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CILE PRACE

Cile diplomové prace byly stanoveny takto:

e Vypracovat odbornou reSerSi na téma analyzy rostlinnych proteint
proteomickymi metodami.

e Provést srovnavaci studii nejcastéji pouzivanych metod pro piipravu proteinii
pfed LC-MS analyzou.

e Na ziklad¢ ziskanych vysledkli vybrat a doporucit metodicky postup ptipravy
rostlinnych proteint pro LC-MS analyzu.

e Sestavit pracovni protokol vhodny k rutinni ptipraveé vzorku rostlinnych proteinti

pro LC-MS analyzu.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Proteomika - od elektroforézy k hmotnostni spektrometrii

Proteomika je védecka disciplina, ktera se zabyva studiem biologickych procesi
na arovni proteintt a spolu s genomikou a transkriptomikou se tak podili na feseni
mnoha otazek v bunécné biologii. Obecnym cilem proteomiky je analyza proteind
z hlediska jejich identity, funkce a kvantity, coz poskytuje cenné informace o
proteinovych sekvencich, vysSich proteinovych strukturach, mife exprese,
posttransla¢nich modifikacich (PTM) nebo protein-proteinovych interakcich. Vedouci
technologii vhodnou Kk plnéni téchto ukoli piedstavuje Vv dnesni dobé hmotnostni
spektrometrie. Jeji masivni rozvoj spolu s rozvojem meékkych ioniza¢nich technik a
nanokapilarni kapalinové chromatografie umoznil analyzu proteinit a peptidi
v komplexnich biologickych vzorcich s velmi vysokou citlivosti, ktera dosahuje fadovée
az 10" mol (Mallick a Kuster, 2010).

Proteomika se vSak nespoléha jen na tuto technologii. Dodnes vyuziva
biochemické metody, které byly zavedeny pted né¢kolika desetiletimi, nicméné stale plni
svij tcel. Jedna se predevsim o techniky separace a kvantifikace (Obrazek 1). Laemmli
v roce 1970, kdy jesté nebyl znam pojem proteomika (byl zaveden az roku 1997; James,
1997), ptedstavil metodu, ktera byla modifikaci znamych variant gelové elektroforézy.
Pouzil zde silny aniontovy detergent dodecylsulfat sodny, ktery zajistil, Ze byla
proteinim rozvolnéna jejich trojrozmérna struktura a byl jim udélen jednotny zéporny
naboj. Po VvloZeni napéti pak proteiny migrovaly od anody ke katodé skrze pory
polyakrylamidového gelu rychlosti nepfimo umérnou jejich velikosti (Laemmli, 1970).
Tim dal Laemmli vznik metodé, ktera je =znama jako elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu zapfitomnosti dodecylsulfatu  sodného  (sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE). S jejim vyuzitim byly
k dnesnimu dni uskutenény tisice praci zriznych odvétvi od biochemie, pfes
molekularni biologii, genetiku, forenzni védy aZ po proteomiku.

O néekolik let pozdé€ji byl v disledku pozadavku na lepsi rozliSeni pfidan gelové
elektroforéze novy rozmér. Kombinaci SDS-PAGE a izoelektrické fokusace (IEF)
vznikla zcela novd separatni metoda, dvoudimenzionalni elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu (2DE; O’Farrel, 1975). Proteiny jsou pifi ni nejprve

rozdéleny podle jejich izoelektrického bodu a nésledné v druhém rozméru podle



velikosti. Toto uspofadani umoznilo relativné levnou separaci S vysokym rozliSenim, a
tim padem napf. analyzu izoforem ¢i PTM a soucasnou relativni kvantifikaci. Po mnoho
let byla ke kvantifikaci v proteomice pouzivana pouze metoda 2DE a jeji modifikace,
diferen¢ni gelova elektroforéza (DIGE) (Pandey a Mann, 2000), které se jes$té béhem
nékolika let doc¢kaly zna¢nych vylepSeni a optimalizaci (Gorg et al, 2004; Schulenberg a
Patton, 2004). Je vsak nutné podotknout, Ze tyto metody neposkytuji zadné informace o
identité proteint.

Do 80. let 20. stoleti se pro proteinovou identifikaci pouzivalo Edmanovo
odbouravani (Edman, 1949), které bylo béhem nasledujicich dvou desetileti postupné
nahrazeno stale se rozvijejici MS (Obrazek 1). V roce 1984 bylo ptedstaveno peptidové
sekvenovani pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) s ionizaci
urychlenymi atomy (fast atom bombardment; FAB; Tomer et al, 1984). Vyrazny posun
v tomto sméru nastal s ptichodem mékkych ionizaénich technik, jako jsou ionizace
laserem za ucasti matrice (Tanaka et al, 1988) a ionizace elektrosprejem (Fenn et al,
1989), ktera nasla své vyuziti ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC; Wolters et
al, 2001). Pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-
MS/MS) byla umoznéna jednak separace, jednak rychla identifikace (Timperman a
Aebersold, 2000) a s ptichodem izotopového znaceni byly jeji moznosti rozsifeny navic
0 kvantifikaci (Beynon a Pratt, 2005; Julka a Regnier 2005). Vzhledem k témto
ptednostem dnes LC-MS/MS predstavuje jednu z nejpouzivangjsich analytickych metod
a postupné¢ nahrazuje metody zalozené na 2DE (Roe a Griffin, 2006).

Vyse uvedené metody byly v proteomice aplikovany v fadé studii a na nékolika
modelovych organismech od kvasinek, ptfes pres lidské bunécné linie az po rostliny.
S vyuzitim LC-MS/MS systému byly napf. na modelu Saccharomyces cerevisiae
provedeny dvé velké studie, v nichz autofi pfinesli cenné informace o kvasinkovém
proteomu a piispé€li k pochopeni proteinové ubikvitinilace jako jedné z PTM (Peng et al,
unor 2003; Peng et al, srpen 2003). V dalsi praci se Sugiyama a spolupracovnici
zabyvali studiem proteinovych PTM u bunééné linie HelLa a spomoci afinitni
chromatografie s naslednou LC-MS/MS analyzou odhalili vice nez 1500
fosforylovanych peptidi v komplexnim biologickém vzorku (Sugiyama et al, 2007).
Z oblasti rostlinné proteomiky byla zase publikovana prace na modelu Arabidopsis
thaliana, ve které byly s vyuzitim gelové elektroforézy a nasledné MS analyzy
identifikovany stovky jadernych proteind, z nichz nékolik desitek bylo spojeno s expresi

pti abiotickém stresu (Bae et al, 2003).
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Dalsi ¢asti reSerSe jsou zaméfeny na rostlinnou proteomiku a technologie, které

jsou k jejimu studiu pouzivany.
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Obrdzek 1 Vyvoj technik ve 2. poloviné 20. stoleti, které byly klicové pro rozvoj proteomiky.

1.2 Rostlinna proteomika

Jedna z prvnich proteomickych praci na rostlinném materialu se zabyvala
identifikaci proteinti na thylakoidni membrané chloroplastli sinic. K tomuto ucelu
pouzivala ultracentrifugaci v gradientu sacharézy jako metodu separace bunéénych
organel a gelovou elektroforézu pro separaci proteint s naslednou identifikaci pomoci
Edmanova odbouravani (Norling et al, 1998).

Od té doby byl v rostlinné proteomice zaznamenan vyrazny technologicky posun
a to predevsim v metodach identifikace, které, jak uz bylo naznaceno v uvodni kapitole,
se dnes spoléhaji téméef vyhradné na MS. Pro separaci a kvantifikaci jsou pak vyuZzivany
bud'to metody zalozené na 2DE, které maji pievahu nebo na LC v kombinaci
s izotopovym znacenim. V nasledujicich kapitolach je témto technologiim vénovan

prostor s ohledem na technické detaily a aplikaci v praxi.

1.2.1 Dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2DE)

Od 70. let minulého stoleti se pro separaci proteini pouziva dvoudimenzionalni
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2DE). Béhem ni dochdzi k rozdéleni proteinti
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nejprve podle jejich izoelektrického bodu (pl) izoelektrickou fokusaci (IEF) a nasledné
podle molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE (Kenrick a Margolis, 1970). Proteiny
jsou poté vizualizovany barvicimi technikami jako je napf. barveni dusi¢nanem
stiibrnym (Wray et al, 1981) nebo Coomasie brilliant blue (Cabral a Gottesman, 1978) a
identifikovany pomoci MS.

Jedny z prvnich praci vyuzivaly k analyze proteint nativni IEF nasledovanou
nativni PAGE. Vysledkem téchto experimentt byly 2D mapy, které mély ve srovnani
S dneSnimi technologicky pokrocilejsSimi variantami 2DE relativné nizké rozliseni (Dale
a Latner, 1969; Wrigley, 1970). Pokrok nastal s pouzitim chaotropnich ¢inidel a
detergentt, které zajistily vyss$i rozpustnost proteinti pii separaci. O’Farrell diky této
modifikaci odhalil v komplexnim lyzatu Escherichia coli az 4x vice proteini nez S
pomoci dosud pouzivané 2DE za nativnich podminek. Stale nevyfeSenym problémem
vSak zlstaval nestabilni pH gradient, ktery byl tvofen z nosnych amfolytd. Kromé
znacné nestability byl technicky omezen také rozsahem, ktery nepiekracoval hodnotu
7,5. To znamenalo problém pro alkalické proteiny, které nebyly v gelu vibec
analyzovany (O’Farrell, 1975).

Toto omezeni bylo vyfeSeno az S pfichodem imobilizovaného pH gradientu
(IPG), ktery wvyuzival derivat akrylamidu, jehoz pH bylo regulovano pomérem
navazanych karboxy- a aminoskupin. Tato technologie prosla v pribéhu nékolika
dalsich let zna¢nym technologickym vyvojem a byla pfivedena az do dnesni podoby,
kdy jsou IPG komer¢né dostupné ve formé prouzki S riznym rozsahem pH gradientu
od zéakladniho (3 az 12; Obrazek 2), po ruzné formy specializovanych, které slouzi
k separaci extrémné bazickych nebo alkalickych proteint. Volba pH gradientu pak
zavisi na komplexité vzorku a pozadavku analyzy (Gorg et al, 2000; Wildgruber et al,
2002; Drews et al, 2004).

Vyhodou této technologie, pro kterou je pouzivana dodnes, je relativné vysoké
rozliSeni, moznost analyzy proteinovych izoforem nebo potencialnich PTM. I ptesto zde
existuji jista omezeni. Jedno znich souvisi napf. s IEF separaci hydrofobnich
membranovych proteinli, které maji tendenci agregovat pii vstupu do IPG prouzku
(Molloy et al, 1998, Santoni et al, 2000). Na druhou stranu vsak byly publikovany
prace, ve kterych byly pfedstaveny modifikace 2DE, diky kterym byly tyto proteiny
uspésné separovany (Prime et al, 2000; Borner et al, 2003). Kritickym krokem 2DE
separace se ukazal byt také prechod proteinti mezi prvni a druhou dimenzi. Bylo

prokézano, Ze pii tomto kroku dochazi k vyraznym ztratdm, protoze az 20 % veSkerych
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proteinii adsorbuje na povrch matrice IPG prouzku a ztraci tak svou elektroforetickou
mobilitu  (Zuo a Speicher, 2000). Dalsim omezenim 2DE je relativné nizka
reprodukovatelnost SDS-PAGE, ktera vede k obtiznému srovnani vysledkii mezi
separacemi provedenymi ve dvou riznych 2D gelech (Berth et al, 2007, Heinemeyer et

al, 2009). Reseni tohoto problému bylo umoznéno s piichodem DIGE.
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Obrazek 2 Analyza 2DE komplexni smési proteinii z mysich jater. Prvni dimenze \PG 3-12, druha
dimenze SDS-PAGE (T: 13%), barveno dusicnanem stiibrnym. Prevzato z Gorg et al, 2000.

Dvoudimenziondlni diferenéni gelovd elektroforéza (DIGE)

V roce 1997 byla predstavena modifikace 2DE (Unlu et al, 1997). Autor zde
pouzil fluorescencni znaceni dvou proteinovych vzorkd dvéma riznymi fluorescenénimi
znaCkami a takto upravené je separoval ve stejném 2D gelu. Gel byl poté naskenovan a
analyzovan na zakladé odlisnych excitacnich a emisnich vinovych délek. Tato technika
byla nazvana jako dvoudimenzionalni diferenc¢ni gelova elektroforéza (DIGE). Jeji
vyhodou je, Ze vzorky jsou separovany za stejnych podminek, ¢imz je zajiSténo, ze
tentyz protein pochdzejici z riznych vzrokli bude gelem migrovat stejné. To vyrazné
usnadinuje komparativni analyzu. Zaroven je metoda DIGE vhodna pro ,,multiplexing®,
protoze je Sjeji pomoci mozné analyzovat az tii vzorky v jednom gelu (Karp et al,
2004; Timms a Cramer, 2008).
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Velkym rozdilem mezi konvencnim 2DE a DIGE je technické uspotadéani
experimentu, kdy pii DIGE je barveni proteinli provadéno pfed samotnou separaci.
K tomuto tcelu se ¢asto pouzivaji syntetické derivaty cyaninu oznacené zkratkami Cy2,
Cy3 a Cys5, které, jak uz bylo zminéno vySe, se li§i svymi excitaCnimi a emisnimi
vlnovymi délkami (Ndimba et al, 2005; Kieffer et al, 2008; Alvarez et al, 2009). Volba
barvic¢ky zavisi na mnozstvi separovanych vzorkt. Ve vétsing publikovanych studii bylo
pouzito tzv. minimalni barveni, pii kterém se molekuly barviva Cy2, Cy3 a Cy5 vazou
na postranni fetézce lyzinu. Ve vysledku je takto vzhledem k nizké koncentraci barviva
oznaceno jen 3-5 % proteint, coz je vsak pro samotnou detekci dostacujici (Di Carli et
al, 2009). Dalsi moznosti je tzv. saturacni barveni, které se spolé¢ha na kovalentni vazbu
barviv Cy3 a Cy5 konjugovanych s maleimidem a thiolovou skupinou cysteinu.
Vzhledem Kk relativné nizkému zastoupeni cysteinu v proteinech se tato barviva pro
saturaci reaktivnich skupin musi pfidavat v nadbytku (Shaw et al, 2003; Marouga et al,
2005). Podminkou pro uskute¢néni vazby at' uz pii minimalnim nebo saturaénim
znaceni je zpfistupnéni reaktivnich skupin. Proto jsou proteiny pied znacenim
denaturovany a protonovany (pH mezi 8,0 a8,5; Timms a Cramer, 2008). Kromé
cyaninovych derivati byly pouzity také dalsi fluorofory jako napt. Alexa Fluor, které
oproti vySe zminénym vykazuji lepsi fluorescenci a jsou také fotostabilné;jsi (Riederer et
al, 2008), ale na druhou stranu jsou nakladngjsi a vzhledem ke svému zapornému naboji
mohou nespecificky interagovat s opa¢né nabitymi molekulami, jako napf. sodnymi
kationty (Panchuk-Voloshina et al, 1999). Stejné tak je mozné pouzit fluorofory
DY-680 a DY-780 konjugované s imidem kyseliny maleinové, jejichz vinové délky
spadaji do infracervené oblasti spektra. Ty vSak vyZzaduji pouziti az 4x vysSiho
mnozstvi proteint ve vzorku (Riederer a Riederer, 2007; Riederer, 2008).

Vyhodou DIGE oproti konvencéni 2DE je pouziti vnitfniho standardu, ktery
piedstavuje soubor vSech analyzovanych proteinti. Vznika smisenim vSech vzorka
V definovaném poméru a pfi minimalnim znaceni je mu pfifazena zvlastni barva. Pro
kazdy analyzovany protein tak existuje standard, pomoci kterého lze vyjadfit jeho
relativni zastoupeni (Marouga et al, 2005; Alban et al, 2003).

S technikou DIGE jsou také spojena néktera omezeni. V prvé fad¢ se jedna o
limity souvisejici s 2DE, jako je rozsah molekulovych hmotnosti, extrémni hodnoty pH
nebo dynamicky rozsah koncentraci (Gygi et al, 2000). Dale jsou to problémy tykajici
se fluorescen¢niho znaceni, kdy jednotlivé cyaninové barvicky vykazuji rtiznou afinitu

k cilovym mistim, pfestoze maji podobnou chemickou strukturu (Timms a Cramer,

14



2008). V nékterych piipadech muze také dochazet ke snizené fluorescenci nékterych
proteinovych spoti navzdory tomu, ze na 2DE byly tyto spoty vyrazné. To
pravdépodobné souvisi s relativné nizkym obsahem lysinu, pfipadné cysteinu,
v aminokyselinové sekvenci proteinii V téchto spotech obsazenych (Marouga et al,
2005).

I ptes tyto technické piekazky si metoda DIGE nasla v rostlinné proteomice své
misto. S jejim vyuzitim byla od jejiho vzniku az do soucasnosti provedena celd fada
praci. Prikladem muze byt studie, kterd se zabyvala vlivem kadmia na rist a vyvoj
hydroponickych kultur listi topolu. Separované proteiny zde byly nésledné
identifikovany pomoci MS/MS (Kieffer et al, 2008). V jiné praci byl zkouman vliv
hyperosmotického stresu na expresi proteinti v buikach A. thaliana. Analyzou pomoci
DIGE byla u 9 % proteinovych spotii odhalena riznd mira exprese. Hmotnostni
analyzou téchto spotii byly nasledné identifikovany proteiny Ucastnici se glykolyzy a
citratového cyklu, protonové pumpy, ,.heat-shock® proteiny, proteolytické enzymy nebo
enzymy, které jsou soucasti metabolickych drah purini (Ndimba et al, 2005). Kolektiv
autoru Alvarez et al publikoval v roce 2009 studii, ve které sledoval vliv kadmia na
expresi proteini v kofenech brukve sitinovité (Brassica juncea). V kombinaci
s LC-MS/MS objevili skupinu proteini exprimovanou piimo v odpovédi na stres
(Alvarez at al, 2009).

1.2.2 Identifikace proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Jak jiz bylo naznaceno v uvodu této feSerSe, MS se v proteomice stala piedni
metodou proteinové identifikace. Ta probihd bud’to pfimo na urovni proteini nebo
ve vetsing ptipadi na Grovni peptidd, kde v zasadé existuji dva piistupy - tzv. peptidové
mapovani (,,peptide mass fingerprinting; PMF) a peptidové sekvenovani (,,peptide
sequencing®; PS) (Obrazek 3).

Principem PMF je nastépeni proteinu specifickou proteasou, jako je napf.
trypsin, které je nasledované MS analyzou ziskané peptidové smési. Vysledkem analyzy
je pak spektrum specifické pro dany protein a na zakladé shody je identifikovan
piislusny protein. Vyhodou tohoto pfistupu je jednoducha a rychla identifikace proteinu.
S vyuzitim 2DE a PMF byly napf. analyzovany proteiny exprimované pii teplotnim
stresu v semenaccich ryze. Byly tak odhaleny napf. molekularni chaperony, proteiny

Ucastnici se biosyntézy bunécné stény, antioxidacni proteiny nebo proteiny spojené
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s energetickym metabolismem a fada dalSich regula¢nich proteint (Cui et al, 2005; Lee
et al, 2007).

Ne vSechny ionty zjisténé v hmotnostnim spektru vSak mohou byt pfifazeny
uréitému proteinu. Divodem muzZe byt nepiitomnost sekvence piislusného proteinu
Vv databazi, pfitomnost jinych proteint a tudiz i peptidi ve vzorku nebo PTM daného
peptidu. Z toho plyne, Ze pomoci PMF nelze identifikovat proteiny v komplexnich
smésich, ale pouze individualné, a navic neni mozné ziskat detailni informace o
peptidech, jako je napf. jejich sekvence nebo PTM (Sagliocco et al, 1996).

Analyzu komplexnich vzorkt spolecné s identifikci peptidli umoznuje az druhy
vyse uvedeny pfistup. Pii PS jsou proteiny stejné jako v pfedchozim ptipadé nastépeny
proteolytickym enzymem, pficemz pouzitd proteasa muize byt 1 nespecificka
(chymotrypsin, elastasa, pepsin) a ziskana peptidova smés je nasledné¢ podrobena
MS/MS analyze (Taylor et al, 1997). Ta se sklada z n¢€kolika dil¢ich krokd. V prvnim
kroku jsou peptidy analyzovany z hlediska jejich molekulové hmotnosti, nasledné jsou
fyzikani nebo chemickou cestou fragmentovany a poté jsou vyhodnoceny molekulové
hmotnosti vzniklych fragmentl. Data mohou byt sbirdna dvéma rliznymi zptisoby. Tzv.
analyza zavisla na datech (data dependent analysis; DDA, Sandhu et al, 2008) vybira
k fragmentaci podle nastavenych kritérii kazdy peptid zvlast a individualné hodnoti
jeho fragmentaéni spektrum. Druhym zplisobem je analyza nezavisla na datech (data
independent analysis; DIA; Finamore et al, 2010), pti které dochazi k fragmentaci
nékolika peptidi soucasné a vznikla komplexni fragmentacni spektra jsou pak
vyhodnocena na zakladé dekonvoluce.

K tomuto typu analyzy je zapotiebi tandemovy hmotnostni spektrometr, ktery
ma dva analyzatory, pfi¢emz jsou mozné ruzné kombinace od trojitého kvadrupodlu,
hybridniho analyzatoru typu Q-TOF aZz po moderni linearni iontovou past s
iontovou cyklotronovou rezonanci ¢i Orbitrapem.

Sekvenci peptidu je mozné urcit budto z databaze pomoci prohledavacich
algoritmt jako jsou napi. Mascot (Perkins et al, 1999) ¢i Andromeda (Cox et al, 2011)
nebo sekvenovanim de novo, kde lze aminokyselinovou sekvenci odecist
z fragmentacnich spekter (Obrazek 3).

Pomoci PS byly identifikoviny na membranach chloroplasta A. thaliana
proteiny s nékolika funkcemi od iontovych transportéri po enzymy ucCastnici se
metabolismu lipida (Ferro et al, 2003). Dale byly u A. thaliana studovany také signalni

drahy spojené s oxidem dusnatym, ptfi¢emz pozornost zde byla zamétena na nitrosylaci
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cysteinovych zbytkd (Lindermayr et al, 2005). V nedavné dob¢ byla publikovana studie,
ktera se zabyva rezistenci transgennich rostlin tabaku vic¢i bakteridlnim infekcim.
Autofi zde s vyuzitim DIA a kvantifika¢nich metod identifikovali a kvantifikovali
peptidy zrodiny defensini a lipidovych pfenaseci s antibakterialnim ucinkem

(Weinhold et al, 2015).

Peptidové mapovani Peptidové sekvenovani

Stépeni proteinu
proteasou

Stépeni proteinu

specifickou proteasou

Shér dat

Sbér dat (DDA, DIA)

Databaze sekvenci

Soubor jednoduchych
a fragmentacnich
hmotnostnich spekter

Soubor jednoduchych Prohledavaci
hmotnostnich spekter algoritmus

Identifikace proteind de novo sekvenovani

Obrazek 3 Schéma identifikace proteinit metodou PMF a PS.

Vyse zminéné priklady ukazuji, Ze moznosti MS jsou skute¢né Siroké a

v kombinaci LC-MS/MS nabizi soucasnou separaci, identifikaci a kvantifikaci.

1.2.3 Kvantifikace proteini s vyuzitim MS

V relativné nedavné dobé bylo v proteomice vyvinuto nékolik metod
kvantifikace proteinii, které jsou zaloZzeny na MS bez pouziti gelové elektroforézy.
Technologie k tomu uréené spadaji do dvou kategorii. Velkou oblibu si ziskala

kvantifikace pomoci znafeni proteint stabilnimi izotopy, ktera jiz byla zminéna v ivodu
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této prace. Druhou vyznamnou skupinou jsou tzv. ,,label-free® metody kvantifikace bez
znaceni. Nasledujici podkapitoly jsou vénovany jejich principtim, technickym detailtiim

a vyuziti v rostlinné proteomice (Zhu et al, 2010).
Znaceni stabilnimi izotopy

UziteCnym nastrojem pro kvantitativni proteomiku se ukazala byt inkorporace
stabilnich izotopt do proteinové struktury. Proteiny znacené tézkou znackou maji totiz
oproti svym proté¢jskiim zna¢enym lehkou znackou stejné fyzikalné chemické vlastnosti
s vyjimkou hmotnosti a tak mohou byt po smiseni pouzity jako interni standard nebo
referen¢ni vzorek. Relativni kvantita proteinu je poté odeétena z podilu intenzit peptidi
s tézkou a lehkou znackou v MS spektru. V dnesni dobé je znama cela fada metod
izotopového znaceni, které 1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin lisicich se principem
inkorporace.

Prvnim z nich je in vivo metabolické znaceni. P¥i ném jsou dvé populace
bunéénych kultur péstovany ve dvou ristovych médiich, kde jedno z nich obsahuje
izotopicky znaCenou zivinu nebo aminokyselinu. Ta se do organismu inkorporuje
vlivem jeho metabolické aktivity (Oda et al, 1999; Krijgsveld et al, 2003). V rostlinné
proteomice byla napf. s vyuzitim izotopu dusiku N a N studovana exprese
membranovych proteinti vV bunééné suspenzi A. thaliana po expozici tézkymi kovy.
Bylo zjisténo, Ze nékteré membranové proteiny jako amoniové transportéry nebo ABC
transportéry byly u exponovanych bunck piitomny az v 5x vysSich hladinach, nez u
bun¢k kontrolnich (Lanquar et al, 2007). Dalsi studie, ve které byl pro kvantifikaci
pouzit izotop dusiku, se zabyvala ¢asnou senescenci listd mutanti A. thaliana. S jejim
pfispénim bylo odhaleno n¢kolik proteint Gi€astnicich se regulace fotosyntézy a proteinii
souvisejicich s ochranou proti oxidativnimu stresu, jejichz nadmérnd aktivita nebo
naopak snizena exprese vedla k ¢asnéjsi senescenci (Hebeler et al, 2008).

Izotopova znacka miiZze byt do proteinu inkorporovana také pomoci znacené
aminokyseliny (stable isotope labeling by amino acids in cell culture; SILAC; Oda et al,
1999). Tato metoda je v kvantitativni proteomice velmi rozSifena a pouzivana na
bunéénych kulturach mnoha modelovych organismi, jako jsou Saccharomyces
cerevisiae (De Godoy et al, 2008), Caenorhabditis elegans (Larance et al, 2011),
Drosophila melanogaster (Hilger et al, 2009), ale i lidskych bunkach. Jedna

Z nejnovejSich praci popisuje pouziti SILAC ke studiu exprese virovych proteint
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lidského cytomegaloviru v embryonalnich fibroblastech (Chai et al, 2015). Vyuziti
SILAC u rostlin se vSak setkava s fadou problému. Rostliny jako autotrofni organismy
totiz jako zdroj uhliku vyuzivaji oxid uhli€ity, ktery pak vyuzivaji k syntéze uhlikatych
molekul v¢etné proteinid. To vede K problematické inkorporaci izotopicky znacenych
aminokyselin do struktury rostlinnych proteini (Ong et al, 2002). Gruhler a
spolupracovnici provedli za pomoci SILAC kvantitativni analyzu izoforem glutathion
S-transferasy v bunécné kultuie A. thaliana, pfi¢emz dosahli primérné 75% ucinnosti
inkorporace *Cg znaceného argininu (Gruhler et al, 2005). V nedavné dob& viak byla
uspésné predstavena modifikace SILAC s izotopicky zna¢enym argininem a lysinem na
semenadeich Arabidopsis. Misto L-argininu byl v kultivadnim médiu pouZit jeho *Cg
izotopicky =~ znaceny analog a L-lyzin byl nahrazen deuterovanym
L-lyzin-2-hydrochloridem. Diky tomu bylo dosazeno vice nez 95% Ucinnosti znaceni,
coz otevira dal$i moznosti vyuziti této metody v rostlinné proteomice (Lewandowska et
al, 2013).

Vedle in vivo metabolického znaceni si sviij vyznam v kvantitativni proteomice
ziskala chemicka in vitro modifikace. Ta ma ve srovnani s metabolickym znac¢enim tu
vyhodu, Ze je vhodna pro pouziti na kterémkoliv zdroji biologického materialu.
Principialné je zalozna na chemické reakci izotopicky znaceného reagentu s proteinem
nebo Castéji s peptidem V komplexni smési, pfi¢emz jednotlivé znacené vzorky jsou
nasledné spojeny a analyzovany v jednom smésném vzorku pomoci MS. V rostlinné
proteomice se uplatnily pfedevs§im dvé metody in vitro znaceni, a to pomoci izotopicky
kodovanych afinitnich znacek (isotope-coded affinity tag; ICAT; Gygi et al, 1999) a
izobarickych znacek pro relativni a absolutni kvantifikaci (isobaric tag for relative and
absolute guantification; iTRAQ); Zieske, 2006).

Prvni jmenovana se sklada z reaktivni skupiny, kterd zajiStuje pfipojeni znacky
k cysteinovému zbytku, dale zraménka obsahujiciho vybrany izotop (*H/H nebo
12C/™C) a nakonec biotinu, ktery po $tépeni proteinu slouzi k selekci modifikovanych
peptidi pomoci afinitni chromatografie s avidinem. Nasledn¢ je provedena LC-MS
analyza a je hodnocen pomér znacenych peptidi (Gygi et al, 1999). S pomoci ICAT
byly v minulosti napf. provedeny studie miry proteinové exprese v zrnech pSenice
v souvislosti s deleci chromozomu 1B (Islam et al, 2003), zmény v distribuci proteint
Vv chloroplastech kukufice (Majeran et al, 2005) nebo studie nitrosylace cysteinovych

zbytkt u A. thaliana (Fares et al, 2014). Vzhledem k tomu, ze se ICAT znacka vaze na
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postranni fetézece cysteind, jsou ze znaceni vylouCeny peptidy, které tuto
aminokyselinu neobsahuji.

Moderngjsi technologie iTRAQ spada do kategorie izobarického znaceni. Je zde
pouzit soubor izobarickych znacek, neboli znacek se sejnou molekulovou hmotnosti,
které se vazou na N-termindlni konce a postranni aminy peptidi. Kazda znacka se
skladd ze tii Casti. Reakéni skupina zprostfedkovava vazbu s peptidem, reportérova
skupina obsahuje vybrany izotop a po odstépeni v procesu fragmentace poskytuje
piislusny nizkomolekularni signal v MS/MS spektru. Mezi nimi je umisténa balancni
skupina, ktera rovnéz obsahuje izotop, ale za uc¢elem vyrovnani molekulové hmotnosti
znacky. Takto l1ze pouzit az osm odliSnych variant znacky, které se lisi molekulovou
hmotnosti reportérové a balan¢ni ¢asti. Oznacené peptidy jsou nasledné spojeny a stejné
jako v ptedchozim pfipadé analyzovany v jednom nastfiku. Informace o kvantité je
odectena z intenzity nizkomolekularniho reportérového iontu. Vyhodou této metody je,
podobné jako u DIGE, moznost ,,multiplexingu* (Zieske, 2006). V nedavné dob¢ byla
napf. vénovana pozornost halofilni rostliné Thellungiella halophila, ktera je v biologii
znama pro svou toleranci k solim a je pouzivana jako modelovy organismus. S vyuzitim
iTRAQ byla provedena komparativni studie mezi jejim proteomem a proteomem
Arabidopsis a byly odhaleny proteiny, které za tuto schopnost zodpovidaji (Pang et al,
2010). Stejné tak dalsi studie se zabyvala proteomem Ini¢ky seté (Camelina sativa),
ktera je tak jako T. halophila blizce ptibuzna Arabidopsis a ma velky hospodaisky
vyznam jako biopalivo. Metodou iTRAQ zde byly identifikovany proteiny, které jsou
zapojeny do metabolismu a fidi tak odpovéd’ rostliny na stres (Alvarez et al, 2015).

Ptedchozi metody vSak maji sva omezeni, jako je Casova narocnost, vysoka cena
izotopickych znacek, nutnost pouzit vyssi koncentraci proteini nebo netplna chemicka
reakce pii znaceni (Zhu et al, 2010). Tyto nedostatky daly v kvantitativni proteomice
vzniknout metodam, se kterymi je mozné dosahnout vysledki rychleji a snadné&ji. Jsou
to tzv. ,lable-free” techniky, které ke kvantifikaci proteinli vyuzivaji pouze systém LC-
MS/MS vybaveny ESI ionizaci (Old et al, 2005; Patel et al, 2009).

wLabel-free“ kvantifikace

Pro kvantifikaci bez izotopového znaceni bylo v proteomice zavedeno nékolik
metod. Vsechny vychazi z proteinové extrakce, St€peni proteolytickym enzymem a

separace komplexni peptidové smési pomoci LC. Identifikace a kvantifikace proteinti a
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peptida je pak provedena na zdkladé MS/MS analyzy. Narozdil od znaceni stabilnimi
izotopy, kde kvantifikace probiha ve smésnych vzorcich, je pii lable-free kvantifikaci

kazdy vzorek analyzovan zvlast (Obrazek 4; Patel et al, 2009). Metody vychazi ze dvou

zékladnich principt.
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Obrazek 4 Obecné schéma kvantifikace A) S pouZitim izotopické znacky, B) bez znaceni. Prevzato
z Zhu et al, 2010.

Prvni je zaloZen na korelaci mezi intenzitou nebo plochou piku v extrahovaném
iontovém chromatogramu a mnozstvim peptidi, resp. proteini ve vzorku. To je
umoznéno tim, ze kazdy peptidovy iont je definovan ur€itym retenénim casem a
hodnotou m/z. Jeho mnozstvi pak odpovida intenzité nebo plose piku v chromatogramu.
Tento ptistup byl poprve aplikovan na vzorku myogloginu, kde vztah mezi plochou
piku a koncentraci myogloginovych peptidi mél linearni charakter. Varia¢ni koeficient
r* zde dosahoval 0,991, coz dokazuje vysokou miru piesnosti. Ve stejné praci byla

metoda testovana také na komplexnim vzorku lidského séra, pficemz myoglobin 0
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znamé koncentraci byl zde piidan jako interni standard pro normalizaci vypocétenych
ploch signali (Chelius et al, 2002; Bondarenko et al, 2002). Tato metoda vSak narazi na
néktera uskali. Prvnim je jiz zminéna nutnost interniho standardu pro normalizaci.
Zaroven je u této metody kladen diraz na vysokou reprodukovatelnost LC-MS
instrumentace a pouziti algoritmu, které umoziuji automatické piifazeni
chromatografickych pikti (Wiener et al, 2004; Muellner et al, 2008).

Dalsi pristup, tzv. spektralni scitani, je zaloZen na srovnavani poctu
identifikovanych MS/MS spekter, které nalezi ptislusnému peptidu. Cim vyssi je
mnozstvi proteinu ve vzorku, tim vyss$i je pocet piiluSnych MS/MS spekter. Bylo
zjisténo, ze tato metoda poskytuje oproti relativni kvantifikaci podle intenzity
chromatografického piku vyssi opakovatelnost, piesnost a dynamicky rozsah (Zybailov
et al, 2005; Old et al, 2005). Zaroven ke svym vypoltim nevyzaduje vypocetni
algoritmy jako u piedchozi metody. Je vSak nutné pouziti statistickych a normaliza¢nich
metod Kk dosazeni spolehlivé a presné detekce zmén proteinového zastoupeni
v komplexni smési. Divodem je napt. fakt, ze velké proteiny poskytuji vyssi pocet
peptidut a tedy i spekter (Dong et al, 2007; Florens et al, 2006).

Label-free proteomika umoziuje také stanoveni absolutni hladiny proteint. Ta
se podle pivodni publikace vyhodnocuje na zakladé indexu PAI (protein abundance
index), ktery je definovany jako pocet identifikovanych peptidia déleny poctem peptidd,
které mohou byt teoreticky ziskany po Sté€peni proteinu trypsinem (Rappsilber et al,
2002). Ptestoze hodnota PAI pro kazdy protein uzce souvisi sjeho mnozstvim,
nevyjadiuje pfimo jeho molarni koncentraci. Bylo vSak zjisténo, Ze latkové mnozstvi
peptidi vykazuje linearni zavislost s dekadickym logaritmem latkového mnozstvi
analyzovanych proteind. Proto byla zavedena nova veli¢ina emPAl (exponentially

modified PAI), ktera je vyjadiena jako 107"

— 1. Pfi zndmé koncentraci veskerych
analyzovanych proteinli 1ze podle emPAI pfislusného proteinu stanovit jeho latkové
mnozstvi (Ishihama et al, 2005; Shinoda et al, 2009).

V rostlinné proteomice byla ,,label-free kvantifikace zavedena teprve nedavno.
Pomoci spektralniho scitani byly studovany napt. zmény proteinové exprese V
kofenovych nodulech tolice pobiezni (Medicago truncatula) z ¢eledi bobovitych béhem
sucha. Autorim se podafilo v téchto nodulech identifikovat témét 400 rostlinnych
proteint, coz predstavuje nejrozsahlejsi nodularni proteom (Larrainzar et al, 2007).

V dalsi praci byla vénovana pozornost proteinim ve stromatu chloroplasti A. thaliana.

Byl zde objeven a kvantifikovan nadbytek proteas, deformylas, molekularnich
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chaperonti a membranovych proteini ucastnicich se tfidéni bunécnych komponent
(Zybailov et al, 2008). Jedna z nejnovéjsich praci pojednava o vyznamu proteind
Mahonia bealei v souvislosti s produkci alkaloidii a jejich farmakologického vyuziti.
Prostfednictvim absolutni kvantifikace byl v kofenech této rostliny odhalen nadbytek
enzymu jako napf. S-adenosylmethionin syntetasa nebo S-tetrahydroprotoberberin
oxidasa, které se UCastni biosyntézy fady alkaloidt jako napt. kolumbamin, palmatin ¢i
berberin (Zhu et al, 2015).

Piesto, Ze by se na zaklad¢ vyse uvedenych piikladi mohlo zdat, Ze kvantifikace
proteint s vyuzitim MS je V rostlinné proteomice bézné€ uzivanou metodou, nebyla zde
dosud tak dobie zavedena jako v jinych odvétvich proteomiky (Li et al, 2007; Zhai et
al, 2008; Cabezon et al, 2009) a pro jeji ucely zde stale pievazuje konven¢ni metoda
2DE (Watson et al, 2004; Hajduch et al, 2005; Sheffield et al, 2006; Alam et al, 2013).
Jak vyplyva z prohledavani databaze Web of Science, do soucasnosti bylo publikovano
piiblizné stokrat vice ¢lanki odpovidajici heslu ,,proteom Arabidopsis a 2DE“ nez
Clankid, které souvisi s proteomem Arabidopsis a izotopovym zna¢enim nebo
kvantifikaci bez znafeni (www.webofknowledge.com). Tento fakt stavi védeckou
komunitu pied velkou vyzvu aplikovat LC-MS/MS instrumentaci v Siroké mite i pro

analyzu rostlinnych proteinti.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

BioRad (USA)

Blue Protein Ladder, akrylamid (AA), N°,N‘-methylenbisakrylamid (BIS)
Bruker Daltonics (USA)

BSA standardni peptidy

Fluka (USA)

2-propanol, deionizovana voda, tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP), thiomocovina,
chlorid draselny, uhli¢itan draselny, tetramethylethylendiamin (TEMED), uhli¢itan
triethylamonny (TEAB)

GE Healthcare (Velka Britanie)
2-D Quant Kit

GL Sciences (Japonsko)
Titansphere TiO, 10 pm

Invitrogen (USA)

Quant-iT Protein Assay Kit
Lachner (Ceskd republika)

Chlorid sodny, chlorid hofe¢naty, dusi¢nan stiibrny, thiosiran sodny pentahydrat,

kyselina octova, sachardza
Merck (Némecko)

Methanol, hydroxid amonny, ethanol, n-butanol, chloroform, MS voda
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MP Biomedicals (USA)

Trypsin, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Novagen (Némecko)

Benzonasa

Roche (S’vﬁcarsko)

cOmplete EDTA free

Serva (Némecko)

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat ~ (Chaps),  dodecylsulfat
sodny (SDS), glycin, persiran amonny (APS)

Sigma (USA)

3-(decyldimethylamonio)-1-propansulfonat (DDPS), 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES), aceton, acetonitril (ACN), butyrat sodny,
deoxycholat sodny, dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fluorid
sodny, B-glycerolfosfat, hydrogenuhli¢itan amonny, IGEPAL CA 630, iodoacetamid
(IAM), kyselina L-glutamova, kyselina trifluoroctova (TFA), kyselina trichloroctova
(TCA), kyselina mravenci (FA), mocovina, molybdenan sodny, tartarat sodny,
vanadi¢nan sodny, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), formaldehyd,
B-merkaptoethanol, octan amonny, triethylamonium bikarbonat, amfolyty pH 4-7,

amfolyty pH 3-10, bromfenolova modf, glycerol, pufrovany fenol/Tris pH 8,0

2.2 Pouzité vybaveni a material

Tieci miska s tlouckem, tekuty dusik, mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml; Eppendorf;
Némecko), pipety Eppendorf Research (1-10 ul; 10-100 pl; 100-1000 pl; Eppendorf;
Némecko), Spicky (Eppendorf; Némecko), pipeta Hamilton-Bonaduz Schweiz 100 pl
(Hamilton; USA), Hamiltonovy jehly (pramér 16G a 22G; Hamilton; USA), 3M
Empore C8 High Performance extrakéni disk (3M; USA), 3M Empore High
Performance C18 extrak¢éni disk (3M; USA), 3M Empore High Performance SCX
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extrakéni disk (3M; USA), C18 Macrospin Columns (Harvard Apparatus; USA),
kalibrované pH papirky (pH 0,0-14,0; 0,0-6,0; 7,0-14,0; Sigma; USA), vertikalni
elektroforéza s ptislusenstvim (BioRad; USA), vialky s konickym dnem (Waters; USA),
Total Recovery vialky (Waters; USA), 4 - 15% gradientové polyakrylamidové gely
(BioRad; USA), centrifugacni membranové filtratni jednotky Amicon Ultra 0,5 ml
cutt-off 30 kDa (Millipore; USA)

2.3 Pouzité pristrojové vybaveni

Thermomixer Eppendorf Comfort (Eppendorf, Némecko), centrifuga IEC CL31R
Multispeed (Thermo Scientific; USA), centrifuga Eppendorf 5430 (Eppendorf;
Némecko), vakuova odparka Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf; Némecko),
sonifikaéni lazen K-2L (Kraintek; Ceskéa republika), vortex mixer Stuart SA8 (Bibby
Scientific; Velka Britanie), predvazky (Vibra; Japonsko), analytické vahy Radwag X
(Radwag; USA), rotacni michacka Multi Bio RS-24 (Biosan; USA), magneticka
michacka MS-3000 (Biosan; USA), pH metr pH50 (MS instruments; Velka Britanie),
reader ELISA desticek Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek; USA), spektrofotometr
WPA Lightwave Il (Biochrom; USA), termoblok (Major Science; USA), scanner pro

snimani geltt ImageScanner (Biosciences; Velka Britanie)

2.4 Pouzité roztoky
Odstranéni sekundarnich metabolitii extrakci TCA v acetonu

Precipitacni roztok: 10% TCA/aceton (w/v); 0,2% DTT (w/v)
Promyvaci roztok: 0,2% DTT/aceton (w/v)

Odstranéni sekundarnich metabolitii fenolickou extrakci

Extrakéni  pufr: 50mM  Tris/fHCI pH 8,5, 100mM KCI; 5mM EDTA,;
30% sacharoza (W/v)

Precipitacni roztok: 100mM octan amonny/methanol
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Extrakce proteiniu

SDS pufr: 40mM Tris/HCI pH 7,5; 2% SDS (w/v); 10% glycerol (v/v); smé&s inhibitort
(viz nize)

Modifikovany RIPA pufr: 25mM HEPES/NaOH pH 7,5; 150 mM NaCl;
1% IGEPAL CA 630 (v/v); 0,1% deoxycholat sodny (w/v); 0,1% SDS (w/v);
1mM MgClI; (w/v); smés inhibitort (viz nize)

R2D2 pufr: 5M mocovina; 2M thiomoc¢ovina; 2% Chaps (w/v); 2% DDPS (w/v);
0,5% amfolyty pH 4-7 (v/v); 0,25% amfolyty pH 3-10 (v/v); ImM TCEP; smés
inhibitori (viz nize)

Smés inhibitori: 1mM DTT; 1mM PMSF; 1x Roche EDTA free; 1mM NazVOy;
10mM NaF; 5mM B-glycerolfosfat; 1mM Na;MoO,; 4mM tartatat sodny;
10mM butyrat sodny

SDS-PAGE

5% zaostrovaci gel: 5,7 ml deionizované vody; 1,7 ml AA/BIS (T 30%, C 2,67%);
2,5ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8; 0,1 ml 10% SDS; pted pouzitim 10 ul TEMED; 50 pl
10% APS

12% délici gel: 3,4 ml deionizované vody; 4 ml AA/BIS (T 30%, C 2,67%); 2,5 ml
1,5M Tris/HCI pH 8,8; 0,1 ml 10% SDS; pted pouzitim 10 ul TEMED; 50 ul 10% APS
2x koncentrovany redukéni pufr: 125mM Tris/HCI pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 4%
(w/v) SDS; 0,1% (w/v) bromfenolova modt; 10% (v/v) B-merkaptoethanol

Elektrodovy pufr: 25mM Tris/HCI pH 8,3; 192mM glycin; 0,1% (w/v) SDS

Fixaéni roztok: 30% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova
Barveni proteinit dusi¢nanem stifibrnym

Zcitlivujici roztok: 0,02% Na,S;03 - SH,0 (w/v)

Barvici roztok: 0,1% AgNO; (w/v)

Vyvijeci roztok: 3% K;CO3 (w/v); 3mM formaldehyd; 50 uM Na,S,03
Stop roztok: 4% Tris (w/v); 20% kyselina octova (v/v)

Stépeni proteinii v mikrozkumavce

Mo¢ovinovy pufr: 6M mocovina; 2M thiomocovina; 100mM TEAB pH 8,5
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Redukéni ¢inidlo: 25mM TCEP; 100mM TEAB pH 8,5
Alkylaéni ¢inidlo: 330mM IAM; 100mM TEAB pH 8,5
Roztok trypsinu: trypsin 5 pg/ul v 0,1% FA

Stépeni proteinii na centrifugaénim membrdinovém filtru (Eilter aided

sample praparation; FASP)

Promyvaci pufr 1: 100mM Tris/HCI pH 8,5; 8M mocovina

Redukéni pufr: 100mM Tris/HCI pH 8,5; 8M mocovina; 100mM DTT
Alkylaéni pufr: 100mM Tris/HCI pH 8,5; 8M mocovina; 50mM IAM
Promyvaci pufr 2: 50mM NH4HCO;

Stépici pufr: 50mM NH;HCO3; trypsin 62,5 ng/ul

Odsoleni peptidi na C18 reverzni fazi v uspoidadani MacroSpin

Promyvaci roztok: 2% TFA (v/v); 0,4% FA (v/v)
Eluéni roztok: 2% TFA (v/v); 70% ACN (v/v)

SCX frakcionace

Nanaseci roztok: 1% TFA (v/v)

Promyvaci roztok: 0,2% TFA (v/v)

Eluéni roztok 1: 50mM octan amonny (w/v)
Eluéni roztok 2: 75mM octan amonny (w/v)
Eluéni roztok 3: 125mM octan amonny (w/v)
Eluéni roztok 4: 200mM octan amonny (w/v)
Eluéni roztok 5: 300mM octan amonny (w/v)
Eluéni roztok 6: 80% ACN (v/v); 5% NH4OH (v/v)

Odsoleni peptidit na C18 reverzni fazi v uspoiddani Stage Tip

Promyvaci roztok: 5% TFA (v/v)
Eluéni roztok: 2,5% FA (v/v); 50% methanol (v/v)

Obohaceni fosfopeptidi

Plnici roztok: 30% ACN (v/v); 0,5% TFA (v/v)
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NanasSeci roztok: 65% ACN (v/v); 2% TFA (v/v); saturovana kyselina glutamova
Promyvaci roztok 1: 65% ACN (v/v); 0,5% TFA (v/v)

Promyvaci roztok 2: 65% ACN (v/v); 0,1% TFA (v/v)

Promyvaci roztok 3: 40% ACN (v/v)

Eluéni roztok: 40% ACN; 1% NH4OH (v/v)

Mobilni faze pro LC-MS

Pufr A: 0,4% FA (v/v)
Pufr B: 0,4% FA,; 80% ACN (v/v)
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2.5 Metody

2.5.1 Extrakce proteini z rostlinnych bunék

Homogenizace rostlinného materidalu

Kultura bun¢k A. thaliana Landsberg erecta byla po sedmidenni kultivaci
zfiltrovana, vysuSena V Biichnerové nalevce a dikladné rozetfena v tieci misce
pod tekutym dusikem na jemny prasek. Vznikly bunécny homogenat byl zmrazen

v tekutém dusiku.

Odstranéni sekundarnich metabolitit extrakci TCA v acetonu

Do vychlazené¢ 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 50 mg bunécného
homogenatu. Navazka byla rozsuspendovana ve 2 ml vychlazeného precipitacniho
roztoku a inkubovana ptes noc v -20 °C.

Nasledujici den byl vzorek centrifugovan 10 minut pii 25 000 g a 4 °C. Poté byl
odpipetovan supernatant, pelet byl rozsuspendovan v 1 ml vychlazeného promyvaciho
roztoku a vzorek byl znovu centrifugovén za stejnych podminek. Promyti bylo dvakrat
opakovano. Po poslednim odsati supernatantu byl zbytek roztoku odpatfen ve vakuové

odparce (Carpentier et al, 2005).

Odstranéni sekunddarnich metabolitii fenolickou extrakci

Do vychlazené 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 150 mg bunééného
homogenatu a k navazce bylo ptidano 0,5 ml extrakéniho pufru. Vzorek byl 30 sekund
vortexovan a poté bylo k suspenzi ptidano 0,5 ml pufrovaného fenolu. Nasledovala
inkubace 15 minut pii 4 °C za stalého michani (15 rpm) na rotacni michacce. Po
uplynuti inkuba¢ni doby byl vzorek centrifugovan 5 minut pti 6 000 g a 4 °C. Ze vzorku
byla odpipetovana horni, fenolickd, faze obsahujici proteiny a pienesena do nové
2ml mikrozkumavky. K ni bylo poté ptidano 0,5 ml extrakéniho pufru, vzorek byl po
dobu 30 sekund vortexovan a nasledné centrifugovan 5 minut pii 6 000 g a 4 °C. Horni,
fenolicka, faze byla ptfenesena do nové 2ml mikrozkumavky a pipetou byl zméfen jeji
objem. Proteiny v ni obsazené byly vysrazeny piidavkem precipitacniho roztoku
V 5-nasobném objemovém nadbytku. Smés byla promichéna pipetovanim a inkubovéana

pies noc v -20 °C.

30



Nasledujici den byl precipitat centrifugovan 10 minut pii 25 000 g a 4 °C. Poté
byl odpipetovan supernatant a pelet byl rozsuspendovan ve 100% methanolu ve
2-nasobném nadbytku objemu ptvodni fenolické faze. Vzorek byl centrifugovan za
stejnych podminek a nasledné¢ byl stejnym zptasobem promyt jesté dvakrat. Po
odstranéni supernatantu byl pelet rozsuspendovan v acetonu, jehoz objem byl dvakrat
veétsi nez objem ziskané fenolické faze. Opét nasledovala centrifugace a od peletu byl
odpipetovan supernatant. Zbytek acetonu byl odpaien ve vakuové odparce (Isaacson et
al, 2006).

Extrakce proteini

Do vymrazené 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 50 mg bunééného
homogenatu. Tento vzorek a vzorky pfipravené fenolickou a TCA extrakei byly
rozsuspendovany Vv lyza¢nich pufrech SDS (Hurkman a Tanaka, 2007), RIPA (Alcaraz
et al, 1990) a R2D2 (Méchin et al, 2003). Takto vzniklo 9 rtiznych variant (Tabulka 1).

Tabulka 1 Schéma extrakce proteinii. Varianta NO predstavuje vzorek bez predchoziho odstranéni
sekundarnich metabolitii, TCA vzorek ziskany extrakci TCA v acetonu a FEN je vzorek zpracovany
fenolickou extrakci. Kazda varianta byla rozsuspendovdina v lyzacnim pufru SDS, modifkovaném RIPA a

R2D2. U kazdé varianty je v zavorkach uvedena piivodni navazka bunécného homogendtu.

Vzorek SDS RIPA R2D2
NO (50 mg) 800 pl 800 pl 200 pl
TCA (50 mg) 800 ul 800 ul 200 pl
FEN (150 mg) 800 ul 800 ul 200 pl

Vzniklé extrakty byly michany v termomixeru 1 hodinu pii 1200 rpm a
laboratorni teploté. Vzorky byly poté centrifugovany 15 minut pti 30 000 g a laboratorni
teploté. Supernatant obsahujici rozpusténé proteiny byl pfenesen do nové
2ml mikrozkumavky a pipetovanim byl zméfen jeho objem. Extrahované proteiny byly
kvantifikovany a pouzity k dalsim experimentim. Cast vzorku byla separovana
pomoci SDS-PAGE, ¢ast precipitovana a nastépena v mikrozkumavce a ¢ast nastépena

metodou FASP (viz nize).
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Kvantifikace proteinii 2D-Quant Kitem

Smisenim reagentu A sreagentem B vpoméru 100:1 bylo piipraveno
24 ml pracovniho roztoku. Do 2ml mikrozkumavky bylo vzdy v duplikatu napipetovano
5 pl prislusného vzorku. Déle byla do 2ml mikrozkumavek napipetovéana kalibra¢ni fada
standardniho roztoku bovinniho sérového albuminu (BSA; 2 mg/ml) obsahujici 0 pg,
10 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pg a 50 ug proteind.

Do kazdé mikrozkumavky bylo ptfidéno 0,5 ml precipitantu. Vzorky byly
zvortexovany a inkubovany 2 minuty pii laboratorni teploté. Poté bylo ptidano 0,5 ml
koprecipitantu. Vzorky byly promichény rychlym pfevracenim, inkubovany 2 minuty
pti laboratorni teploté a centrifugovany 5 minut, pii 10 000 g a laboratorni teploté.
Supernatant byl okamzit¢ dekantovan do odpadu a mikrozkumavky byly kratce
centrifugovany. Zbyly supernatant byl ihned odpipetovan do odpadu.

K precipitatu bylo pfidano 0,1 ml roztoku médi a 0,4 ml deionizované vody a
vzorky byly dikladné zvortexovany. Poté byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku a vzorky
byly promichany rychlym pievracenim. Nasledovala inkubace po dobu 15 minut pfi
laboratorni teplot¢.

Na spektrofotometru byla zméfena absorbance pti vinové délce 480 nm. Jako
,blank® byla pouzita deionizovana voda. Ze zavislosti absorbance na mnozZstvi
proteinového standardu BSA byla odvozena koncentrace a mnoZstvi proteinli

V jednotlivych vzorcich.

2.5.2 Precipitace proteinii

Precipitace proteinii acetonem

Extrahované proteiny (5 pg pro SDS-PAGE, 50 pg pro Stépeni
v mikrozkumavce) byly precipitovany ptidavkem vychlazeného acetonu ve 4-nasobném
objemovém nadbytku. Precipitat byl zvortexovan a inkubovén v -20 °C do druhého dne.

Vzorek byl poté centrifugovan 15 minut pfi 30 000 g a 4 °C. Aceton byl
odpipetovan do odpadu a pelet byl rozsuspendovan v 0,5 ml Cistého vychlazené¢ho
acetonu. Vzorek byl centrifugovan 10 minut pfi 10 000 g a 4 °C. Takto byly proteiny
promyty jest¢ jednou. Po odstranéni supernatantu byl zbytek acetonu odpafen ve

vakuové odparce.

32



Precipitace proteinit pomoci systému chloroform/methanol

K extrahovanym proteinim (5 pg pro SDS-PAGE) byl pfidan stejny objem
chloroformu a 4-nasobny objem methanolu. Smés byla zvortexovana a byla k ni pfidana
deionizovand voda ve 3-nasobném objemu. Smés byla centrifugovdna 1 minutu pfi
25 000 g a laboratorni teploté. Ze vzorku byla opatrné odstranéna horni organicka faze
tak, aby nebyly odpipetovany precipitované proteiny na fazovém rozhrani. Byly pfidany
3 objemy cCistého methanolu, smés byla zvortexovdna a centrifugovana 2 minuty pii
25000 g a laboratorni teploté. Supernatant byl odpipetovan do odpadu a zbytek
methanolu byl odpaten ve vakuové odparce (Wessel a Fliigge, 1984).

Precipitace proteinit TCA

Extrahované proteiny (5 ug pro SDS-PAGE) byly srazeny ptidavkem roztoku
koncentrované TCA v objemu odpovidajicim 10 % objemu proteinového extraktu.
Vzorek byl zvortexovan a inkubovan 30 minut pii 4 °C.

Poté byl centrifugovan 15 minut pii 30 000 g a 4 °C. Ze vzorku byl opatrné
odpipetovan supernatant a k precipitovanym proteinim bylo pfidano 0,5 ml
vychlazeného acetonu. Vzorek byl zvortexovan a centrifugovan 10 minut pti 10 000 g a
4 °C. Takto byly proteiny promyty jeste jednou. Supernatant byl odpipetovan do odpadu
a zbytek acetonu byl odpafen ve vakuové odparce (Porath et al, 1960).

2.5.3 SDS-PAGE
Pr¥iprava vzorku

Do 1,5ml mikrozkumavek byly napipetovany lyzaty ziskané proteinovou
extrakci (varianty NO, TCA, FEN) v objemech obsahujicich 5 pg proteind. Objemy
byly doplnény do 30 pl ptidavkem 2x koncentrovaného redukéniho nanaseciho pufru.
K proteinim ziskanych precipitaci pomoci acetonu, systému chloroform/methanol a
TCA (5 pg) bylo pridano 15 ul 2x koncentrovaného redukéniho nanaseciho pufru.
Vsechny vzorky byly dikladné promichany vortexovanim a denaturovany v termobloku

5 minut pii 95 °C. Poté byly znovu zvortexovany a kratce centrifugovany.
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Piiprava gelu

Do kadinky byl namichan roztok akrylamidu pro piipravu 12% déliciho gelu
podle Tabulky 2. Za pomalého michani na magnetické michacce bylo k roztoku ptidano
5 ul TEMED a 50 ul 10% APS (w/v). Thned poté bylo 4,5 ml roztoku pieneseno mezi
skla pro nalévani geli a prevrstveno n-butanolem. Po 30 minutach byl z povrchu
déliciho gelu odsan n-butanol. Mezitim byl do dal$i kadinky namichan roztok
akrylamidu pro pfipravu 5% zaostfovaciho gelu (Tabulka 2). Poté k nému bylo za
pomalého michani na magnetické michacce ptidano 10 ul TEMED a 50 ul 10% APS
(w/v). Roztok byl okamzité¢ navrstven na délici gel az po okraj skel a mezi skla byl
opatrné vsazen hiebinek. Po 45-minutové polymeraci byl gel piipraven k dalsimu
pouziti. Pro naslednou elektroforetickou separaci byly pouzity jednak takto vyrabéné
gely a jednak gradientové polyakrylamidové gely dodavané vyrobcem (viz material a

popisy ptislusnych obrazk).

Tabulka 2 Priprava polyakrylamidovych gelii. Pro 12% délici gel byl pouzit pufr 1,5M Tris/HCI
pH 8,8. Pro 5% zaostrovaci gel byl pouzit pufi 0,5M Tris/HCI pH 6,8.

Gel Deionizovana voda AA/BIS (T 30%; C 2,67%) Pufr * 10% SDS
5% 5,7 ml 1,7 ml 2,5 ml 0,2 ml
12% 3,4 ml 4,0 ml 2,5 ml 0,1 ml

Elektroforeticka separace

Pted pouzitim byl z gelu vysunut hiebinek, skla s hotovym gelem byla upevnéna
do elektroforetické cely a cela byla vloZzena do elektroforetické vanicky. Prostor
elektroforetické cely byl zaplnén 1x koncentrovanym elektrodovym pufrem az po okraj.
Stejny pufr byl nalit i do vani¢ky po rysku znacici optimum pro dany pocet geli. Do
jamek gelu byly naneseny 3 pl proteinového markeru molekulové hmotnosti a vSechny
ptipravené vzorky.

Cela byla uzaviena, pfipojena ke zdroji elektrického napéti, na panelu bylo
nastaveno konstantni napéti 100 V a byla zahijena elektroforetickd separace.
Elektroforéza byla ukoncena pftiblizné po 90 minutdch ve chvili, kdy se do

elektrodového pufru zacala vyplavovat bromfenolovd modt znacici ¢elo mobilni faze.
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Gel byl vyjmut ze skel, ptenesen do nadoby s 50 ml fixa¢niho roztoku a za pomalého

michani byl inkubovéan do druhého dne.
Barveni proteinii dusicnanem stiibrnym

Fixacni roztok byl slit do odpadu. Gel byl 2x proplachovan v lazni
s 20% ethanolem po dobu 10 minut. Poté byl pfenesen do nadoby S deionizovanou
vodou a v ni byl 2x proplachovan také po dobu 10 minut.

Gel byl poté za pomalého michani postupné inkubovén nejprve 1 minutu ve
zcitlivujicim roztoku, poté 2x 1 minutu v deionizované vodé a nakonec 20 minut
Vv barvicim roztoku.

Po ukonceni barveni byl gel kratce oplachnut v deionizované vodé a pieveden
do nadoby s vyvijecim roztokem, ve kterém byl inkubovan za pomalého michani do
zviditelnéni proteinovych past. Ve chvili, kdy byly proteinové pasy dostateéné
zbarvené, byl gel pfeveden do nadoby se stop roztokem a v ném inkubovan 30 minut.
Poté byl 15 minut proplachovan v deionizované vodé (Chevallet et al, 2006). Nasledné

byl pofizen obrazek gelu pomoci scanneru ur¢eného ke skenovani gelt.

2.5.4 Stépeni proteini
Stépeni proteinii v mikrozkumavce

K precipitovanym proteinim (50 pg) bylo ptidano 20 pl mocovinového pufru.
Proteiny byly rozpoustény Vv termomixeru po dobu 2 hodin pii 1 400 rpm a laboratorni
teploté a poté pievedeny do vialky s koénickym dnem.

K proteiniim bylo ptidano 5 pl redukéniho ¢inidla (vysledna koncentrace 5 mM),
vzorek byl promichan a redukovan 45 minut pii laboratorni teploté. Dale bylo pfidano
5 pl alkyla¢niho ¢inidla (vysledna koncentrace 55 mM), vzorek byl promichan a
alkylovan 30 minut pfi laboratorni teploté ve tme.

Vzorek obsahujici redukované a alkylované proteiny byl ziedén piidavkem
170 ul MS vody. Poté bylo zkontrolovano pH pomoci kalibrovanych pH papirkd a
Vv ptipadé potfeby upraveno pomoci 1M TEAB pufru (pozadované rozmezi 7,5 - 8,5).
Nakonec bylo ptidano 0,5 ul roztoku trypsinu (2,5 pg; pomér trypsin:proteiny 1:20) a
proteiny byly stépeny v termostatu 16 hodin pii 37 °C. Ziskana komplexni peptidova

smés byla poté odsolena na C18 reverzni fazi v uspofadani Macrospin (Viz nize).
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Stépeni proteinii na centrifugaénim membrdinovém filtru (Eilter Aided

Sample Preparation; FASP)

Extrahované proteiny (50 pg) byly naneseny na centrifugacni membranovy filtr
(cutt-off 30 kDa) upevnény ve sbérné mikrozkumavce. Vzorek byl centrifugovan 10
minut pii 14 000 g a laboratorni teploté a tim zakoncentrovan na 30 pl. Poté bylo ke
vzorku naneseno 200 ul redukéniho pufru. Vzorek byl dikladné promichan pipetovanim
a redukovan 30 minut pii laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace 15 minut pii
14 000 g a laboratorni teploté.

Ke vzorku bylo napipetovano 200 ul promyvaciho pufru 1. Vzorek byl dikladné
promichan a centrifugovan 15 minut pfi 14 000 g a laboratorni teploté. Poté bylo
pfidano 200 pl alkylacniho roztoku, vzorek byl promichan a alkylovan 20 minut pfi
laboratorni teploté ve tmé. Po ukonceni alkylace byl vzorek opét centrifugovan 15
minut pti 14 000 g a laboratorni teploté.

Dale bylo pfidano 100 pl promyvaciho pufru 1, vzorek byl promichan a znovu
centrifugovan za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Sbéma zkumavka byla
vyprazdnéna a promyvani bylo provedeno jesté jednou.

Poté¢ byl vzorek promichédn se 100 ul promyvaciho pufru 2 a centrifugovan
tentokrat 10 minut pii 14 000 g a laboratorni teploté. Tento krok byl proveden jesté
jednou. Na zavér bylo ke vzorku pfidano 40 pl §tépiciho pufru (2,5 pg trypsinu; pomeér
trypsin:proteiny 1:20) a vzorek byl inkubovan 16 hodin pii 37 °C.

Nasledujici den byl centrifuga¢ni membranovy filtr pfemistén do nové sbérné
mikrozkumavky a cetrifugovan 10 minut pii 14 000 g a laboratorni teploté. Poté bylo
naneseno 40 ul promyvaciho pufru 2, vzorek byl promichan a znovu zcentrifugovan
(Wisniewski et al, 2009). Ziskana komplexni peptidova smés byla poté odsolena na C18

reverzni fazi v uspotadadni Macrospin (viz nize).

2.5.5 Odsoleni peptidi a jejich frakcionace
Odsoleni peptidit na C18 reverzni fazi v uspoidadani Macrospin

Peptidy ziskané $tépenim proteinii v mikrozkumavce a uspotradani FASP byly
okyseleny pridavkem 5 pl 30% TFA tak, aby pH bylo mensi, nez 5. Na Macrospin

kolonku upevnénou ve 2ml mikrozkumavce bylo naneseno 200 ul methanolu a byla
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provedena centrifugace 1 minutu pii 200 g a laboratorni teploté. Tento krok byl
zopakovan.

Na aktivovanou kolonku bylo naneseno 200 pl promyvaciho roztoku a byla
provedena centrifugace za stejnych podminek. Tento krok byl rovnéz zopakovan. Poté
byl nanesen vzorek a kolonka byla centrifugovdna 1 minutu pfi 100 g a laboratorni
teploté. Nasledné byla kolonka dvakrat promyta 200 pl promyvaciho roztoku a
centrifugovana 1 minutu pii 200 g a laboratorni teplot¢.

Eluce byla provedena nanesenim 200 upl elu¢niho roztoku a naslednou
centrifugaci 2 minuty pi1 100 g a laboratorni teploté. Elu¢ni krok byl zopakovan jesté
jednou.

Eluat byl odpaien ve vakuové odparce a rozpustén v MS vode¢ tak, aby teoreticka
koncentrace peptidii byla 0,5 pg/ul (pfi uvazovaném vytézku stépeni 40 %). Pro LC-MS
analyzy pak byl pfipraven vzorek 0 teoretické koncentraci peptidti 125 ng/ul ve 20 pl
5% FA. Cast vzorku (15 pg) byla pouzita k SCX frakcionaci.

SCX frakcionace

K 15 pg komplexni peptidové smeési ziskané proteolytickym s§tépenim byl pridan
nanaseci roztok tak, aby celkovy objem ¢inil 50 pl. Z 3M Empore SCX disku byly
Hamiltonovou jehlou (16 G) vyseknuty 2 frity a vpraveny do 200ul $pi¢ky zkracené na
jejim §irS$im konci. Takto pfipravenda SCX Stage Tip kolonka byla upevnéna v 2ml
mikrozkumavce.

Kolonka byla nejprve navlhéena 40 pl 100% ACN a centrifugovana 2,5 minuty
pii 2000 g. Néasledné byla ekvilibrovana pfidanim 40 pl nandSeciho roztoku a
centrifugovdana za stejnych podminek. Kolonka byla poté prenesena do Cisté
2ml mikrozkumavky obsahujici 20 pl 25% FA. Na kolonku bylo nanesen cely vzorek a
byla provedena centrifugace 5 minut pii 1 000 g. Kolonka byla nasledné promyta 40 ul
promyvaciho roztoku, poté opét centrifugovana a pienesena do nové
2ml mikrozkumavky obsahujici 20 ul 25% FA.

Na kolonku bylo napipetovano 40 pl elu¢niho roztoku 1 a byla provedena
centrifugace 5 minut pii 1 000 g. Tento krok byl zopakovan a kolonka byla pienesena
do nové 2ml mikrozkumavky obsahujici 20 pl 25% FA. Peptidy byly takto eluovany

Z kolonky jesté elu¢nim roztokem 2 az 6, sbirany do pfislusnych zkumavek a ziskané
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frakce byly zakoncentrovany ve vakuové odparce. Nasledovalo odsoleni na C18

reverzni fazi ve Stage Tip uspotadani.
Odsoleni peptidit na C18 reverzni fazi v uspoidadani Stage Tip

K zakoncentrovanému vzorku bylo pfidano 50 ul 5% FA (v/v). Vzorek byl
5 minut sonikovan, dikladn¢ zvortexovan a kratce centrifugovan.

Z 3M Empore disku C18 byly pomoci Hamiltonovy jehly o priméru 16 G
vyseknuty dvé fritky a vpraveny do zastiizené 200ul $picky. Spicka byla upevnéna do
1,5ml mikrozkumavky. Kolonka byla aktivovana ptidavkem 50 pl 2-propanolu a
centrifugovdna 3 minuty pii 4 000 g. Aktivace byla zopakovéana. Kolonka byla poté
ekvilibrovana 50 pl 5% FA (v/v) a centrifugovana 5 minut pii 2 000 g. Ekvilibrace byla
rovnéz zopakovana.

Spi¢ka byla upevnéna do ¢&isté 1,5ml mikrozkumavky. Na kolonku byl nanesen
vzorek a byla provedena centrifugace po dobu 7,5 minuty pii 1000 g. Kolonka
S nanesenym vzorkem byla poté promyta 50 pl 5% FA (v/v) a centrifugovéna 5 minut
pti 2 000 g. Krok promyti byl proveden jesté jednou.

Kolonka byla premisténa do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky. Eluce byla provedena
pfidavkem 50 pl elu¢niho roztoku a naslednou centrifugaci 7,5 minuty pii 1 000 g.
Elu¢ni krok byl zopakovan a eluat byl pfenesen do sklenéné Total Recovery vialky.
Vzorek byl nésledné zakoncentrovan ve vakuové odparce na minimdlni objem a

rozpustén ve 20 pl 5% FA (v/v).

2.5.6 Priprava standardniho HelL a lyzatu
Extrakce a kvantifikace proteini

K buitkdm linie HeLa S3 (pelet o objemu cca 40 pl) bylo ptfidano 0,5 ml
modifikovaného RIPA pufru. Pelet byl rozsuspendovan pomoci 100ul Hamiltonovy
pipety tak, ze byl desetkrat nasat a vypusStén. Poté bylo piidano 200 U benzonasy,
suspenze byla promichdna a inkubovana 15 minut na ledu. Nésledné bylo ptfidano
dalsich 200 U benzonasy a inkubace na ledu pokracovala dalsich 15 minut. VVzorek byl
centrifugovan 15 minut pfi 15000 g a 4 °C. Supernatant obsahujici proteiny byl

pieveden do Cisté mikrozkumavky a centrifugovan dalSich 30 minut pti 30 000 g a 4 °C.
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Supernatant byl pfepipetovan do ¢isté mikrozkumavky a proteiny byly kvantifikovany

pomoci 2D-Quant Kitu (viz vyse).
Precipitace

Pipetovanim byl zméfen piiblizny objem bunécného lyzatu, proteiny byly
precipitovany acetonem a promyty podle postupu popsaného vyse. Piebytecny aceton

byl odpaten ve vakuové odparce.
Stépéni

K precipitovanym proteinim byl pfidan mocovinovy pufr v poméru 0,1 ml/mg
proteini. Vzorek byl inkubovan v termomixeru po dobu 2 hodin pii 1400 rpm a
laboratorni teploté. Rozpusténé proteiny byly poté rozdéleny po 500 pg (50 ul) do
vialek s konickym dnem.

Ke kazdému alikvotu bylo pfidano 12,5 pl redukéniho ¢Einidla (vysledna
koncentrace 5 mM), vzorek byl promichan a inkubovan 45 minut pfi laboratorni teplotg.
Dale bylo ptfidano 12,5 pl alkyla¢niho ¢inidla (vysledna koncentrace 55 mM), vzorek
byl promichén a nésledovala inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté ve tmé.

Vzorky byly zfedény ptidavkem 925 pl MS vody. Poté bylo pomoci
kalibrovanych pH papirka zkontrolovano pH (pozadované rozmezi 7,5 - 8,5) a ptipadné
upraveno ptridavkem 1M TEAB pufru. Nakonec byly pfidany 2 pl roztoku trypsinu (10
ug; pomér 1:50) a vzorky byly inkubovany 16 hodin pti 37 °C.

Odsoleni peptidit na C18 reverzni fazi (Macrospin)

Ziskané vzorky peptidi byly okyseleny pfidavkem 10 ul 30% TFA (v/v) tak, aby
pH bylo mensi, nez 5. Okyselené vzorky byly zakoncentrovany ve vakuové odparce na
objem 400 pl. Poté bylo provedeno odsoleni na kolonkach Macrospin podle postupu

popsaného V kapitole Odsoleni peptidii na C18 reverzni fazi v uspotadani Macrospin.
Kvantifikace peptidit (Quant-iT Protein Assay Kit)

Smisenim reagenti A a B v poméru 1:200 bylo pfipraveno 2,5 ml pracovniho
roztoku Quant-iT Protein Assay Kit. Standardni peptidy BSA (500 pmol) byly
rozpu$tény v 500 ul MS vody tak, aby koncentrace peptidi odpovidala 1 pmol/ul (tj.
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67,024 ng/ul). Vzorek byl ziedén 50x v MS vodé. Do 96-jamkové desky urcené
k méfeni fluorescence bylo napipetovano 5 ul zfedéného vzorku ve Ctyfech
opakovanich a standardni peptidy BSA v mnozstvi 200 a 400 ng ve dvou opakovanich.
Jako blank bylo do desky napipetovano 5 ul destilované vody ve dvou opakovanich. Ke
vzorktim, standardu a blanku bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku. Deska byla
inkubovéna 10 minut pfi 25 °C ve tmé. Poté byla zmétena fluorescence pii vinové délce
470/570 nm a senzitivité¢ 75. Ze zavislosti RFU na mnozstvi peptidii standardu BSA
bylo odvozeno mnozstvi peptidi ve vzorku.

Pro ovéfeni kvality $tépeni byla provedena analyza pomoci LC-MS/MS. Pro
tento ucel byl pouzit kvantifikovany vzorek zfedény pomoci 5% FA (v/v) na vyslednou

koncentraci 125 ng/ul v celkovém objemu 20 pl.
Alikvotace

Vzorek byl rozalikvotovan po 165 pg do sklenénych vialek s konickym dnem.
Alikvoty byly zakoncentrovany ve vakuové odparce, uskladnény v —80 °C a pfipraveny

k dal$imu pouziti.

2.5.7 Obohaceni fosfopeptidii ve vsadkovém usporadani
Pr¥iprava vzorku

K peptidim komplexniho lyzatu (165 pg) bylo pfiddno 165 pl nanaSeciho
roztoku (vysledna koncentrace 1 pg/pl). Vzorek byl dikladné promichan pipetovanim, 5

minut sonikovan a kratce centrifugovan.
Piiprava a ekvilibrace oxidu titanicitého

Do 2ml mikrozkumavky bylo navdzeno 5 mg oxidu titani¢itého. Navazka byla
pipetovanim diikladné rozsuspendovana v 1 ml plniciho roztoku. Suspenze byla 5 minut
sonikovana, nasledné byla kratce vortexovdna a ihned poté bylo 50 ul (250 pg)
pievedeno do dCisté 2ml mikrozkumavky. Nasledovala centrifugace 2 minuty pfi
10 000 g a laboratorni teploté. Poté byl pomoci GE Loader $pi¢ky odsat supernatant a
k usazenému oxidu titani¢itému bylo pfidano 100 pl nanaSeciho roztoku. Suspenze byla
promichavana v termomixeru 10 minut pfi 1 400 rpm a laboratorni teploté a nasledné

znovu zcentrifugovéana. Ze zkumavky byl opét opatrné odpipetovan supernatant.
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Naneseni vzorku a promyvani

K ekvilibrovanému oxidu titani¢itému bylo naneseno 50 pl vzorku (50 pg
peptidi na 250 pg oxidu titani¢itého; pomeér 1:5). Vzorek byl inkubovan za stalého
michani v termomixeru 30 minut pii 1 000 rpm. Nasledné byl centrifugovan 2 minuty
pfi 10000 g a od peletu byl odstranén supernatant. Oxid titaniity s nanesenym
vzorkem byl pipetovanim rozsuspendovan ve 100 pl promyvaciho roztoku 1 a pfenesen
do ¢isté 2ml mikrozkumavky. Ta byla poté promichana v termomixeru 15 vtefin pfi
1400 rpm a centrifugovana 2 minuty pii 10 000 g. Od sorbentu byl opatrné¢ odsat
supernatant a vzorek byl rozsuspendovan ve 100 ul promyvaciho roztoku 2. Vzorek byl
opét michan v termomixeru 15 vtefin pii 1400 rpm a centrifugovan za stejnych
podminek. Supernatant byl odstranén a ke vzorku bylo ptidano 100 pl deionizované
vody. V ni byl vzorek rozsuspendovan, promichan 15 vtetin pii 1400 rpm a opét

centrifugovan 2 minuty p#i 10 000 g. Od vzorku byl odpipetovan supernatant.
Eluce

K promytému oxidu titani¢itému bylo napipetovano 100 ul elu¢niho roztoku.
Vzorek byl inkubovan vtermomixeru 15 minut pii 1000 g. Poté byl vzorek
centrifugovan 2 minuty pii 10000 g a supernatant byl pienesen do Cisté
2ml mikrozkumavky. Eluat byl okyselen pfidavkem 5 pl 100% FA, promichan
vortexovanim a zakoncentrovan ve vakuové odparce. Mezitim bylo k oxidu titani¢itému
pfidano dalSich 100 pl elu¢niho roztoku a vzorek byl podruhé eluovan za stalého
michani v termomixeru po dobu 30 minut pfi 1 000 rpm. Poté byl supernatant pienesen
do mikrozkumavky k pivodnimu eluatu a okyselen dalSimi 5 ul 100% FA. Eluat byl
promichdn vortexovanim a zakoncentrovan na minimalni objem ve vakuové odparce
(Engholm-Keller et al, 2012).

Zakoncentrované fosfopeptidy byly rozpustény v 50 ul 5% FA (v/v) a vzorek byl
odsolenen podle postupu popsaného v kapitole Odsoleni peptidi na C18 reverzni fazi
Vv usporadani Stage Tip.
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2.5.8 Obohaceni fosfopeptidi v kolonkovém uspoiadani
Piiprava vzorku

K peptidim komplexniho lyzatu (165 pg) bylo pfidano 165 pl nanaSeciho
roztoku (koncentrace 1 pg/ul). Vzorek byl dikladné promichan pipetovanim, 5 minut

sonikovan a kratce centrifugovan.
Piiprava a ekvilibrace TiO, Stage Tip

Z3M Empore disku C8 byla pomoci Hamiltonovy jehly o priméru 22 G
vyseknuta fritka a vpravena do $pi¢ky pro pipetovani objemu 1 - 10 pl. Spicka byla
upevnéna do 2ml mikrozkumavky. Do ¢isté 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 5 mg
oxidu titani¢ittho a navazka byla pipetovanim rozsuspendovana VvV 1 ml plniciho
roztoku. Suspenze byla 5 minut sonikovana, poté dikladné promichéna na vortexu a 50
ul (250 pg) bylo ihned pieneseno do piipravené $picky s C8 fritkou. Kolonka byla
centrifugovana 10 minut pfi 500 g. Poté bylo na kolonku naneseno 20 pl nanaseciho
roztoku. Néasledovala centrifugace 4 minuty pii 100 g. Na kolonku bylo ptfidano dalsich

20 pl nanaseciho pufru a byla zopakovana centrifugace za stejnych podminek.
Naneseni vzorku a promyvdani

Ekvilibrovana kolonka byla upevnéna do ¢isté 2ml mikrozkumavky. Na oxid
titani¢ity bylo naneseno 50 pl vzorku (50 pg peptidi na 250 pg oxidu titani¢itého;
pomér 1:5) a kolonka byla centrifugovana 30 minut pfi 40 g. Poté bylo na kolonku
napipetovano 20 pl promyvaciho roztoku 1. Nasledovala centrifugace 4 minuty pii 100
g. Na kolonku bylo naneseno 20 ul promyvaciho roztoku 2 a vzorek byl opét
centrifugovan 4 minuty pii 100 g. Poté bylo na kolonku napipetovano 20 pul

promyvaciho roztoku 3 a néasledné byla provedena centrifugace 6 minut pti 100 g.
Eluce

Promyta kolonka byla upevnéna do nové 2ml mikrozkumavky obsahujici 10 pl
25% FA. Na oxid titani¢ity bylo naneseno 40 pl elu¢niho roztoku a vzorek byl
centrifugovan 10 minut pii 100 g. Eludt byl poté zakoncentrovan ve vakuové odparce na

minimalni objem (Rappsilber et al, 2007). Ziskany odparek byl rozpustén v 50 ul 5%
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FA (v/v) a vzorek fosfopeptidi byl odsolenen podle postupu popsaného v kapitole

Odsoleni peptidii na C18 reverzni fazi v uspotadani Stage Tip.

2.5.9 Obohaceni fosfopeptida v hybridnim uspoiadani
Piiprava vzorku

K peptidim komplexniho lyzatu (165 pg) bylo pfidano 165 upl nanaseciho
roztoku (vysledna koncentrace 1 pg/ul). Vzorek byl diikkladné promichan pipetovanim,

5 minut sonikovéan a kratce centrifugovan.
Piiprava Stage Tip

Z3M Empore disku C8 byla pomoci Hamiltonovy jehly o priméru 22 G
vyseknuta fritka a vpravena do $pi¢ky pro pipetovani objemu 1 - 10 pl. Spicka byla

upevnéna do 2ml mikrozkumavky.
Piiprava a ekvilibrace oxidu titanicitého

Do 2ml mikrozkumavky bylo navaZeno 5 mg oxidu titani¢itého. Navazka byla
pipetovanim dikladné rozsuspendovana v 1 ml plniciho roztoku. Suspenze byla 5 minut
sonikovédna, nasledné byla kratce vortexovana a ihned poté bylo 50 upl (250 pg)
pfevedeno do Ccist¢é 2ml mikrozkumavky. Nésledovala centrifugace 2 minuty pii
10 000 g a laboratorni teploté. Poté byl pomoci GE Loader $picky odsat supernatant a
k usazenému oxidu titani¢itému bylo pfidano 100 pul nanaSeciho roztoku. Suspenze byla
promichavana v termomixeru 10 minut pfi 1 400 rpm a laboratorni teploté a nasledné

znovu zcentrifugovana. Ze zkumavky byl opatrné odpipetovan supernatant.
Naneseni vzorku

K ekvilibrovanému oxidu titani¢itému bylo pfidano 50 pl vzorku (50 pg peptidi
na 250 pg oxidu titani¢itého; pomér 1:5). Vzorek byl inkubovan za stalého michani
v termomixeru 30 minut pifi 1000 rpm. Suspenze byla nasledné pfevedena na

ptipravenou Stage Tip kolonku a centrifugovana 4 minuty pii 100 g.
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Promyvdni vzorku

Na kolonku bylo napipetovano 20 ul promyvaciho roztoku 1 a vzorek byl
centrifugovan 4 minuty pii 100 g. Poté bylo naneseno 20 ul promyvaciho roztoku 2 a
vzorek byl opét centrifugovan 4 minuty pti 100 g. Nasledné¢ bylo na kolonku
napipetovano 20 ul promyvaciho roztoku 3 a byla provedena centrifugace 6 minut pii

100 g.
Eluce

Promyta kolonka byla upevnéna do nové 2ml mikrozkumavky obsahujici 10 pl
25% FA. Na oxid titani¢ity bylo naneseno 40 pl eluéniho roztoku a vzorek byl
centrifugovan 10 minut pti 100 g. Eluat byl poté zakoncentrovan ve vakuové odparce na
minimalni objem (Engholm-Keller et al, 2012). Ziskany odparek byl rozpustén v 50 ul
5% FA a bylo provedeno odsoleni na C18 reverzni fazi v uspofadani Stage Tip podle

postupu popsaného vyse.

2.5.10 LC-MS/MS analyza

Analyza vzorkl byla provedena pomoci systému nanokapilarni chromatografie
(nLC) (nanoEASY, Proxeon, Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko) S tandemovou
hmotnostni detekci Q-TOF sionizaci elektrosprejem (ESI) (UHR-Q-TOF maXis,
Bruker Daltonics, Némecko). Vzorky byly vlozeny do autosampleru nLC a do nLC
systému byl nastfiknut vzorek. Objem nastiiku byl Vv ptipadé vzorku komplexni smési
peptidd A. thaliana (blok C, viz nize) a vzorku Hela lyzatu urceného pro kontrolu
Stépeni 2 pl. U vzorkl s obohacenymi fosfopeptidy bylo nastfikovano 7 pl. Peptidy byly
zachyceny na nanokapilarni ptedkoloné¢ (75 um x 3 cm, IntegraFrit, New Objective,
CA, USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, S5um, Dr. Maisch GmbH,
Némecko). Kolona byla izokraticky promyta 10 pl 2% FA a peptidy byly poté postupné
uvoliovany pomoci 125minutové gradientové eluce (Tabulka 3) na analytickou
nanokapilarni kolonu (50 pm x 15 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) naplnénou
reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 3 pum, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pii

konstantnim pratoku 80 nl/min.
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Peptidy byly po eluci zanalytické nanokapilarni kolony ionizovany
elektrosprejem a analyzovany pomoci tandemové hmotnostni analyzy metodou data-
dependent analysis s kolizi indukovanou fragmentaci peptidd v kolizni cele.

Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary
voltage 1900 V; Dry gas: 2,5 I/min; Dry temperature: 160 °C); Tune Page nastaveni
(lon funnel RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 5 eV; collision
energy 8 eV; Collision RF 1200 Vpp; Ion cooler RF 350 Vpp; transfer time 85 ps; pre-
puls storage 7 us); MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; 4 precursor ions; threshold pro
piepinani z MS na MSMS mod 5000 cts; active exclusion po 3 spektrech po dobu
nasledujicich 9 s; excluded mass rozsah prekurzor 50-350 Da and 1500-2200 Da). MS
data byla sbirana v hmotnostnim rozsahu 50-2200 m/z s dobou sbéru (acquisition time)
500 ms pro MS a 250-750 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru (Petiik,
bakalarska prace 2013).

Tabulka 3 Schéma nLC gradientu pro eluci peptidii z reverzni nanokapilarni kolony. Pufr A: 0,4%
FA ve vode, Pufr B: 0,4% FA v 80% ACN

Cas Pufr A (%) Pufr B (%)

0 98 2
3 92 8
50 82 18
79 72 28
85 68 32
93 55 45
99 35 65
100 5 95
105 5 95
108 98 2
124 98 2

2.5.11 Zpracovani dat

Surova data byla zpracovana programem DataAnalysis v. 4.2 (Bruker Daltonics,
Némecko) a pfevedena do formatu mgf (Mascot generic files) obsahujiciho seznamy
mérnych hmotnosti prekurzord a jejich fragmentacni spektra. Data pak byla prohledana
s vyuzitim algoritmu MASCOT (in-house mascot server, Matrix Science, England,
UK), pficemz pro vzorky z A. thaliana byl pouzit soubor sekvenci A. thaliana reference
proteome z databaze UniProt (leden 2014, pocet sekvenci 31 520) a pro vzorky
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z buné¢né linie HelLa soubor Homo sapiens reference proteome (leden 2015, pocet
sekvenci 69 693). Ob¢ tyto databaze byly doplnény o sekvence nejcastéjsich
kontaminanti a obracené verze vSech sekvenci z vySe uvedenych soubort, které
slouzily k vypoctu FDR (,,false discovery rate®; mira faleSn¢ pozitivnich vysledkit).
VSechna data byla postupné prohlediana dvakrat. Pro prvni prohledavani byla pouzita
relativné Siroka tolerance povolenych odchylek jak pro prekurzorové (50 ppm), tak pro
fragmentové ionty (0,1 Da). Vysoce spolehlivé identifikace peptidi pak byly pouzity
Kk pfepo¢tu hmot prekurzorovych i fragmentovych ionti nezavislou linedrni regresi,
ktera minimalizovala odchylku mezi zméfenymi a teoretickymi hmotami. K tomuto
ucelu byl pouzit skript pro hromadné zpracovani dat vyvinuty Mgr. Martinem Rausem,
Ph.D. na Odd¢leni biochemie proteinii a proteomiky Technologického centra Centra
regionu Hana. Takto rekalibrovana data byla pouzita ke druhému prohledavani s uzsi
toleranci 7 ppm pro prekurzorové a 0,04 Da pro fragmentové ionty.

Ostatni nastaveni vypadalo nasledovné: pouzitd proteasa ke Sté€peni: trypsin;
maximalni povoleny pocet vynechanych s§tépnych mist (miss cleavage) 1; povolené
modifikace peptidl: karbamidomethylace cysteinli jako pevna (fixed), acetylace lyzint,
acetylace N-konct proteini, oxidace methioninu, fosforylace serinu, threoninu a
tyrosinu byly nastaveny jako variabilni; povolené odchylky pro MS prekurzorti: 10 ppm
a pro MS/MS fragmentace peptid 0,1 Da; minimalni skore pro identifikaci peptida 15,
minimalni délka peptidu 7 aminokyselin; significance threshold p<0,05.

Ziskany seznam peptidi byl podroben analyze vlastnosti pomoci aplikace
Protein Cutter (Raus et al, 2013), pti¢emz zajmovymi vlastnostmi byl izoelektricky bod
(p1), hydrofobicita (,,Gravy index*) a délka peptidového fetézce (pocet aminokyselin).
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2.6 Vysledky a diskuze

2.6.1 Experimentalni strategie

Proteomicka analyza se v dnesni dobé spoléha na pfistupy zalozené na
hmotnostni spektrometrii. Velmi oblibenou metodou pro studium proteinti se Stalo
pfedev§im spojeni kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni detekci
(LC-MS/MS). S jeho vyuzitim byla uskute¢néna cela fada praci, které se zabyvaji
studiem proteomu prokaryotickych i eukaryotickych organismi (Carranza et al, 2010;
Tunon et al, 2010; Baldin et al, 2015).

Vyznamnou roli zde hraje ptiprava vzorku. Soucésti pfipravy mlze byt separace
proteind pomoci elektroforetickych technik, které stale dominuji v rostlinné proteomice
Vv podob¢ 2DE. Modernim trendem je vSak ptechod na tzv. ,gel-free* metody, které
tento krok vynechavaji, poskytuji tak vyssi pocet peptidovych i proteinovych
identifikaci a dovoluji soucasnou kvantifikaci proteini (Roe a Griffin, 2006; Canas
etal, 2006). V tomto ptipadé pak piiprava zahrnuje extrakci proteint, precipitaci a
proteolytické $tépeni. Zamétuje-li se analyza na konkrétni subproteom, potom je
poslednim krokem piipravy jest¢ krok obohaceni cilovych analytl, kterymi jsou
posttransla¢né modifikované proteiny (fosforylace, glykosylace, acetylace aj.).

Tato prace se vénuje piipravé vzorku na kazdé urovni zvlast sohledem na
specifika rostlinného materidlu, pficemz jako z&ymovy subproteom zde figuruji
fosfoproteiny. Jejim cilem tedy bylo srovnat vybrané pfistupy a metody extrakce
proteind, jejich precipitace, proteolytického Stépeni a obohaceni fosfopeptida
(Obrazek 5) a na zakladé ziskanych vysledkt sestavit efektivni pracovni protokol pro
ptipravu vzorku rostlinnych proteint, popt. fosfoproteint pied LC-MS/MS analyzou.

Pro experimenty tykajici se extrakce rostlinnych proteintl, precipitace a §tépeni
byla vybrana bunééna linie A. thaliana ekotyp Landsberg erecta. Jedna se o znamy a
dobfe definovany material, ktery je dnes v proteomice povazovan za proteinovy
standard (Joyard et al, 2009; Chua et al, 2010; Chen et al, 2011). Pro tc¢ely obohaceni
fosforylovanych peptidi byla vybrana bunéc¢na linie HeLa S3. Toto rozhodnuti plynulo
jednak ze skutecnosti, Ze se z hlediska fosforylaci rovnéZ jednd o znamy a dobie
definovany proteomicky model (Olsen et al, 2006; Beausoleil et al, 2004; Amanchy et
al, 2005), a také proto, ze poskytuje prilezitost pro srovnani s vysledky dosazenymi v

mé bakalatské praci (Pettik, bakalarska prace 2013).
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Obrazek 5 Schéma experimentii.

2.6.2 Srovnani metod pro pripravu rostlinnych proteini pied LC-MS/MS

analyzou
Blok A: Proteinova extrakce

Jak uZ bylo zminéno vySe, prvnim krokem pfipravy je extrakce proteind.
Ukézalo se, ze limituyjicim faktorem analyzy rostlinnych proteini je

pritomnost interferujicich latek ze skupiny sekundarnich metaboliti. Tyto

latky znamenaji problém ptedevs§im pro ptistupy zalozené na 2DE (Wang et al, 2008).
Proto bylo vyvinuto n€kolik technik, pomoci kterych lze tyto latky ze vzorku odstranit.
Nejcastéji pouzivanymi metodami jsou extrakce pomoci TCA (Carpentier et al, 2005) a
extrakce fenolem (Isaacson et al, 2006). Jednim z ukolu této prace bylo zjistit, zda je
nutné provadét odstranéni sekundarnich metaboliti 1 pfed LC-MS analyzou

(Obrazek 5).
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Buniky byly proto homogenizovany mechanickym tfenim v tekutém dusiku a
poté byly vytvoreny tii sady vzorkl ve tfech technickych opakovénich s nésledujicim
oznacenim:

1. NO: obsahoval 50 mg homogenizovaného materialu

2. TCA: obsahoval 50 mg homogenizovaného materialu, ze kterého byly
odstranény sekundarni metabolity extrakci pomoci TCA v acetonu

3. FEN: obsahoval 150 mg homogenizovaného materialu, ze kterého byly

odstranény sekundarni metabolity fenolickou extrakci

Z takto vytvoienych vzorki byly extrahovany proteiny za pouziti nasledujicich
extrak¢nich pufri:
a) SDS: ionogenni detergent o vysoké koncentraci
b) RIPA: smés denaturujicich a nedenaturujicich detergenti

c) R2D2: smés chaotropnich ¢inidel a zwitteriontovych detergentti

Kombinaci metod odstranéni sekundarnich metaboliti a extrakci proteint vzniklo

9 variant v triplikatech, celkem 27 vzorkt (Obrazek 6).

250.00 - r 4.50

F 4.00 —

=

E [N

= 200.00 -+  3.50 E’
-

> r 3.00 E

£ =

g 150.00 - - 250 5%

2 00 3

T R

3 2

2 100.00 + F 1.50 5

- 5

= L 100 5

: <

S 5000 +  0.50 =

u

ﬁ ﬁ 7 0.00 x

0.00 - - -0.50
o o Y
Q 3 Q 9
\" {b qu ° \‘b & \s\ \‘* &
Obrdzek 6 Priimérné vytézky extrakce proteini bez (NO) a s priedchozim odstranénim

sekunddrnich metabolitii extrakci kyselinou trichloroctovou (TCA) a fenolickou extrakci (FEN)
v kombinaci s lyzac¢nimi pufry SDS, RIPA, R2D2. Vedlejsi osa zndazornuje relativni vytézky vztazené na

miligram cerstvé hmoty.
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Jako prvni byly srovnany primérné vytézky jednotlivych typl extrakei
(Obrazek 6). Z naméfenych vysledkt vyplyva, ze nejvyssiho celkového primérného
vytézku dosahovaly extrakce proteini bez odstranéni sekundarnich metabolitt S
vyuzitim pufro SDS a RIPA, které vykazovaly téméf totozna primérna mnozstvi
ziskanych proteint (170 ug, resp. 167 pg). Dulezitym zjisténim bylo, ze RIPA pufr byl
nekompatibilni jak s extrakci pomoci TCA, u které¢ byl pozorovan v podstaté¢ nulovy
vytézek, tak s fenolickou extrakci (Obrazek 6 a 7). Naopak relativné stabilnich vysledkt
ve vSech usporadanich dosahoval pufr R2D2, ktery tak zustal jedinym pufrem, kterym
Ize v tomto typu experimentu rozpustit proteiny precisténé extrakci TCA a fenolem. Na
druhou stranu je potfeba zminit, ze 1 tam, kde byl z hlediska celkového vytézku
srovnatelny, byl vyrazné hor$i z hlediska vytézku vztazeného na Cerstvou hmotu

(Obrazek 6).
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Obrazek 7 Separace SDS-PAGE (12% gel) proteinit (5 ug) extrahovanych lyzacnimi pufry SDS,
RIPA a R2D2 bez (NO) a s predchozim odstranénim sekunddarnich metabolitii extrakci pomoci Kyseliny
trichloroctové (TCA) a fenolu (FEN). U extraktii ziskanych kombinaci TCA/SDS, TCA/RIPA a FEN/SDS,
FEN/RIPA nebylo technicky mozné ziskat 5 ug proteinii (viz Obrdzek 6). Proto bylo do jamky
napipetovano 15 ul extraktu doplnéného 15 ul 2x koncentrovaného redukéniho pufru na celkovy

(maximdlni) objem 30 ul. Barveno dusicnanem stiibrnym.

Obrazek 7 ukazuje, Ze nejbohatSi spektrum proteinti poskytuji extrakce bez

pfedchoziho odstranéni sekundéarnich metabolitti. Vzorky ziskané fenolickou extrakci a
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extrakci TCA poskytuji méné proteini v celém spektru molekulovych hmotnosti,
predevsim pak v oblasti <20 kDa. To je dano tim, ze pouziti precipitacni techniky muize
vést K proteinovym ztratdm. Proteinové zastoupeni se pak mezi lyza¢nimi pufry u
variant bez extrakce vzajemné¢ lisi, jako je mozné napf. dolozit mirné odliSnym motivem
v oblasti >80 kDa. To odpovida o¢ekavani, protoze kazdy z extrakénich pufrtt ma jiné

slozeni (rizné detergenty, rizna iontova sila apod.)

kDa

230
150

80
60

50
40

30
25

20

Obrazek 8 Separace SDS-PAGE (4-15% gradientovy gel) proteinii (5 ug) extrahovanych lyzacnimi
pufry SDS, RIPA a R2D2 bez predchoziho odstranéni sekundarnich metabolitii ve tiech technickych

opakovanich provedenych v riizné dny. Barveno dusicnanem stribrnym.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze metody odstraniovani sekundarnich metabolith
vedou jak ke snizeni proteinového vytézku, tak negativné ovliviuji kvalitativni
proteinové zastoupeni. Krok odstranéni byl proto z pracovniho protokolu vynechan a
k dalsim experimentim byly pouzivany proteiny extrahované piimo z bunétného
homogenatu. Pro toto rozhodnuti mluvila i vysoka reprodukovatelnost, jak lze dolozit
jednak na proteinovych vytézcich (Obrazek 6, viz chybové tsecky), tak na vysledku
SDS-PAGE separace vzorku ziskanych extrakcemi provedenymi nezavisle v rizné dny

(Obrazek 8) a z jejich MS analyzy (viz Blok C).
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Blok B: Precipitace proteini

Poté, co jsou proteiny uspéSné extrahovany, je nutné provést odstranéni
‘ il latek pochazejicich z extrakénich pufrii, které by mohly interferovat pii
M Stépeni proteinii nebo s vlastni LC-MS analyzou (inhibitory enzymd,
detergenty a soli). Pro tento ucel jsou dnes pouzivany dvé metody. Starsi precipitace je
zalozena na vysrazeni proteini z roztoku a jejich nasledné promyti organickymi
rozpoustédly. Druhou modernéjsi metodou je tzv. Sté€peni na centrifugacnim
membranovém filtru (FASP), u kterého je vynechan krok precipitace a odstranéni
interferujicich latek je provedeno vymeénou roztokli prostfednictvim polopropustné
membrany (viz Blok C).

Dalsi série experimenti tedy byla zaméfena na ovéfeni kompatibility
exktrakénich pufrt s tfemi precipitaénimi technikami, které jsou pouzivany nejcastéji.
Proteiny (5 pg) ziskané extrakci SDS, RIPA a R2D2 pufrem byly vysrazeny
nasledujicimi metodami:

1. AC: precipitace acentonem

2. CM: precipitacni metoda, zalozend na definované¢ smési chloroformu,
methanolu a vody (Wessel a Fliigge, 1984)

3. TCA: precipitace kyselinou trichloroctovou

Tak vzniklo 9 variant v triplikatech, celkem 27 vzorku, které byly nasledné
rozpustény v redukénim vzorkovacim pufru a separovany pomoci SDS-PAGE.

Je znamo, Ze proteiny precipitované pomoci TCA se velmi Spatné rozpousti
v jakémkoli pufru. To dokladaji i vysledky dosazené v tomto experimentu, kde byly
drahy proteind ziskanych TCA precipitaci v podstaté prazdné (Obrazek 9). V ptipadé
RIPA pufru v kombinaci s TCA precipitaci byl navic ve zkumavce pozorovan vyrazny
zakal. To odpovida ocekavani, protoze detergentem piitomnym v RIPA pufru byl
deoxycholat sodny, ktery jak znamo precipituje v kyselém prostiedi soucasné s proteiny
(Bensadoun a Weinstein, 1976). Pouziti kombinace extrakce RIPA a precipitace TCA je

tedy v tomto uspofadani patrn¢ nevhodné.
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Obrazek 9 Separace SDS-PAGE (4-15% gradientovy gel) proteinii (5 ug) extrahovanych lyzacnimi
pufiry SDS, RIPA a R2D2 a precipitovanych acetonem (AC), metodou chloroform/methanolem (CM) a

kyselinou trichloroctovou (TCA). Barveno dusicnanem stiibrnym.

Nekompatibilitu nékterych extrakénich pufri S nékterymi precipitac¢nimi
technikami dokézali 1 Winter a Steen, ktefi se zabyvali optimalizaci protokolu pro
proteinovou extrakci a proteolytické $té€peni bunécného lyzatu HelLa S3 (Winter a Steen,
2011). Z vysledku jejich prace vyplyva, Ze precipitace pomoci TCA poskytuje nizsi
vytézky oproti precipitaci chloroform/methanolem, coz odpovida vysledkim
dosazenych v této diplomové praci.

Naproti tomu varianty s acetonem a chloroform/methanolem poskytovaly
relativné dobré vysledky, pfedev§im pak v kombinaci s SDS pufrem. Z technického
hlediska je precipitace acetonem jednodus$si a méné naro¢na nez precipitace systémem
chloroform/methanol. S pfihlédnutim na tyto vysledky byly pro nasledné proteolytické

Stépeni pouzity vzorky precipitované acetonem.

53



Blok C: Proteolytické Stépeni

Moderni proteomika zalozend na LC-MS analyzuje proteiny na Urovni
peptidd. Proto je jako dalSi krok v pracovnim postupu vzdy zatazeno

proteolytické $tépeni. V piipad¢, ze mu predchdzi SDS-PAGE separace,

mize byt provedeno ptimo v gelu. V této praci vSak bylo zvoleno Stépeni v roztoku,
protoze je mén¢ naro¢né a poskytuje lepsi vytézek. Doposud bylo publikovano mnoho
praci, které se vénuji jeho optimalizaci (Winter a Steen, 2011; Winter et al, 2015) nebo
vyvijeji zcela nové varianty (Manza et al, 2005; Wisniewski et al, 2009). V dnesni dobé
se do popredi dostaly dva typy proteolytického $té€peni, které se 1isi ve svém usporadani,
a které byly pouzity v tomto bloku experimentd (Obrazek 5):

1. MIKR: Prvnim typem je $tépeni v klasickém uspofadani v mikrozkumavce.
Proteiny (50 pg) extrahované SDS, RIPA, R2D2 pufrem (Blok A) a nasledné
precipitované acetonem (Blok B) byly rozpustény v mocovinovém pufru, dale
redukovany, alkylovany a nastépeny v mikrozkumavce.

2. FASP: Druhou, modernéjsi techniku, pfedstavuje S$tépeni na centrifugacnim
membranovém filtru (FASP), kde je proteolyza provedena spolecné s
odstranénim interferujicich latek pochazejicich z extrakénich pufra. Toho je
dosazeno vymeénou roztokli pfes polopropustnou membranu bez pouziti
precipitace, ktera mizZe vést k potencidlnim proteinovym ztratdm (Wisniewski et
al, 2009). Roztok proteinti extrahovanych SDS, RIPA a R2D2 pufrem (Blok A)
byl nanesen na centrifugaéni membranovy filtr a promyt. Redukce, alkylace a

Stépeni probéhlo ve stejné centrifugaéni membranové jednotce.

Cilem tohoto experimentii bylo srovnat tyto dvé metody z hlediska poctu
identifikovanych proteinii a peptidi. Pro tcel Stépeni byl v obou piipadech pouzit
trypsin v poméru 1:20. Kombinaci metod §tépeni a vzorki ziskanych ptedchozimi
experimenty vzniklo 6 variant v triplikatech (celkem 18 vzorkl). Po S$tépeni byly
ziskané peptidy odsoleny na C18 reverzni fazi a analyzovany pomoci LC-MS/MS ve
3 nezavislych analyzach s vyjimkou variant MIKR/R2D2 a FASP/R2D2 (viz nize).
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Obrazek 10 Primeérné a celkové pocty proteinii a peptidii identifikovanych po proteolytickém Stépeni

v mikrozkumavce a FASP. Priimérny pocet identifikaci byl vypocitan z poctu identifikaci ve 3 nezavislych
analyzach. Celkovy pocet identifikaci predstavuje mnozstvi peptidii a proteinii ziskané spojenim vysledkii
téchto analyz. Vedlejsi osa znaci priimérné pokryti sekvence u identifikovanych proteinii. Bylo vypocitano

z prumeérnych pokryti ve 3 nezavislych analyzach.

Literatura uvadi, ze metoda FASP poskytuje oproti §tépeni v mikrozkumavce
srovnatelny nebo vyssi pocet identifikaci (Wisniewski et al, 2009). To se vSak v této
praci nepotvrdilo, protoze Stépenim v mikrozkumavce bylo ziskano 2x az 3% vice
identifikaci nez metodou FASP (Obrazek 10). Tento jev mohl byt zptisoben tim, Ze pro
tyto experimenty byl pouzit jiny typ membranovych centrifugac¢nich filtrd, nez byl
doporucen v ptuivodni literatufe (ten v té dobé bohuzel nebyl komeréné dostupny).

Nejvyssi pocet identifikaci 1 nejvysSi pokryti sekvence poskytuji vzorky
extrahované pufry SDS a RIPA $tépené v mikrozkumavce (Obrazek 10). Ve vzorku
MIKR/SDS bylo identifikovano primérné 1406 peptidi, 334 proteinli a primérné
pokryti sekvence dosahovalo 19 %. Vzorek MIKR/RIPA poskytoval primérmné 1341
peptida, 272 proteinti a témeét 20% pokryti sekvence. Vysledky dosazené ve varianté
s SDS pufrem byly tedy mirn¢ vyssi nez v ptipadé RIPA lyza¢niho pufru, nicméné

rozdil nebyl statisticky vyznamny.
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Obrdzek 11 A) Extrahovany iontovy chromatogram vzorku MIKR/R2D2 z 1. a 6. analyzy. B) Trend
V poctu identifikaci v1. a 2. replikitu vzorku MIKR/R2D2 Oba replikaty byly analyzovany ve
3 nezavislych opakovanich, pricemz analyza 1-3 ndlezi replikatu 1 a analyza 4-6 replikdatu 2. C) MS
spektrum ze 76. az 82. minuty extrahovaného iontového chromatogramu. Signal m/z 615,4214 odpovida

signalu detergentu Chaps, ktery nese 1 naboj. Signdl m/z 1229,8256 predstavuje 1 x nabity dimer Chaps.

Pii LC-MS/MS analyze vzorku extrahovaného R2D2 pufrem, precipitovaného
acetonem a stépeného v mikrozkumavce byl od 2. analyzy pozorovan jednak pokles
intenzity signalu na extrahovaném iontovém chromatogramu (Obrazek 11 A) a jednak
pokles poctu proteinovych a peptidovych identifikaci (Obrazek 11 B). Vyrazny signal v
76. az 82. minuté¢ extrahovaného iontového chromatogramu odpovida piitomnosti
zwitteriontového detergentu Chaps (Obrazek 11 C), ktery postupné silné kontaminoval

iontovy zdroj a kvadrupolovy analyzator a tim ovlivnil dosazené vysledky. Ukazalo se
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tak, Ze precipitace acetonem ani pie¢isténi vzorku na C18 reverzni fazi nejsou schopné
tento detergent zcela odstranit, coz znamena velky problém pro LC-MS. Analyza tretiho
replikatu MIKR/R2D2 a vsech replikatt FASP/R2D2 pak jiz nebyla provedena
(Obrazek 10).

A SDS1 B RIPA 1

iy 2y
g g

SDS 2 SDS 3 RIPA 2 RIPA3

R2D2 1 77 157 45 R2D2 2

Obrazek12 Prekryv proteinovych identifkaci nezavislych technickych replikatii. Uvedena cisla
predstavuji pocet identifikaci na urovni proteinii ziskanych SDS (A), RIPA (B) a R2D2 (C) extrakénim
pufrem po Stépeni v mikrozkumavce. Kazdy krouzek predstavuje jeden technicky replikat, prekryvajici se

casti predstavuji spolecné identifikované proteiny.

Kvuli zhodnoceni robustnosti byla dale hodnocena reprodukovatelnost a piekryv
proteinovych identifikaci v jednotlivych replikatech variant extrakce (Obrazek 12). Ten
pfedstavuje procentualni zastoupeni proteint, které byly identifikované ve vSech
nezavislych technickych replikatech. Jak vyplyvéa z Obrazku 12, ptekryv byl pro SDS
pufr stanoven na 45 % a pro RIPA na 48 %. Pickryv v pfipadé R2D2 pufru v podstaté
odpovidal reprodukovatelnosti metody, kterd je popisovana jako mira shody mezi
vysledky analyzy provedené za odlisSnych podminek, napf. v jiném ¢asovém obdobi,
jingym pracovnikem nebo za pouziti jinych pfistroji (Tabb et al, 2010). Zde byla
reprodukovatelnost vypocitana jako primérna hodnota procentualnich piekryvi tii

parovych srovnani pro SDS a RIPA pufr a jednoho parového srovnani pro R2D2 pufr. V
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ptipadé SDS pufru byla vycislena na 59 %, v ptipadé¢ RIPA pufru na 62 % a R2D2
pufru na 56 %. Tyto vysledky byly vyhodnoceny jako wuspokojivé, protoze
reprodukovatelnost na tGrovni proteint ¢asto nedosahuje 60 %. To je dano pouzitou
metodou sbéru dat pii MS/MS analyze, kdy je vybér ionti prvnim analyzatorem
vyrazné ovlivnén prostiedim a je tedy do jisté miry ndhodny (Nielson et al, 2011).
Vsechny tfi varianty extrakce se tedy jevily jako dostate¢né€ robustni pro rutinni pouziti.

Protoze vzorky extrahované pomoci SDS a RIPA pufru poskytovaly velice
podobné vysledky, byla u téchto dvou variant provedena SCX frakcionace peptidu. Jeji
vysledky byly nejprve hodnoceny z hlediska poctu a pickryvu peptidovych a
proteinovych identifikaci. Bylo zjisténo, ze SDS pufr poskytuje v absolutnich ¢islech
vyssi pocet jak peptidovych (3467), tak proteinovych (950) identifikaci oproti RIPA
pufru, u kterého bylo identifikovano celkové 2989 peptidii a 830 proteinti. Z vysledkl
dale vyplyva, ze 47 % peptidi a 56 % proteinil bylo extrahovdno SDS 1 RIPA pufrem
spoleéné, pfiCemz ostatni peptidy a proteiny byly identifikovany ve
vzorcich jednotlivych pufri samostatné (Obrazek 13). Ztoho vyplyva, Ze pomérné
vysoké procento identifikaci je vlastni jednotlivym variantdm, coZ miiZe znamenat, ze

oba pufry jsou komplementarni.

A  Peptidovéidentifikace B  Proteinovéidentifikace

188

RIPA SDS RIPA SDS

Obrdzek13 Prekryv peptidovych (A) a proteinovych identifikaci (B) vzorkii MIKR/SDS a
MIKR/RIPA ziskanych po SCX frakcionaci.

Jak je dale ukazano na Obrazku 14, oba pufry poskytuji rozdilny pocet peptidu i
proteint v jednotlivych frakcich SCX. Zatimco u SDS pufru bylo pozorovano spiSe
Gaussovské rozloZzeni s vrcholem ve 3. frakci (75SmM octan amonny), RIPA pufr
ukazoval hned tfi lokalni maxima, a to ve 2., 4. a 6. frakci (50mM octan amonny,
200mM octan amonny, 80% ACN s 5% NH;OH). Tento jev mohl byt dan rozdilnymi

fyzikalné chemickymi vlastnostmi peptidi. Z toho divodu byly peptidy lezici mimo
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prekryv (Obrazek 13 A) podrobeny analyze z hlediska izolelektrického bodu,
hydrofobicity (GRAVY index), délky peptidu (pocet aminokyselin).
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Obrazek 14 Celkovy pocet identifikovanych peptidii (A) a proteinii (B) ziskanych v jednotlivych
Sfrakcich SCX.

Izoelektricky bod peptidi ma pro SCX frakcionaci zdsadni vyznam, protoZe
interakce s nosi¢em je urcena jejich nabojem. Jak ukazuje obrazek 15 A, obé metody
poskytuji celkové spiSe kyselé peptidy, nicméné u metody s RIPA pufrem bylo
pozorovano vyssi procentudlni zastoupeni bazickych peptidi (29 %).

Rozdil mezi metodami byl pozorovan i pti vypoctu ,,GRAVY indexu* (Grand
Average of Hydropathicity). ,,GRAVY index“ charakterizuje peptid z hlediska jeho
hydrofobicity. Peptidy s kladnou hodnotou jsou hydrofobni, zatimco peptidy se
zapornou hodnotou jsou naopak hydrofilni (Haezlewood et al, 2003). Hodnoty GRAVY
indexu peptid identifikovanych v jednolivych variantich mély vzhledem Kk relativni

Cetnosti charakter normalniho rozdéleni. V ptipadé SDS pufru mély nejvyssi zastoupeni
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peptidy s ,,GRAVY indexem* - 0,5 az 0,0. RIPA pufr poskytoval spise hydrofobné&;jsi
peptidy, pii¢emz ty nejvice zastoupené mély hodnotou 0,0 az 0,5 (Obrazek 15 B).

Dale se ukazalo, ze ob¢é metody vykazovaly nesymetrické rozdeleni relativni
Cetnosti S ohledem na délku peptidi. U metody s SDS pufrem byly nejvice zastoupené
peptidy s délkou 12 az 14 aminokyselin (23 %). Nepatrny rozdil byl pozorovan u
metody s RIPA pufrem, kterda poskytovala nejcastéji peptidy o délce 8 az 10
aminokyselin (20 %). Mirny rozdil v distribuci dokazuje také koeficient Sikmosti, ktery
byl v ptipad¢ SDS pufru stanoven na 1,19 a v pfipadé RIPA na 1,39 (Obrazek 15 C).

Bylo tedy zjisténo, ze vlastnosti peptidi identifikovanych u metod s SDS a RIPA
pufrem se mirn¢ li§i, coz mize opravdu vysvétlovat rozdily v poctu peptidii a proteinii
identifikovanych v jednotlivych frakcich (Obrazek 14).

Celkové lze fici, ze SDS pufr dava vyssi pocet identifikaci a je proto pro rutinni
proteinovou extrakci z rostlinného materialu vhodnéjsi. Nicméné vzhledem k tomu, Ze
oba pufry poskytuji jiny set peptidii a proteint, je vhodné pro dikladnou proteomickou

analyzu zvoleného rostlinného materialu pouzit jejich kombinaci.
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Obrazek 15 Relativni zastoupeni peptidu ziskanych metodou s SDS a RIPA extrakénim pufrem a
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Blok D: Obohaceni fosfopeptidu

subproteom, jako je tomu napf. pti studiu PTM. Mezi nejvyznamngjsi PTM patii

Ptedpokladanym vysledkem vyse popsaného postupu je vzorek komplexni
peptidové smési, ktery je pfimo pouzitelny pro analyzu pomoci LC-MS.

Proteomickd analyza je vSak viad¢ ptipadii zaméfena na konkrétni

fosforylace. Ty plni v bunice fadu dulezitych regulacnich funkci a v relativné nedavné
dobé se staly cilem mnoha proteomickych studii u rostlin (Yin et al, 2014; Mithoe et al,
2012; Ingelsson et al, 2012). V této diplomové praci byly proto jako zajmovy
subproteom zvoleny fosforylované proteiny.

Analyza fosforylaci mlize probihat na Grovni proteint, ale vétSinou probihd na
urovni peptidi. Existuji zde vSak vyznamné limity. Je zndmo, Ze hladiny
fosforylovanych proteintll jsou v buiice udrzovany ve velmi nizkych koncentracich. Tato
skute¢nost predstavuje pro LC-MS analyzu velky problém, protoze signaly fosfopeptidi
ziskanych  proteolytickym  $tépenim  jsou Casto zastinény signdly jejich
nefosforylovanych proté&jski (Jensen 2006).

Nezbytnym krokem analyzy proteinovych fosforylaci je proto obohaceni
fosfopeptidi, pfi némz je z komplexni peptidové smeési izolovana jeji fosforylovana
¢ast. Mezi predni metody pouzivané k tomuto tcelu se dnes fadi afinitni chromatografie
na oxidu titani¢itém (Larsen et al. 2005; Aryal a Ross 2010). Castym problémem, se
kterym se vSak tato metoda setkdvd, je interference s nefosforylovanymi peptidy a to
predevsim s témi, které obsahuji kyselé postranni fetézce (Jensen a Larsen 2007; Petiik,
bakalarska prace 2013). V fadé praci proto bylo vénovano znac¢né Usili pro zvyseni
efektivity obohaceni. Bylo zjisténo, Ze na G¢innost obohaceni ma vliv pfidani nékterych
organickych kyselin, které pii obohaceni fosfopeptidli kompetuji s nefosforylovanymi
peptidy na vazebnych mistech oxidu titanic¢itého (Wu et al, 2007; Mazanek et al, 2007).
Utinnost vybranych organickych kyselin byla testovana v ramci mé bakalaiské prace
(Pettik, bakaléiska prace 2013). Jeji zavéry vedly k tomu, Ze nejefektivnéjsi je pro
obohaceni fosfopeptidii vzhledem k jeho celkovému vytézku a specificité pouziti
pufracniho systému obsahujiciho kyselinu glutamovou.

Na zaklad¢ téchto vysledkli byla v této diplomové praci provedena série
experimentl, které vedly k mirné optimalizaci protokolu pro obohaceni fosfopeptidi.
Novinkou oproti bakalarské praci bylo zavedeni hybridniho uspotadani. Pro obohaceni

tedy byla testovana nasledujici uspotadani:
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1. Vsadkové: Cely proces obohaceni probiha v mikrozkumavce (Engholm-Keller
etal, 2012).

2. Kolonkové: Cely proces obohaceni je uskutecnén prostfednictvim tzv. ,,Stage
Tip* kolony (Rappsilber et al, 2007).

3. Hybridni: Ekvilibrace a nanaseni probihd vsadkové, promyvani a eluce na

,,Stage Tip* koloné (Engholm-Keller et al, 2012).

Na kazdy vzorek bylo pouzito 50 pug komplexni smési peptidi odvozené od
bunécné linie Hela S3 a vSechny 3 varianty byly vyhotoveny v triplikatu (celkem
9 vzorkd). Po odsoleni na CI18 reverzni fazi byla pro kazdy vzorek provedena

LC-MS/MS analyza ve 3 nezavislych opakovanich.
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Obrdzek 16 Priimérny pocet identifikovanych peptidii a fosfopeptidii obohacenych ve vsdadkovém,

hybridnim a kolonkovém usporadani. Vedlejsi osa zndzoriuje primérnou specificitu.

Ve srovnani s vysledky bakalaiské prace, byl u vSech variant dosazen vyssi
pocet identifikovanych fosfopeptida a piiblizné stejna specificita. Napi. ve vsadkovém
usporadani bylo dfive dosazeno prumérného vytézku 120 fosfopeptidi, ale v této praci
byl priimérny pocet identifikovanych fosfopeptidii zvysen na 165 (Petfik, bakalarska
prace 2013). Na druhou stranu zde byla pozorovana vysoka variabilita mezi

opakovanimi (Obrazek 16, viz chybové usecky). Nejvice fosfopeptidu sice bylo
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prumérné identifikovano ve vzorcich obohacenych v kolonkovém uspofadani (215),
vysledki bylo v tomto ohledu dosazeno v hybridnim uspotadani (91 %). S ptihlédnutim
na relativné vysoky primérny pocet identifikaci (187) a vysokou opakovatelnost
(Obrazek 16, viz chybové usecky) se hybridni metoda jevi jako robustni zpisob
obohaceni fosfopeptidll na oxidu titani¢itém.

Dalsi planované experimenty tentokrat jiz Srostlinnym materidlem nebyly
vzhledem k ¢asovym moznostem a technickym problémim béhem feSeni diplomové

prace provedeny.
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ZAVER

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS)
piedstavuje vedouci technologii pro analyzu proteinli. Vyznamnou roli zde hraje
ptiprava vzorku. Ta miiZze zahrnovat separaci proteinti pomoci 2DE, ktera si v rostlinné
proteomice stale udrzuje velky vyznam. Velmi vyhodnym se vSak ukazuje piechod na
tzv. ,,gel-free“ metody, které tento krok vynechavaji a poskytuji tak vy$$i pocet
proteinovych identifikaci a moznost soucasné kvantifikace. V takovém piipad¢ se
priprava vzorku spoléha na nékolikastupiiovy proces slozeny z extrakce proteind,
ptipadné precipitace, proteolytického S$tépeni a mozného obohaceni zajmového
subproteomu jako jsou napt. fosforylované proteiny. Tato diplomova prace se zabyvala
ptipravou vzorku rostlinnych proteinii pfed LC-MS/MS analyzou ,,gel-free* pfistupem
na kazdém stupni zvlast.

Pro experimenty bylo celkové spotfebovano 2,25 g bunécné suspenzni kultury
A. thaliana a 3 mg komplexni peptidové smési HelLa. Z tohoto materialu bylo vytvofeno
celkem 39 vzorkt, coz dohromady ptedstavuje 117 replikatd. S t€émi bylo provedeno
63 separaci SDS-PAGE, 45 afinitnich chromatografii na oxidu titani¢itém
a 88 LC-MS/MS analyz.

Vysledky experimenti tykajici se proteinové extrakce ukazaly, ze je v tomto
pfipadé nevyhodné provadét odstranéni sekundarnich metabolitl, protoZe zplsobuje
vyrazny pokles proteinovych vytézki a ovliviiuje proteinové sloZeni ziskanych vzorki.
Vsechny tf1 pouzité extrakcni pufry byly samostatné funkéni.

V dalsim bloku experiment zaméfeného na precipitaci bylo zjiSténo, Ze
precipitace pomoci TCA neni kompatibilni s zddnym z pouZitych lyzacnich pufri.
Naopak vyhodné se ukazalo byt pouZiti acetonu, protoZe je technicky nenédro¢né a
precipitované proteiny poskytovaly po rozpusténi a rozd€leni pomoci SDS-PAGE
relativne bohaté proteinové spektrum.

Ztoho divodu byly proteiny precipitované acetonem pouzity k nasledné
proteolyze v mikrozkumavce. Vedle toho byla provedena série experimentl Stépeni v
uspotradani FASP, u kterého byl vynechan krok precipitace. Ukazalo se, ze St€penim v
mikrozkumavce poskytuje 2x az 3x vys§i pocet identifikaci proteind i peptidu. Pii LC-
MS/MS analyze bylo také zjisténo, ze extrakce pomoci R2D2 lyzac¢niho pufru byla
nekompatibilni s precipitaci acetonem. Pfi analyze vzo  rka totiz dochéazelo k silné

kontaminaci LC-MS systému detergentem Chaps, ktery béhem pfipravy proteinti nebyl
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ze vzorku, vzhledem Kkjeho vlastnostem, zcela odstranén. NejlepSich vysledku
s ohledem na pocet identifikaci tak dosahly vzorky extrahované SDS a RIPA lyzacnim
pufrem a stépené v mikrozkumavce.

Pro dikladnéjsi analyzu téchto vzorku byla provedena jejich SCX frakcionace.
Z vysledk vyplyva, ze pro rutinni proteomické analyzy je vhodnéjsi pouzit SDS
lyzacni pufr, protoze poskytuje vysSi pocet identifikaci nez RIPA pufr. Nicméné
vzhledem k tomu, Ze oba pufry poskytuji odliSnou sadu peptidii a proteint, je pro
rozsahlé proteomické studie vhodné pouzit extrakci jak SDS, tak RIPA pufrem.

Pro obohaceni fosfopeptidii byla pouzita afinitni chromatografie na oxidu
titani¢itém (Petiik, bakalatska prace 2013). Protokol byl v této diplomové praci mirné
optimalizovan. Bylo zavedeno hybridni uspofadani a inovace pouzitych roztokd, ¢imz
bylo dosazeno jak vyssich vytézkl fosfopeptidd, tak vyssi specificity.

Zavérem muze byt uvedeno, ze tato diplomova prace je vibec prvni, ve které
byla vyvinuta snaha o optimalizaci protokolu extrakce a St€peni rostlinnych proteind
pfed LC-MS/MS analyzou a nabizi tak védecké vefejnosti zajimavé poznatky.
Vzhledem k tomu, ze Oddéleni proteint a proteomiky Centra regionu Hand se zabyva
téméef vyhradné rostlinnou proteomikou, budou pak vysledky této prace na tomto

pracovisti aplikovany ptimo do praxe.
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SEZNAM ZKRATEK

2DE dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
AA akrylamid

AC precipitace proteinti acetonem

ACN acetonitril

APS persiran amonny (amonium persulfate)

BIS N*‘,N‘-methylenbisakrylamid

BSA bovinni sérovy albumin

Chaps 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat
CM precipitace proteinti chloroform/methanolem

DDPS 3-(decyldimethylamonio)-1-propansulfonat

DIGE dvoudimenziondlni diferencni gelova elektroforéza

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

emPAl »exponentially modified protein abundance index*

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

FAB ionizace urychlenymi atomy (fast atom bombardment)
FASP §tépeni na membranovém centrifugacnim filtru (filter aided

sample preparation)

FDR mira fale$n¢ pozitivnich vysledku (,,false discovery rate*)

FEN odstranéni sekundarnich metabolitl fenolickou extrakci

GRAVY hydrofobicita (Grand Average of Hydropathicity)

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

IAM iodoacetamid

ICAT izotopicky kodovana afinitni znacka (isotope-coded affinity tag)
IEF izoelektrické fokusace

ITRAQ izobaricka znacka pro relativni a absolutni kvantifikaci (isobaric

tag for relative and absolute quantitation)

IPG imobilizovany pH gradient

LC-MS kapilarni chromatografie s hmotnostni detekci

LC-MS/MS kapilarni chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
LSB redukujici vzorkovaci pufr (loading sample buffer)
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MALDI
MIKR
nLC
NO
PAI

pl
PMF
PMSF
PS
PTM
RFU
Q-TOF

SCX

SDS
SDS-PAGE
SILAC

TCA

TCEP
TEAB
TEMED
TFA
Tris

ionizace laserem za piitomnosti matrice

Stépeni proteinti v mikrozkumavce

nanokapilarni kapalinova chromatografie

extrakce proteinli bez odstranéni sekundarnich metabolitti
,protein abundance index*

izoelektricky bod

peptidové mapovani (peptide mass fingerprinting)
fenylmethylsulfonylfluorid

peptidové sekvenovani

posttransla¢ni modifikace

relativni fluorescencni jednotka

hybridni tandemova hmotnostni spektrometrie s kvadrupdlovym
analyzatorem a analyzatorem doby letu

silné€ kysely katex (strong cation exchange)

dodecylsulfat sodny

denaturujici elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

stabilnimi izotopy pomoci aminokyselin (stable isotope labeling
by amino acids)

kyselina trichloroctovd; odstranéni sekunddrnich metabolitl
extrakci kyselinou trichloroctovou; precipitace proteind kyselinou
trichloroctovou

tris(2-karboxyethyl)fosfin

uhli¢itan triethylamonny

tetramethylethylendiamin

kyselina trifluoroctova

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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