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Cile prace

Cile mé diplomové prace byly stanoveny takto:

e Vypracovani reserSe na téma cytokinin-vazebné proteiny se zaméfenim na CBF-1

e Vypracovani reSerSe pojednavajici o nejvyznamnéjSich metodach kvantitativni
proteomiky

e Charakterizace CBF-1

e Zavedeni extrakénich metod vhodnych pro naslednou proteomickou analyzu
rostlinnych proteini a jejich ovéteni jejich pouzitlenosti pro studium CBF-1

e Zavedeni a optimalizace rovnovazné dialyzy jako metody pro sledovani vazebného
potencialu pro cytokininy v rostlinnych proteinovych extraktech

e Monitorovani hladiny CBF-1 béhem kliceni

e Analyza vazebného potencialu pro cytokininy béhem kliceni



Teoreticka ¢ast

1.1 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které ovlivituji fadu rozli¢nych déji v ramci riistu a
vyvoje rostlin, naptiklad kli¢eni, diferenciaci nadzemni ¢asti, regulaci listové senescence, nebo
regulaci pfenosu nutricniho signalu (Sakakibara, 2005; Samuelson & Larsson, 1993; Takei et
al., 2001). Pii zajistovani téchto fyziologickych funkei rovnéz interaguji s dalSimi rostlinnymi
hormony (Mok, 1994) a tim vyrazné ovliviiuji vyvazeny rostlinny vyvoj (Sakakibara, 2005).

Prvnim identifikovanym cytokininem byl N’°-furfuryladenin, kinetin, ktery byl v roce
1955 izolovan v autoklavované sledi DNA jako faktor podporujici bunécné déléni (Miller et al.,
1955). Kratce po objevu kinetinu nasledovaly objevy dalSich cytokinind liSicich se svym
vyskytem a strukturou (Obr. 1), jakymi jsou napiiklad pfirodné se vyskytujici trans-zeatin
(Letham, 1963), ptipadné difenylmocovina (Shantz & Steward, 1955) jako synteticky
pfipraveny cytokinin. Déle byly také nalezeny cytokininy s aromatickym postrannim fetézcem
(Horgan et al., 1973).

Vsechny piirodné se vyskytujici cytokininy nalezi mezi N’-derivaty adeninu. V této
poloze nesou jejich molekuly isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec, podle cehoz jsou
rozdéleny do dvou zakladnich skupin (Obr. 1). Vyskyt isoprenoidnich cytokinint je v rostlinach
¢etnéjsi nez u analogli s aromatickym postrannim fetézcem. Strukturalni zmény isoprenoidniho
fetézce poté uréuji biologickou aktivitu a stabilitu daného cytokininu (Sakakibara, 2005). Ridce
zastoupené aromatické cytokininy byly identifikovany u rostlinnych druhi jako je topol (Strnad,
1997) ¢&i Arabidopsis (Tarkowska et al., 2003). Tato skupina cytokinini obsahuje napftiklad
benzyladenin a jeho hydroxylované derivaty, jako je meta-topolin a ortho-topolin. Neni vSak
zcela ziejmé zda se tento typ cytokinini vyskytuje bézné€ u dalSich rostlinnych zastupct
(Sakakibara, 2005).

Co se struktury tyce, je nutné jesté podotknout, ze ve vétSin€ piipadli jsou piirodni
cytokininy pfitomny v rostlinnych pletivech také jako odpovidajici nukleotidy, nukleosidy a

glykosidy (Sakakibara, 2005).
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Obr. 1: Struktury vybranych zastupcti jednotlivych typa cytokininti (upraveno podle Sakakibara, 2005).

1.2 Cytokinin-vazebné proteiny

Diky svému vyznamu se cytokininy po dlouha 1éta t&Sily pomérné velkému zajmu

védecké vefejnosti. Do dnesnich dnti tak byla objasnéna spousta otazek tykajicich se napiiklad

jejich biosyntézy, mechanismu jejich translokace, ptenosu zprostiedkovaného signalu ¢i zpasob

jejich odbouravani (Sakakibara, 2005, 2006; Werner & Schmiilling, 2009). Je vSak tfeba

podotknout, Ze i pies zminéné vyznamné uspéchy v oblasti téchto rostlinnych hormoni stale

ziistavaji nedofeSena témata. Mezi jedno z nich bychom mohli zaradit skupinu tzv. cytokinin-

vazebnych proteinti.

Tyto proteiny byly nalezeny vétSinou jako predpokladané cytokininové receptory v

rozlicnych rostlinnych organech a organelach (napf. listy, koleoptile, hypokotyl, kotyledon,

kalus a mitochondrie) u riiznych rostlinnych druht (kukufice, jecmen, fazol, tabak, okurka a
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mrkev), (Brinegar, 1994; Brault & Maldiney, 1999; Brault et al., 1999). Jejich receptorova
funkce vSak nikdy nebyla prokazana a jedinou spolecnou vlastnosti téchto proteinti tak zistala
jejich schopnost vazat cytokininy.

Prvni charakterizovany cytokinin-vazebny protein byl cytokinin-vazebny protein
identifikovany Foxem a Erionem v pSeni¢ném embryu (Cytokinin-binding factor 1; CBF-1),
(Fox & Erion, 1975). CBF-1 byl charakterizovan jako pravdépodobny homotrimer, jehoz tfi
podjednotky spolu vytvaii jedno vazebné misto s Kp pro benzyladenin 5 x 107 M (Brinegar et
al., 1988). V pseni¢ném klicku byly pozdéji také objeveny dalsi cytokinin-vazebné proteiny a
jejich Kp pro kinetin byly stanoveny jako 2 x 107 M a 1,2 x 10”7 M. Tyto proteiny se od CBF-1
nepatrné li$i svou afinitou a také molekulovou hmotnosti. Spoleénym znakem téchto tii proteind
je vsak jejich vyssi afinita k aromatickym a syntetickym cytokininiim jakymi jsou benzyladenin
a kinetin nez pro trans-zeatin. Mezi dalsi cytokinin-vazebné proteiny, u kterych byla zkoumana
afinita, byly CBPs z mrkve a fazole. Oba tyto vazebné proteiny vazaly ucinngji cytokininové
baze nez cytokininové ribosidy. Zajimavy je fakt, ze vazebny protein z fazole vazal jak
benzyladenin a kinetin, tak frans-zeatin a nékteré anticytokininy (Nagata et al. 1993). Bohuzel,
vzajemné porovnavani afinit dalSich cytokinin-vazebnych proteini by bylo velmi obtizné,
metody pouzivané pro metfeni té€chto interakci byly velice odlisné (Brault et al., 1997).

Dalsi odlisnou vlastnosti, ve které se zastupci této skupiny proteint li§i, je jejich
molekulova hmotnost. Zajimavé je, ze molekulové hmotnosti nativnich vazebnych proteint
purifikovanych z listl je¢mene (Romanov et al., 1986; Kulaeva et al., 1998), kukufi¢nych
vyhonkti (Romanov et al., 1990), tabakovych listi (Yoshida & Takegami, 1977; Momotani &
Tsui, 1992), semenackl fazole (Nagata et al., 1993; Fujimoto et al., 1998) a tabakového kalusu
(Hamaguchi et al., 1985) jsou mnohem niz8$i neZ molekulové hmotnosti vazebnych proteinti z
pSenice (CBF-1) a ovsa (Kaminek et al., 2003), a pohybuji se v oblasti 4-67 kDa. Nejmensi
vazebné proteiny byly nalezeny pravé ve zminéném kalusu tabaku, kde je také mozné nalézt
vétsi vazebny protein s molekulovou hmotnosti okolo 32 kDa (Hamaguchi et al., 1985).
Nejvétsim z celé této skupiny proteini je pak cytokinin-vazebny protein z etiolizovanych
semenackl fazole, jehoz nativni molekulovad hmotnost je priblizné 200 kDa (Sakai & Kamei,
1992).

Co se tyCe krystalografie téchto proteinti, je nutné fict, Ze do dnesnich dnd na tomto poli
nebyly zaznamendny pfili§ velké uspéchy. Vyjimkou je protein PR-10 z vI¢iho bobu zlutého
(Lupinus luteus) a také protein ViCSBP (Obr. 2) pochézejici z vigny zlaté (fazole mungo; Vigna
radiata). Oba tyto proteiny vykazuji podobné slozeni sekundarnich struktur proteini a pfiblizné
stejny pocet aminokyselin v fetézci. Jejich struktura obsahuje 3 a-helixy a 7 antiparalelnich -

skladanych listd a ob&é molekuly maji délku pfiblizn€ 160 aminokyselin.
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Obr. 2: Struktura cytokinin-vazebného proteinu VrCSBP z vigny zlaté (fazole mungo; Vigna radiata) se
dvéma molekulami zeatinu (PDB ID 3COV, upraveno v PyMOLu).

I ptes n€které nedofesené otazky je nejstudovanéj$im proteinem z celé skupiny CBF-1 ze

pSenice. Z tohoto diivodu je mu vénovana nasledujici kapitola.

1.2.1 Cytokinin-vazebny protein ze pSenice seté

CBF-1 z pSeni¢ného embrya se svymi vlastnostmi velmi podoba zasobnim proteinim
typu vicilint a jeho vyskyt je specificky pro semena s vysokym obsahem dusiku (Erion & Fox,
1981; Brinegar & Fox, 1985a). Mezi jeho vyznamné vlastnosti patfi vysoka afinita k n¢kterym
aktivnim cytokininovym derivatim (Keim et al., 1981; Polya & Bowman, 1979; Moore, 1979).

Prvni studie o jeho vazebnych vlastnostech popsali Fox a Erion (Fox & Erion, 1975). Ti
puvodné lokalizovali vyskyt tohoto proteinu na ribosomech, z jejichz frakce byl tento protein
izolovan. Nasledné vsak zjistili, ze se CBF-1 vyskytuje nejen na ribozomech, ale také ve volné
formé v postribozomalnim supernatantu, byt se jednd jen o jeho mensi podil. Dale bylo
prokazano, ze spojeni CBF-1 s ribozomem je vysledkem specifické interakce, a ribozomy
izolované z pseni¢nych klicki pomoci pufru s nizkym obsahem soli obsahuji jednu molekulu
CBF-1 na 80S ribozom (Fox & Erion, 1981).

Strukturnim slozenim a ur¢enim molekulové hmotnosti tohoto proteinu se zabyvalo hned
n€kolik védeckych skupin. Podle Eriona a Foxe se jednd o protein skladajici se ze tii
heterogennich jednotek. Molekulovd hmotnost nejmensi podjednotky byla na zaklade
polyakrylamidové gelové elektroforézy v piitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE)

uréena jako 12 kDa. Dalsi dvé podjednotky vykazovaly molekulovou hmotnost vyssi, a to okolo
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40 a 60 kDa (Obr. 3a). Celkova molekulova hmotnost byla stanovena na 183 kDa (Erion & Fox,
1981). Oproti tomu Brinegar a kolektiv popsali CBF-1 jako homotrimer s celkovou
molekulovou hmotnosti 160 kDa, jehoz podjednotky maji molekulovou hmotnost piiblizné 54
kDa (Obr 3b). Vyskyt bandii s mensi molekulovou hmotnosti byl témito autory poté
vysvétlovan jako disledek degradace CBF-1 pii homogenizaci rostlinného materialu (Brinegar
& Fox, 1985a). Purifikaci CBF-1 se také zabyval Moore, ktery na zakladé gelové
chromatografie stanovil molekulovou hmotnost proteinu na 122 kDa. Po provedeni SDS-PAGE
zaznamenal vyskyt dvou proteinti s molekulovou hmotnosti 40 a 56 kDa (Obr. 3c), (Moore,
1975). Naopak Polya a Davies pak stanovili molekulovou hmotnost CBF-1 pfiblizn¢ na 140
kDa. Gelovou elektroforézou byly prokazany tfi jeho podjednotky s molekulovou hmotnosti 37,

42 a 60 kDa, (Obr. 3d), (Polya & Davies, 1983).

Foxe, zleva CBF-1, marker molekulovych hmotnosti; b= SDS-PAGE dle Brinegara, zleva CBF-1, marker

molekulovych hmotnosti; c= SDS-PAGE dle Moorea, zleva marker molekulovych hmotnosti, CBF-1; d=
SDS-PAGE dle Polya a Daviese, zleva marker molekulovych hmotnosti, CBF-1 (Erion & Fox, 1981,
Brinegar & Fox, 1985a, Moore, 1975, Polya & Davies, 1983).

Vzhledem ke skuteCnosti, ze strukturni charakterizace CBF-1 se liS§i tvrzenim
jednotlivych védeckych skupin, zlstava otazka slozeni CBF-1 nedofesena a je vyzvou pro dalsi
budouci experimenty. OdliSnosti ve slozeni struktury CBF-1 mohou byt naptiiklad vysvétlitelné
rozdilnymi modifikacemi podjednotek tohoto proteinu. Jak bylo diskutovano posledné
zminovanymi autory, napiiklad fosforylace proteinli mize pozménit jejich pohyblivost pii
separaci SDS-PAGE a rozdilné stupné fosforylace mohou ovlivnit slozitost jednotlivych bandi
pti elektroforéze (Polya & Davies, 1983).

Vyznamnym autorem, ktery se intenzivné zabyval studiem CBF-1 byl Brinegar, ktery
publikoval se svymi spolupracovniky v roce 1988 studii se zaméfenim na charakterizaci

vazebného mista proteinu. Protein z pSeni¢ného klicku byl kovalentné modifikovéan radioaktivné
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znatenym ligandem 2-azido-N°-["*C]benzyladeninem. Zna¢eny peptid vazebného mista byl
ziskan po proteolytickém $tépeni proteinu a nasledné izolovan chromatografii na reverzni fazi a
anexovou HPLC. Sekvenovanim klasickym Edmanovym odbouravanim bylo identifikovano 11
z 12 aminokyselinovych zbytkli v peptidu, chybéjici aminokyselina totiz nebyla HPLC
analyzou osmého cyklu odbouravani identifikovana. Tento vysledek tudiz naznauje, ze
fotoafinitni reagent byl navazan pravé na aminokyselinu v osmé pozici a identifikace jejiho
fenylthiohydantoin derivatu byla znemoznéna. Tato hypotéza byla také podeptena detekci

uvolnéné radioaktivity, ktera byla v osmé frakci nejvyssi (Tab. 1).

Tab. 1: Aminokyselinovd sekvence znaGeného peptidu 2-azido-N°-['*C]benzyladeninem. ND=

nedefinovand aminokyselina (Brinegar et al., 1988).

Pocet cykli Identifikovana Uvolnéna radioaktivita
aminokyselina (cpm)
1 Ala 42
2 Phe 24
3 Leu 45
4 Gln 36
5 Pro 0
6 Ser 39
7 His 15
8 ND 1611
9 Asp 510
10 Ala 186
11 Asp 90
12 Glu 39

Analyzou FT-hmotnostni spektrometrii 10 pmol znacené¢ho peptidu bylo potvrzeno, Ze
histidinovy zbytek blizko C-konce (podtrZzeno) je modifikovan ¢inidlem v sekvenci Ala-Phe-
Leu-GlIn-Pro-Ser-His-His-Asp-Ala-Asp-Glu. Reakce 2-azido-N°-['*C]benzyladeninu s CBF-1 je
tak pozoruhodné specificka. Také bylo prokazano, ze CBF-1 je sloZen ze tii podjednotek, ale
vaze pouze jednu molekulu cytokininu na molekulu proteinu. Vysledky Brinegarovy studie
uvadi, ze podjednotky proteinu interaguji v trimeru CBF-1 do podoby vazebného mista
(Brinegar et al., 1988). Po provedeni identifikace aminokyselinového zastoupeni proteinu
Brinegarem byla piedpovézena jeho sekundarni struktura (Fox, 1992).

Jak uz bylo zminéno vyse, CBF-1 ma vysokou afinitu k nékterym druhiim cytokinind.

Tento rozpustny protein vykazuje afinitu jak pro purinové cytokininy, tak pro fadu
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nepurinovych sloucenin, které mohou ovlivnit cytokinin-modifikujici procesy v rostlinnych
bunkach. Rada téchto strukturalné rtiznorodych slou¢enin, které inhibuji fotosystém II v
chloroplastech (fenylmocovina, karbanilat), soutézi s kinetinem o navazani do vazebného mista
CBF-1. Dalsi skupina inhibitor (V,N -dicyklohexylkarbodiimid, 1-methyl-3-isobutylxantin)
naopak tuto vazbu kinetinu k CBF-1 inhibuji. Hodnoty disocia¢nich konstant vazebného

proteinu pro kompetitivni inhibitory kinetinu jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Disocia¢ni konstanty vazebného proteinu pti pH 8,0 (Polya & Bowman, 1979).

Ligand Kp (M)

kinetin 3x 107

DCMU 4x107
3-(4-chlorofenyl)-1,1-dimethylmocovina 3x10°
propazin 7x 107

ipazin 7x 107

atrazin 9x 107

simazin 1x107
isopropyl-N-(3-chlorofenyl)karbamat 6x10°
isopropyl-N-fenylkarbamat 6x10°
4-chloro-2-butynyl-N-(3-chlorofenyl)karbamat 2x 107
1-methyl-3-isobutylxantin 5x10°

2’3 -cyklické AMP 5x107°

Titra¢ni kiivka kinetinu vazajiciho se k CBF-1 1-methyl-3-isobutylxantinem je zobrazena
na Obr. 4. Koncentrace polovi¢ni maximalni inhibice specifické vazby kinetinu pti pH 5,7 a pH
8,0 jsou 10 a 13 uM. U inhibitoru papaverinu je koncentrace polovi¢ni maximalni inhibice pro

kinetin pii pH 5,7 a 8,0 ptiblizn¢ 2 uM (Polya & Bowman, 1979).
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Obr. 4: Inhibice ['*C] kinetinu k CBF-1 kinetinem, 1-methyl-3-isobutylxantinem a papaverinem.
Experiment byl sledovan pii pH 5,7 (svétly symbol) a 8,0 (tmavy symbol). Kinetin je na obrazku znacen

koleckem, papaverin trojihelnikem a 1-methyl-3-isobutylxantin ¢tvere¢kem (Polya & Bowman, 1979).

Jednim z dal$ich velmi zajimavych experimenti tykajicich se CBF-1, ktery provedl
Brinegar se svymi kolegy, bylo monitorovani jeho chovani béhem embryogeneze a kliceni
obilek psenice.

Korealce afinity CBF-1 k benzyladeninu béhem embryogeneze a kliceni je zachycena na

Obr. 5.
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Obr. 5: Specificka vazba benzyladeninu a kvantifikace CBF-1 v extraktu vyvijejiciho se a kli¢iciho
embrya. Afinita CBF-1 k benzyladeninu byla méfena pomoci rovnovazné dialyzy v porovnani s[ *H]BAP
a pomoci raketové imunoelektroforézy. Kazdy bod v grafu vyjadfuje pramér dvou replikatd meéteni

vaznosti CBF-1 a BAP a nejméné tii replikatt z elektroimunodifuze (Brinegar ef al., 1985b).
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Na samém pocatku embryogeneze (do 1 tydnu po opyleni embrya) neni pozorovatelna
vazba benzyladeninu k CBF-1. Od druhého tydne po opyleni, jak embryo za¢ina nabyvat svého
charakteristického tvaru, dochazi k rychlému vzestupu vazebné aktivity a ta se poté ustaluje na
své maximalni hodnoté béhem ctvrtého a patého tydne do zrani embrya (Obr. 5). Pfi kliceni
embrya poté naopak dochazi k rapidnimu snizeni vazebné aktivity a to béhem dvou dnii od jeho
zacatku. V prub€hu tfetiho dne tohoto procesu pokracuje prudky pokles smérem k velmi nizkym
hodnotam a po ¢tvrtém dnu kliceni se vazebna aktivita CBF-1 dostava pod limit detekce. Jak je
z grafu zfejmé na Obr. 5, kiivka zndzornujici celkové mnozstvi CBF-1 v embryu ma témét
shodny prib¢h s kiivkou popisujici vazebny potencial pro cytokininy. Mnozstvi tohoto proteinu
rychle naristd dva az tfi tydny po opyleni (2 do 40 pg na embryo). Akumulace CBF-1 tak
odpovidd naristu celkovych proteini v embryu. Ve zralém embryu ptfitom CBF-1 zaujima

pfiblizn€ 9 % vSech rozpustnych proteint. VeSkeré zminéné tdaje byly potvrzeny za pomoci

Dy po opylend
: 20 25 30 35CBF-110 15 20 25 30 35

Klifend (dny)
B A e

SDS-PAGE s naslednym Western blotem a imunodetekci protilatkou (Obr. 6).
Obr. 6: Analyza extraktl z vyvijejicich se a kli¢icich embryii Western blotem. Extrakty byly separovany
na SDS-PAGE a obarveny Coomasie Brilliant Blue (A) ¢i blottovany na nitrocelulosovou membranu

pouzitim anti-CBF-1 protilatky (B), (Brinegar et al., 1985b).

Z provedenych SDS-PAGE a Western blotu je zfejmy rapidni vzestup mnozstvi CBF-1
mezi 15. az 25. dnem po opyleni. Naopak k rapidni degradaci 54 kDa polypeptidu a jinych
proteinti dochazi béhem dvou dnt kliceni. Po prvnim dnu kliCeni je na obrazku patrny
degradacni produkt v oblasti okolo 40 kDa. Ve druhém dnu tohoto procesu jiz 54 kDa CBF-1
zmizel, ale zbylo nepatrné mnozstvi degradacnich produkti. Ve tfetim dnu nebyla
detekovatelna zadna reakce CBF-1 s protilatkou (Brinegar et al., 1985b).

Diky zminénym vlastnostem jako je jeho vazebna specifita a vysoky vyskyt v embryu
bylo usouzeno, ze CBF-1 nefunguje jako cytokininovy receptor v obvyklém slova smyslu.
Navrhnuta byla jind moznost, a to Zze CBF-1 funguje jako protein slouzici pro regulaci pfistupu

cytokinind do embrya béhem zrani a kli¢eni semen (Brinegar et al., 1985b).
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1.3 Metody kvantitativni proteomiky

Jak zvySovani poctu, tak zdokonalovani technik pouzivanych pro kvantifikaci proteini
nabyva v posledni dob¢ stale vyssi rychlosti (Lilley & Dupree, 2006). Kvantitativni proteomika
tak dnes zahrnuje velkou skupinu metod, jejichz zdkladem je znaCeni proteini pomoci
fluoroforti ¢i rtznych radioaktivnich znacek. Do druhé skupiny bychom pak mohli zafadit
techniky, které pro kvantifikaci nevyzaduji zadné znaceni. Kazda z téchto dvou skupin pak
obsahuje dal§i metody zalozené jednak na separaci proteini v gelu (dvoudimenzionalni
elektroforéza, diferen¢ni gelova elektroforéza), a také metody kvantifikace proteinti bez pouziti

gelového systému (Obr. 7), (Martyniuk & Denslow, 2009).

| |

Meznacené techniky Znadené techmky

| |
| l l l

Separace proteinu v gelu Separace proteinu bez  Separace proteinu v gelu Separace proteini bez

powziti gelového pouZiti gelového
sysiému svslému
2-D gelovi elektroforéza  Spektralni méfeni DIGE ICAT
AQUA iTRAQ
LC/MS SILAC

Obr. 7: Obecna klasifikace technik kvantitativni proteomiky (Martyniuk & Denslow, 2009).

Klasické proteomické kvantifika¢ni metody (naptiklad dvoudimenzionalni elektroforéza)
poskytovaly pomérné dobrou citlivost, linearitu a dynamicky rozsah, ale vykazovaly dva
dulezité nedostatky: vyzadovaly vysoké rozliSeni separace proteinil a neumoziovaly identifikaci
proteini malo zastoupenych ve vzorku. Oba tyto problémy byly vyfeSeny modernimi
technikami hmotnostni spektrometrie va spojeni s vysoceucinnou kapalinovou chromatografii
(LC-MS). Nicmén¢€ hmotnostni spektrometrie nebyla od pocatku kvantitativni metodou, protoze
proteolytické peptidy vykazuji Siroky rozsah fyziochemickych vlastnosti jako je velikost, naboj,
hydrofobicita, které vedou k velkym rozdilim v odezvé. Opravdovy prilom tak do kvantitativni
proteomiky piinesly aZz metody vyuzivajici znaCeni stabilnimi izotopy, jejichz hlavnim

principem je vznik dvou forem peptidu (,,lehké” a ,té¢zké*), které pti LC-MS analyze vykazuji
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shodné chovani. Po provedeni LC-MS analyzy téchto dvou forem peptidt je pak kvantifikace
dosazeno na zaklad¢ porovnani intenzit jejich signalti (Ong & Mann, 2005).

Isotopové znacky mohou byt zavedeny do proteint ¢i peptidd metabolicky, chemicky ¢i
enzymaticky (Tab. 3), pfipadné mohou byt jako vnéjsi standard pouzity izotopové znacené
syntetické peptidy (Bantscheff ez al., 2007). Relativnimi kvantifikaénimi metodami poté
mizeme urcit zménu hladiny analytu v daném vzorku, kdezto absolutni kvantifikace umoziuje
uréit presnou koncentraci proteini &i peptidi ve vzorku (Sebela, 2009).

Principy nékterych vyznamnych kvantifikacnich metod budou rozebrany dale v

samostatnych kapitolach.

Tab. 3: Rozdéleni kvantifikaénich metod (Sebela, 2009).

Relativni kvantifikace Absolutni kvantifikace
Typ znaceni Piiklad metody Typ znaceni Piiklad metody
Metabolické (in vivo) SILAC AQUA

"N znageni
C znadeni
Chemické (in vitro) ICAT
ICPL
PhIAT, PhIST
ALICE
iTRAQ

Enzymatické (in vitro) '°0/**O inkorporace

1.3.1 Dvoudimenzionalni elektroforéza

Dvoudimenzionalni elektroforéza (2-D elektroforéza) se fadi mezi techniky s vysokou
rozliSovaci schopnosti a pro separaci vyuziva dvou zakladnich fyzikalné-chemickych parametri
proteint, isoelektrického bodu a molekulové hmotnosti proteint.

Prvnim rozmérem 2-D elektroforézy je isoelektricka fokusace, jejiz hlavnim principem je
separace proteinti podle jejich isoelektrického bodu. To je hodnota pH, pii které je celkovy
naboj proteinu nulovy, a nedochdzi tak k jeho migraci v elektrickém poli. Prvni rozmér je
provadén v gelovych stripech s imobilozovanym pH gradientem. Ty mohou mit rizny rozsah
pH (pro komeréné dodavané mezi 2,5-12) a také riznou délku (bézné od 7-24 cm) (Gorg et al.,
2009).

Aplikaci vzorku na stip je mozné provadét nékolika zpuisoby, z nichz nejpouzivanéjsi jsou
nana$enim vzorku na stip pfimo v pribéhu jeho rehydratace a nanaseni pomoci metody ,,cup

loading* (Obr. 8).
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Obr. 8: Obr. 8: Dva nejéastéjsi zpiisoby nanaseni vzorku na gelovy strip (Westermeier & Naven, 2002).

Po isoelektrické fokusaci je jako druhy rozmér provedena SDS-PAGE, pomoci niz jsou
studované proteiny rozd€leny podle jejich molekulovych hmotnosti. Pfed vlastnim provedenim
SDS-PAGE je nutné provést ekvilibraci stript. Tento krok je provadén pomoci SDS pufru, v
némz dochézi ke zméné fokusovanych proteinit do SDS-protein komplexii, které pak nesou
pouze negativni naboje. V prubéhu ekvilibrace se provadi také redukce a alkylace proteinil.
Tento proces slouzi k zamezeni ¢astecné modifikace proteinti akrylamidem piti SDS-PAGE, pro
zdokonaleni ostrosti spotl a zlepSeni identifikace proteinii hmotnostni spektrometrii.

Vyhodou 2-D elektroforézy je informace o postranslacnich modifikacich proteinti. Mezi
nevyhody bychom pak mohli zatadit limitovanou schopnost kvantifikovat proteiny, které jsou
vysoce bazické ¢i kyselé, a také ty, které maji vysokou nebo nizkou molekulovou hmotnost.
Dalsim problémem je analyza malo zastoupenych proteini (Martyniuk & Denslow, 2009)
Vétsina zminénych nedostatkii vSak jiz byla v prubéhu let vyfeSena (napiiklad zavedenim
dopliikovych metod jako NEPHGE pro bazické proteiny, nebo pouzitim stripti s tzkym
rozsahem pH (Gorg et al., 2009), ¢i prefrakcionaci proteind pfed samotnou separaci
(D’ Alessandro et al., 2010; Boschetti & Righetti, 2009), které se pouzivaji pro malo zastoupené
proteiny), (Westermeier & Naven, 2002).

1.3.2 Diferencni gelova elektroforéza

Diferencni gelova elektroforéza (Difference gel electrophoresis, DIGE) je technikou,
ktera vyuziva znaceni komplexnich proteinovych smési pomoci fluorescencnich barev pred
separaci proteinit ve dvou rozmeérech. Tato metoda vyuziva ke znaceni proteinti z rozdilnych

vzorkll tii barev s rozdilnou excitacni a emisni vinovou délkou (Cy2, Cy3 a CyS5), (Obr. 10)
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(Unli et al., 1997; Zhou et al., 2002; Gharbi et al., 2002). Tyto fluorescencni barvy pro DIGE
jsou N-hydroxysukcinimidylestery, které reaguji nukleofilni substituci s N-termindlnimi o-
amino a lysinovou g-amino skupinou proteini. Dvé z téchto barev jsou pouzivany ke znaceni
srovnavanych vzorkt (Cy3 a CyS5), tfeti barva pak umoznuje pouzit interni standard. To

vysokou mérou zlepsuje presnost relativni kvantifikace proteinti.

NHS-Cy3 NHS-Cy3 NHS-Cy2

Peas AP
0 : Y ML
<3 -0

0 o]
Mr: 5828 Da Mr: 580,7 Da Mr: 550,6 Da
Excitace: 540 nm Excitace: 620 nm Excitace: 480 nm
Ermise: 590 nm Enise 630 nm Ermase: $30 nm

Obr. 10: N-hydroxysukcinimidylestery propylu (NHS-Cy3), methylu (NHS-Cy5) a Cy2 pouZivané pro
DIGE znaceni (Timms & Cramer, 2008).

Znaceni vzorkl je ukonceno pridavkem nadbytku lysinu a vzorky jsou poté redukovany.
Stejné mnozstvi rozdiln€ znacenych proteinovych vzorkl je poté smichano spolu se standardem
a proteiny jsou separovany 2-D elektroforézou. Fluorescencni zobrazeni pak umozni
kvantifikovat rozdily mezi analyzovanymi vzorky. Cely proces DIGE je zobrazen na Obr. 11

(Timms & Cramer, 2008).
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Obr. 11: Schématické zobrazeni metody DIGE, a= lyze a znaleni pomoci NHS-Cy barev; b= smichani

vzorkl a kvantifikace 2-D elektroforézou; c= fluorescencni obraz; d= analyza obrazu, (Timms & Cramer,
2008).

1.3.3 ICAT

Praci, v niz bylo poprvé pouzito chemické znaceni proteinii metodou ,,Isotope-coded
affinity tag™ (ICAT), byla publikace Gygiho a jeho spolupracovnikd (Gygi ef al., 1999). ICAT
metoda, tak jako pozdé¢ji zminénd metoda ICPL, jsou zaloZzeny na chromatografickych
intenzitdch signalll intaktnich peptidd a obé tyto metody nevyzaduji pro kvantifikaci
fragmentaci studovanych peptidt (Gouw et al., 2010).

Pavodni ICAT reagent obsahoval biotinovou znacku, spojnik obsahujici bud’ lehkou, ¢i
deuterovanou formu vodiku, a thiol reaktivni skupinu. Jelikoz dochazelo vSak k mirnému
niz§imu opozdéni na C18-fazi osmkrat deuterovaného ICAT reagentu oproti nedeuterované
formé pfi kapalinové chromatografii, byla nasyntetizovdna nova forma reagentu s vloZenim

kyselého $t&piciho mista mezi biotinovou znaékou a spojnik (Obr. 12), (Sebela, 2009).
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Obr. 12: ICAT reagent. V piipadé d8-ICAT reagentu X=deuterium. Pokud je reagent d0-ICAT, X= lehky

vodik (Gygi et al., 1999).

Prvnim krokem této metody je znaCeni proteinii ICAT reagentem specifickym pto volné
thiolovymé skupiny cysteind. Po této modifikaci dochazi k proteolytickému $tépeni. Nastépené
peptidy jsou nasledné afinitné precistény na avidinovém nosi¢i a kone¢na smés uréena k

hmotnostni analyze tak obsahuje pouze peptidy s ICAT znackou. Tato metoda umoznuje

porovnani dvou vzorkil. Schéma metody je zobrazeno na Obr. 13 (Sebela, 2009).
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Obr. 13: Schéma ICAT metody, (Gygi et al., 1999).

I kdyz je cystein pomérné malo zastoupenou aminokyselinou, ICAT a dalsi piibuzné
metody vyznamné snizuji sloZitost proteinovych smési a to je jejich velkou vyhodou. Nicméng,
jak se da logicky predpokladat, tato metoda neni vhodna pro analyzu proteind, které neobsahuji
cysteinova rezidua a je limitovand také pro analyzu postranslacnich modifikaci proteind

(Bantscheff et al., 2007). Navic ICAT nepokryva vSechny ztraty a degradace vzorki béhem

ptipravy na hmotnostni analyzu (Sebela, 2009).
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Jelikoz bylo zamérem piekonat problém ICAT metody, ktera cilené modifikuje pouze
cysteinova rezidua proteind, byly navrhnuty jiné skupiny znacicich reagentd, jez jsou zaméfeny

na N-konec peptidl a e-amino skupinu lysinovych zbytkt. Jde o chemické znaceni ICPL.

1.3.4 ICPL

Metoda ,,Isotope-coded protein label” (ICPL) umoznuje vysoce pfesnou a reproduktivni
kvantifikaci proteinii s vyraznym sekvenénim pokrytim nepostradatelnym pro studium
postranslacnich modifikaci a isoforem proteinti. Navic je ICPL slucitelna s bézné pouzivanymi
proteinovymi a peptidovymi separa¢nimi postupy (Schmidt ez al., 2005).

Pro tuto metodu je pouzito znaceni studovanych proteinii ICPL reagentem, ktery obsahuje
bud’ deuterovanou (,tézkou*) ¢i nedeuterovanou (,,lehkou*) formu N-nikotinoyloxy-
sukcinimidu (Nic-NHS), (Obr. 14). ICPL reagent mtze byt také znacen stabilnim izotopem
uhliku "*C (Sebela, 2009).

X

Obr. 14: ICPL reagent. V piipadé ,,lehké* formy X= H, pokud je pouZita ,,t&zka“ forma reagentu, X= D
(Schmidt et al., 2005).

Zakladem této metody je reakce ICPL reagentu s &-aminoskupinami lysinu a N-
terminalnimi aminoskupinami peptidu, které se provadi pred proteolytickym st€penim Po ném je
vzorek analyzovan hmotnostni spektrometrii a kvanifikace je opét zalozena na srovnani intenzit
Jehké a | tézké“ formy peptidu, ktery nalazi danému proteinu (Sebela et al., 2009).
Schématické znazornéni kvantitativni a kvalitativni analyzy jednoho standardniho proteinu je

uvedeno na Obr. 15.
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Obr. 15: Schéma hmotnostni analyzy vzorku znaeného ICPL reagentem. Jako prvni je zachyceno
hmotnostni spektrum ziskané ze dvou proteinovych smési, které byly alkylovany a oddélené znaceny bud’
s deuterovanou formou (d4) reagentu, ¢i ,lehkou® formou (d0) Nic-NHS. Vzorky byly poté Stépeny,
odsoleny, smichdny a analyzovany MALDI-TOF-MS. Vyiez zobrazuje par pikli nalazicich identickému
peptidu z a-laktalbuminu s oéekdvanym pomérem intenzit rovnym 2 (d0/d4) (a). Tento pomér byl pouzit k
uréeni relativniho mnozstvi proteinu ve smési. Obrazek dale zobrazuje ptedpokladanou sekvenci tohoto
dvojité znaceného peptidu (b). a jeho fragmentaéni spektrum z tandemové hmotnostni analyzy, které této

sekvenci odpovida (¢), (Schmidt ef al., 2005).

Jelikoz touto metodou probihd modifikace na lysinovych reziduich, vyskytuje se problém
pro Stépeni proteint trypsinem. Tudiz je pro zasadni proteolyzu nutno pouzit jiny proteolyticky
enzym. Dalsi nevyhodou této metody je skuteCnost, ze nepokryva veskeré ztraty a degradace

vzorkii béhem piipravy pro hmotnostni analyzu (Sebela, 2009).
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1.3.5iTRAQ

Asi nejfrekventovanéjsi metodou chemického zanceni stabilnimi izotopy je v soucasné
dob¢ technika ,Isobaric tag for relative and absolute quantitation (iTRAQ). Jadrem této
metodiky je komplexni systém izobarickych reagentl, které poskytuji amin-derivatizované
peptidy. Tyto peptidy jsou vzajemné nerozliSitelné v hmotnostnim spektru, ale jejich
fragmentacni spektrum vykazuje intenzivni nizkomolekularni MS/MS ionty. Kvantitativni
informace je pak ziskana srovnanim intenzit t€chto tzv. reportérovych skupin. Tato metoda je

tak pIn¢ zavisla na tandemové hmotnosni spektrometrii (Obr. 16), (Ross ef al., 2004).
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Obr. 16: Priklad MS/MS spektra prekurzorového iontu s hodnotou m/z 1352,84 ze vzorku, ktery byl
pfipraven proteolyzou a znac¢enim 4 proteinovych smési, které byly nasledné smichany v poméru 1:1:1:1

(a). ZvétSena je oblast nizkych molekulovych hmotnosti, ve které¢ se vyskytuji ionty jednotlivych
reportérovych skupin (b) a oblasti pro fragmentové ionty bs fragment y; (Ross ef al., 2004).

Samotné¢ iTRAQ regenty se skladaji z reportérové znacky (zaloZzenou na N-

methylpiperazinu), hmotnostni rovnovazné skupiny (karbonyl) a dale peptid-reaktivni skupiny

(NHS-ester), (Obr. 17).
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Obr. 17: Chemické sloZzeni iTRAQ reagentu, (Ross et al., 2004).

Tyto znaCky pak reaguji, stejné jako vyse zminované ICPL regenty, s e-aminoskupinami
lysind a N-terminalnimi aminoskupinami peptidd. V soucasné dob¢ je dostupna verze pro
derivatizaci cysteintli, pii které je pouzit iTRAQ reagent s jinou peptid reaktivni skupinou
(Sebela, 2009).

Piednosti této metody v porovnani s ostatnimi technikami vyuzivajicimi chemické
znaceni je moznost soucasné analyzovat vice jak 8 biologickych vzorkil v jednom experimentu.
(Gouw et al., 2010). Jeji nevyhodou je fakt, Ze kvantitativni informace jsou ziskany pouze pro
peptidy, které byly vysaveny fragmentaci. Pro kvalitni fragmentaci znacenych peptidi je také
potfebna vyssi energie, v disledku ¢ehoz jsou Casto ziskana horsi fragmentacni spektra. Navic
tato metoda nepokryva vSechny ztraty a degradace vzorkti béhem piipravy na hmotnostni

analyzu (Sebela, 2009).

1.3.6 SILAC

Dalsi z popularnich metod izotopového znaceni je ,,Stabile isotope labeling with amino
aids in cell culture (SILAC), ktery nasel Siroké uplatnéni pro rizné druhy Zzivocisnych
bunéénych linii (Gouw et al., 2010).

ZnaCeni v tomto pifipad¢ ale probiha metabolicky, presnéji inkorporaci izotopove
znagenych aminokyselin, (napiiklad *Ce-lysin, *Cg"°Na-lysin, *C-arginin, *C¢'°Ny-arginin) do
vSech proteinti v bunkach. Relativni kvantifikace je jako v mnoha jinych ptfipadech zalozena na
srovnani intenzit neznacen¢ (,,lehké®) a znacené (,,t€zké*) formy peptidu prislusného proteinu.
Identifikace proteinti je pak provadeéna ,klasicky®, a to s pomoci fragmentace téchto peptidi
(Bantscheff et al., 2007).

Princip metody SILAC je naznacen na Obr. 18, kde je zachyceno hmotnostni spektrum
neznaceného a dvakrat znaceného peptidu (+ 16 Da, tézky lysin a arginin). Ve spektru se také
vyskytuji nezddouci dodatkové piky v pozicich odpovidajicich zaclenéni jednoduchého (+ 6 Da)

a dvakrat (+ 12 Da) znaceného prolinu (Gouw et al., 2010).
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum peptidu znaceného metodou SILAC. Znadeny arginin miZe byt pfeménén
na prolin, v peptidové sekvenci znaceno Cervené. Vysledkem jsou poté piky, které jsou o 6 Da vyssi nez

znaceny peptid (Gouw et al., 2010).

Krijgsveld pouzil tento princip pro znaceni proteomu vysSich organismi, kdyZ znacené
buiiky E. coli v médiu obohaceném "N pouzil jako zdroj potravy pro C. elegans (Krijgsveld et
al., 2003). Analyza proteomu pouzitim 2-D elektroforézy a MALDI-TOF ukéazala 95%
inkorporace N v prvni generaci C. elegans a zvyseni inkorporace k 98% v druhé generaci.
Autoti také uspésné€ znacili proteom D. melanogaster pouzitim této metody (Martyniuk &
Denslow, 2009).

Proces kvantifikace proteinii metodou SILAC muize byt proveden pouZzitim standardniho
vybaveni a postupti uskutecnitelnych ve vétsin¢ proteomickych laboratoii a mize byt rychle
osvojen (Gouw et al., 2010). Navic tato metoda umoziiuje porovnavat az 3 nezavislé vzorky a
pokryva vSechny ztraty a degradace vzorkll béhem pfipravy na hmotnostni analyzu u obou
vzorki soucasné (Sebela, 2009).

Jeji nevyhodou je ale pouziti znacenych aminokyselin pouze pro zivo¢isné bunééné linie a
tak nelze tuto metodu uplatnit pro jiné typy vzorkd. Dale nastava také problém s piekryvanim
pikti v hmotnostnim spektru pfi analyze komplexnich vzorki, kdy je vSak mozna kvantifikace

za pomoci ostatnich petidil daného proteinu (Sebela, 2009).

1.3.7 Kvantifikace s pomoci '*0

Principem této metody je znacCeni béhem proteolytického Stépeni proteinu, kdy je do
vznikajiciho peptidu enzymaticky inkorporovan 0. Metoda tak umoziiuje porovnavani dvou
vzorki, kdy prvni vzorek je $tépen v roztoku obsahujicim vodu s atomem '°O. Druhy vzorek je
naopak $tépen s pufrem obsahujicm H,'O. Rtizné proteolytické enzymy pak vnasi rozdilny
poéet znatenych atomd *O (Sebela, 2009).

Naptiklad pokud je pro proteolytické Stépeni proteinu pouzit trypsin, dochazi k vyméné 2
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"®0 atomti za 2 '*O atomy na C-terminalnim karboxylu proteolytickych peptidii s vyslednym

posunutim spektra o 4 Da mezi '°O a '®0 znagenym peptidem, jak zachycuje Obr. 19 (Ye et al.,
2009).
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Obr. 19: Detail hmotnostniho spektra naméfeného pii kvantifikaci proteint pomoci '*O (Ye et al., 2009).

Tato metoda vSak nepokryva veskeré degradace a ztraty vzorku, které mohou nastat pfi
jeho piipravé pro hmotnostni analyzu. P¥ nekompletni inkorporaci 'O do molekuly
vznikajicich peptidii také neni mozna ptesna kvantifikace. Proto je vzdy nutnd optimalizace

podminek pro dosazeni kompletni inkorporace molekul '*O pro kazdy protein (Sebela, 2009).

1.3.8 AQUA

Metoda ,,Absolute quantification of abundance®, (AQUA) je vhodna jak pro kvantifikaci
proteintl, tak i jejich postranslacnich modifikaci. Velkou vyhodou je také moznost analyzy
minoritnich proteini v komplexni smési. Metoda AQUA totiz oplyva zna¢nou citlivosti
(kvantifikovat lze 1 subfemtomolarni mnozstvi studovanych proteintt), (Ottens et al., 2007).

Kvantifikace je zaloZena na organické syntéze izotopové (°C, '°N) znagenych peptidi,
internich standardd, které odpovidaji peptidim vznikajicim proteolytickym S$tépenim
sledovaného proteinu. Peptid vhodny pro kvantifikaci je vybran na zakladé ptedbéznych
experimentti, pii kterych jsou optimalizovany podminky analyzy (Sebela, 2009). Princip
kvantifikace pak spociva ve srovnani intenzit iontli vybraného peptidu a jeho interniho
standardu. Pro absolutni kvantifikaci dané¢ho proteinu je pak nutné nejprve sestrojit kalibra¢ni

kiivku pfipravené¢ho standardu (Martyniuk & Denslow, 2009). Schéma metody AQUA je
zachyceno na Obr. 20.
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Obr. 20: Schéma metody AQUA (Gerber et al., 2003).

Nevyhodou metody je to, Ze pro proteiny, které maji byt kvantifikovany, musi byt znama
sekvence. Tudiz AQUA neumoziiuje sledovat globalni zmény u neznamych proteinti a peptidi
ve vzorku. Navic, vybrané peptidy by nemély obsahovat methionin a tryptofan, které se oxiduji

b&hem ionizace elektrosprejem (Sebela, 2009).

1.3.9 SRM

Metoda ,,Selected reaction monitoring™ (SRM) jinak nazyvana také ,Multiple reaction
monitoring” (MRM) byla vyvinuta jako technika, kterda umoznuje spolehlivou kvantifikaci i pfi
nizkém mnozstvi analytu v proteinové smési. Principielné je podobna metodé AQUA, protoze
pro kvantifikaci cilovych proteinii slouzi vybrané peptidy, které vznikaji jejich S§tépenim
zvolenym proteolytickym enzymem. Neni vSak nutné, aby byly syntetizované peptidy
izotopicky znaceny. Navic pro kvantifikaci postaci i pepidy surové, nepurifikované, které jsou
finan¢n¢ daleko dostupnéjsi (Picotti et al., 2010).

Pro tento typ kvantifikace se pouzivaji hmotnosni spektrometry typu trojity kvadrupdl.
Zékladem analyzy je vybér preddefinovaného prekurzorového iontu (peptidu) a jednoho jeho
fragmentu dvéma filtry trojitého kvadrupdlu. Prvni a tfeti kvadrupdl pfistroje funguji jako filtry
specificky vybirajici pfeddefinované hodnoty m/z odpovidajici peptidovému iontu a

specifickému fragmentu tohoto peptidu, zatimco druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela (Obr.
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21). Na rozdil od ostatnich technik zalozenych na hmotnostni analyze se pii této metodé
nezaznamenava plné hmotnostni spektrum analyzované smési. Tim se zvySuje citlivost celé
analyzy o jeden az dva fady a roste i dynamicky rozsah (Lange et al., 2008). Série prechodi
(hodnot m/z paru prekurzor/fragmentovany iont) v kombinaci s retencnim casem cilového

peptidu pak zajistuji absolutni specifitu celé analyzy.

oy

-

LC-ESI kvadrupd] 1 kovadnupd] 2 ~ levadrupél 3 detektor
wybér prelurzorového wonm frapmentace vibér fragmentovantho sontu

Obr. 21: SRM/MRM analyza na pfistroji typu trojity kvadrupol. Nékolik analytii je eluovéno z
chromatografického systému. Vybér specifické m/z v prvnim kvadrupoélu odstrani vétsinu koelujicich se
iontd, zfistavaji pouze ty, které maji specifickou molekulovou hmotnost. V druhém kvadrupiu poté
dochazi k fragmentaci vSech dosud proslych analytd a tfetim kvadrup6lem projde pouze fragmentovy iont

s definovanou hodnotou m/z, na obrazku znaceny zelené (Lange et al., 2008).

SRM muze byt také pouzita ke specificky cilenym kvantifikacim postransla¢nich
modifikaci, jakymi jsou fosforylace (Unwin et al., 2005; Williamson et al., 20006),
ubiquitinylace (Mollah et al., 2007) ¢i acetylace (Griffiths et al., 2007).

Nevyhody této techniky jsou pak zcela totozné s nevyhodami metody AQUA.
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Experimentalni cast

2.1 Chemikalie

Agarosa (Invitrogen), aceton (Lach-Ner), acetonitril (Sigma-Aldrich), akrylamid (Serva),
apoferitin (ICN  Biomedicals Inc.), N,N -methylenbisakrylamid (Serva), Bio-Lyte 3/10
Ampholyte (Bio-Rad) a IPG Buffer pH 4-7 (GE Healthcare), bromfenolova modf (Sigma-
Aldrich), Coomasie Brilliant Blue G-250 (Serva), Coomasie Protein Assay Reagent (Thermo
Scientific), dialyza¢ni membrana $itka 33 mm (Sigma-Aldrich), DeStreak reagent (Amersham
Biosciences), 2-D Quant Kit (Amersham Biosciences), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Fluka),
dithiotreitol (Serva), dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Fluka), dodecylsiran sodny
(Serva), dusi¢nan stiibrny (Lach-Ner), ECL Western Blotting Substrate (Pierce), ethanol
(Penta), kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich), fenol pufrovany pomoci Tris na
pH 8,0 (Sigma-Aldrich), fenylmethylsulfonylfluorid (Sigma-Aldrich), fluorid sodny (Fluka),
formaldehyd (Sigma-Aldrich), glycerol (Sigma-Aldrich), glycin (Serva), hovézi pankreaticky
trypsin modifikovany rafinosou poskytnuty Prof. Mgr. Markem Sebelou, Dr., hovézi sérovy
albumin (Sigma-Aldrich), hydrogenuhliCitan amonny (Sigma-Aldrich), hydroxid amonny
(Merck), CHAPS (Calbiochem), chlorid draselny (Lach-Ner), chlorid hofe¢naty (Lach-Ner),
chlorid-chlornan sodny (komer¢né dostupné SAVO), chlorid sodny (Sigma-Aldrich), chlorid
vapenaty (Sigma-Aldrich), kyselina chlorovodikova (Lach-Ner), iodoacetamid (Fluka), IPG
stripy (GE Healthcare), izotopové znateny [*H]benzyladenopurin piipraveny v Izotopové
laboratoti UEB AV CR, a-kyano-4-hydroxyskoticové kyselina (Bruker Daltonics), 2-
merkaptoethanol (Carl Roth GmbH+Co0.KG), methanol (Lach-Ner), mineralni olej (Bio-Rad),
kyselina mlécna (Sigma-Aldrich), mocovina (Sigma-Aldrich), kyselina mravenci (Riedel-de
Haén"), myoglobin (ICN Biomedicals Inc.), n-butylalkohol (Lach-Ner), nitrocelulosova
membrana 30 cmx3,5m (Bio-Rad), octan amonny (Fluka), kyselina octova (Lach-Ner), kyselina
orthofosfore¢na (Lach-Ner), ortovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich), ovalbumin (Sigma-
Aldrich), oxid titaniity (GL Sciences Inc.), peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich), Ponceau
(Sigma-Aldrich), polyvinylpolypropylidon (Sigma-Aldrich), propan-2-ol (Merck), Roche
Inhibitor Coctail (Roche), sacharosa (Fluka), scintilatni roztok ULTIMA GOLD (Packard
BioScience), Serdolit MB-1 (Serva), siran amonny (Lach-Ner), smés proteinovych standarda
(10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa, 161-0363, Bio-Rad), standardni smési Glu'-
Fibrinopeptidu (Sigma-Aldrich), N, N,N’,N -tetramethylethylendiamin (Carl Roth
GmbH+Co0.KG), thiosiran disodny (Lach-Ner), kyselina trifluoroctova (Fluka), kyselina
trichloroctova (Sigma-Aldrich), Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (Fluka), thiomo€ovina
(Fluka), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva), Tween 20 (MP Biomedicals, Inc.), uhli¢itan
draselny bezvody (Fluka).
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2.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AE240 S (Mettler-Toledo, Praha, Ceska republika), centrifuga mini spin
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
centrifugacni vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
elektroforeticka cely Mini PROTEAN® 3 a Tetra (Bio-Rad, Philadelphia, USA),
elektromagneticka michacka (Biosan Laboratories Inc., Warren, USA), ELISA reader Sunrise®
Remote (Tecan Trading AG, Ménnedorf, Svycarsko), fotoaparat Camedia C-7070Wide Zoom
(Olympus, Tokyo, Japonsko), hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonics,
Brémy, Némecko), hmotnostni spektrometr Q-TOF Micro (Waters, Milford, USA), hmotnostni
spektrometr UHR-q-TOF maXis (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko), HPLC (Waters, Milford,
USA), IPGphor Ettan™ (Amersham Bioscienes, Uppsala, Svédsko), klima komora MLR-351H
(Sanyo, Etten-Leur, Holandsko), LC/MS (Waters, Milford, USA), lamindrni box Horizontal
Basis (Thermo Scientific, Mnichov, Némecko), laminarni box Steril-VBH (Schoeller, Zwolle,
Holandsko), magnetické michadlo MM4 (Lavat a.s., Radim u Kolina, Ceska republika),
magnetické michadlo MR (Heidolph, Schwabach, Némecko), mikrovina trouba ZMC19M
(Zanussi, Pordenone, Italie), michadlo Multi-Rotar PRS-22 (Biosan Laboratories Inc., Warren,
USA), mikroskop STM 723 (Kapa, Bratislava, Slovensko), nanoHPLC NanoEasy (Proxeon,
Odense Dansko), orbitalni tiepacka OS-10 (Biosan Laboratories Inc., Warren, USA), PCR
centrifuga (MPV Med. Instruments, VarSava, Polsko), pHmetr Microprocessor pH 211 (Hanna
Instruments, Damasek, Syrie), pipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko), program pro
vyhodnoceni naskenovanych gelt MagicScan Version V4,6 (UMAX Technologies, Dallas,
USA), predvazky 440-33N (Kern, Hampshire, Velka Britanie), Q-TOF Micro MS (Waters,
Milford, USA), rehydrataéni kazeta (Amersham Bioscienes, Uppsala, Svédsko), skener
ImageScanner II (Amersham Bioscienes, Uppsala, Svédsko), spektrofotometr Helios Beta
(Thermo Electron Corporation, Waltham, USA), scintilator LS 6500 (Beckman, Brea, USA),
thermoblok (Major Sciences, Saratoga, USA), thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburk,
Némecko), transiluminator basic 2 (KAISER, Buchen, Némecko), tfepatka REAX Top
(Heidolph, Schwabach, Némecko), tfepacka Thermo-Shaker TS-100 (Biosan Laboratories Inc.,
Warren, USA), ultrazvukova lazen RK 31 (Schalltec, Morfelden, Némecko), vyvolavaci
automat Diir XR-24 (DURR DENTAL, Bietigheim, Némecko), zdroje vysokého napéti
PowerPac™ Basic a PowerPac™ HC (Bio-Rad, Philadelphia, USA).

2.3 SloZeni roztoku pouZivanych pro jednotlivé experimenty

Pufry pouzité pro jednotlivé extrakéni postupy
SDS pufr: 40 mM Tris/HCI pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 50 mM DTT, smés
inhibitort cOmplete (Roche) fedéna dle navodu vyrobce, I mM PMSF, 1 mM fluorid sodny, 1
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mM ortovanadi¢nan sodny

Mocovinovy pufr: 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 2M mocovina, 10% (v/v) glycerol, 65 mM DTT,

smés inhibitori cOmplete (Roche) fedéna dle navodu vyrobce, 1 mM PMSF, 1 mM fluorid

sodny, 1 mM ortovanadi¢nan sodny

Extrakce kyselinou trichloroctovou: 10% (w/v) kyselina trichloroctova v acetonu;

0,2% (w/v) DTT v acetonu

Extrakéni pufr pro fenolickou extrakci: 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 100 mM chlorid draselny, 5

mM ethylendiamintetraoctova kyselina, 1% (w/v) DTT, 30% (w/v) sacharosa, smés inhibitort
cOmplete (Roche) fedéna dle navodu vyrobce, 1| mM PMSF, 1 mM fluorid sodny, 1 mM
ortovanadi¢nan sodny;

fenol pufrovany pomoci Tris na pH 8,0; 100 mM octan amonny v methanolu

KCI pufr pro frakciona¢ni extrakci: S0 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM chlorid draselny, 5 mM

kyselina ethylendiamintetraoctova, sm&s inhibitort cOmplete (Roche) fedéna dle navodu

vyrobce, | mM PMSF, 1 mM fluorid sodny, 1 mM ortovanadi¢nan sodny

Techniky urcéené pro separaci proteinovych smési

SDS-PAGE

2x koncentrovany vzorkovaci pufr: 0,125 M Tris/HCI pH 6.8, 20% (v/v) glycerol, 4% (w/v)
SDS, 10% (v/v) 2-merkaptoethanol, 0,01% (w/v) bromfenolova modf

Roztoky pro ptipravu gelt: akrylamid/N,N’-methylenbisakrylamid (T 30%, C 2,67%); 1,5 M
Tris/HCI pH 8.8; 0,5 M Tris/HCI pH 6,8; 10% (w/v) SDS; 10% (w/v) APS;

vodou saturovany n-butanol

Elektrodovy puftr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS

2-D elektroforéza

R2D2 pufr: 5 M mocovina, 2 M thiomocovina, 2% (w/v) CHAPS, 2% (w/v) SB 3-10, 20 mM
DTT, 5 mM TCEP, 0,5% (v/v) amfolyty 4-7, 0,25 % (v/v) amfolyty 3-10, smés inhibitorQ
cOmplete (Roche) fedéna dle navodu vyrobce, 1| mM PMSF, 1 mM fluorid sodny, 1 mM
ortovanadi¢nan sodny

DeStreak reagent: DeStreak 15 mg/ml

Ekvilibraéni roztok: 6 M mocovina, 4% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol, 1,5 M Tris/HCI pH 8.8,
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0,5% (v/v) bromfenolova modr;
1% (w/v) DTT, 4% (w/v) IAM
Roztok pro fixaci IPG stripu: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, 0,5% (w/v)

agarosa, 0,025% (w/v) bromfenolova modf

Detekce proteint

Barveni proteini dusi¢nanem stfibrnym
Fixacni roztok: 30% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova
Oplach: 20% (v/v) ethanol

Roztok pro zcitlivéni gelu: 0,02% (v/v) thiosiran disodny

Barvici roztok: 12 mM dusi¢nan stiibrny

Vyvolavaci roztok: 3% (w/v) uhli¢itan draselny, 3 mM formaldehyd, 50 uM thiosiran disodny

Stop roztok: 4% (w/v) Tris, 2% (v/v) kyselina octova

Barveni proteinii barvivem Coomasie Brilliant Blue

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue: 12,5% (v/v) kyselina fosfore¢na, 12,5% (w/v) siran

amonny, 0,15% (w/v) Coomasie Brilliant Blue G-250

Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) kyselina octova

Western blot a imunodetekce CBF-1
Blotovaci puft: 25 mM Tris, 192 mM glycin
Roztok Ponceau S: 0,5% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) ledova kyselina octova

PBS, pH 7.4-7.5: 8% (w/v) chlorid sodny, 0,2% (w/v) chlorid draselny, 2,9% (w/v)

dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, 0,3% (w/v) dihydrogenfosfore¢nan draselny
PBS s Tweenem: 1x koncentrovany PBS, 0,1% (v/v) Tween 20
5% mléko v 1x koncentrovaném PBS, 0,1% (v/v) Tween 20

0,5% (v/v) luminol, 0,5% (v/v) peroxid

Stépeni proteinii

Stépeni proteinii v roztoku pro MRM kvantifikaci CBF-1

6 M mocovina, 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 200 mM dithitreitol, Tris/HCI pH 8,0; 200 mM [AM,

Tris/HCI pH 8,0; roztok trypsinu o koncentraci 50 ng/ul; roztok hovéziho sérového albuminu o

koncentraci 0,2 pg/ul
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Stépeni proteinii v gelu

Odbarvovaci roztok: 50% (v/v) acetonitril, 100 mM hydrogenuhli¢itan amonny

Redukéni ¢inidlo: 10 mM DTT, 100 mM hydrogenuhli¢itan amonny
Alkylacni ¢inidlo: 55 mM 1AM, 100 mM hydrogenuhli¢itan amonny

Stépici pufr: 20 ng/ul trypsin, 20 mM hydrogenuhli¢itan amonny, 1 mM chlorid vapenaty
Extrakéni pufr: 30% (v/v) acetonitril, 5% (v/v) kyselina mravenci

Piiprava vzorki pro analyzu hmotnostni spektrometrii

Cisténi peptidi

5% (v/v) kyselina mravenci; 50% (v/v) methanol, 2,5% (v/v) kyselina mravenci

Extrakce fosfopeptida
80% (v/v) acetonitril, 0,2% (v/v) trifluoroctova kyselina
80% (v/v) acetonitril, 2% (v/v) trifluoroctova kyselina

Suspenze oxidu titani¢itého: 10% (w/v) oxid titanicity, 80% (v/v) acetonitril, 0,2% (v/v)

trifluoroctova kyselina

Roztok kyseliny mlééné 1: 30% (w/v) kyselina mlé¢na, 80% acetonitril, 0,2% trifluoroctova

kyselina

Roztok kyseliny mlééné 2: 30% (w/v) kyselina mlé¢na, 80% acetonitril, 2% trifluoroctova

kyselina

0,6% (v/v) hydroxid amonny

Analyza hmotnostni spektrometrii

Identifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

0,1% (v/v) kyselina trifluoroctova

Roztok matrice a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny: 0,5% a-kyano-4-hydroxyskoficova

kyselina, 2,5% (v/v) trifluoroctova kyselina, acetonitril

Identifikace proteinti pomoci LC/MS
0,5% (v/v) kyselina mraven¢i, kalibraéni roztok Glu'-Fibrinopeptidu o koncentrai 1 pmol/ul
Pufr A: 2% (v/v) actonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci

Pufr B: 80% (v/v) acetonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci

Kvantifikace proteini MRM metodou
0,5 % kyseliny mravenci
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Pufr A: 2% (v/v) acetonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci

Pufr B: 80% (v/v) acetonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci

Rovnovazna dialyza rostlinného materialu

Extrakéni pufr: 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 100 mM chlorid draselny, smés inhibitord cOmplete
(Roche) fedéna dle navodu vyrobce, 1 mM PMSF

Dialyzaéni pufr: 25 mM Tris/HCI pH 7,5, 50 mM chlorid draselny, 2,5 mM chlorid hote¢naty, 2
mM chlorid vapenaty, 1| mM DTT

Kliceni obilek pSenice seté a kukufice seté

Sterilizace obilek: 8% (v/v) chlorid-chlornan sodny
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Pouzité experimentalni metody

3.1 Databazové vyhledavani

Pro podrobnou proteomickou charakterizaci CBF-1 byla nejprve vyhleddna jeho
pravdépodobna sekvence. K tomu byla pouzita sekvence jeho vazebného mista Ala-Phe-Leu-
GlIn-Pro-Ser-His-His-Asp-Ala-Asp-Glu nalezeného Edmanovym sekvenovanim (Brinegar et al.,
1988), ktera byla vlozena do algoritmu BLAST (verze 2.2.19, Basic Local Alignment Search
Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) v databazi NCBI. Konkrétné byla pouzita varianta
»tblastn, kterd umoziuje prohledat zadanou aminokyselinovou sekvenci a ptevést ji do poradi
nukleotidl, a v konkrétnim okné pro specifikaci organismu byla zadana pSenice seta. Ziskana
nukleotidova sekvence byla na zavér prostiednictvim programu BioEditu pievedena do

aminokyselinové sekvence proteinu a uloZzena ve formatu FASTA.

3.2 Priprava rostlinného materiialu a zavedeni jednotlivych extrakénich metod

Jako material pro jednotlivé typy extrakci byly pouzity obilky pSenice seté (Triticum
aestivum) a kukufice seté (Zea mays). Provedeny byly tyto extrakéni postupy: extrakce pomoci
dodecylsiranu sodného (SDS), mocoviny (Hurkman & Tanaka, 2007), 10% (w/v) kyseliny
trichloroctové (TCA) v acetonu (Carpentier et al., 2005), fenolu (Isaacson et al., 2006) a
frakcionace proteinii na zaklad€ jejich rozpustnosti v riznych pufrech (Hurkman & Tanaka,
2007).

Proteinové pelety z provedenych extrakci byly rozpustény v pufrech podle typu ptislusné
analyzy a poté byla vzdy stanovena koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich. Takto
pfipravené a charakterizované vzorky byly rozalikvotovany a skladovéany pii -20 °C az do

provedeni pfislusné analyzy.

3.2.1 Extrakce dodecylsiranem sodnym

Pro tuto metodu bylo pouzito 50 mg obilek, které byly rozetieny ve tieci misce pod
kapalnym dusikem. Takto pfipraveny material byl rozsuspendovan v 800 pul SDS pufru a
nasledn¢ inkubovan 1 hodinu za stalého michani (1200 rpm) pii 25 °C v thermomixeru
Eppendorf. Nerozpustény material byl poté odstranén centrifugaci (16000 g, 4 °C po dobu 10
minut). Proteiny obsazené v ziskaném supernatantu byly precipitovany ptfidavkem
vychlazeného acetonu o objemu Ctyfnasobku objemu supernatantu. Pro ucinngj$i vysraZeni
proteind byl takto pfipraveny vzorek inkubovan ptes noc pii -20 °C. Druhy den byla provedena
centrifugace (16000 g, 4 °C, 10 minut) a supernatant byl odstranén odpipetovanim. Proteinovy

pelet byl nasledné¢ vysusen v exikatoru (Hurkman & Tanaka, 2007).
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3.2.2 Extrakce mocovinou

50 mg obilek bylo rozetfeno ve tfeci misce pod kapalnym dusikem. Homogenizovany
material byl poté rozsuspendovan ve 200 ul mocovinového pufru. Suspenze byla v tomto pufru
inkubovana 1 hodinu za stalého michani (1200 rpm) v thermomixeru Eppendorf, pii 25 °C a
nerozpu$tény materidl byl nasledné odstranén centrifugaci (16000 g, 4 °C, 10 minut). K
supernatantu byl pfidan vychlazeny aceton o objemu ¢tyinasobku objemu supernatantu a vzorek
byl takto inkubovan ptes noc pfi -20 °C. Po ukonceni inkubace byla provedena centrifugace
(16000 g, 4 °C, 10 minut) a supernatant byl nasledné odstranén. Vysledny proteinovy pelet byl

vysu$en v exikatoru (Hurkman & Tanaka, 2007).

3.2.3 Extrakce pomoci 10% (w/v) Kyseliny trichloroctové v acetonu

Pod kapalnym dusikem bylo ve tfeci misce rozetieno 50 mg obilek, ke kterym byly
pfidany 2 ml vychlazeného roztoku 10% (w/v) TCA v acetonu s 0,2% (w/v) dithiotreitolu
(DTT). Rozetfeny material byl v tomto roztoku rozsuspendovan pomoci pipety a inkubovan
ptes noc pfi -20 °C. Poté byla provedena centrifugace (16000 g, 4 °C, 30 minut), supernatant
byl odpipetovan a k rozetfenym obilkam byl pfidan 1 ml vychlazeného acetonu s 0,2 % (w/v)
DTT. Vzorek byl promichan a inkubovan 1 hodinu pii -20 °C. Opét byla provedena centrifugace
(16000 g, 4 °C, 10 minut). Supernatant byl odpipetovan a k proteinovému peletu byl pfidan 1 ml
vychlazeného acetonu s 0,2% (w/v) DTT. Vzorek byl dikladn€é promichén vortexovanim a
naposledy centrifugovan (16000 g, 4 °C, 10 minut). Supernatant byl odpipetovan a pelet byl

nasledné¢ vysusen v exikatoru (Carpentier et al., 2005).

3.2.4 Extrakce fenolicka

150 mg obilek bylo rozetfeno ve tfeci misce pod kapalnym dusikem a poté k nim bylo
pridano 0,5 ml vychlazeného extrakéniho pufru a vznikla smés byla michana 30 sekund. Poté
bylo ptidano 0,5 ml vychlazené¢ho fenolu pufrovaného pomoci Tris na pH 8,0 a vzorek byl dale
michan po dobu 15 minut pii 4 °C. Nasledn¢ byla provedena centrifugace (6000 g, 4 °C, 5
minut). Fenolickd (horni) faze byla pfemisténa do ¢isté 2 ml mikrozkumavky. K ni bylo opét
napipetovano 0,5 ml vychlazeného extrakéniho pufru, vznikla smés byla michana po dobu 30
sekund a poté centrifugovana (6000 g, 4 °C, 5 minut). Fenolicka faze byla premisténa do Cisté 2
ml mikrozkumavky a orientacné byl zmeéfen jeji objem. Pro precipitaci proteint byl k fenolické
fazi pridan vychlazeny roztok 100 mM octanu amonného v methanolu o objemu pétinasobku
objemu fenolické faze a vzorek byl pro Gc¢inné€jsi precipitaci inkubovan pies noc pii -20 °C.
Nasledujici den byl vzorek centrifugovan (16000 g, 4 °C, 10 minut) a supernatant byl poté
odpipetovan. K proteinovému peletu byl pfidan vychlazeny methanol o objemu dvojnasobku
objemu fenolické faze a vzorek byl jemné promichan vortexovanim. Opét byla provedena

centrifugace (16000 g, 4 °C, 10 minut) a supernatant byl odpipetovan. Toto promyti
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proteinového peletu vychlazenym methanolem bylo zopakovano a nasledné provedeno jeste
jedenkrat, tentokrat s pouzitim vychlazeného acetonu. Promyty proteinovy pelet byl na zavér

vysusen v exikatoru (Isaacson et al., 2006).

3.2.5 Frakcionace proteinii na zakladé¢ jejich rozpustnosti

50 mg obilek bylo podrceno ve tieci misce pod tekutym dusikem a rozsuspendovano ve
200 pl chlazeného KCI pufru. Vznikla suspenze byla inkubovana s obcasnym promichanim 5
minut pii 4 °C. Poté byla provedena centrifugace (14500 g, 4 °C, 15 minut) a supernatant (KCI-
rozpustna frakce) byl piepipetovan do Cisté 2 ml mikrozkumavky. Pelet (KCl-nerozpustna
frakce) byl rozsuspendovan v 800 pl SDS pufru a inkubovan 1 hodinu za stalého michani (1200
rpm) v thermomixeru Eppendorf pii 25 °C. Nasledné byla provedena centrifugace (16000 g, 25
°C, 10 minut) a ziskany supernatant byl poté piepipetovan do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky.
Proteiny rozpusténé v SDS pufru byly precipitovany pfidavkem cCtyfnasobného mnozstvi
vychlazeného acetonu a inkubovany pies noc pti -20 °C. Po ukonceni inkubace byl vzorek
centrifugovan (14500 g, 4 °C, 15 minut), supernatant byl odstranén pipetovanim a pelet byl
proplachnut pomoci 800 pl vychlazeného acetonu. Proteinovy pelet byl poté vysusen v
exikatoru. K supernatantu z prvniho kroku (KCI- rozpustna frakce) byl pfidan roztok 100 mM
octanu amonného v methanolu o objemu pétindsobku objemu supernatantu. Takto byl vzorek
inkubovéan pies noc pii -20 °C. Nasledné byla provedena centrifugace (14500 g, 4 °C, 15 minut)
a pelet obsahujici methanol-nerozpustné proteiny byl promyt vychlazenym acetonem a vysusen
v exikatoru. Proteiny obsazené v supernatantu (methanol-rozpustna frakce) byly precipitovany
pridanim 4,8 ml vychlazené¢ho acetonu, centrifugovany a ziskany pelet byl promyt vychlazenym
acetonem a vysusen v exikatoru (Hurkman & Tanaka, 2007). Obr. 22 piedstavuje schéma celé

frakcionace.
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Obr. 22: Schéma frakcionace proteinii na zaklad€ jejich rozpustnosti. Tento extrakéni postup vede k
ziskani tfi samostatnych frakci bohatych na albuminy a globuliny, CM proteiny a gliadiny a gluteniny
(upraveno podle Hurkman & Tanaka, 2007).

Obr. X: Schéma frakcionace proteint na zakladé jejich rozpustnosti. Tento extrakéni postup vede k
ziskani tii samostatnych frakci bohatych na albuminy a globuliny, CM proteiny a gliadiny a gluteniny

(upraveno podle Hurkman & Tanaka, 2007).

3.3 Stanoveni koncentrace proteint

3.3.1 2-D Quant Kit

Na pocatku celého postupu byla pfipravena kalibracni fada za pomoci roztoku BSA o
koncentraci 2 mg/ml (Tab. 4), ktery je soucasti pouzitého setu. Pro stanoveni koncentrace
proteinti bylo vzdy pouzito 2,5 pl od kazdého vzorku, pficemz samotné stanoveni bylo vzdy

provedeno ve tfech opakovanich.

Tab. 4: Ptiprava kalibraéni kiivky. Do zkumavky s danym &islem bylo pipetovano uvedené mnozstvi

roztoku BSA.
Cislo zkumavky 1 2 3 4 5 6
Objem roztoku 0 5 10 15 20 25
BSA (ul)
MnoZstvi proteinu 0 10 20 30 40 50
(ng)

Po ptipravé kalibra¢ni fady bylo do kazdé mikrozkumavky ptidano 500 pl precipita¢niho
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roztoku a vznikld smés byla jemné promichana a inkubovana pfi laboratorni teplot¢ 3 minuty.
Do vsech mikrozkumavek bylo poté pfidano 500 pl ko-precipitacniho roztoku, vzorky byly
jemn¢ promichany a nasledné centrifugovany (10000 g, 25 °C, 5 minut). Supernatant byl
odpipetovan a k peletim bylo nasledné napipetovano 100 pl roztoku obsahujiciho médnaté
ionty a 400 pul destilované vody. Po dikladném promichani byl do vSech vzorkd pfidan 1 ml
pracovniho roztoku, skladajiciho se z reagentu A a reagentu B v objemovém poméru 100 : 1.
Poté byly vzorky inkubovany 20 minut pii 25 °C. Po uplynuti stanovené doby byla na

spektrofotometru zmétfena absorbance pii 480 nm, jako blank byla pouzita destilovana voda.

3.3.2 Méreni koncentrace proteinii dle Bradfordové
Pro zhotoveni standardnich roztoki hovéziho sérového albuminu (BSA) byl pouzit jeho
zéasobni roztok o koncentraci 2 mg/ml, ktery je soucasti pouzitého setu. Jednotlivé standardni

roztoky byly poté pripraveny fedénim, které je popsano v nize uvedené tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: Piprava standardnich roztokii BSA. Standardni roztoky A-C byly pfipraveny pomoci zasobniho

roztoku BSA (ZR), ostatni vznikly fedénim téchto roztoki.

Mikrozkumavka Objem destilované  Objem (ul) a zdroj  Finalni koncentrace
vody (ul) roztoku BSA BSA (pg/ml)

A 0 300 ZR 2 000

B 125 3757ZR 1500

C 325 3257ZR 1 000

D 175 175 B 750

E 325 325C 500

F 325 325E 250

G 325 325F 125

H 400 100 G 25

I 400 0 0

Pro stanoveni proteintt bylo pouzito 5 pl standardu BSA ¢i roztoku vzorku, pficemz
samotné stanoveni bylo pro kazdy vzorek provedeno ve tfech opakovanich. Jako blank pro
vzorky slouzil pfislusny pufr, v kterém byly tyto vzorky rozpustény. Pfipravené standardni
roztoky BSA a vzorky byly nejprve napipetovany do jednotlivych jamek 96-jamkové
mikrotitracni desticky a nasledn¢ k nim bylo pfidano 250 pl ¢inidla Bradfordové (Bradford,
1976). Desticka byla poté vlozena do thermomixru Eppendorf nastaveného na 25 °C,
promichana (350 rpm, 5 sekund) a nasledn¢ inkubovana pii vyse uvedené teploté 10 minut. Po
uplynuti pozadované doby byla mikrotitraéni desticka opét promichana (350 rpm, 25 °C, 5

sekund) a absorbance pii 595 nm byla zméfena pomoci Elisa readeru.
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3.4 Techniky urcené pro separaci proteinovych smési

3.4.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti dodecylsiranu sodného

Vypocétené objemy jednotlivych vzorkd byly nejprve napipetovany do 0,5 ml
mikrozkumavek. Pokud se jednalo o vzorky proteinti rozpusténé ve vodnych pufrech, byly tyto
vzorky smichany s 2 x koncentrovanym redukénim vzorkovacim pufrem. V ptipad€, ze se
jednalo o proteiny jiz diive rozpusténé v redukénim vzorkovacim pufru (napf. proteinové
pelety po pfislusnych extrakcich), nasledovala ptimo jejich kratka centrifugace (10000g, 25 °C,
5 minut). Poté byla provedena inkubace pti 95 °C po dobu 5 minut a opétovna centrifugace
(10000g, 25 °C, 5 minut).

Pro separaci proteini elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) byly nejprve podle nasledujicicho postupu pfipraveny
polyakrylamidové gely.

Tab. 6: Slozeni geli pro SDS-PAGE. Uvedena mnoZstvi jednotlivych komponent slouZi pro pfipravu 2

polyakrylamidovych geli.

12% délici gel
Destilovand Akrylamid/ 1,5M  10% (w/v) TEMED (u)  10% (w/v) APS

voda (ml) bis (ml) Tris/HCl, SDS (ml) (nl)
pH 8,8 (ml)
34 4 2,5 0,1 5 50

4% zaostrovaci gel
Destilovana Akrylamid/ 0,5M 10% (w/v) TEMED (ul) 10% (w/v) APS

voda (ml) bis (ml) Tris/HCI SDS (ml) (nb)
pH 6,8 (ml)
6,1 1,3 2,5 0,1 10 50

Po napipetovani pfislusnych objeml jednotlivych komponent déliciho gelu (Tab. 6),
zatim bez pfidavku TEMEDu a APS, bylo provedeno odvzdusnéni vzniklé smési. Poté byl k
roztoku pfipipetovan TEMED a polymerace gelu byla zahajena pfidavkem APS (Tab. 3).
Nasledné byl roztok rychle promichan a napipetovan do prostoru mezi skla upevnéna v
nalévacich stojanech, nacez byl roztok prevrstven vodou saturovanym n-butanolem. Po
ukonceni polymerace byl n-butanol odsdn pomoci filtraéniho papiru a podle stejného postupu
byl pfipraven roztok pro zaostfovaci gel (Tab. 3). Po zahajeni polymerace byl tento roztok opét
rychle promichan a napipetovan mezi skla na povrch déliciho gelu. Na zavér byl mezi skla

vloZen hiebinek slouzici k vytvofeni jamek pro vzorky. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byla

44



skla s pfipravenymi gely vloZzena do -elektroforetické¢ cely, ktera byla poté naplnéna
elektrodovym pufrem. Pripravené proteinové vzorky byly nasledné¢ aplikovany do jamek
zaosttovaciho gelu, elektroforetickd cela byla pfipojena ke zdroji vysokého napéti a separace
byla zahajena s nastavenim napéti na 90 V. Po doputovani zony bromfenolové modti do déliciho

gelu bylo napéti nastaveno na 120 V (Laemmli, 1970).

3.4.2 Dvoudimenzionalni elektroforéza

3.4.2.1 Rehydratace stript

Pozadované mnozstvi IPG stripti s rozsahem pH 3-10 a délkou 7 cm bylo ponechano
volné na sklenéné podlozce pfi laboratorni teploté po dobu 5 min, aby doslo k jejich rozmraZzeni.
Mezitim byla rehydrata¢ni kazeta vyvazena pomoci vodovahy a do jednotlivych jamek této
kazety bylo nasledné napipetovano 130 pul R2D2 pufru. Po rozmrznuti IPG stripti byla z jejich
povrchu odstranéna kryci plastova folie a stripy byly gelovou stranou poloZzeny do jamek
rehydratacni kazety obsahujicich R2D2 pufr tak, aby v prostoru mezi pufrem a stripem
nevznikly vzduchové bubliny. V jamce byl nasledné strip pfevrstven 2,5 ml mineralniho oleje.

Strip byl v rehydratacni kazeté poté ponechan ptes noc.

3.4.2.2 Isoelektricka fokusace

Rehydratovany IPG strip byl vyjmut z rehydratacni kazety, oplachnut destilovanou vodou
a opatrné osusen filtraénim papirem. Poté byl strip polozen do IPGphoru a na jeho + konec byl
pritlacen kaliSek urceny pro nanaSeni vzorku. Nasledovala kontrola tésnosti kalisku, ktera byla
provedena pomoci mineralniho oleje. Pokud bylo v§e v pofadku (mineralni olej z kalisku
nevytékal, ani do n¢j z vnéjSiho prostfedi neprosakoval), bylo do kalisku aplikovano 75 ul
vzorku. Vzorek spolu s IPG stripem poté byly ptevrstveny 100 pl, resp. 4,3 ml mineralniho
oleje. Nasledn¢ byly ptipraveny elektrodové papirky. Na jeden bylo napipetovano 150 pl
deionizované vody a tento papirek byl umistén na + konec stripu. Na druhy papirek bylo
aplikovano 150 pl roztoku ptipravku DeStreak. Nasledné byl papirek poloZzen na - konec stripu.
Na elektrodové papirky byly poté ptilozeny elektrody, na IPGphoru byl navolen program, ktery
zachycuje Tab. 7, a byla zahdjena isoelektricka fokusace. Po skonceni fokusace byly stripy
okapany na filtracnim papite, ulozeny do ekvilibra¢ni kazety a az do dalSiho pouziti skladovany

pti -80°C.
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Tab. 7: Jednotlivé kroky isoelektricka fokusace stript.

Krok Typ Napéti (V) Cas (min)
1 izokraticky 100 30
2 izokraticky 300 30
3 izokraticky 500 30
4 gradientovy 3000 90
5 izokraticky 3000 6000 Vhr
6 gradientovy 500 5

3.4.2.3 Evilibrace stript

Pro ekvilibraci stript byl nejprve pfipraven ekvilibra¢ni roztok obsahujici 1% (w/v) DTT
a také ekvilibratni roztok se 4% (w/v) iodoacetamidem (IAM). Nasledné byly z
hlubokomraziciho boxu vytazeny IPG stripy, které byly ponechany 10 minut pfi laboratorni
teploté. Do pfislusného poctu jamek cisté ekvilibracni kazety bylo poté napipetovano 2,5 ml
ekvilibra¢niho roztoku s 1% (w/v) DTT. Stripy byly oplachnuty destilovanou vodou a ulozeny
do jamek ekvilibra¢ni kazety tak, aby volné plavaly pod hladinou roztoku DTT. V tomto
roztoku byly IPG stripy inkubovany za stalého michani po dobu 15 minut. Po uplynuti této doby
byl do dalsich jamek napipetovan ekvilibra¢ni roztok obsahujici 4% (w/v) 1AM, stripy byly do
tohoto roztoku pfemistény a inkubovany za stalého michani dalSich 15 minut. Pfed ukonc¢enim
alkylace byl do 100 ml odmérného valce piipraven elektrodovy puftr. Po skonceni alkylace byly
stripy vytahnuty z jamek a oplachnuty v pfipraveném pufru. Nasledné byly okapany na filtracni

papir a umistény mezi skla na povrch polyakrylamidového gelu (viz. nize).
3.4.2.4 SDS-PAGE
Pro druhy rozmér 2-D elektroforézy byly ptipraveny 12 % polyakrylamidové gely bez

pouziti zaostfovacich gela (Tab. 8).

Tab. 8: Slozeni geld pro SDS-PAGE. Uvedena mnozstvi roztokd slouzi pro pfipravu 2 gell o rozméru 8

X 6 cm.
12% délici gel
Destilovana Akrylamid/bi 1,5M 10% (w/v)  TEMED (ul) 5% (w/v) APS
voda (ml) s (ml) Tris/HCL, pH  SDS (ml) (nl)
8,8 (ml)
3,4 4 2,5 0,1 5 50

Po napipetovani prislusnych objemit jednotlivych komponent roztoku pro piipravu

délicich gelt (vyjma TEMEDu a APS) byla smés odvzdusnéna ve vakuu. Nasledné byl do
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roztoku pfidan TEMED a pro zahajeni polymerace APS. Roztok byl rychle promichan a
napipetovan mezi skla upevnéna v nalévacich stojanech, v kterych byl roztok pfevrstven vodou
saturovanym n-butanolem. Po ukonceni polymerace byl n-butanol odsan pomoci filtracniho
papiru. Nad povrch piipraveného gelu byl umistén ekvilibrovany IPG strip a oba jeho plastové
konce byly odsttizeny ntizkami. Déle byl pfipraven filtracni papirek s markerem molekulovych
hmotnosti a také byla rozehtata 0,5% (w/v) agarsosa s ptidavkem 0,025% (w/v) bromfenolové
modfi (BPB). Prostor mezi polyakrylamidovym gelem a IPG stripem byl nasledné zaplnén timto
roztokem (cca 550 ul) a strip byl rychle a opatrné posunut laboratorni $pachtli na povrch gelu.
Mezi skla byl pinzetou vlozen také filtracni papirek s markerem molekulovych hmotnosti, a to
tésn¢ vedle zanofeného stripu. Po ztuhnuti agarosy byla sestavena elektroforeticka cela a do ni
byly gely s aplikovanymi IPG stripy vlozeny. Nasledn¢ byl vnitini prostor cely naplnén
elektrodovym pufrem a byla zahajena samotna elektroforetickd separace. Pro tu byly na zdroji
vysokého napéti nastaveny nasledujici parametry: proud 5 mA/gel po dobu prvnich 45 minut,
po zbytek separace byl poté nastaven proud 10 mA/gel.

Po skonceni separace byly proteiny bud’ detekovany pfislusnym barvenim, nebo byl

proveden Western blot.

3.5 Detekce proteint

3.5.1 Barveni proteinii dusi¢nanem stiibrnym

Po celou dobu barveni byly roztoky s gely michany na laboratorné tiepacce. Na kazdy gel
bylo pouzito 100 ml piislusného roztoku. Prvnim krokem v procesu barveni byla fixace gelu,
kterd byla provadéna ptes noc. Nasledné byl fixacni roztok vyménén za novy a fixace
pokracovala dalsi hodinu. Poté byly gely postupné promyty ve 20% (v/v) ethanolu a destilované
vod¢, pricemz kazdy promyvaci krok trval 10 minut a byl proveden dvakrat. Dal§im krokem
byla 1 minutu trvajici inkubace geld v 0,02% (w/v) thiosiranu sodném, po které nasledoval
oplach gelti destilovanou vodu provadény dvakrat po dobu 1 minuty. Nasledné byly gely 20
minut barveny v roztoku 12 mM dusi¢nanu stiibrného. Po této dobé byly gely kratce (10
sekund) promyty v destilované vod¢ a vlozeny do vyvolavaciho roztoku. V tom byly gely
inkubovany do doby, nez doséhlo zbarveni proteinovych bandt (spot) optimalni intenzity. Gely
byly poté pfeneseny na 30 minut do stop roztoku a poslednim krokem celého postupu byl

proplach gelt destilovanou vodou (Chevallet ef al., 2006).

3.5.2 Barveni proteini barvivem Coomasie Brilliant Blue
Ptiblizné 15 minut pied ukoncenim SDS-PAGE byl pfipraven barvici roztok smichanim
zasobniho roztoku Coomasie Brilliant Blue (CBB) a methanolu v objemovém poméru 4:1.

Barvici roztok byl nasledn¢ promichan na elektromagnetické michacce. Po ukonceni
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elektroforetické separace byly gely velmi kratce oplachnuty destilovanou vodou a vloZeny do
barviciho roztoku CBB. Sklenéna nadoba s gelem byla polozena na laboratorni tfepacku, kde
byly gely za stalého michani inkubovany pifes noc. Po ukonceni barveni byl gel oplachnut
destilovanou vodou a umistén do odbarvovaciho roztoku. Ten byl podle potieby vyméinovan za
novy. Po ukonéeni inkubace v odbarvovacim roztoku byl gel vlozen do destilované vody a

n¢kolikrat v ni kratce promyt (Candiano ef al., 2004).

3.6 Western blot a imunodetekce CBF-1

Nejméné 30 minut pied provedenim této metody byla prichystana nitrocelulosova
membrana, ktera byla ponofena do blotovaciho pufru. V ném byla membrana ponechéana az do
zahajeni finalnich pfiprav pro samotné blotovani. Ihned po ukonceni elektroforetické separace
byla pfipravena blotovaci kazeta skladajici se ze 2 poréznich podlozek, 2 filtracnich papirt,
polyakrylamidového gelu obsahujiciho rozdélené proteiny a nitrocelulézové membrany. Kazeta
byla sestavena v plastové nadobé za pfitomnosti mensiho mnoZstvi blotovaciho pufru. Na
spodni, ¢ernou Cast kazety byla polozena porézni podlozka, na kterou byl vloZen filtracni papir.
Po nasaknuti filtraniho papiru blotovacim pufrem byl na jeho povrch polozen gel. Nasledné
byla na gel umisténa membrana, filtrani papir a porézni podlozka a ptfed zavienim kazety byly
z jejiho vrstveného obsahu vytlateny vzduchové bubliny. Nakonec byla kazeta uzaviena
pfitlacenim Cervené strany na vnitini vrstveny obsah a zasunuta do nosic¢e urc¢eného pro Western
blot tak, aby Cerna cast kazety byla otocena k Cerné Casti nosice. Takto piipravena blotovaci
aparatura byla nasledné¢ umisténa do elektroforetické cely a zalita blotovacim pufrem. Za
aparaturu byl do cely vlozen chladici blok a cela byla umisténa na elektromagnetickou
michacku. Zdroj vysokého napéti byl nastaven na konstantni proud 290 mA po dobu 2 hodin a
byl zahajen ptenos proteinii. Aby nedochazelo k prehfivani blotovaci aparatury, byl ptiblizné po
1 hodin¢ chladici blok vyménén za novy. Po ukonCeni pfenosu proteinti byla aparatura
rozebrana a membrana byla nabarvena roztokem barviva Ponceau S. Poté bylo pifebytecné
barvivo z membrany oplachnuto destilovanou vodou a membrana byla vysusena na filtraénim
papire. Pfislusnd cast membrany vybranad pro imunodetekci CBF-1 byla vyfiznuta skalpelem a
zcela odbarvena v roztoku PBS. Nasledné byla pfenesena do roztoku 5% (w/v) mléka s 0,1%
(v/v) Tweenem, ve kterém byla inkubovdna 1 hodinu. Po zablokovani byla membrana
oplachnuta v roztoku PBS. Mezitim byla pro detekci CBF-1 pfichystana primarni polyklonalni
protilatka Rabbit Sera AFL, ktera byla 1000 x nafedéna v 5% (w/v) mléku s 0,1% (v/v)
Tweenem (objem roztoku protilatky byl zvolen podle rozméru membrany). Membrana byla po
oplachnuti v roztoku PBS kratce okapana na filtranim papife a poté byla vlozena do
uzaviratelné plastové nadoby. Nasledné na ni byl nanesen roztok zfedéné primarni protilatky a s
nim byla membrana inkubovana pies noc pii 4 °C. Nasledujici den byla membrana promyvana

nejprve 5 minut v roztoku PBS, dale 5 minut v roztoku PBS s 0,1% (v/v) Tweenem, 5 minut v
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roztoku PBS a na zavér opét 10 minut v roztoku PBS. Béhem posledniho oplachu byla stejnym
zplisobem jako primarni protilatka pfipravena sekundarni polyklonalni protilatka SWAR/Px.
Proplachnutd membrana byla kratce okapana na filtranim papiife a polozena do plastové
nadoby. Na membranu byl napipetovan roztok sekundarni protilatky a takto byla provedena
inkubace pfi laboratorni teploté 1 hodinu. Po uplynuti této doby byla membrana opét intenzivné
promyvana, a to 10 minut v roztoku PBS, 5 minut v roztoku PBS s 0,1% (v/v) Tweenem a na
zavér 5 a 10 minut v roztoku PBS. Po promyti membrany byla provedena detekce
chemiluminiscenci se zviditelnénim na filmu. Detekce byla provedena ve tm¢ ve fotokomofe,
kde byla membrana polozena na podlozku s plastovou folii. Pro samotnou detekci byl pouzit
chemiluminiscencni substrat ECL. Po naneseni tohoto roztoku na membranu byla provedena
inkubace pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Pfebytek roztoku byl odsan filtracnim papirem
a na membranu byla poloZena potravinova folie. Na zavér byla provedena expozice na film

(délka expozice byla zvolena dle potieby).

3.7 Stépeni proteinii

3.7.1 Stépeni proteini v roztoku pro MRM kvantifikaci CBF-1

Pro MRM kvantifikaci CBF-1 byly proteiny z vychoziho materialu (50 mg obilek pSenice
seté (Triticum aestivum) nebo kukuftice seté (Zea mays) extrahovany pomoci pufru obsahujiciho
mocovinu (detailni postup viz. kapitola 3.2.2 Extrakce mocovinou). Ziskané proteinové pelety
byly poté rozpustény v Tris/HCI pufru, pH 8,0 s 6 M mocovinou a v takto ziskanych vzorcich
byla stanovena koncentrace proteinti za pomoci 2-D Quant Kitu (kapitola 3.3.1. 2-D Quant Kit).
Pro vSechny vzorky byl pak vypocitan objem piislusného vzorku obsahujici 100 pg proteind a
tento objem byl napipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky. K tomuto mnozstvi vzorku bylo
pripipetovano 5 pl roztoku BSA o koncentraci 0,2 pg/pl (celkoveé tedy 1 ug BSA) a vzorek byl
doplnén Tris/HCI pufrem, pH 8,0 s 6 M mocovinou do celkového objemu 100 pl. Vzorky byly
promichany a kratce centrifugovany na PCR centrifuze. Ke vzorkiim bylo piipipetovano 5 ul
roztoku DTT a vzorky byly nasledn¢ promichany a znovu kratce centrifugovany na PCR
centrifuze. Nasledné byly vzorky vloZzeny do thermomixeru Eppendorf a inkubovany pti 56 °C,
30 minut. Po ubéhnuti stanovené doby byly vzorky ochlazeny pod tekouci vodou a ke kazdému
z nich bylo pfidano 20 pl roztoku IAM. Vzorky byly poté promichany a kratce centrifugovany
na PCR centrifuze. Nasledna inkubace s IAM probihala 30 minut pii 25 °C za tmy. Poté bylo ke
kazdému vzorku napipetovano 20 pl roztoku DTT a vzorky byly promichany a kratce
centrifugovany na PCR centrifuze. Opétovna inkubace s DTT probihala stejné jako v prvnim
ptipadé 30 minut pfi 56 °C. Pro nafedéni mocoviny bylo ke vzorktim pfidano 755 pl destilované
vody a poté 100 pl roztoku trypsinu. Vzorky byly na zavér opét promichany a kratce

centrifugovany v PCR centrifuze. Takto pfichystané vzorky byly vloZeny do thermomixeru
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Eppendorf a inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Dalsi den byly vzorky okyseleny pomoci 50 pl kyseliny mravenci, promichany a kratce
centrifugovany v PCR centrifuze. Nasledné byly ze vzorku odpipetovany dva alikvoty o objemu
105 pl a ty byly precistény na reverzni (C18) fazi (postup viz, nize). Zbytek vzorku byl

zamrazen pii -20 °C.

3.7.2 Stépeni proteini v gelu

Cely proces $tépeni byl provadén ve flow-boxu pro zamezeni kontaminace vzorku. Gel s
nabarvenymi proteiny byl oplachnut v destilované vodé a poté umistén na sklenénou podlozku
na transilumindtor. Piislusné bandy (spoty) byly skalpelem vyfiznuty a umistény do 1,5 ml
mikrozkumavky. Poté byl(a) vyfiznuty(4) band (spota) skalpelem rozd€len(a) na mensi kousky a
zkumavka obsahujici gelové kousky byla kratce centrifugovana v PCR centrifuze. Ke kouskiim
gelu bylo nasledné pfipipetovano 100 pl odbarvovaciho roztoku a v ném byly gelové kousky
inkubovany 15 minut za stalého michani (1000 rpm) v thermomixeru Eppendorf pii 25 °C.
Supernatant byl poté odpipetovan do odpadu a cely odbarvovaci krok byl proveden jesté jednou.
Do mikrozkumavky s kousky gelu byl poté pfidan acetonitril o ¢tyindsobku objemu gelovych
kouskt. Nasledné byla provedena inkubace po dobu 5 minut za stalého michani (1400 rpm) v
thermomixeru Eppendorf pti 25 °C. Po skonceni inkubace byl acetonitril odstranén pipetovanim
a dehydrované kousky gelu byly vysuseny pfi laboratorni teplot¢ ve flow-boxu. Pro provedeni
redukce bylo do mikrozkumavky ke gelovym kouskiim napipetovano 100 pl redukéniho ¢inidla
a v ném byly gelové kousky inkubovany 30 minut v thermomixeru Ependorf pii 56 °C. Poté byl
supernatant odpipetovan do odpadu a opét byla provedena dehydratace kouskd gelu. Ke
gelovym kousktim bylo dale pfidano 100 ul alkyla¢niho ¢inidla s naslednou inkubaci 20 minut
ve tm¢ v thermomixeru Ependorf pti 25 °C. Po skonceni alkylace byla provedena dehydratace
kouskd. V zavéru celého postupu byly kousky gelu promyty ve 100 ul roztoku pufru
pouzivaného pro enzymatické §tépeni (inkubace trvajici 15 minut za stalého michani, 1400 rpm
pii 25 °C) v thermomixeru Eppendorf. Na samotny zavér byla zopakovana rehydratace a pro
vlastni enzymatické Stépeni bylo pouzito 30 pl §té€piciho pufru obsahujiciho trypsin, ktery byl
pfidan k dehydratovanym gelovym kousklim. V tomto roztoku byla provedena dehydratace
kouskti gelu pfi 4 °C inkubaci trvajici 45 minut. Vlastni enzymatické Stépeni probihalo v
thermomixeru Eppendorf pies noc pii 37 °C.

Extrakce peptidii byla provedena ptidanim 100 pl extrakéniho pufru ke kouskiim gelu,
nacez byly kousky sonikovany 1 minutu v ultrazvukové lazni. Po této dobé byla provedena
centrifugace v PCR centrifuze a gelové kousky byly inkubovany 30 minut za stdlého michani
(1400 rpm) v thermomixeru Eppendorf pti 37 °C. Vzorky byly opét kratce centrifugovany v
PCR centrifuze a supernatant byl odpipetovan do Cisté mikrozkumavky. Ke kouskiim gelu bylo

dale pfipipetovano 100 pl extrakéniho pufru a cely postup extrakce byl znovu opakovan.
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Vysledny supernatant byl ptidan k supernatantu z prvniho kroku a ziskany extrakt byl odpaten

ve vakuové centrifugaéni odparce (Schevchenko ef al., 2006).

3.8 Priprava vzorku pro analyzu hmotnostni spektrometrii

3.8.1 Cisténi peptida

Pro cisténi peptidi byly pouzity zastfizené Spicky GELoader Tips, do kterych byla
vloZena C18 fize a které byly upevnény do 1,5 ml mikrokumavek. Spicky byly poté i s
mikrozkumavkami umistény do stolni centrifugy. K odparkiim bylo pfidano 50 ul 5% (v/v)
mravenci kyseliny a vznild smés byla inkubovana 5 minut za stalého michani (1400 rpm) v
thermomixeru Eppendorf pii 25 °C. Po inkubaci byla dale provedena sonikace po dobu 5 minut
a po jejim uplynuti byla smés kratce centrifugovana v PCR centrifuze. Nad reverzni fazi bylo
poté napipetovano 40 pl propan-2-olu a poté byla provedena centrifugace (4000 rpm, 25 °C, 5
minut). Nasledné byla reverzni faze ekvilibrovana 40 pl kyseliny mravenci, op€t s pomoci
kratké centrifugace (2000 rpm, 25 °C, 5 minut). Tento krok byl zopakovén jesté jednou. Spitka
s reverzni fazi byla poté upevnéna do Cisté¢ 1,5 ml mikrozkumavky, do $picky byl napipetovan
ptipraveny vzorek a byla provedena centrifugace (1000 rpm, 25 °C, 10 minut). Reverzni faze
byla nasledné za pomoci centrifugace (2000 rpm, 25 °C, 10 minut) promyta 40 pl kyseliny
mravendi. Spicka s reverzni fizi byla premisténa do &isté 0,5 ml mikrozkumavky a
mikrozkumavka obsahujici veSkery roztok, ktery pfi nanaseni vzorku a promyvani reverzni faze
protekl, byla uskladnéna pii -20 °C. Zachycené peptidy byly pomoci centrifugace (2000 rpm, 25
°C, 10 minut) eluovany 40 pl roztoku methanolu a kyseliny mravenc¢i. Eluce byla nasledné
zopakovana. Po provedeni eluce byly vzorky odpafeny ve vakuové centrifugaéni odparce a
odparky byly az do analyzy hmotnostni spektrometrii uskladnény pii -20 °C (Rappsilber et al.,
2007).

3.8.2 Extrakce fosfopeptidi

Pro extrakci fosfopeptidii byl pouzit oxid titaniCity. Nejprve byla ale do zastiizenych
Spicek GELoader Tips vlozena C8 reverzni faze a takto pripravené Spicky byly upevnény do 1,5
ml mikrozkumavek. Spi¢ky byly i s mikrozkumavkami umistény do stolni centrifugy. Na
analytickych vahach bylo poté odvazeno 30 mg oxidu titanicitého, ktery byl rozsuspendovan ve
300 pl roztoku acetonitrilu s kyselinou mravenéi. 30 pl této suspenze bylo napipetovano do
spicek nad C8 reverzni fazi a byla provedena centrifugace (2000 rpm a 25 °C, trvajici 5 minut).
Poté byla usazena suspenze oxidu titani¢itého promyta 40 pl roztoku kyseliny mlécné 1 s 5
minutovou centrifugaci pfi 2000 rpm a 25 °C. K odparkiim peptidii po enzymatickém Stépeni
bylo napipetovano 40 pl roztoku kyseliny mléné 2, vznikld smés byla poté promichana

vortexovanim a kratce centrifugovana na PCR centrifuze. Nasledné byla smés sonikovana po

51



dobu 5 minut, promichana a kratce centrifugovana na PCR centrifuze. Rozpusténé vzorky byly
prepipetovany do piipravenych a promytych mikrokolonek a byla provedena centrifugace (1000
rpm a 25 °C, 10 minut). Poté byly mikrokolonky postupné promyty 40 pl roztoku kyseliny
mlécné 1, 40 pl roztoku 80% (v/v) acentonitrilu s 0,2% (v/v) trifluoroctové kyseliny a 30 pl
destilované vody. Kazdé z téchto promyti bylo provedeno s pomoci 10 minut trvajici
centrifugace pii 2000 rpm a 25 °C. Pro eluci peptidd byla pouzita Cistad 0,5 ml mikrozkumavka,
do které bylo pfedem napipetovano 30 ul 5 % (v/v) kyseliny trifluoroctové. Vlastni eluce byla
provedena 50 pl 0,6% (v/v) hydroxidu amonného. Po napipetovani tohoto objemu hydroxidu do
mikrokolonky byla provedena centrifugace (2000 rpm a 25 °C, 10 minut). Na zavér byla
mikrokolonka promyta 30 pl 80% (v/v) acetonitrilu s 0,2% (v/v) trifluoroctové kyseliny, opét za
pomoci 10 minutové centrifugace pii 2000 rpm a 25 °C (Rappsilber et al., 2007). Ob¢ ziskané
frakce (obsahujici fosorylované a nefosforylované peptidy) byly po odpatfeni na vakuové
centrifugaéni odparce preéistény zptisobem popsanym v kapitole 3.8.1 Cisténi peptidd (viz.

vyse).

3.9 Analyza hmotnostni spektrometrii

3.9.1 Identifikace proteinii pomoci MALDI-TOF MS

Pro analyzu MALDI-TOF MS byl pfipraven ter¢ik MSP 96, ktery byl jemné mechanicky
ocistén od predchozich vzorkl a prachu jemnym ubrouskem a nasledné oplachnut pod tekouci
vodou. Poté byl 15 minut sonikovan v ultrazvukové lazni ve 100 ml roztoku 50% (v/v)
methanolu a nakonec osusen proudem dusiku. K odparkiim vzorkd po precisténi bylo pfidano
10 pl roztoku 0,1% (v/v) kyseliny trifluoroctové a byla provedena sonikace trvajici 5 minut. Po
sonikaci byly vzorky centrifugovany na PCR centrifuze. 0,6 pl roztoku ptipraveného vzorku
bylo napipetovano na tercik. K roztoku vzorku bylo nasledné ptipipetovano 0,6 pl roztoku
matrice (a-kyano-4-hydroxyskoticové kyseliny). Teré¢ik byl ponechan pfti laboratoni teploté
nékolik minut, aby doslo ke kokrystalizaci nanesenych vzorkt s matrici. Pro kalibraci pfistroje
byla na tercik stejnym zplisobem nanesena smeés peptidovych standard. Po jejich zaschnuti
byla desticka vlozena do pfistroje. Pro analyzu byl pouzit pfistroj MALDI-TOF hmotnostni
spektrometr Microflex LRF20 vybaveny zdrojem iontli microScout a 337 nm dusikovym
laserem. Pfistroj byl nastaven v reflektronovém modu pro pozitivné nabité ionty. Parametry
ptistroje pro nasledujici analyzu byly stanoveny takto: akceleracni elektrické napéti 19 kV,
extrakéni napéti 16,1 kV, napéti aplikované na cocky bylo 9,1 kV a reflektronové napéti bylo
nastaveno na 20 kV s opozdénou dobou extrakce 250 ns. Pro identifikaci proteinu bylo na
ptistroji nastaveno 100-200 laserovych stiel. Nejprve byla provedena kalibrace pfistroje a poté
bylo méfeno hmotnostni spektrum nanesenych vzorkli. Ziskand spektra byla zpracovana

programem flexAnalysis 2.4 a analyzovana softwarem Biotools 3.2. Identifikace byla provedena
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proti uzivazelské databazi obsahujici vyhledané proteinové sekvence CBF-1 a jeho homolgu,
sekvenci trypsinu, BSA a sekvence lidskych keratinii pouZzitim algoritmu Mascot bézicim na
lokalnim serveru Mascot Server 2.2. Parametry pro vyhledavani byly: kladn¢ nabité inoty
nesouci jeden naboj; karbamidomethylace cysteinu jako fixni modifikace; oxidace methioninu
jako variabilni modifikace; proteolyticky enzym trypsin; jedno vynechané $t€peni; hmotnostni

tolerance 100 ppm.

3.9.2 Identifikace proteini pomoci LC-MS

Pripravené vzorky byly analyzovany UHR-MS maXis systémem spojenym s kapilarni
kapalinovou chromatografii vybavenou automatickym davkovaCem vzorkl. Pifed meéfenim
vzorki byl MS systém kalibrovan pouzitim standardni smési Glu'-Fibrinopeptidu. Pedisténé a
odpatené vzorky byly rozpustény v 10 pl 0,5% (v/v) kyseliny mravenci. Nésledné byly vzorky
nastfiknuty v objemu 4 pl do nano-LC systému a pifimo naneseny na nanokapilarni kolonu o
rozméru 75 pm x 100 mm plnénou 5 pum C18 AQ casticemi. Kolona byla poté ekvilibrovana
pufrem A 20 minut s pritokem 350 nl/minutu. Peptidy byly poté separovany binarnim
gradientem dlouhym 90 minut. Pro analyzu byl navolen gradient: 0 — 5 min pufr A, 5 — 10 min
linedrni zvyseni pufru B az k 10%, 10 — 90 min linearni zvyseni pufru B az k 60 %, 90 — 95
min konstantni hodnoty B pii 60 %, 95 — 100 min linearni snizeni k 0 % B, 100 — 120 min
reekvilibrace kolony pro uvedeni analyzy. Separované peptidy byly eluovany do MS systému a
pfi MS analyze byly ionty tfidény v MS modu v rozsahu 350 — 2000 m/z za 0,5 s cyklu. MS/MS
data byla potizena v rozsahu 80-2000 m/z pro pét nejintenzivnéjSich iontl s nabojem 2 a 4 s
cyklem trvajicim 1 s pro analyzu vybraného iontu. VSechny prekurzorové ionty skenované v
MS/MS modu byly vylouceny z dalsi fragmentace dal$i 2 minuty s hmotnostnim rozsahem 1,5
Da.

Surova data byla zpracovana softwarem Mascot Distiller 2.2, ktery vygeneroval datovy
soubor mgf obsahujici seznam odpovidajicich prekursorii a jejich fragmentt. Identifikace
proteini byla provedena na zakladé algoritmu Mascot bézicim na lokanim serveru Mascot
Server 2.2 proti uzivatelské databazi obsahujici vSechny nalezené proteinové sekvence nalezici
CBF-1 a jeho homologtim. Tato databaze byla doplnéna také sekvencemi dalSich doprovodnych
proteinti, jakymi jsou naptiklad lidské keratiny, trypsin ¢i BSA. Parametry pro vyhledavani byly
nasledujici: proteolyticky enzym trypsin; jedno vynechané Stépeni; fixni modifikace
karbamidomethylace cysteinu; variabilni modifikace oxidace methioninu a deaminace
asparaginu a guanidinu. Pro analyzu byl nastavena hmotnostni tolerance v MS médu 50 ppm a v
MS/MS modu 0.05 Da, typ instrumentu: ESI-Q-TOF.

Veskera méfeni na hmotnostnim spektrometru provedl Mgr. René Lenobel, Ph.D.
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3.9.3 Kvantifikace proteini MRM metodou

Relativni kvantifikace CBF-1 z pSenice a CBP z kukufice byly provedeny metodou
“Multiple reaction monitoring” (MRM) s vyuZzitim hmotnostniho analyzatoru typu trojitého
kvadrupolu. Tato metoda umoziuje pfimé mefeni obsahu sledovaného proteinu v komplexnim
proteolyticky nastépeném extraktu proteini bez jakékoliv predchozi purifikace Zzadaného
proteinu. Metoda byla pfedem vyvinuta a optimalizovana Mgr. René Lenobelem, Ph.D. na
extrahovaném CBF-1 proteinu.

Nastépené a precisténé lyzaty proteinovych extraktd pSenice a kukufice byly analyzovany
pomoci kapilarni  kapalinové chromatografie spojené s nanoESI zdrojem a trojitym
kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem. Vzorky byly rozpusStény v 15 pl 0,5 % kyseliny
mravenci (FA). 5 pl rozpusténého vzorku bylo naneseno na analytickou kolonu obsahujici
reverzni fazi 150x0,3 mm plnénou 4 um casticemi (Jupiter 4U Proteo 90?, Phenomenex). Déleni
peptidt probihalo 45 min s gradientovou eluci o téchto parametrech: 0-5 min 98% pufr A a 2%
pufr B; nasledoval linedrni narust na 50% pufru B do 30 min; dalsi linearni narust pufru B na
80% beéhem nasledujicich 2 min; udrzovani 80% pufru B po dobu 3 min nésledovany rychlym
linedrnim poklesem na pocatecni podminky chromatografie (98% A, 2% B) béhem 2 min. Do
45 min probihala ekvilibrace kolony na pocateéni podminky pro naslednou analyzu. Rychlost
pritoku mobilni faze kolonou byl nastaven na 4 pl za minutu.

Stanoveni obsahu proteinu CBF-1 ve vzorcich pSenice bylo provadéno na zakladé méfeni
8 prechodli pro 4 vybrané peptidy z CBF-1 a 8 ptechodi pro 4 vybrané peptidy z BSA (interni
standard). Ve vzorcich kukufice bylo stanoveni obsahu proteinu provadéno podobné na zakladé
meéfeni 10 pfechodi pro 5 vybranych peptidi z CBF-1 homologu a 8 ptechodl pro 4 vybrané
peptidy z BSA (interni standard). Pfiklad kompletniho chromatogramu analyzovanych peptidi

z pSenice v ramci gradientové eluce je zobrazen na Obr. 23.
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BSA 100fmol/ul + CBP1 kaminek 0x zr mix 1:1
prot_090920_002
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Obr. 23: Schéma gradientové separace vybranych 5 peptidii pro CBF-1 a 5 peptidi pro BSA (IS) na
reverzni fazi pomoci kapilarni chromatografie. Detekce a kvantifikace byla provadéna pomoci
specifickych MRM ptechodii pro jednotlivé peptidy (viz. Tab), pficemz kazdy peptid je méfen na dvou
nezavislych prechodech (viz. Obr. 24).

Vsechny prechody jsou definovany tak, ze prekurzorem je vzdy dvojnasobné nabity ion
specificky pro dany peptid (Q1 kvadrupol, hmotnostni filtr pro vybér hmoty pro kolizni celu), a
jeho dva vyznamné intenzivni fragmenty vznikajici po fragmentaci v kolizni cele, které jsou

detekovany na Q2 kvadrupolu (Obr. 24).
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MRM 976.99 (2+) > 1493.71

AFLQPSHHDADEIAFVR (y++) > PSHHDADEIAFVR (y13)

22D DB DD DDDDDHNDDBD

MRM 976.99 (2+) > 1172.56

AFLQPSHHDADEIAFVR (y++) > HDADEIAFVR (y10)

2D DB DD DDDDDHNDDBDD

Obr. 24: Ukazka chromatogrami pro CBF-1 vazebny peptid pro jednotlivé pfechody.

Piehledy vybranych prekurzort, jejich odpovidajicich fragmentti a nastavenych koliznich
energii jsou zobrazeny v tabulce 9 pro CBF-1 z pSenice a tabulce 10 pro CBP homolog z
kukuftice. Dalsi nastaveni hmotnostniho analyzatoru byly nasledujici: napé€ti na kapilate 3500 V;
napéti na vstupni §térbiné€ 32 V; napéti na extrakéni Stérbin€ 3 V; teplota iontového bloku 150
°C; tlak dusiku pro nanosprej 2 bary; prutok kolizniho plynu 0.15 ml/min; nastaveni kolizni
energie pro MS mod 2 V; nastaveni kolizni energie pro MSMS mod 20 V.

Relativnih obsah proteini CBF-1 (pSenice) a CBF-1 homologu (kukufice) byl stanoven z
poméru souctu ploch odpovidajicich peptidl pro jednotlivé proteiny vztazené na soucet ploch
peptidi interniho standardu (BSA). Poméry odpovidajici relativnimu obsahu proteini byly
nasledné¢ vyneseny do grafu.

Veskera méfeni na hmotnostnim spektrometru provedl Mgr. René Lenobel, Ph.D.
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Tab. 9: Seznam definovanych piechodii pro vybrané peptidy z CBF-1 a BSA véetné kolizni energie

potiebné pro fragmentaci peptidu na vybrané fragmenty.

CBF1:

Protein / Peptid

AFLQPSHHDADEIAFVR

CBF1:

AFLQPSHHDADEIAFVR

CBF1:

CBF1:

CBF1:

CBF1:

CBF1:

CBF1:

BSA:

BSA:

BSA:

BSA:

BSA:

BSA:

BSA:

BSA:

Tab. 10: Seznam definovanych pfechod pro vybrané peptidy z homologu CBF-1 (kukufice) a BSA

VAYLDAAPR

VAYLDAAPR

EGEGVLVLLR

EGEGVLVLLR

SKGEGEIYEASEEQIR

SKGEGEIYEASEEQIR

LVNELTEFAK

LVNELTEFAK

YICDNQDTISSK

YICDNQDTISSK

HLVDEPQNLIK

HLVDEPQNLIK

LGEYGFQNALIVR

LGEYGFQNALIVR

MRM

prekursor > fragment ion

976.99 > 1172.57

976.99 > 1493.71

488.27 > 414.25
488.27 > 529.27
542.80 > 500.36
542.80>613.44
912.88 > 1124.52
912.88 > 1237.61
582.29 > 708.39
582.29>951.48
722.30>1007.46
722.30>1167.49
653.33 > 956.50
653.33 > 1055.57
740.37 > 813.49

740.37>1017.58

vcetné kolizni energie potfebné pro fragmentaci peptidu na vybrané fragmenty.

Protein/Peptid

MRM

prekursor > fragment ion

Kolizni energie

28V

28V

28V
28V
29V
29V
40V
40V
28V
28V
32V
32V
28V
28V
30V

30V

Kolizni energie

CBF1H: VFLAGTNSALQK

1

624.84 > 818.44
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CBF1H: VFLAGTNSALQK 624.84 > 889.47 32V
CBF1H: GEITTASEEQIR 667.33 > 832.42 32V
CBF1H: GEITTASEEQIR 667.33 > 933.46 32V
CBF1H: LLAFGADEEQQVDR 1 795.89>1018.44 33V
CBF1H: LLAFGADEEQQVDR 2 795.89 > 1146.50 33V
CBF1H: VVMLLSPVVSTSGR 1 722.89 > 802.44 33V
CBF1H: VVMLLSPVVSTSGR 2 722.89 > 889.47 33V
CBF1H: LLDMDVGLANIAR 1 700.87 > 813.49 33V
CBF1H: LLDMDVGLANIAR 2 700.87 > 1174.59 33V
BSA: LVNELTEFAK 1 582.29 > 708.39 28V
BSA: LVNELTEFAK 2 582.29>951.48 28V
BSA: YICDNQDTISSK 1 722.30 > 1007.46 32V
BSA: YICDNQDTISSK 2 722.30>1167.49 32V
BSA: HLVDEPQNLIK 1 653.33 > 956.50 28V
BSA: HLVDEPQNLIK 2 653.33 > 1055.57 28V
BSA: LGEYGFQNALIVR 1 740.37 > 813.49 30V
BSA: LGEYGFQNALIVR 2 740.37 > 1017.58 30V

3.10 Rovnovazna dialyza rostlinného materialu

Pro experiment byl navazen 1 g obilek, které byly rozdrceny v tfeci misce pod kapalnym
dusikem. Material byl poté rozdélen do dvou 2 ml mikrozkumavek a do kazdé byl napipetovan
1 ml extrakéniho pufru. V tom byly rozetfené obilky rozsuspendovany pomoci pipety a
inkubovany 30 minut za stalého michani pii 4 °C. Poté byla provedena centrifugace (16000 g a
4 °C, 15 minut) a supernatant byl odpipetovan do Cisté zkumavky. Pro urceni koncentrace
proteind ve vzorku byla pouzita metoda Bradfordové (viz kapitola 3.3.2. Méfeni koncentrace

proteind dle Bradfordové), jako blank byl pouzit extrakéni pufr. Zvolené mnozstvi proteinti
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obsazené v daném vzorku (0,5, 1, 2,5 nebo 5 mg) bylo poté fedéno do dialyza¢niho pufru na
celkovy objem 900 pl. Pro sledovani vaznosti proteinu byl také fedénim do dialyza¢niho pufru
prichystan roztok izotopicky znageného [*H]benzyladeninu ([*H]BAP) pozadované koncentrace
(1, 3, 6, 9 nebo 12 nM), piipadné roztok obsahujici jak [‘H]BAP, tak neznateny
benzylaminopurin (oba o koncentraci 6 nM).

Pro provedeni rovnovazné dialyzy byla pfipravena dialyza¢ni aparatura skladajici se z
péti kotoucd, které obsahuji dva samostatné prostory, mezi néz byla vlozena celulosova
membrana. Do jedné ¢asti kotouée bylo napipetovano 900 ul roztoku vzorku, do druhé ¢asti 900
ul roztoku [P’H]BAP (nebo roztoku obsahujici jeho smés s oby&ejnym benzylaminopurinem, viz.
vyse). Aparatura byla nasledné vloZena do stojanu a inkubovana za neustalého michani pies noc
pii 4 °C. Nasledujici den byly roztoky z jednotlivych prostorti vypustény do mikrozkumavek a
do scintilacnich vialek bylo napipetovano 200 pl z kazdého roztoku. K tomuto mnozstvi byly
pripipetovany 2 ml scintilatniho roztoku, vzorky byly promichany a vlozeny do stojanu. Na
zaver byl stojan umistén do scintilatoru, kde byla nasledné mérena radioaktivita v jednotlivych

vzorcich.

3.11 Kliceni obilek pSenice seté a kukuFice seté

Cely experiment byl rozdélen do 5 dntl, tzn. 5 Casovych bodd, pficemz samotné kliceni
probihalo po dobu 4 dni. V prvnim dnu experimentu byly provedeny vSechny potiebné piipravy
(viz. nize) a také byly jako reference (Cas kli¢eni oznacovany dale jako T0) odebrany obilky v
suchém stavu. Dale jiz byl po 24 hodinach odebiran kli¢ici material.

Na pocatku experimentu bylo navazeno potiebné mnozstvi obilek (cca. 7 g pro jeden
¢asovy bod) pSenice seté (Triticum aestivum) a kukuftice seté (Zea mays).

Obilky pak byly sterilizovany chlorid-chlornanem sodnym o dvojnasobném objemu
vzhledem k mnozstvi obilek po dobu 2 minut a poté proplachnuty 50 ml sterilni destilované
vody. Od této chvile byly pro praci s obilkami striktné dodrzovany sterilni podminky, tzn.
veSkery material a chemikalie pouzivané pro experimenty byly pfedem sterilizovany a
manipulace s obilkami probihala v laminarnim boxu. Po sterilizaci byla semena rovnomérné
rozloZena na filtracni papir navlhéeny destilovanou vodou umistény v 18 cm Petriho misce. Ta
pak byla uzaviena, prelepena prodysnou paskou a umisténa do klima komory, ve které byl
nastaven nasledujici rezim: svétlo o intenzité 5000 Ix po dobu 16 hodin, zbyvajicich 8 hodin
tma, teplota 25 °C, relativni vlhkost vzduchu 60 %.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, klicici obilky pak byly odebirany po dobu nasledujicich 4 dnti
vZdy po 24 hodinach. Pti kazdém odbéru byla stanovena kli¢ivost (pomér poctu kli¢icich obilek
k celkovému poctu obilek) a morfologické zmény obilek byly zdokumentovany pomoci
mikroskopu s integrovanym fotoaparatem. Obilky pak byly rozdéleny do mikrozkumavek a

skladovany pii -80 °C.
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Paraleln€ byl provadén také experiment slouzici ke stanoveni kiivky kliceni. Ten spocival
ve sledovani hmotnosti obilek ve zvolenych casovych bodech, kdy byla kazda obilka zvlast
zvazena na analytickych vahach. Pro kazdy casovy bod bylo pfipraveno 30 obilek, zpisob
ptipravy a podminky kli¢eni jsou uvedeny vyse. Hmotnost obilek byla stanovena na pocatku
kliceni (obilky v suchém stavu, bod 0) a v prib&hu prvni hodiny kli¢eni byly obilky odebirany a
vazeny v patnactiminutovych intervalech. Po dobu néasledujicich 8 hodin byl sbér materialu a
stanoveni hmotnosti provadén vzdy po uplynuti 1 hodiny, dal§imi ¢asovymi body bylo 24, 48,

72 a 96 hodin.
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Vysledky a diskuse

4.1 Charakterizace cytokinin-vazebného proteinu (CBF-1)

Za pomoci jiz diive publikované sekvence vazebného mista CBF-1 (Ala-Phe-Leu-Gln-
Pro-Ser-His-His-Asp-Ala-Asp-Glu), (Brinegar et al., 1988) byla prostiednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, jednoduché prohledavani) nalezena v databazi
NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/) ¢ast sekvence pravdépodobné patfici studovanému cytokinin-

vazebnému proteinu o velikosti 175 aminokyselin (Obr. 25).

10 Z0 20 400 E0
L T e T T T R
CBF.1 T Triticum NCB] MKSAVRSPWL VLAIVLSLCL SLSFASWDAE DVGRGSRRW] EGGDEGRS
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Obr. 25: Casteéna sekvence vazebného mista CBF-1 nalezend pomoci algoritmu BLAST v databazi

NCBL

Pro mnohocetné vyhledavani byla Mgr. Chamradem pouzita databaze SwissProt, do které
byla zadana vySe uvedena ¢ast sekvence CBF-1. Vysledkem vyhledavani studované sekvence
bylo pouze pét sekvenci, jedna pro kukufici setou (Zea mays), dalsi pro ryzi setou (Oryza
sativa). Dalsi sekvence nalezici pravdépodobné CBF-1 nalezl Mgr. David Kopecny, Ph. D. v
databazi The Gene Index Project (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/Blast/index.cgi). Vysledkem jeho vyhledavani byly tii sekvence pro psenici setou a jedna
pro kukufici setou. Sekvence pfifazena kukufici seté se zcela shodovala s ¢astecnou sekvenci
pro kukufici jiz dfive nalezenou Mgr. Chamradem. Nalezené sekvence jsou uvedeny v ptiloze
diplomové prace. Pro vzajemné porovnani vSech téchto sekvenci bylo pouzito mnohocetného
porovnavani pomoci programu TCoffee (http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
bin/Tcoffee/tcoffee cgi/index.cgi). Nejprve bylo vyhodnoceno skoére pro vSechny nalezené
sekvence, které bylo stanoveno na 91. Poté bylo provedeno srovnani sekvenci pouze pro pSenici
setou. Toto skore bylo vyhodnoceno programem jako 96. Tyto vysledky vypovidaji o vysoké
homologii vSech nalezenych sekvenci. Vazebné misto u vyhledanych vysledki zistava
konzervovano pouze s vyjimkou nahrady druhého His za Tyr, tedy: Ala-Phe-Leu-GIn-Pro-Ser-

His-His/Tyr-Asp-Ala-Asp-Glu. Tato zména His za Tyr miize byt zdivodnéna naptiklad moznou
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mutaci sekvence, ktera poté setrvala v evoluénim vyvoji téchto proteind. Vyskyt vétsiho
mnozstvi forem studovaného proteinu je mozné ptisuzovat hexaploidnimu genomu psenice (He
etal.,2003).

Pro urceni dilezitych fyzikalné-chemickych parametri byly vSechny nalezené sekvence
analyzovany s pomoci aplikace ProtParam, ktera je volné pfistupna na ExPASy Proteomics
Serveru  (http://us.expasy.org/tools/protparam.html). Tato aplikace umoznila stanoveni
molekulové hmotnosti (bez ptfipadnych posttranslacnich modifikaci), pI a aminokyselinového

zastoupeni. Tyto charakteristiky jsou pro ¢tyfi z nalezenych sekvenci zobrazeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Vyhodnoceni aminokyselinového zastoupeni u nalezenych sekvenci nalezicich patrné CBF-1. V
tabulce jsou uvedeny také predpokladané hodnoty Mr a pl. Hodnoty v prvnim sloupci ozna¢eném jako
CBF-1 jsou ptevzaty z publikace autorti Eriona a Foxe (Erion & Fox, 1981). Dalsi sekvence jsou
oznacovany za pomoci svych identifikacnich Cisel z ptislusnych databazi. Modfe jsou zvyraznény nejvice

zastoupené aminokyseliny.

CBF-1 (Erion Q7MI1Z8  TC332797  TC286909  TC295889
& Fox, 1981)

Mr (kDa) 53 kDa 49,9 48,2 46,0 44,9
pl / 6,2 82 7,8 7,3
Zastoupeni jednotlivych aminokyselin (%)

Ala 6,6 6,9 5,0 4,4 4,6
Arg 10,6 8,7 12,5 12,3 13,2
Asn / 2,2 1,4 1,5 1,5
Asp 7,6 4,2 4,2 4,7 4,6
Cys 0,7 1,3 1,2 1,5 1,5
Gln / 3,6 4,7 3,9 4,1
Glu 17,2 10,0 11,1 10,3 11,5
Gly 12,0 9,3 10,8 12,3 10,9
His 34 2,9 3,8 4,4 3,8
Ile 2,6 3.3 4,5 3.4 33
Leu 5,4 7,1 5,9 5,6 5,9
Lys 3.4 4,2 3.3 2,9 2,8
Met 0,6 2,0 1,2 1,2 1,3
Phe 4,4 4,7 4,0 4,9 53
Pro 3,5 4,0 3,1 3,2 33
Ser 7,5 10,9 9,9 10,5 10,2
Thr 4,1 33 2,8 2,9 2,8
Trp / 1,1 1,2 1,2 1,3
Tyr 2,8 2,0 2,6 2,2 2,0
Val 7,6 8,2 6,8 6,6 6,1

Po provedeni in-silico analyzy bylo nutné ziskané informace ovéfit experimentaln€. Pro
jednotlivé experimenty byl pouzivan CBF-1 purifikovany Ing. Kaminkem z Ustavu
experimentalni botaniky v Praze (Kaminek et al., 2003). S timto proteinem byla nejprve
provedena SDS-PAGE s detekci separovanych proteini barvivem Coomassie Brilliant Blue
(Obr. 26a). Na gelu zachyceném na uvedeném obrazku byla patrnd ptitomnost intenzivniho

bandu s velikosti cca. 50 kDa. Ziejmy byl také vyskyt dalSich bandl v oblasti okolo 37 kDa a
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PAGE purifikovaného proteinu na gelu detekovany bandy o podobnych velikostech (Erion &
Fox, 1981; Brinegar & Fox, 1985c). 50 kDa band byl poté pfitazen CBF-1, zbyvajici bandy
byly oznaceny za jeho degrada¢ni produkty (Brinegar et al., 1988). Je pravdépodobné, ze i v
mém piipadé doslo diky pomérné velkému staii vzorku k ¢astecnému rozkladu CBF-1, ktery se
projevil vyskytem téchto fragmentti, a také tim, Ze studovany protein jiz nevykazoval zadnou
vazebnou aktivitu. Pro podrobné&jsi charakterizaci CBF-1 byla dale provedena separace proteinu

pomoci 2-D elektroforézy se stripy s pH rozmezim 3-10 (Obr. 26b).
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Obr. 26: Elektroforeticka separace CBF-1. Pro SDS-PAGE (a) bylo na gel nanSeno 5 ug vzorku, pro 2-

D elektroforézu (b) potom 12,5 pg. V obou piipadech byly proteiny detekovany pomoci barviva CBB.

Na gelu byl po 2-D elektroforéze barvenim detekovan souvisly pas spot v oblasti pH mezi
7 a 9 a molekulové hmotnosti okolo 50 kDa. Pokud by vSechny tyto spoty nalezely CBF-1,
existovaly by pro vysvétleni tohoto jevu dvé teorie. Prvni z nich by byl vyskyt nékolika forem
proteinu, které by se liSily v aminokyselinovém slozeni a tudiz i pl. Tato varianta je, z divodu
které byly zminény vySe, velmi pravdépodobna a nahraval pro ni i fakt, ze bylo pro CBF-1
nalezeno hned nekolik vysoce homolognich sekvenci. Druhym zdtvodnénim, které v§ak nebylo
mozné zanedbat, pak byl vyskyt mnohocetnych posttransla¢nich modifikaci. Vzhledem k tomu,
ze nedoslo ke zméné molekulové hmotnosti, ale pfedev§im pl, by do uvahy pfipadaly hlavné
fosforylace. Tuto moznot také podporovala skutecnost, ze fosforylace serint jiz dfive byla u
CBF-1 publikovana (Polya & Davies, 1983).

Pro potvrzeni identity CBF-1, ovéfeni nalezenych sekvenci a také hypotéz ohledné
vyskytu jeho nékolika forem byla provedena jeho identifikace hmotnostni spektrometrii za
pomoci databaze obsahujici vSechny nalezené sekvence. Protein detekovany na SDS-PAGE gelu

v oblasti okolo 50 kDa (ptedpokladany CBF-1) byl vyfiznut, proteolyticky nastépen trypsinem a
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identifikovan na hmotnostnim spektrometru s konfiguraci MALDI-TOF.

ol

Obr. 27: Analyza CBF- 1 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii. Na obrazku je zachyceno hmotnostni

spektrum peptidd ziskanych trypsinovym §tépenim CBF-1. Piky peptidd, které byly pfitazeny CBF-1,

maji uvedeny udaj o molekulové hmotnosti.

Namétena data byla po analyze zpracovana programem flexAnalysis 2.4 a vyhodnocena
algoritmem Mascot bézicim na lokalnim serveru Mascot Server 2.2. Vyfiznuty band byl na
zéklade 11 peptidt uspésné identifikovan jako CBF-1 (pfifazend sekvence wheatTC332797) s
hodnotou skore 88 a pokrytim sekvence 33 % (Obr. 27).

Také jednotlivé spoty detekované na 2-D gelu byly vyfiznuty a po trypsinovém $tépeni
podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru. Tentokrat se ale jednalo o tandemovy
hybridni pfistroj Q-TOF s vysokym rozlienim spojeny se systémem pro HPLC chromatografii.
V ramci tohoto experimentu byly vSechny vyfezané spoty identifikovany jako CBF-1, ptficemz
pfifazeny byly tfem nalezenym sekvencim ze pSenice. Pokryti sekvenci se pohybovalo v
rozmezi 6 az 22 % s nejvysSim skoére 546. Pro jasngjsi predstavu jsou na Obr. 28 oznaceny

jednotlivé spoty, které byly z gelu po 2-D elektroforéze vytiznuty.
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Obr. 28: Detail jednotlivych spot separovanych 2-D elektroforézou. Tyto spoty byly bud’ obarveny
barvivem CBB a nasledn¢ identifikovany hmotnostni spektrometrii (a; nanaSeno bylo 12,5 pg proteinu,
oznaceny jsou vSechny spoty, které byly z gelu vyfiznuty a déale analyzovany) a nebo detekovany za

pomoci specifické protilatky po Western blotu (b; nanaseno bylo 22,5 pg proteinu).

Podle téchto vysledkli se hodnoty pl jednotlivych spot shoduji s jejich polohou na
vysledném 2-D gelu. Pas spot byl totiz detekovan v oblasti pH 7-9. pl prvni oznacené spoty byla
po analyze stanovena jako 7,27. Hodnota pl dalSich spot nartistala az k posledni oznacené spote,
jejiz hodnota pl byla §,23.

Jako nezavisla metoda pro ovéteni vysledkl identifikaci byl po separaci zkoumaného
proteinu 2-D elektroforézou proveden také Western blot s naslednou imunodetekci primarni
polyklonnalni protilatkou specifickou pro vazebné misto CBF-1, kterou na zakazku vyrobila
firma CloneStar Brno. Vysledek tohoto experimentu je zobrazen na Obr. 28b. Jak je z obrazku
patrné, detekovany pas spot je totozny s pasem spot detekovanych barvenim dusi¢nanem
stiibrnym. Tento experiment tak potvrdil vysledky diive provedenych identifikaci.

Na zéklad¢ publikace Polya a Daviese, ktefi se zabyvali nedofeSenymi otazkami tykajici
se CBF-1 a wvysvétlovali rozdilnd fakta publikovand o jeho struktuie fosforylaénimi
modifikacemi serinti (Polya & Davies, 1983), byla také provedena proteomickd analyza
moznych fosforylaci tohoto proteinu. K tomuto ucelu byl opét pouzit hmotnostni spektrometr
Q-TOF s vysokym rozliSenim spojenym se systémem pro HPLC chromatografii. Zadné
fosforylace vSak nebyly prokazany. Neda se ale zcela vyloucit, ze CBF-1 mtZze byt v rostlinach
fosforylacné modifikovan. Vzhledem ke vsem vyse uvedenym vysledkiim vsak byly jako divod

vyskytu pasu spot nalezicich CBF-1 vylou€eny jeho fosforylace.

4.2 Extrakce proteini z obilek pSenice a kukufice

Krom¢ charakterizace CBF-1 bylo jednim z dalSich cili mé diplomové prace monitorovat
hladiny tohoto vazebného proteinu v priubéhu kliceni pSenice. Po zjisténi, Ze by se homolog
CBF-1 mohl vyskytovat i u kukufice, byla do planovanych experimentd zahrnuta i tato
obilovina. Jako nastroj vhodny pro sledovani obsahu CBF-1 pak byla vybrana metoda MRM

kvantifikace a jako nezavisla technika vhodna pro ovéfeni ziskanych dat také 2-D elektroforéza.
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Nez vsak mohlo byt pfikro¢eno k samotnym analyzam, musely byt nejprve vyzkouseny a
zavedeny metody extrakce proteini z rostlinného materialu.

Pro tento ucel byly na zaklad¢ studia literatury zvoleny nasledujici metody: extrakce TCA
v acetonu, fenolickd extrakce, extrakce mocovinou a extrakce dodecylsiranem sodnym. Prvni
testovanou extrak¢ni technikou byla tedy metoda TCA v acetonu (Obr. 29a). Ta byla poprvé
publikovana Damervalem (Damerval et al., 1986) pted vice nez dvaceti lety, ale i pfes své
relativni stafi dodnes patii k nejéastéji pouzivanym metodam piipravy rostlinnych proteint pro

naslednou proteomickou analyzu. Mezi jeji hlavni vyhody patii rychlost, jednoduchost,

- -1

- () — )

efektivnost a také nevratna inhibice vétSiny prottaas.

Obr. 29: SDS-PAGE proteinii z obilek extrahovanych metodou trichloroctové kyseliny v acetonu. Na
obrazku a) zleva: marker molekulovych hmotnosti; efekt pridavku 15 %, 10 % a 5 % (w/w)
polyvinylpolypyrolidonu pii extrakci kukufi¢nych protein(; na obrazku b) zleva: marker molekulovych
hmotnosti; efekt pridavku 15 %, 10 % a 5 % (w/w) polyvinylpolypyrolidonu pii extrakci pSeniénych
proteint. Na poslednim zachyceném gelu (c) je poté znazornén vysledek extrakce proteint bez pridavku
polyvinylpolypyrolidonu, zleva marker molekulovych hmotnosti, extrakt z obilek pSenice, opét marker
molekulovych hmotnosti a extrakt z obilek kukufice. Pro kazdy vzorek bylo na gel nanaseno 5 pg

proteind.
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Jednou z testovanych modifikaci této extrakéni metody byl pfidavek
polyvinylpolypyrolidonu (PVPP), ktery je nerozpustny ve vodé a vaze vodikovymi mustky
fenolaty z rostlinnych extrakti s G¢innosti odstranéni téchto latek okolo 90 % (Toth & Pavia,
2001). Po jeho pouziti pii extrakci a nasledném provedeni SDS-PAGE pfipravenych vzorka
vSak byla z gelu patrna vyrazna redukce v zastoupeni separovanych proteinii v nékterych
oblastech. Stejny experiment byl proveden také u extraktl obilek kukufice a opét doslo ke
stejnému jevu (Obr. 29a,b). Vzhledem k tomuto pro nase ucely negativnimu G¢inku PVPP bylo
od jeho pouziti pii extrakci 10% (w/v) TCA v acetonu ihned upusténo a dale byl tento typ
extrakce provadén bez jakychkoliv modifikaci podle protokolu optimalizovaného pro mala
mnozstvi vychoziho materidlu (Carpentier ef al., 2005). Vysledné gely s detekovanymi proteiny
po SDS-PAGE jsou zobrazeny na Obr. 29c.
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Obr. 30: Srovnani vyzkouSenych extrakénich metod. Na obrazku je zachycen vysledek separace
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pSeniénych (a) a kukutiénych (b) proteinti ziskanych fenolovou extrakci (1), extrakci TCA v acetonu (2),
extrakci za pouziti mocoviny (4) a extrakci pomoci SDS. Pro kazdy vzorek bylo do jamky gelu

aplikovano 5 pg proteinti.

Dalsi vyzkouSenou extrakci byla extrakce fenolova. Tato extrakéni metoda vSak vykazuje
jisté negativni vlastnosti v porovnani s extrakéni metodou TCA v acetonu. Jedna se o zdlouhavy
postup extrakce, navic je hlavni komponenta tohoto postupu toxickd a korozivni. Zbyvajicimi
variantami pouzitych extrakénich technik byly metody vyuZzivajici mocovinu a SDS.U obou
téchto metod je hlavni vyhodou kratka doba celého postupu. Extrakce vSemi témito metodami
vedla k uspokojivému vysledku a nebyla nutna zadna dalsi optimalizace postupu. Pro srovnani
jsou na Obr. 30 zachyceny gely po SDS-PAGE separaci extraktti obilek psenice a kukufice. Pro
vzorky ze pSenice byly mezi jednotlivymi extrakénimi metodami detekovatelné pouze malé

odlisnosti. Tyto zmény jsou jak kvalitativniho charakteru (zmény v zastoupeni jednotlivych
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bandd, jsou naptiklad viditelné v oblastech mezi 20 a 25 kDa ¢i 50 a 75 kDa), tak charakteru
kvantitativniho (zména intenzity se vyskytuje napiiklad u bandu o molekulové hmotnosti 50
kDa). Naopak u vzorkli kukufice je mezi pouzitymi extrakénimi technikami na prvni pohled
ziejma vyrazna odlisnost. Je patrné, Ze nékteré proteiny jsou extrahovany jednou metodou, dalsi
vSak nikoli.

Posledni testovanou metodou byla extrakce na zakladé¢ rozdilnych rozpustnosti proteind v
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pufrech (Obr. 31). Nevyhodou této extrakéni metody je vétsi ¢asova naro¢nost.

Obr. 31: Vysledek SDS-PAGE po extrakci obilek frakcionaénim postupem. Na gel byly jak pro pSenici
(leva cast gelu), tak pro kukufici naneseny postupné frakce albuminti a globulint (1 a 4), gliadint a
glutenin (2 a 5) a CM proteini (3 a 6). Na gel bylo vzdy nandSeno 5 pg proteinti pro kazdy ze

separovanych vzroki.

Prvni ziskanou frakci byla frakce skladajici se pfevazné z albumini a globulind (Obr.
31(1,4)), mezi které by mél patfit i studovany CBF-1. Dalsi skupinou extrahovanych proteini
byla frakce gliadind a gluteninti (Obr. 31(2,5)). Posledni izolovanou proteinovou frakci byla
skupina fidce zastoupenych CM proteini (u vzorkd z kukufice nebylo téméf mozné tyto
proteiny detekovat), (Obr. 31(3,6)).

Po kazdou extrakci byl navic pro porovnani obsahu CBF-1 proveden Western blot s
naslednou imunodetekci tohoto proteinu. Na gel bylo vzdy nanaSeno 5 pg proteinového extraktu
a pro detekci byla pouzita specificka protilatka zminovana jiz diive (viz. predchazejici kapitola).
Pro snadnéjsi orientaci byl na gel aplikovan také CBF-1. Vysledky detekce CBF-1 jsou

zobrazeny na Obr. 32.
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Obr. 32: Western blot pro vzorky extrahované ze pSenice (a) a kukufice (b). Na gel byl aplikovany
vzorky po extrakci TCA v acetonu (1), fenolickou extrakci (2), extrakci pomoci SDS (3), mocoviny (5) a
také frakce albumint a globulint extrahovana KCI pufrem (6). Mezi tyto vzorky byl do jamky oznacené

jako 4 aplikovan také pSeni¢ny CBF-1 poskytnuty Ing. Kaminkem.

Z obrazku je zfejma pritomnost specifického bandu v oblasti okolo 50 kDa u vSech
provedenych extrakci. V pfipadé vzorkll psenice je, jak bylo pfedem piredpokladano,
nejintenzivnéjs$i band u vzorku extrahovaného frakcionacnim zpiisobem. Naopak nejmensi
intenzitu bandu vykazuji vzorky extrahované s pouzitim SDS a mocoviny. Také u vzorkl z
kukufice byly u vSech provedenych extrakénich metod detekovany specifické bandy homologu
CBF-1, které tak potvrdily jeho pfitomnost u této obilniny. Co se G¢innosti extrakce tyce, nebyl
u vzorkl z kukufice detekovan podobny trend jako u vzorkll z pSenice. VSechny detekované
bandy totiz vykazovaly pfiblizné stejnou intenzitu. Snad jediné metoda vyuzivajici SDS v
opakovanych experimentech prokdzala zvySenou schopnost extrahovat studovany protein (z

uvedeného obrazku tento fakt bohuzel neni vidét).
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Obr. 33: Imunodetekce CBF-1 po frakcionaci proteinti z obilek pSenice (a) a kukufice (b). Na obrazku
jsou zachyceny frakce albumind a globulint (1 a 4), gliadini a gluteninti (2 a 5) a CM proteint (3 a 6).

Do prvnich jamek pied tyto frakce byl vzdy nanesen psenicny CBF-1 poskytnuty Ing. Kaminkem.

Na Obr. 33 je poté zachycen Western blot pro jednotlivé skupiny proteini izolované
frakcionac¢nim zpisobem. Uvedeny obrazek velice hezky doklada, ze u pSenice byl hlavni podil
CBF-1 extrahovan do prvni frakce, tedy mezi albuminy a globuliny. Tento fakt je ve shodé¢ s
vlastnostmi CBF-1, ktery byl jiz v minulosti popsan jako globularni protein (Moore, 1979). U
kukutice byl ale homolg CBF-1 piekvapivé extrahovan spise mezi gliadiny a gluteniny, tedy za
pouziti pufrum obsahujiciho detergent (v tomto piipadé SDS). Lze jen spekulovat o poné¢kud
hydrofobné&j§im charakteru kukuii¢cného CBF-1, ale tato skutecnost bude muset byt v budoucnu

potvrzena dal§imi experimenty.
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Dalsi proteomickou metodou pouzivanou v mé diplomové praci byla 2-D elektroforéza.
Pro tu byly pouzivany 7 cm stripy s pH rozmezim 3-10. Nejprve byly metodou 2-D

elektroforézy separovany vzorky pSenice. Vysledné gely jsou vyobrazeny na Obr. 34.

€. - o D
Obr. 34: 2-D elektroforéza proteinti z obilek pSenice izolovanych extrakci TCA v acetonu (a), fenolickou

extrakei (b), extrakci zaloZzenou na SDS (c), pfipadné mocoviné (d) a také frakciona¢nim postupem s
pomoci KCl pufru (frakce albuminti a globulint; e). Gely byly barveny stfibrem, separovéano bylo celkové

12,5 pg proteinu.

2-D elektroforéza umoznila oproti jednoduché SDS-PAGE rozeznat opravdu markantni

rozdily v jednotlivych extrakénich metodach, jak je hned na prvni pohled z Obr. X zfejmé. Pro
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demonstraci téchto rozdilti jsem zvolila plochu gelu v oblasti mezi 50 a 75 kDa a v rozmezi pH
priblizné 7 az 9. U extrakce 10% (w/v) TCA v acetonu je mozné rozeznat skupinu né€kolika
ostrych spot. Tyto spoty se v pfiblizn¢ stejném mnozstvi vyskytuji také u fenolické extrakce,
projevuje se zde vSak horsi kvalita celé separace zpisobena patrné piitomnosti kontaminantt.
Naopak u metody SDS, mocovinové a frakcionacni se pocet spot v této oblasti vyrazné lisi
(oproti dvéma predchozim technikam je redukovan). Vysledky téchto experimentti se ramcove
shodovaly s vysledky publikovanymi Hurkmanem a Tanakou (Hurkman & Tanaka, 2006), ktefi
provedli srovnani vSech zminénych extrakénich metod pro 2-D elektroforézu proteinovych
vzorkl pochazejicich z endospermu pSeni¢nych obilek. Jedina z metod, ktera se svymi vysledky
od poznatkii uvadénych v této publikaci mirn¢ liSila, byla extrakce fenolickd. U vzorkl z
kukuftice poskytly z kvalitativniho hlediska velmi podobné vysledky extrakce 10% (w/v) TCA v
acetonu, extrakce fenolickd a extrakce pomoci SDS (pro srovnani bychom mohli opét pouzit
napfiklad oblast mezi 50 a 75 kDa a v rozmezi pH pfiblizn¢ 7 az 9). Zbyvajici techniky pak
ptinesly zcela odlisné vysledky (Obr. 35).
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Obr. 35: 2-D elektroforéza proteinil z obilek kukufice. Tyto vzorky byly ziskany extrakci TCA v acetonu

(a), fenolickou extrakcei (b), extrakei zaloZenou na SDS (c), pfipadné mocoving (d) a také frakciona¢nim
postupem s vyuzitim KCl pufru (frakce albumind a globulind; e). Gely byly k barveny stfibrem,

separovano bylo celkoveé 12,5 pg proteinu.

Po provedeni druhého rozméru byl pro kazdy typ extrakce proveden také Western blot na
nitrocelulosové membrané s vizualizaci CBF-1 specifickou protilatkou . U kazdého blotu je poté

zobrazena orientace stripu a pfiblizny rozsah pH, v kterém byly spoty detekovany.
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Obr. 36: Western blot extrakt obilek pSenice; (a) extrakce TCA v acetonu, (b) exktrakce fenolicka, (c)
extrakce SDS, (d) extrakce mocovinova, (e) extrakce fracionacni. Pro experiment bylo vzdy pouzito 22,5

ug proteinu.

Na Obr. 36 je série blotl pro extrakty ze pSenice. Jak je z filml na prvni pohled znatelné,
jednotlivé metody se 1iSi mnozstvim detekovatelnych spot patticich CBF-1. Nejvetsi mnozstvi
specifickych spot poskytla metoda TCA v acetonu, sérii n€kolika spot bylo mozné¢ detekovat
také u metod s vyuzitim SDS a pomoci mocoviny. Odlisného vysledku bylo dosazeno u
extrakce fenolické a frakcionacni. Z filmt jsou patrné pouze dvé spoty pattici CBF-1.

Dale byl proveden Western blot extrakti kukufice. Filmy po vyvolani jsou zachyceny na
Obr. 37. U téchto vzorkl pak nebyly znatelné rozdily mezi jednotlivymi extrakénimi metodami.
Na kazdém filmu byly detekovany pouze dvé spoty, které se u jednotlivych extrakei lisily pouze
svou intenzitou. Tento vysledek byl pomérné piekvapivy, protoze pro kukuficny homolog CBF-
1 byla nalezena pouze jedina sekvence. Pfesto varianta, Ze také u pSenice existuje vice
homologii CBF-1, nemtize byt zcela vyloucena. Experimenty, které by tuto moznost potvrdily

nebo vyvratily, vSak jiz byly nad ramec této prace.
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Obr. 37: Western blot extraktii obilek kukufice; (a) extrakce TCA v acetonu, (b) extrakce fenolicka, (c)

extrakce SDS, (d) extrakce mocovinova, (e) extrakce fracionacni. Pro tuto analyzu bylo pouzito 22,5 pug
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proteinu.

Jelikoz byl dfive proveden Western blot samotného CBF-1 (viz. kapitola 4.1
Charakterizace cytokinin-vazebného proteinu) a vysledny film obsahoval vétsi mnozstvi spot
shodnych se spotami detekovanymi po extrakci metodou TCA v acetonu, byla tato metoda
vybrana jako vhodna ke zpracovani daného materialu pro pozdéjsi imunodetekci studovaného
proteinu po 2-D elektroforéze néasledované Western blotem. Pfi tomto vybéru byl bran zietel
hlavné na vysledky dosazené u vzorkil pSenice, protoze u kukufice nebyl pozorovan mezi
testovanymi metodami témér zadny rozdil. Extrakce vyuzivajici mocovinu byla poté zvolena k

izolaci proteini pro MRM kvantifikaci a extrakce pomoci pufru s obsahem KCI pro

rovnovaznou dialyzu.

4.3 Rovnovazna dialyza extrahovaného materialu

Dalsim cilem mé diplomové prace bylo na naSem pracovisti zavést a optimalizovat
metodu rovnovazné dialyzy pro sledovani vazebné kapacity rostlinnych proteinti extrahovanych
z obilek vi¢i cytokininim. Pro tuto metodu byl pouzivan radioaktivni standard
[*H]benzyladenin ([*’H]BAP) s nasledujicimi parametry: 0,5 mCi v 0,5 ml MeOH, 37,4
Ci/mmol. Koncentrace roztoku standardu byla pfepoctena na zakladé vyse uvedenych jednotek
jako 26,7 uM.

Aby bylo mozné pomoci rovnovazné dialyzy spolehlivé sledovat zmény ve vazebné
kapacité proteind, bylo nutné zavést podminky poskytujici co nejlepsi odezvy méfeného
signalu. Nejprve bylo proto pfedmétem mého zajmu stanovit optimalni mnozstvi hrubého
proteinového extraktu obilek pSenice. Z tohoto divodu byl proveden experiment, kdy byla
specificka vazba cytokinini sledovana pii aplikaci rizného mnozstvi proteinti za fixni

koncentrace ["H]BAP (6 nM), (Obr. 38).
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Obr. 38: Zavislost velikosti specifické vazby cytokininli na mnoZstvi nanesenych proteinti extrahovanych

z pSeni¢nych obilek.

Z uvedeného vyneseného grafu je velmi dobie patrny nardstajici trend méfeného signalu
se zvétSujicim se mnozstvim proteini. Tento trend se projevuje vyrazné az do mnozstvi 2,5 mg
hrubého extraktu, pii dalSim zvySeni nanasky proteind na 5 mg jiz neni vzriist méreného signalu
tak velky. Na zakladé¢ poméru velikosti odezvy méfeného signalu ku mnozstvi aplikovanych
proteinti pak byla jako idealni nandska poskytujici dostate¢nou odezvu umoziujici statistické
vyhodnoceni vysledkti vybrana hodnota 2,5 mg proteintl.

Cilem dalsiho experimentu bylo proméfit zavislost specifické vazby cytokininli na
koncentraci ["H]BAP pii stejném mnozstvi aplikovanych pseni¢nych proteind. Pro tento
experiment bylo na zéklad¢ studia literatury vybrano 5 koncentraci znaceného standardu v
rozsahu od 1 do 12 nM (pfiblizné¢ v tomto rozmezi se pohybovaly koncentrace pouzivané

rliznymi autory pro obdobna méfeni vazebné kapacity), (Obr. 39).
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Obr. 39: Zavislost méfené radioaktivity na vzristajici koncentraci znageného ligandu.

Vysledny graf ma charakter sigmoidni kiivky. Z grafu pak vyplyva, Ze koncentrace 6 nM
lezi zhruba v 50 % rostouci Casti kiivky, a proto byla tato koncentrace zvolena pro kompeti¢ni
testy specifity dané interakce a také pro sledovani vazebné kapacity v dalSich experimentech.

Oba tyto experimenty byly zopakovany také pro vzorky ziskané extrakcemi proteinti
kukufice. Pii téchto experimentech byly zachovany stejné parametry jako v pripadé dialyz
proteinti pSenice. Graf zavislosti radioaktivity na mnozstvi hrubého extraktu obilek kukuftice je

znazornén na Obr. 40.
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Obr. 40: Zavislost odezvy na mnoZzstvi aplikovaného hrubého kukufi¢ného extraktu.

Vysledek druhého z experimentl provedeného s ménici se koncentraci zna¢eného ligandu

u kukufiénych vzorkd je zobrazen na Obr. 41.
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Obr. 41: Zavislost radioaktivity na vzristajici koncentraci standardu.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd je zfejmé, ze u zpracovanych vzorkli nedoslo ke
specifické vazbé proteinu a ["H|BAP. Tato data vSak byla pomérné piekvapiva, protoze
homolog CBF-1 byl v extraktech z kukufi¢nych obilek provedenim Western blotu s naslednou
imunodetekci specifickou protilaitkou prokazan (viz vysledky predchazejici kapitola).
Vysvétlenim téchto rozporuplnych vysledkii by mohla byt nedostate¢na extrakce proteinu
pouzitym pufrem z diivodu nepiitomnosti detergentu. Tento pufr totiz obsahoval pouze KCl a
jak je dobfe patrné na Western blotu po frakcionacni extrakci (Obr. 33), (viz Western blot
extrakce frakcionacni) ze kukuficny homolog CBF-1 byl daleko Iépe extrahovan pufrem
obsahujicim SDS. Pouziti nékterého z neionogenich detergentli zachovavajicich pfirozenou
aktivitu proteint (naptiklad Triton X-100, Nonidet P-40 nebo n-dodecyl-f-D-maltosid) by tak
mohlo pfinést zvyseni efektivity extrakce CBF-1 a tudiz i zménu v méfeném signalu. Vzhledem
k omezenému Casovému rozsahu mé prace vsak nebyl experiment, jehoz hlavni naplni by bylo
overit vliv pfitomnosti detergentu na vazebnou kapacitu proteinovych extraktd z kukufice,
proveden.

Pro potvrzeni specifity interakce sledované v danych vzorcich byl uskute¢ném
kompeticni test zalozeny na méfeni radioaktivity proteinovych vzorkd, které¢ byly dialyzovany
proti roztoku obsahujici jak zanceny ligand, tak obycejny benzyladenin (oba ve stejné
koncentraci, 6 nM). Do tohoto experimentu byly také zarazeny nckteré standardni proteiny

(Obr. 42).
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Obr. 42: Sloupcovy graf zavislosti méFené radioaktivity na typu vazebného proteinu. MnoZstvi

aplikovanych proteint bylo u tohoto experimentu pro vSechny typy proteinti shodné - 2,5 mg.

Na zéklad¢ ziskanych daji je ziejmé, Ze myoglobin, apoferitin a ovalbumin vykazuji jen
velmi malou odezvu métfeného signalu. Ke specifické vazbé pouzitého ligandu u nich totiz
nedochazi. Velmi zajimava je poté vyssi hodnota naméfené radioaktivity u posledniho pouzitého
standardniho proteinu, kterym byl BSA. Jak bylo ale prokazano u jeho lidského homologu,
sérovy albumin ma v ramci své struktury dv€ primarni a celou fadu sekundarnich vazebnych
mist. Témito misty je pak schopen vazat Sirokou Skalu nizkomolekularnich ligandt (Curry,
2009; Ghuman et al., 2005), mezi néz se fadi také purinové baze a piislusné nukleosidy
(Sulkowska & Michnik, 1997). Oproti myoglobinu, apoferitinu a ovalbuminu se tak zvysené
hodnoty méteného signalu daly ocekavat. Nejvyssi odezvu vykazuje podle ocekavani hruby
extrakt obilek psSenice. Tento vysledek je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisoben specifickou
vazbou ["H]BAP studovanym proteinem. Na zakladé kompeti¢niho testu pak byla specifita této
interakce presvédCivé prokazana. Pridavek neznaceného ligandu totiz zputsobil pokles
naméiené hodnoty na cca. 50 % puvodniho signalu, coz pfesné¢ odpovida teoretickym
predpokladim. Do grafu je také pro srovnani zanesena hodnota méfeného signalu vzorka z
kukufice. Ta byla stejné jako u pfechazejicich experimentii minimalni, srovnatelna s hodnotami
signalu standardnich proteind. Jak bylo diskutovdno vySe, je mozné, Zze béhem zpracovani

obilek nebyla extrakce studovaného proteinu dostatecna.

4.4 Sledovani hladiny CBF-1 pii kliceni

Jak jiz bylo zminéno dfive, hlavnim pfedmétem mého zajmu bylo monitorovani hladiny
CBF-1 béhem kliceni. To bylo sledovano po dobu prvnich ¢ty dnii, behem kterych byly obilky
umistény v klimakomote s nastavenym rezimem 16 hodin svétlo o intenzit¢ 5000 Ix, 8 hodin

tma. Obilky byly po uplynuti pozadované doby od zacatku kli¢eni sklizeny a jejich fenotypické
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zmény byly zdokumentovany (Obr. 43).

Obr. 43: Strukturalni zmé&ny obilek pSenice béhem &tyi dnd kli¢eni. (a) klieni obilky po prvnim dnu

inkubace, (b) kliceni obilky po druhém dnu inkubace, (c) kli€eni obilky po tfetim dnu inkubace, (d)

kli¢eni obilky po ¢tvrtém dnu inkubace.

Z obrazkil jsou znatelné vyrazné zmeény struktury obilek pSenice jiz po prvnim dnu
kliceni. Kliceni obilek bylo zahédjeno vyraznou absorpci vody suchym semenem, tzv. imbibici,
ktera pokracovala rozsifenim embrya a jeho rapidnim nabytim hmotnosti. Po prvnim dnu klic¢eni
bylo viditelné protrzeni plastové vrstvy embrya nasledované proniknutim radikuly, kterd je
zakladem budouciho kotene (Obr. 43a). Po dalsim dnu inkubace je zfejmé vyrazné prodlouzeni
radikuly a vznik zékladu pro budouci stonek na opacné stran¢ radikuly (Obr. 43b). Celkové
usporadani tohoto systému je rovnomérné do thlu 360 °. Na konci sledované periody dochazi
jiz k mens$imu prodlouzeni systému s diferenciaci stonkové Casti (Obr. 43d).

Ve zvolenych casovych bodech byla navic zaznamenana prumérna hmotnost obilek.

Vysledky byly nasledné zaneseny do grafu (Obr. 44).
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Obr. 44: Graf zavislosti hmotnosti obilek na dob& od zahajeni kli¢eni. V grafu nejsou zanesené
smérodatné odchylky z divodu vétsi prehlednosti, hlavné u pocateénich bodu kiivky.

Kiivka na obrazku 44 vykazuje pozvolny sigmoidni charakter. Absorpce vody semenem
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lze rozdé€lit na tii ¢asti. Pro prvni ¢ast kiivky je charakteristicka prudka absorpce vody, kdy je
ptiristek hmotnosti obilky znatelny jiz po patnacti minutich. Tyto parametry jsou
charakteristické pro tzv. imbibicni fazi kliceni, ktera je néasledovana neménnou fazi. Pro tuto
cast je typicka nevyrazna absorpce vody, ktera je pozorovatelna priblizné mezi 24. a 48.
hodinou kli¢eni. Posledni fazi je opét zvySena absorpce vody semenem, ktera ukoncuje kiivku
kliceni (Kucera et al., 2005).

Tento experiment byl zopakovan také pro obilky kukufice. Opét byla provedena ¢tyfdenni
inkubace obilek za stejnych podminek jako v predchazejicim experimentu. Po uplynuti

pozadované doby byly obilky sledovany pod mikroskopem a vyfotografovany (Obr. 45).

Obr. 45: Strukturdlni zmény obilek kukufice béhem ¢&tyf dnli kli¢eni. (a) kli¢eni obilky po prvnim dnu

inkubace, (b) kli¢eni obilky po druhém dnu inkubace, (c) kli¢eni obilky po tfetim dnu inkubace, (d)

kli¢eni obilky po ¢tvrtém dnu inkubace.

Z uvedené série obrazku jsou opét viditelné typické fenotypické zmény obilek béhem
kliceni. Tento proces probiha u kukufice pomalejsi rychlosti. Trend kliceni je stejny jako v
pripadé obilek pSenice. Z fotografie je ziejma rapidni imbibice jiz v prvnim dni kli¢eni. V této
fazi dochazi k rapidnimu nartistu hmotnosti semene opét jiz po patnacti minutach kli¢eni (Obr.
46). Druhy den je pozorovazelny naznak protrzeni plastové vrstvy embrya, ale zatim bez
proniknuti radikuly. Tento d&j je typicky pro tfeti den ikubace, kdy Ize detekovat i zaklad
stonku. K nejvyraznéj§im fenotypickym zménam pak dochazi béhem ctvrtého dne kliceni, kdy
lze jednoduse rozeznat stonkovou cast od casti radikuly. V porovnani s obilkami pSenice neni
ziejmé pravidelné usporadani systému. Systém utvareni budouciho kofene a stonku je zcela
nahodny.

Pro stanoveni kiivky kliceni byly obilky v pfislusnych intervalech od pocatku kliceni

zvazeny a jejich primérna hmotnost byla zaznacena do grafu (Obr. 46).
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Obr. 46: Kiivka klieni obilek kukufice. V grafu nejsou zanesené smérodatné odchylky z diivodu

prehlednosti pocatecnich bodu kiivky.

Kiivka grafu na Obr. 46 nevykazuje typicky charakter pro kiivku kliceni. Z grafu je
ziejmé pozvolné zvySovani hmotnosti semen az do posledniho sledovaného bodu bez
pfitomnosti neménné faze.

Po kazdém uplynutém dni kliceni byla také vypoctena klicivost obilek obou druhi
rostlinného materialu. V piipadé obilek pSenice se kliivost béhem ctyf inkubacnich dnt
pohybovala v rozmezi 94 az 98 %. U obilek kukutice pak byla kli¢ivost vzdy okolo 95 %.

Pro monitorovani hladiny CBF-1 byla pouzita metoda MRM kvantifikace a pro sledovani
vazebné kapacity rovnovazna dialyza. Jak uz bylo zminéno dfive, bod TO zna¢ni obilky na
pocatku kliceni, tedy jést€ v suchém stavu. Béhem ¢tyt inkubacnich dnt byly postupné
odebirany jednotlivé vzorky, které byly nasledné prichystany pro jednotliva méteni.

Pro MRM analyzu byl jako interni standard zvolen BSA, ktery se pfidaval jesté pied
Stépenim k jednotlivym extraktim a jehoz hladina tak byla pro vSechny analyzované vzorky
priblizné stejna (Obr. 47). Z toho diivodu bylo mozné porovnavat ménici se hladinu sledovného
proteinu CBF-1 jako zménu poméru odezvy jeho peptidii vztazenou k odezvé peptida patiicich
BSA. Soucasné s timto experimentem byla vzdy provedena rovnovazna dialyza pro stanoveni
vazebné kapacity proteint ve stejnych vzorcich. Graf monitorujici vysledky z obou méfeni je

zachycen na Obr 48.
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Obr. 47: Odezva BSA v méfenych vzorcich pSenice.

Na zakladé vysledkti rovnovazné dialyzy je ziejmy pokles méfeného signalu, nikoli vSak
k nulovym hodnotam, jak bylo o¢ekavano podle dfive publikovanych vysledkiim (Brinegar et
al., 1985b). Je ziejmé, Ze se vazebna kapacita po tietim dni ustali na cca. polovinu své vychozi
hodnoty. Vysledky z této nezavislé metody se zcela shoduji s vysledky naméfenymi pomoci
hmotnostni spektrometrie. Na Obr. 48 je zifejmy pokles odezvy CBF-1/BSA bé&hem c¢tyfdenni
inkubace, pficemz trend tohoto poklesu je shodny s poklesem vazebné kapacity. Hladina CBF-1
tak v prabéhu ctyf sledovanych dni spadne na polovinu, ale dale se jiz vyrazn¢ némeéni.
Vysledky piivodi studie Brinegara a spolupracovnika pfitom udavaji, ze jiz béhem prvniho dne
kli¢eni dochazi ke zantelnému poklesu mnozstvi CBF-1 (viz kapitola 1.2.1 Cytokinin-vazebny
protein ze pSenice seté¢), a béhem dalSich dvou dnil jiz tento protein v obilce nelze detekovat
(Brinegar et al., 1985b). Jako mozné vysvétleni mize byt vzata do tivahy nepfitomnost
inhibitori proteas v pouzivanych extrakénich pufrech, kterd je diky znacné proteolytické

aktivité vyskytujici se v tomto typu vzorkl zcela nezbytna.
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Obr. 48: Relativni kvantifikace obsahu CBF-1 proteinu v obilkdch pSenice b&hem klieni. Kvantifikace
je provadéna jako pomér obsahu CBF-1 k internimu standardu BSA. Relativni obsah CBF-1 je doplnén
grafem specifické vazby [3H] BAP zmétené pomoci rovnovazné dialyzy s 2,5 mg proteind v extraktu na

reakci.

Pro vzorky kukufice nevysly vysledky rovnovazné dialyzy tak piiznivé jako v
predchazejicim piipadé. Jak uz bylo zminéno diive, vazba ['H|BAP nebyla u extrakti z
kukufice prokéazana ani v predchézejicich experimentech (viz kapitola 4.3 Rovnovazna dialyza
extrahovaného materialu), a stejné vysledky se projevily také u dialyzy pro klicici obilky. I v
tomto ptipad¢ byly naméfené jen velmi malé odezvy méfeného signalu. Mozné pficiny tohoto
jevu jiz byly zevrubné diskutovany vyse. MRM analyza poté potvrdila pfitomnost homologu
CBF-1 u kukufice a tim i vysledky dosazené v pribéhu zavadéni extrakénich metod. Z grafu na
Obr. 49 je zfejmy nardst namétené odezvy CBF-1/BSA s vyvrcholenim v druhém dnu inkubace.
V dalSich inkuba¢nich dnech hodnota této odezvy klesa, ne vSak k nulové hodnoté. Timto
profilem se kukufi¢ny homolog CBF-1 lisi od proteinu ze pSenice, k vysvétleni tohoto rozdilu
v$ak budou potieba jest¢ mnohé dalsi experimenty.

V ptvodnim planu bylo také ovérit vSechny dosazené vysledky dalsi nezavislou metodou,
kterou méla byt 2-D elektroforéza néasledovana Western blotem a imunodetekci CBF-1

specifickou protilatkou. Z ¢asovych diivoda vsak tento experiment jiz nebyl proveden.
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Obr. 49: Relativni kvantifikace obsahu homologu CBF-1 v obilkach kukufice b&hem Kkligeni.
Kvantifikace je provadéna jako pomér obsahu homologu CBF-1 k internimu standardu BSA. Relativni
obsah CBF-1 homologu je doplnén grafem specifické vazby [3H]BAP zméfené pomoci rovnovazné

dialyzy s 2,5 mg proteintl v extraktu na reakci.
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Z.avér

Problematika cytoklinini je jednim ze stézejnich vyzkumnych témat Laboratote
ristovych regulatort. Velkou tradici zde ma hlavné kvantitativni analyza téchto rostlinnych
hormont zaloZena na technikdch moderni hmotnostni spektrometrie. V posledni dobé vSak na
pracovisti dochazi k odklonu od této uzké specializace, zavadéno je stale vice rozli¢nych
metodik a zfetelna je také snaha o spolupréci jednotlivych vyzkumnych skupin, které pak
mohou nabidnout zcela odlisny nahled na stejnou tématiku. S tim také souviselo znovuotevieni
vyzkumu cytokinin-vazebného proteinu CBF-1, na kterém se nyni podili proteomicka skupina
vedenda Mgr. René Lenobelem, Ph.D. a tym zaméfeny na vyzkum regulaci funkce cytokinini
Mgr. Lukase Spichala, Ph.D. Vybér tohoto tématu pak byl zalozen na jiz nékolikrat zminované
skutecnosti, ze ackoliv byl CBF-1 v prab¢hu 70. a 80. let minulého stoleti pomérné intenzivné
studovan, zistalo u néj nékolik nevytesenych otazek. Ma diplomova prace byla proto zaméiena
z velké casti metodicky, a to na zavedeni nékolika proteomickych metod a otestovani jejich
vhodnosti pro vyzkum CBF-1. I pfesto vSak mnou provedené experimenty pfinesly celou fadu
novych, zajimavych poznatk.

Prvnim z cild experimentalni ¢asti mé prace byla podrobnéjsi charakterizace studovaného
proteinu. V této fazi se podafilo najit ¢astecnou sekvenci CBF-1, ktera se stala zakladem pro
pozd€jsi vyhledani nékolika uplnych aminokyselinovych sekvenci pro tento protein.
Ptekvapivym zjisténim bylo, ze byly tyto sekvence nalezeny také u jinych rostlinnych druhii nez
pSenice, a to u ryze a kukufice. Ta byla proto zahrnuta jako vychozi material i do dalSich
planovanych experimentti. Identita sekvenci ze pSenice byla nasledné potvrzena i
experimentalné.

Dals$im krokem bylo vyzkouSeni a nasledné zavedeni n€kolika technik pro extrakci
rostlinnych proteintl. VSechny tyto metody se ukazaly byt pouzitelné pro analyzu CBF-1 a 3 z
nich poté nasly své uplatnéni i v pozdéjsich experimentech. Byly to metoda TCA v acetonu pro
2-D elektroforézu, extrakce vyuzivajici mocovinu pro MRM kvantifikaci a extrakce pomoci
pufru s obsahem KCI pro rovnovaznou dialyzu.

Pro studium vazebného potencialu proteinti pro cytokininy pak byla na naSem pracovisti v
ramci mé diplomové prace zavedena a optimalizovana vySe uvedena metoda rovnovazné
dialyzy. Tato metoda pak poskytla velmi uspokojivé vysledky pti studiu vzorkli pochazejicich z
obilek pSenice. Bohuzel, u proteinovych extrakti z kukufice se zddnou vazebnou aktivitu
nepodatrilo zjistit.

Experimentem, ktery mél funkénost vSech zavedenych metod provéfit v praxi, bylo
monitorovani hladiny a vazebné kapacity CBF-1 béhem kliceni. Pro tento el byla pouzita

relativni kvantifikace studovaného proteinu metodou MRM, jejiz vysledky se zcela idealné
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shodovaly s vysledky rovnovazné dialyzy a do studia tohoto vazebného proteinu vnesly nékolik
novych pohledt.

Stanovené cile, které byly predmétem mé diplomové prace, byly splnény.

87



Literatura

Bantscheff M., Schirle M., Sweetman G, Rick J., Kuster B. (2007), Quantitative mass
spectrometry in proteomics: a critical review, Anal. Bioanal. Chem. 389, 1017-1031.
Bjellgvist B. Ek. K., Righetti P. G., Gianazza E., Gorg A., Westermeier R., Postel W. (1982), J.
Biochem. Bioph. Meth. 6, 317-339.

Boschetti E., Righetti P. G. (2009) The art of observing rare protein species in proteomes with
peptide ligand libraries, Proteomics 9, 1492-510.

Bradford M. M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding, Anal. Biochem. 72,

248-254.

Brault M., Maldiney R. (1999) Mechanism of cytokinin action, Plant Physiol. Biochem. 37,
403-412.

Brault M., Maldiney R., Miginiac E. (1997) Cytokinin-binding proteins, Physiol. Plantarum
100, 520-527.

Brault M., Caiveau O., Pédron J., Maldiney R., Scotta B., Miginiac E. (1999) Detection of
membrane-bound cytokinin-binding proteins in Arabidopsis thaliana cells, Europ. J.
Biochem/FEBS 260, 512-519.

Brinegar A. Ch., Cooper G, Stevens A., Hauer Ch., Shabanowitz J., Hunt D. F., Fox J. E.
(1988) Characterization of a benzyladenine binding-site peptide isolated from a wheat
cytokinin-binding protein: Sequence analysis and identification of a single affinity-
labeled histidine residue by mass spectrometry, pp. 5927-5931, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85.

Brinegar A. Ch., Fox J. E. (1985a) Current Topics in Plant Biochemistry and Physiology 4, pp.
91-100.

Brinegar A. Ch., Stevens A., Fox J. E. (1985b) Biosynthesis and degradation of a wheat embryo
cytokinin binding protein during embryogenesis and germination, Plant Physiol. 79,
706-710.

Brinegar A. Ch., Fox J. E. (1985¢) Resolution of the subunit composition of a cytokinin-binding
protein from wheat embryos, Biol. Plant. 27, 100-104.

Brinegar A. Ch. (1994) Cytokinin binding proteins and receptors, Cytokinins: Chemistry,
Activity and Function, pp. 217-232, Boca Raton.

Candiano G., Bruschi M., Musante L., Santucci L., Ghiggeri G. M., Carnemolla B., Orecchia P.,
Zardi L., Righetti P. G. (2004) Blue silver: A very sensitive colloidal Coomasie G-250
staining for proteome analysis, Electrophoresis 25, 1327-1333.

Carpentier S. C., Witters E., Laukens K., Deckers P., Swennen R., Panis B. (2005) Preparation

of protein extracts from recalcitrant plant tissues: An evaluation of different methods for

88



two-dimensional gel electrophoresis analysis, Proteomics 5, 2497-2507.

Chevallet M., Luche S., Rabilloud T. (2006) Silver staining of proteins in polyacrylamide gels,
Nat. Protoc. 1, 1852-1858.

Curry S. (2009) Lessons from the Crystallographic Analysis of Small Molecule Binding to
Human Serum Albumin, Drug Metab. Pharmacokinet. 24, 342-357.

D’Alessandro A., Righetti P. G., Zolla L. (2010) The red blood cell proteome and interactome:
An update, J. Proteome Res. 9, 144-163.

Damerval C., de Vienne D., Zivy M., Thiellement H. (1986), Technical improvements in two-
dimensional electrophoresis increased level of genetic variation detected in wheat-
seedling proteins, Electrophoresis 7, 52-54.

Erion J. L., Fox J. E. (1975) Cytokinin-binding protein from higher plant ribosomes, Biochem.
Biophys. Res. Commun 64, 694-700.

Erion J. L., Fox J. E. (1981) Purification and properties of a protein which binds cytokinin-
active 6-substituted purines, Plant Physiol. 67, 156-162.

Fox J. E. (1992) Molecular modeling of cytokinins and the CBF-1 receptor, Physiology and
Biochemistry of Cytokinins in Plants, pp. 127-132, SPB Academic Publishingbv, The
Hague.

Fujimoto Y., Nagata R., Fukasawa H., Yano K., Azuma M., lida A., Sugimoto S., Shudo K.,
Hasimoto Y. (1998) Purification and cDNA cloning of cytokinin-specific binding
protein from mung bean (Vigna radiata), Europ. J. Biochem/FEBS 258, 794-802.

Gerber S. A., Rush J., Stemman O., Krischner M. W., Gygi S. P. (2003), Absolute quantitation
of proteins and phosphoproteins from cell lysates by tandem MS, Proc. Natl. Acad. Sci.
US4 100, 6940-6945.

Gharbi S., Gaffney P., Yang A., Zvelebil M. J., Cramer R., Waterfield M. D., Timms J. F.
(2002) Evaluation of two-dimensional differential gel electrophoresis for proteomic
expression analysis of a model breast cancer cell system, Mol. Cell Proteomics 2, 91-98.

Ghuman J., Zunszain P. A., Petitpas I., Bhattacharya A. A., Otagiri M., Curry S. (2005)
Structural Basis of the Drug-binding Specificity of Human Serum Albumin, J. Mol. Biol.
353, 38-52.

Gorg A., Drews O., Liick C., Weiland F., Weiss W. (2009) 2-DE with IPGs, Electrophoresis 30,
122-132.

Gouw J. W, Krijgsveld J., Heck A. J. R. (2010) Quantitative Proteomics by Metabolic Labeling
of Model Organisms, Mol. Cell Proteomics 9, 11-24.

Griffiths J.R., Unwin R.D., Evans C.A., Leech S.H., Corfe B.M., Whetton A.D. (2007) The
application of a hypothesis-driven strategy to the sensitive detection and location of
acetylated lysine residues, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 18, 1423—-1428.

Gygi S. P, Rist B., Gerber S. A., Turecek F., Gelb M. H., Aebersold R. (1999) Quantitative

89



analysis of complex protein mixtures using isotope-coded affinity tags, Nat. Biotechnol.
17, 994-999.

Hamaguchi N., Iwamura H., Fujita T. (1985) Fluorescent anticytokinins as a probe for binding,
FEur. J. Biochem. 153, 565-572.

He P., Friebe B. R., Gill B. S., Zhou J. M. (2003) Allopolyploidy alters gene expresion in the
highly stable hexaploid wheat, Plant Mol. Biol. 52, 401-414.

Horgan R., Hewett E. W., Purse J. G.,, Wareing P. F. (1973) A new cytokinin from Populus
robusta, Tetrahedron Lett. 14, 2827-2828.

Hurkman W. J., Tanaka Ch. K. (2007) Extraction of wheat endosperm proteins for proteome
analysis, J. Chromatogr. B 849, 344-350.

Isaacson T., Damasceno C. M., Saravanan R. S., He Y., Catala C., Saladi¢ M., Rose J. K. (2006)
Sample extraction techniques for enhanced proteomic analysis of plant tissues, Nat.
Protoc. 1, 769-774.

Kaminek M., Trékova M., Fox J. E., Gaudinova A. (2003) Comparison of cytokinin-binding
proteins from wheat and oat grains, Phys. Plant. 117, 453-458.

Keim P., Erion J. L., Fox J. E. (1981) The current status of cytokinin-binding moieties, pp. 179-
190, Springer-Verlag, Berlin.

Keim P., Fox J. E. (1980) Interaction of radiolabeled cytokinin photoaffinity probe with receptor
protein, Biochem. Biophys. Res. Commun. 96, 1325-1334.

Kucera B., Cohn M. A., Leubner-Metzger G. (2005) Plant hormone interactions during seed
dormancy release and germination, Seed Sci. Res. 15, 281-307.

Kulaeva O. N., Zagranichnaya T. K., Brovko F. A., Karavaiko N. N., Selivanka S. Y.,
Zemlyachenko Y. Va, Hall M., Lipkin V. M., Boziev K. M. (1998) A new family of
cytokinin receptors from cereals, FEBS Lett 423, 239-242.

Laemmli U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4, Nature 227, 680-685.

Lange V., Picotti P., Domon B., Acbersold R. (2008) Selected reaction monitoring for
quantitative proteomics: a tutorial, Mol. Syst. Biol. 4,1-14.

Letham D. S. (1963) Zeatin, a factor inducing cell division from Zea mays, Life Sci. 8, 569-573.

Lilley K. S., Dupree P. (2006) Methods of quantitative proteomics and their application to plant
organelle characterization, J. Exp. Bot. 7, 1493-1499.

Martyniuk Ch. J., Denslow N. D. (2009) Towards functional genomics in fish using quantitative
proteomics, Gen. Comp. Endocr. 164, 135-141.

Miller C. O., Skoog F., von Saltza M. H., Strong F. M. (1955) Kinetin, a cell division factor
from deoxyribonucleic acid, J. Am. Chem. Soc. 77, 1329-1334.

Mok M. C. (1994) Cytokinins and plant development-an overview, pp. 155-166, CRC Press,

Boca Raton, Florida.

90



Mollah S., Wertz LE., Phung Q., Arnott D., Dixit V.M., Lill J.R. (2007) Targeted mass
spectrometric strategy for global mapping of ubiquitination on proteins, Rapid
Commun. Mass Spectrom. 21, 3357-3364.

Momotani E., Tsuji H. (1992) Isolation and characterization of a cytokinin-binding protein from
water-soluble fraction of tobacco leaves, Plant Cell Physiol. 33, 407-412.

Moore F. H. (1979) A cytokinin-binding protein from wheat germ. Isolation by affinity
chromatography and properties, Plant Physiol. 64, 594-599.

Nagata R., Kawachi E., Hashimoto Y., Shudo K. (1993) Cytokinin-specific binding protein in
ethiolated mung bean seedlings, Biochem. Biophys. Res. Commun. 191, 543-549.

Ong S. E., Mann M. (2005), Mass spectrometry based proteomics turns quantitative, Nat.
Chem. Biol. 1, 252-262.

Ottens A. K., Golden E. C., Bustamante L., Hayes R. L., Denslow N. D., Wang K. K. (2007),
Proteolysis of multiple myelin basic protein isoforms after neurotrauma: characterization
by mass spectrometry, J. Neurochem. 104, 1404-1414.

Picotti P., Rinner O., Stallmach R., Dautel F., Farrah T., Domon B., Wenschuh H., Aebersold R.
(2010) High-throughput generation of selected reaction-monitoring assays for proteins
and proteomes, Nat. Methods 7, 43-48.

Polya G. M., Bowman J. A. (1979) Ligand Specifity of a High Affinity Cytokinin-binding
Protein, Plant Physiol. 64, 387-392.

Polya G. M., Davies J. R. (1983) Resolution and properties of a protein kinase catalyzing the
phosphorylation of a wheat germ cytokinin-binding protein, Plant Physiol. 71, 482-488.

Polya G. M., Davis A. W. (1978) Properties of a high affinity cytokinin-binding protein from
wheat germ, Planta 139, 139-148.

Rappsilber J., Mann M., Ishihama Y. (2007) Protocol for micro-purification, enrichment, pre-
fractionation and storage of peptides for proteomics using StageTips, Nat. Protoc. 2,
1896-1906.

Razem F. A., Luo M., Liu J.-H., Abrams S. R., Hill R. D. (2004) Purification and
characterization of a barley aleurone abscisic acid-binding protein, J. Biol. Chem. 279,
9922-9929.

Righetti P. G, Burdon R. H., van Knippenberg P. H. Ed. (1990), Immobilized pH gradients:
theory and metodology, Eds.; Elsevier: New York, pp. 17.

Romanov G. A., Taran V. Ya., Chvojka L., Kulaeva O. N. (1986) Specific binding of a zeatin to
a protein fraction of barley leaves and purification of cytokinin-binding proteins, Soviet
Plant Physiol. 33, 75-85.

Romanov G. A., Taran V. Ya., Venis M. A., (1990) Cytokinin-binding protein from maize
shoots, Plant Physiol. 136, 208-212.

Ross P. L., Huang Y. N., Marchese J. N, Williamson B., Parker K., Hattan S., Khainowski N.,

91



Pillai S., Dey S., Daniels S., Purkayastha S., Juhasz P., Martin S., Bartlet-Jones M., He
F., Jacobson A., Pappin D. J. (2004), Multiplexed protein quantitation in Sacharomyces
cerevisiae using amine-reactive isobaric tagging reagents, Mol. Cell Proteomics 3, 1154-
1169.

Sakai S., Kamei N. (1992) Purification of soluble cytokinin-binding protein from etiolated
mung bean seedlings. Biosci. Biotech. Biochem. 56, 504-507.

Sakakibara H. (2005) Cytokinin biosynthesis and regulation, Vitam. Horm. 72, 271-287.

Sasakibara H. (2006) Cytokinins: Activity, Biosynthesis, and Translocation, Annu. Rev. Plant
Biol. 57,431-439.

Samuelson M. E., Larsson C-M. (1993) Nitrate regulation of zeatin riboside levels in barley
roots: effects of inhibitors of N assimilation and comparison with ammonium, Plant Sci.
93, 77-84.

Shantz E. M., Steward F. C. (1955) The identification of compound A from coconut milk as 1,3-
diphenylurea, J. Am. Chem. Soc. 77, 6351-6353.

Schevchenko A., Tomas H., Havlis J., Olsen J. V., Mann M. (2006) In-gel digestion for mass

spectrometric characterization of proteins and proteomes, Nat. Protoc. 1, 2856-2860.

Schmidt A., Kellermann J., Lottspeich F. (2005) A novel strategy for quantitative proteomics

using isotope-coded protein labels, Proteomics 5, 4-15.

Strnad M. (1997) The aromatic cytokinins, Physiol. Plant. 101, 674—688.

Sulkowska A., Michnik A. (1997) Interaction of purine bases and nucleosides with serum
albumin, J. Mol. Struct. 410-411, 27-29.

Sebela M. (2009) Kvantifikace v proteomice, Pfednasky z proteomiky.

Takei K., Sakakibara H., Taniguchi M., Sugiyama T. (2001) Nitrogen-dependent accumulation
of cytokinins in root and the translocation to leaf: implication of cytokinin species that
induces gene expression of maize response regulator, Plant Cell Physiol. 42, 85-93.

Tarkowska D., Dolezal K., Tarkowski P., Astot C., Holub J., Fuksova K., Schmiilling T.,
Sandberg G., Strnad M. (2003) Identification of new aromatic cytokinins in Arabidopsis
thaliana and Populus x canadensis leaves by LC-(+)ESI-MS and capillary liquid
chromatography/frit-fast atom bombardment mass spectrometry, Physiol. Plant. 117,
579-590.

Timms J. F., Cramer R. (2008) Difference gel electrophoresis, Proteomics 8, 4886-4897.

Toth G. B., Pavia H. (2001) Removal of dissolved brown algal phlorotannins using insoluble
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), J. Chem. Ecol. 27, 1899-1910.

Unlii M., Morgan M. E., Minden J. S. (1997) Difference gel electrophoresis: a single gel
method for detecting changes in protein extrakts, Electrophoresis 18,2071-2077.

Unwin R.D., Griffiths J.R., Leverentz M.K., Grallert A., Hagan .M., Whetton A.D. (2005)
Multiple reaction monitoring to identify sites of protein phosphorylation with high

92



sensitivity, Mol. Cell Proteomics 4, 1134—1144.

Werner T., Schmiilling T. (2009) Cytokinin action in plant development, Curr. Opin. Plant
Biol 12, 527-538.

Westermeier R., Naven T. (2002) Proteomics in Practise: A Laboratory Manual of Proteome
Analysis.

Williamson B.L., Marchese J., Morrice N.A. (2006) Automated identification and quantification
of protein phosphorylation sites by LC/MS on a hybrid triple quadrupole linear ion trap
mass spectrometer, Mol. Cell Proteomics 5, 337-346.

Ye X., Luke B., Andresson T., Blonder J. (2009) 'O Stable Isotope Labeling in MS-based
Proteomics, Prog. Brain Res. 8, 136-144.

Yoshida K., Takegami T. (1977) Isolation of cytokinin-binding proteins from tobacco leaves by
bioaffinity chromatography and its partial characterization, J. Biochem. 81, 791-799.

Zhou G, Li H., DeCamp D., Chen S., Shu H., Gong Y., Flag M., Gillespie J., Hu N., Taylor P.,
Buck M. E., Liotta L. A., Petricoin IIl E. C., Zhao Y. (2002) 2D differential in-gel
electrophoresis for the identification of esophageal scans cell cancer-specific protein

markers, Mol. Cell Proteomics 1, 117-124.

93



Seznam pouzitych zkratek

APS Peroxodisiran amonny

AQUA Absolute quantification of abundance

BPB Bromfenolova modf

BSA Hovézi sérovy albumin

CBB Coomasie Brilliant Blue G-250

CBF-1 Cytokinin-vazebny protein z pSeni¢ného embrya
DTT Dithiothreitol

2-D elektroforéza Dvoudimenzionalni elektroforéza
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

FA Kyselina mravenci

[PH]BAP [*H]benzyladenin

IAM lodoacetamid

ICAT Isotope-coded affinity tag

ICPL Isotope-coded protein label

iTRAQ Isobaric tag for relative and absolute quantitation
MRM Multiple reaction monitoring

SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného
SILAC Stabile isotope labeling with amino aids in cell culture
SRM Selected reaction monitoring

TCA Kyselina trichloroctova

TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid

TEMED N N,N',N -tetramethylethylendiamin

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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wheat19.6kDa
MKSAVRSPWLVLAIVLSLCLSLSFASWDAEDVGRGSRRWQEGGDEGRSGGSGRPYHFG
QESYREWAKSRHGHFKVLERFDHELLRGSIGDYRVAYLDAAPRAFLQPSHHDADEIAFV
REGEGVLVLLRNGKRESFCIREGDVIVIPAGSIVYSANTHRSKWLRVVLFINPVSTPG

riceQ8LS8I0
MAKKKTSSSMARSQLAALLISLCFLSLASNAVGWSRRGEQEEEDERRRHGGEGGRPYH
LGEESFRHWTRTRHGRFSVLERFPDEQVVGAAVGGYRVAVLEAAPRAFLQPSHYDADE
VFYVKEGEGVIVLLREGRRESFCVREGDAMVIPAGAIVYSANTHSSKWFRVVMLLNPV
STPGHFEEYFPVGGDRPESFFSAFSDDVLQAAFNTRREELEKVFERQREGGEITTAPEEQI
RELSKSCSRGGGGGSGSEWEIKPPSLTGKSPYFSNNHGKLFELTGDECRHLKKLDLQIGL
ANITRGSMIAPNYNTRATKLAVVLQGSGYFEMACPHVSGGGSSERREREREHGRRREE
EQGEEEHGERGEKARRYHKVRAQVREGSVIVIPASHPATIVASEGESLAVVCFFVGANH
DEKVFLAGRNSPLRQLDDPAKKLVFGGSAAREADRVLAAQPEQILLRSPHGRGSVSDM

riceQ852L.2
MAKKKTSSSMARSQLAALLISLCFLSLASNAVGWSRRGEREEEDERRRHGGEGGRPYH
LGEESFRHWTRTRHGRFSVLERFPDEQVVGAAVGGYRVAVLEAAPRAFLQPSHYDADE
VFYVKEGEGVIVLLREGRRESFCVREGDAMVIPAGAIVYSANTHSSKWFRVVMLLNPV
STPGHFEEYFPVGGDRPESFFSAFSDDVLQAAFNTRREELEKVFERQREGGEITTAPEEQI
RELSKSCSRGGGGGSGSEWEIKPSSLTGKSPYFSNNHGKLFELTGDECRHLKKLDLQIGL
ANITRGSMIAPNYNTRATKLAVVLQGSGYFEMACPHVSGGGSSERREREREHGRRREE
EQGEEEHGERGEKARRYHKVRAQVREESVIVIPASHPATIVASEGESLAVVCFFVGANHD
EKVFLAGRNSPLRQLDDPAKKLVFGGSAAREADRVLAAQPEQILLRGPHGRGSVSDM
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zeaQ7M1Z8
MKVPVLLLLVSLCFSLALAWQTDTESGSGRPYHYGEESFRHWTRSRQGRFRVLERFTH
ELLEDAVGNYRVAELEAAPRAFLQPSHYDADEVMFVKEGEGVIVLLRGGKRESFCVRE
GDVMVIPAGAVVYSANTHQSEWFRVVMLLSPVVSTSGRFEEFFPIGGESPESFLSVFSDD
VIQASFNTRREEWEKVFEKQSKGEITTASEEQIRELSRSCSRGGRSSRSEGGDSGSSSSK
WEIKPSSLTDKKPTHSNSHGRHYEITGDECPHLRLLDMDVGLANIARGSMMAPSYNTR
ANKIAIVLKGQGYFEMACPHVSGGRSSPRRERGHGREEEEEREEEQGGGGGQKSRSYR
QVKSRIREGSVIVIPAGHPTALVAGEDKNLAVLCFEVNASFDDKVFLAGTNSALQKMDR
PAKLLAFGADEEQQVDRVIGAQKDAVFLRGPQSHRVSSV

riceA3ANJ6
MAQHTRGEREEEDERRRHGGEGGRPYHLGEESFRHWTRTRHGRFSVLERFPDEQVVG
AAVGGYRVAVLEAAPRAFLQPSHYDADEVFYVKEGEGVIVLLREGRRESFCVREGDAM
VIPAGAIVYSANTHSSKWFRVVMLLNPVSTPGHFEEYFPVGGDRPESFFSAFSDDVLQA
AFNTRREELEKVFERQREGGEITTAPEEQIRELSKSCSRGGGGGSGSEWEIKPSSLTGKSP
YFSNNHGKLFELTGDECRHLKKLDLQIGLATSPAAAATLRWRAHTCPGGGSSERRERER
EHGRRREEEQGEEEHGERGEKARRYHKVRAQVREESVIVIPASHPATIVASEGESLAVVC
FFVGANHDEKVFLAGRNSPAEAARRPGQEARVRRLRGEGSGPRARRAAGADLAARPA
RPRQRLRHVTRRDDVPCTRRAYAEQLCDREE

riceA2XMU4
MARSQLAALLISLCFLSLASNAVGWSRRGEREEEDERRRHGGEGGRPYHFGEESFRHW
TRTRHGRFSVLERFPDEQVVGAAVGGYRVAVLEAAPRAFLQPSHYDADEVFYVKEGEG
VIVLLREGRKESFCVREGDAMVIPAGAIVYSANTHSSKWFRVVMLLNPVSTPGHFEEYF
PVGGDRPESFFSAFSDDVLQAAFNTRREELEKVFERQREGGEITTAPEEQIRELSKSCSR
GGGGGSGSEWEIKPSSLTGKSPYFSNNHGKLFELTGDECRHLKKLDLQIGLANITRGSMI
APNYNTRATKLAVVLQGSGYFEMACPHVSGGGSSERREREREHGRRREEEQGEEEHGE
RGEKARRYHKVRAQVREGSVIVIPASHPATIVASEGESLAVVCFFVGANHDEKVFLAGR
NSPLRQLDDPAKKLVFGGSAAREADRVLAAQPEQILLRGPHGRGSVSDM
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wheatTC332797
MKSAVRSPWLVLAIVLSLCLSLSFASWDAEDVGRGSRRWQEGGDEGRSGGSGRPYHFG
QESYREWAKSRHGHFKVLERFDHELLRGSIGDYRVAYLDAAPRAFLQPSHHDADEIAFV
REGEGVLVLLRNGKRESFCIREGDVIVIPAGSIVYSANTHRSKWLRVVMFINPVSTPGRF
QEFFLIGSGDERPQSFLSVFSDEVIQAALNTRREDVDRVFESKSKGEGEIYEASEEQIREL
SRSCSRGGRGGGGSGSEKEDIQPRSLTGEKPRYSNKHGRFHQITGDQCHHLRKLDMDV
TLVNITRGSMTALKYTTRSTRIYVVVEGRDGYFEMACPHISSSGRSERREHEQEREREH
GQGRRSEEREREQGRGRRSEEREQEQGRQEEEQGHGREQEKSRGYRQVRAQIKVGSVI
VLPAGHPATFV

wheatTC286909
MKSTVVRSPWLALALVLSLCLSLSFASWDAEDVGRGSRRWQEGGDDEGRSGSGSGRP
YHFGEESFREWAKSRHGHFKVLERFDHELLRGSIGDYRVACLDAAPRAFLHPSHYDAD
EIAFVREGEGVLVLLRNGKRESFCVREGDVFVIPAGSIVYSANTHRSKWFRVVMLLNPV
STPGSFQEFSPIGFGGEQPQSFFSVFSDEVIQAAFNTRQREDVDRVFQRKSRGEGPISEGS
EEQIRELSRSCSRGGRGGGGGSGSEKEDIQPRSLTGEKPRYSNKHGRFHQITGDQCHHLR
KLDMDVTLVNITRGSMTALRYTTRSTRIYIVVEGRDGYFEMACPHVSSSGRSERREHEQ
EREREHGHGRRSEERGQEHGRRSEEEEHGHGGEQEKSRGYRQVRAQIKGGVGDR

wheatTC295889
MKSTVVRSPWLALALVLSLCLSLSFASWDAEDEGRGSRRWQEGGDERRSGESGRPYHF
GEESFREWAKSRHGHFKVLERFDHELLRGSIGDYRVACLDAAPRAFLQPSHYDADEIAF
VREGEGVLVLLRNGKRESFCVREGDVFVIPAGSIVYSANTHRSKWFRVVMLLNPVSTPG
SFQEFSPIGFGGEQPQSFFSVFSDEVIRAAFNTRQREDVDRVFQRKSRGEGPISEGSEEQI
RELSRSCSRGGRGGGGGSGSEKEDIQPRSLTGEKPRY SNKHGRFHQITGDQCHHLRKLD
MDVTLVNITRGSMTALRYATRSTRIYIVVEGRDGYFEMACPHVSSFGRSERREHEQERE
REHGHGRRSEEREREHGQGR

RSEERKDEQGRQEEEQGR
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