteomu vyvolané rostlinnym hormonem cytokininem.
Promou praci byly vybrany modelové rostliny A. thaliana, S. lycopersicum
a H. vulgare. Extrakce proteini A. thaliana a H. vulgare byla provedena za pouziti
izolaéniho kitu a protokolu “NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents*
(Pekala, 2013). Pro izolaci proteini S. lycopersicum byl pouzit manual “Optimised
methodology for isolation of nuclei from leaves of species in the Solanaceae and
Rosaceae families* (Sikorskaite, 2013). JelikoZ v pribéhu testovani bylo potieba vétsi
mnozstvi materialu, pozornost se soustfedila pouze na je¢men a rajce, kterého bylo

k dispozici vice.

V piipadé rajcete a jeCmene byla ndslednd homogenizace provadéna tekutym
dusikem, u rostlin huseni¢ku byl material homogenizovan pomoci pufru CER I. Jadra
rajcete a jeCmene musela byt separovana od ostatnich bunéénych komponent pomoci
diferenciacni centrifugace s vyuzitim sachar6zového a Percollového gradientu, narozdil
od jader husenicku, jehoz jadra byla ziskana centrifugaci v pfitomnosti pufru CER II.
Extrakce nuklearnich proteinti byla provedena pomoci kombinace acetonové a fenolové
extrakce (rajce, je€men), dale pak s pouzitim pufru NER (husenic¢ek). Pro naslednou
analyzu byla pouzita LC-MS, konkrétné CI18 reverzni chromatografie ve spojeni
se systtmem Dionex Ultimate 3000 RSLC nano-UPLC, kde jako zdroj poslouzil
nanoESI CaptiveSpray a ve finale byl pouzit UHR maXis impact q-TOF hmotnostni

spektrometr.

4.1 ldentifikace nuklearnich proteint rajcete

Ziskana spektra z MS analyzy byla dale zpracovdna. V naSem piipadé¢ byla MS
spektra ze 14 méfeni zpracovana kombinaci tii algoritmll a ziskand data ze vsech
replikaci byla mezi sebou kombinovéna pro dosazeni co nejvétSiho prekryvu. Bylo
identifikovano celkem 1 711 a 1 199 proteinovych rodin (Obr. 6) a to v celkovém
proteinovém extraktu a jaderném extraktu. Ziskané proteiny rajcete byly vyhledavany

a srovnavany s databazi ITAG 2.4; 8/2014.
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Prekryv identifikovanych proteinti z celkového proteinu a nuklearni frakce je zna¢né
vysoky, reprezentujici 51 % a 74 % vSech identifikovanych proteinii (Obr. 6A).
Podobné je tomu u identifikovanych peptidii, jez jsou reprezentovany 45 % a 65 %
(Obr. 6B). Nicméné¢ identifikace 139 proteini, které jsou specifické pro jaderny extrakt,
je zalozena pouze na jediném identifikovaném peptidu. Dukladnéjsi analyza dat
ukazala, ze alespon nékteré jaderné proteiny byly vyznamné obohaceny v jaderném
extraktu. Jedna se zejména o DNA-dependentni RNA-polymerdazu II (nebyla
detekovéana v celkovém proteinovém extraktu) a tfi proteiny z histonové proteinové
rodiny — H1 (200%), H4 (nebyl detekovatelny v celkovém proteinovém extraktu) a H2B
(200%). Dale bylo nalezeno 12 histon a 4 proteiny asociované s histony, které byly
detekované pouze v celkovém proteinovém extraktu a v jaderném nikoliv (Obr. 7).
Pouze vsak 4 z 8 detekovanych proteinii byly nalezeny v jaderném extraktu. Je tedy
ziejmé, ze obohacovani jadernych proteini muze mit ve vysledku negativni dopad

na detekci nekterych nuklearnich proteint.

828 883 316 2668 2206 1154

A) Identifikované proteiny. B) Identifikované peptidy.

Obr. 6 Identifikace proteinii (S. lycopersicum). Celkovy proteinovy extrakt je oznacen
modre, jaderny pak oranzove.
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Obr. 7 Relativni mnozZstvi detekovanych histonii v celkovém proteinu (modra) a jaderném
extraktu (oranzova).

4.2 Identifikace nuklearnich proteinii jeémene

Pii analyze je¢mene se podafilo identifikovat celkem 613 (celkovy protein),
643 (jaderny protein) a 587 (cytoplazmaticky protein) proteinovych rodin. Ke vSem
identifikovanym proteinim nebyly dostupné anotace (cropPAL). Nase nésledna analyza
tedy vychazela pouze z 382 anotovanych proteinti (Obr. 8). Celkové bylo identifikovano
68 nuklearnich proteinii, z nichz 65 bylo pfitomno v nuklearni frakci, 56 v bézném
celkovém extraktu a 48 v cytoplazmatické frakci. Pomoci poctu pfifazenych spekter

(PSM) byla porovnana mira obohaceni nuklearnich proteinti.

Jadernd frakce pii porovndni s béznou extrakci byla obohacena v ptipadé
22 proteind (vice jak 2x), 33 nebylo vyznamné ovlivnéno a 13 dokonce v nuklearni
frakci vyznamné ubylo. Porovnani nuklearni a cytoplazmatické frakce jiz trochu vice
odpovidd ocekavanému. Celkem 37 nukledrnich proteinli je vyznamné obohaceno
v nukledrni frakci, zastoupeni 25 se neliS§i a pouze pro 6 proteini bylo pozorovano

zvySené mnozstvi v cytoplazmatické frakci.
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Obr. 8 Porovndani zastoupeni znamych nukledrnich proteinit v nukledrni frakci. Modra —
porovnani s celkovym extraktem; oranZova — porovnani s cytoplazmatickou frakci.

K'izolaci byl pouzit NE-PER® extrakcni kit a bézna aceton/TCA extrakce.

4.3 Reakce nuklearnich proteinii jecmene na cytokininy

Bylo nalezeno 65 jadernych proteinti, znichz 15 vykazuje zménu ve vzorku
oSetfeném cytokininy. Vyznamny nartist v reakci na cytokinin byl pozorovan napf.
u proteinu MLOC 10478.2, ktery slouzi jako ATP-dependentni RNA helikdza SUB2,
dale u MLOC 12553.1, ktery je zapojen do odpovédi rostlin na solny stres. Podobné

tomu je u dalsich proteind (Tab. 3).
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Tab. 3 Prehled nukledrnich proteinii, u kterych byla pozorovina zména Ve vzorku

oSetieném cytokininy.

ID proteinu

Nazev proteinu

MLOC 60125.2
MLOC 67651.1
MLOC 7518.1
MLOC 15227.2
MLOC 54589.1
MLOC 12553.1
MLOC 7826.2
MLOC 10478.2
MLOC 56500.1
MLOC 67933.1
MLOC 54382.1
MLOC 73132.2
MLOC 552.2
MLOC 13138.1
MLOC 28316.1

60S ribozomalni protein
Elongacni faktor 1-beta
DNA vazebny protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomeraza

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein A

Protein RS1 podilejici se na odpovédi na solny stres

PGRS

ATP-dependentni RNA helikdza SUB2

Kalmodulin 7

Neznamy

Aktin 7

Aktin 7

Aquaporin

60S ribozomalni protein L14-1
ATPéza G1 podjednotak, vakuolarni
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5 ZAVER

Prace sizola¢nim kitem pouzitym pro H. vulgare a A. thaliana byla pomérné
snadna, nebot’ obsahovala pouze tii komponenty a pomoci ptilozen¢ho protokolu byly
zvoleny pouzité objemy. V porovnani s timto extrak¢nim kitem byla izolace proteini
S. lycopersicum dle manualu “Protocol: Optimised methodology for isolation of nuclei
from leaves of species in the Solanaceae and Rosaceae families” (Sikorskaite, 2013)
onéco slozit¢j$i. Tento protokol zahrnoval pouziti percollového gradientu. Cena
Percollu je sice nizsi, ale pfiprava roztoku, kterd prechazela samotné extrakci, je ¢asové
proteinll u rajéete vyssi, takze se da fici, ze 1 samotnd izolacni metoda je U¢innéjsi
a spolehlivéjsi. Pomoci analyzy jadern¢ho proteomu bylo v listech rajcete navysSeno
mnozstvi identifikovanych proteinil (~16 %) a peptidl (~19 %). Ur€eni lokalizace vSech
316 jadernych proteind vSak neni mozné vzhledem k nedostate¢né anotaci proteomu
rajcete. Nicméné porovnani nckolika dobie znamych jadernych proteinti ukazalo,
ze protokol vyuzivajici percoll mize mit, narozdil od aceton/TCA extrakce, negativni
dopad na vynosy v oblasti jaderného proteomu. Tyto vysledky naznacuji, ze extrakce
celkového proteinu pomoci aceont/TCA extrakce mlze byt vhodnéj$i metodou pro
kvalitativni analyzu nuklearnich proteint. Analyzou je¢mene byly ziskdny dvé sady dat,
znichz jedna hodnoti obohaceni jaderné frakce ve srovnéni s béznou extrakci
a cytoplazmatickou frakci. Druhd pak sleduje zmény v proteinech oSetfenych
cytokininy. Ve srovnani s béZznou extrakci byla ziskédna jaderna frakce obohacena
celkem o 22 proteini. N&které proteiny v jaderné frakci zcela chybély v porovnani
s béznou extrakci a u velké casti nebylo zaznamenano obohaceni ani ubytek. V ptipadé
k vyraznéjSimu obohaceni jaderné frakce (az u 37 proteinl) a také pouze 6 proteinli
v nuklearni frakci chybélo. U 25 proteint nebyly patrné zZadné zmény. U proteinovych
vzorkd oSetfenych cytokininy byly pozorovany zmény v ptipadé¢ 15 nukledrnich
proteinil s rozmanitymi funkcemi. Po izolaci nuklearnich proteinti rajcete, stejné tak po
extrakci proteinti jeCmene, byly nalezeny nuklearni proteiny v celkovém proteinu, které
uz nebyly detekovany v jaderné frakci. Vzhledem k ¢asové naro¢nym kroktim neni vzdy

zaruCena Uplna inhibice protedz, a proto mohou n¢které proteiny degradovat.
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Ve vysledku by se tedy dalo fici, ze obohaceni jadernych proteinli nemusi vzdy vést

ke zvySeni jejich detekovatelnosti.

Vystupy a vysledky prace byly zpracovany na pfistrojovém vybaveni financovaném

z projektu OP VaVpl CZ.1.05/4.1.00/04.0135 Vyukové a vyzkumné kapacity

pro biotechnologické obory a rozsifeni infrastruktury.
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7 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Jadra z odlisnych rostlinnych druhi ziskana fazovou kontrastni mikroskopii

(A,C, E) a barvenim DAPI s fluorescen¢ni mikroskopii (B, D, F).
Obr. 2: Struktura jadra.

Obr. 3: Struktura jaderného poru.

Obr. 4: Zjednodusené schéma proteomické analyzy.

Obr. 5: Schéma detekovatelnych proteint z celkového extraktu.
Obr. 6: Identifikace proteinu (S. lycopersicum).

Obr. 7: Relativni mnozstvi detekovanych histonti v celkovém proteinu (modrd) a

jaderném extraktu (oranzova).

Obr. 8: Porovnani zastoupeni znamych nuklearnich proteind v nuklearni frakei.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2-DE (twodimensional gel electrophoresis) — dvoudimenzionalni elektroforéza
BAP — benzylaminopurin

BCA — bicinchoninova kyselina

CER (cytoplasmic extraction reagent) — reagent pro cytoplazmatickou extrakci
CRWN (crowded nuclei) — nuklearni protein

DAPI — 4',6-diamidin-2-fenylindol

DTT — dithiotreitol

E-64 — 1-trans-epoxysukcinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butan

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ESI (elextrospray ionization) — ionizace elektrosprejem

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

HPLC (high-performance liquid chromatography) — vysokoucinna kapalinova

chromatografie

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]- 1 -propansulfonat

INM — (inner nuclear membrane) vnitini jaderna membrana

KASH (Klarsicht/ ANC-1/Syne-1 homology) — nuklearni protein

kD — kilodalton

LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) — jaderny proteinovy komplex

M/z — hodnota poméru hmotnosti a naboje
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MAF1 (MFP1-associated factor 1) — nuklearni protein

MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) — ionizace laserem za piitomnosti

matrice

MAR (matrix attachment region) — oblast pro pfipojeni matrix
MES — 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

MFP1 (MAR-binding filament-like protein 1) — nuklearni protein
MS (mass spectrometry) — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

NER (nuclear extraction reagent) — reagent pro nuklearni extrakci
NMCP (nuclear matrix constituent protein) — nuklearni protein
NPC (nuclear pore complex) — jaderny por

NUA (nuclear pore anchor) — nuklearni protein

Nups (nucleoporins) — nukleoporiny

ONM (outer nuclear membrane) — vnéjsi jaderna membrana

PBS — fosfatovy pufr

PIPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonova kyselina
PMSF — fenylmetylsulfonyl fluorid

g-TOF (quadrupole time-of-flight mass spectrometer) — tandemovy hmotnostni

spektrometr sdruzujici dvojici kvadrupoli a priletovy hmotnostni analyzator
SDS — dodecylsiran sodny

SUN (Sad1/UNC84) — nuklearni protein

40



TCA — trichloroctova kyselina

WPP — tryptofan-prolin-prolin (doména)
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9 PRILOHY
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Abstract: Nuclear proteome contains important regulatory proteins. To improve the detection of these
proteins, Percoll gradient-based fractionation techniques have been developed and optimized. However,
owing to the ever increasing sensitivity of identification methods based on liquid chromatography and
mass spectrometry, the time and material consuming fractionation methods may no longer be necessary.
Here, we show that a Percoll-based nuclear protein fractionation of tomato leaf proteome increased the
number of detected proteins, but at least some nuclear proteins were lost or depleted in the process.

Key Words: nuclear proteome, LC-MS, proteome fractionation

INTRODUCTION

The nucleus is a complex and heterogeneous organelle that is composed of two main structural
parts: nuclear envelope and nucleoplasm. The later contains most of the cell’s genetic information but
also other molecules, including proteins that play a central role in regulating gene expression (Petrovska
et al. 2015). The identification and characterization of these regulatory proteins presents a challenge.
They are usually in a low abundance and subjects of post-translational modifications. The enrichment
of phosphorylated or acetylated proteins (e.g. Cerny et al. 2013b) may increase the detection limits, but
the most effective technique to isolate nuclear proteins seems to be a cell fractionation. The standard
protocol consists of a homogenization of tissues, pelleting, elimination of contaminating organelles and
separation on a density gradient. Plant extracts are more complicated and require an additional filtration
step after a homogenization to remove large debris (e.g. Sikorskaite et al. 2013). The extraction of nuclei
is a time consuming step and may have a negative impact on proteome quality. For instance, even the
addition of protease inhibitors does not necessarily prevent a residual protease activity during filtration
and pipetting steps. Further, the efficiency of the extraction protocol is not comparable to that of phenol
extraction or acetone/TCA precipitation and thus the amount of starting material has to be considerably
larger. Here, we compare results of an optimized protocol for nuclear protein extraction and standard
protein precipitation protocol in the analysis of tomato leaf proteome.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Leaves of 4-week-old tomato (Solanum lycopersicum, cv. moneymaker) were collected, frozen
in liquid nitrogen, homogenized (Retsch Mill MM400), aliquoted and stored at -80 °C.

Protein extraction

Total protein extracts were prepared by acetone/TCA/phenol extraction (Carpentier et al. 2005,
Cerny et al. 2014, Novék et al. 2015) from 200 mg of ground tissue. In brief, the homogenized tissue
was washed with 1.5 ml acetone (4 °C, 30 min), clarified by centrifugation, washed with 10% (w/v)
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TCA in acetone, 10% (w/v) TCA in distilled water then 80% (v/v) acetone, resuspended in 0.8 ml SDS
buffer [2% (w/v) SDS, 30% (w/v) sucrose, 5% (v/v) B-mecraptoethanol, 5 mM EDTA, 100 mM Tris,
pH 8.0], and protein was extracted by 0.4 ml buffer-saturated phenol. Phenolic phase was collected and
protein was precipitated overnight in 1.6 ml ice-cold 100 mM ammonium acetate in methanol (-20 °C).
Protein pellets were washed with 1.0 ml 80% (v/v) acetone in distilled water and dried. Nuclei were
extracted on percoll gradient from 2 g of ground tissue as described previously (Sikorskaite et al. 2013).
In brief, 1 g of homogenized tissue was extracted in 5 ml of NIB buffer [10 mM MES-KOH (pH 5.4),
10 mM NaCl, 10 mM KCI, 2.5 mM EDTA, 250 mM sucrose, 0.1 mM spermine, 0.5 mM spermidine, 1
mM DTT], decanted through two layers of pre-wetted cheesecloth, treated with Triton X-100 (dropwise
to 0.5%), agitated for 20 min at 4°C and centrifuged at 1000 x g for 10 min. The pellet was resuspended
in 10 ml of NIB and nuclei were purified using Percoll/sucrose density gradient (2.5 M sucrose, 60%
Percoll for isolation; 35% Percoll for washing). Nuclear proteome was precipitated with 10% (w/v) TCA
in acetone and washed 1.0 ml 80% (v/v) acetone in distilled water and dried. The resulting protein pellets
were solubilized (100 mM ammonium bicarbonate, 8 M urea) and digested with an immobilized trypsin
(Promega) overnight and desalted by C18 SPE (Cerny et al. 2013a).

LC-MS proteome analysis

Analyses were performed using a gel-free shotgun protocol based on nano-HPLC and MS/MS
(Baldrianova et al. 2015). Briefly, tryptic digests were dissolved in 0.5% (v/v) formic acid in 5% (v/v)
acetonitrile, and then analyzed by nanoflow C18 reverse-phase liquid chromatography using a 40 cm
column (0.075 mm inner diameter; NanoSeparations) and a Dionex Ultimate 3000 RSLC nano-UPLC
system (Thermo) directly coupled to a CaptiveSpray nanoESI source (Bruker) and an UHR maXis
impact q-TOF mass spectrometer (Bruker). Peptides were eluted with up to a 120-min, 4% to 40%
acetonitrile gradient. Spectra were acquired at 2 Hz (MS) and 10 to 20 Hz (MS/MS) using an intensity-
dependent mode with a total cycle time of 7 s.

Protein identification

The measured spectra were extracted by Bruker’s Data Analysis 4.1 and processed as described
previously (e.g. Cerna et al. 2016). In brief, recalibrated MGF files were searched against Tomato
protein database (ITAG 2.4; 8/2014) by Sequest HT, MS Amanda and Mascot 2.4 with the following
parameters: Enzyme - trypsin, max two missed cleavage sites; Mass tolerance - 35 ppm (MS) and 0.1
Da (MS/MS); Modifications - up to three dynamic modifications including Met oxidation, Asn/Gln
deamidation, Lys methylation, N-terminal acetylation, Ser/Thr/Tyr phosphorylation.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of tomato proteins

Total protein extracts and nuclear enriched extracts were prepared in 14 replicates each. To
increase the proteome coverage, MS spectra were processed by a combination of three complementary
search algorithms and the resulting data obtained from all replicates were combined. Altogether, 1,711
and 1,199 protein groups were identified in total protein extracts and nuclear protein extracts,
respectively (Figure 1).

Enrichment of nuclear proteins does not necessarily improve their detection

The overlap in identified proteins between total protein and nuclear extracts is high, representing
51% and 74% of all identified proteins, respectively (Figure 1A). A similar distribution is also reflected
on a peptide level (45% and 65%; Figure 1B). Further, identification of 139 proteins unique to nuclear
extracts is based only on a single identified peptide and these are thus not suitable for a quantitative
analysis. In depth analysis of our data showed that at least some nuclear proteins are significantly
enriched in nuclear extracts, including DNA-directed RNA polymerase II (not detected in total protein
extracts) or three proteins of histone family H1 (200x), H4 (not detectable in total protein extracts) and
H2B (200%). However, 12 histones and four histone-associated proteins were detected only in total
protein extracts (Figure 2). Similarly, only four of eight detected 14-3-3 proteins were found in nuclear
extracts. This shows that the nuclear protein enrichment may in fact have a negative impact on the
detection of at least some of the nuclear proteins. To our knowledge, this is the first report of its kind in
tomato proteomics and we can not exclude that this is a consequence of a tomato specific protease
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activity. Standard protocols for nuclei extraction consists of several incubation steps at 4 °C and employ
protease inhibitors. If the inhibition efficiency was lower (as is often the case) quality of the proteome
would suffer.

Figure I Identification of proteins in total protein extracts (blue) and nuclear extracts (orange)

A) Identified proteins B) Identified peptides

Fa

Figure 2 Relative abundances of detected histones in total protein extracts (blue) and nuclear extracts
(orange) based on sum of all assigned peptide spectral matches
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CONCLUSION

Analysis of nuclear protein extracts increased the number of identified proteins and peptides in
tomato leaves by ~16% and ~19%, respectively. Insufficient annotation of tomato proteome does not
allow to easily assess the localization of all 316 proteins unique to nuclear extracts. However, based on
the profiles of several well-known nuclear proteins we conclude that the established Percoll-based
protocol shows disproportionate yields in nuclear proteins and may even decrease the detectability of
some. This would imply that the acetone/TCA total protein extraction is superior in the qualitative
analysis.
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