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ABSTRACT

Phosphorylation is one of the most important pastifational modifications in proteins. It is
also a major issue in modern proteomics. Its appbao in plant research is rather scarce. We
present here development of optimized protocolpfowphoprotein enrichment kit (Quiagen)
for extraction of plant phosphoproteom. This protoallows reusing of affinity column
designated for single use only up to 3 times withgphoproteom quality unaffected. We also
provide example of application of this improved tpaml in research of cytokinin activation
pathway in plants.
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UvoD

Fosforylace je jedna z néjezit¢jSich post-transtaich modifikaci proteinu v zivém
organismu. Jeji role byla dosud potvrzena v regu&tivity enzymi, pii prenosu signalu,
zprostedkovani protein-proteinovych interakci, &ovani proteid, ¢i regulaci délky Zivota
proteinu. | kdyz byl prvni fosforylovany proteinteiin objeven jiz ped vice jak 100 lety,
studium fosfoproteomu tstava stale velmi komplikovanou zalezitostickdéré studie
odhaduji, Ze azi¢tina vSech exprimovanych protéin buice mize byt v danou chvili ve
fosforylovaném stavu. Mnoho protéirpak mize byt fosforylovano na vice nez jednom
aminokyselinovém zbytku. Pro regulaci tak sloZitghrocesu je péeba mnozZstvi gen
nagiklad v rostlire Arabidopsis thaliana je to odhadovano na minim#l®% jejiho genomu
(Laugesen et al. 2004). Analyza fosfoproteomu seswgth pd@atki potykd s gkolika
problémy. Fosforylované proteiny jeieba separovat a identifikovat. Identifikace
fosfoproteinu a nalezeni mista fosforylace se giegyhradré provadi pomoci hmotnostni
spektrometrie (Kersten et al. 2006). ©ldi fosforylovanych protein je ale stale
komplikované. Od roku 2003 jsou dostupné kity pepasaci fosfoprotein Jejich uziti je
vSak od poatku zandteno na ziveisné buiky a bakterie. Aplikace na rostlinny material je
vzacna a i finagtni nar@nost kiti, které jsou fipraveny na jedno pouziti, branétg8imu
rozsteni.

MATERIAL A METODIKA

Sedmi denni semetidy Arabidopsis thaliana var. Columbia byly 15 min aktivovany
5 uM cytokininem benzylaminopurinem (BAP). Proteom hygblovan pomoci metody
TCA/aceton (Gorg A 2003) a pomoci kitu na izolazsfbproteiri (Qiagen). Ziskany protein
byl separovan pomoci standardni 1D a 2D elektrafoi@io-Rad) a vysledné proteinové
mapy porovnany pomoci analyzy obrazu (Decodon [2Xa

VYSLEDKY A DISKUZE

Byla optimalizovana metoda izolace rostlinnéhofdpsoteomu pomoci kitu od
Qiagen. Srovnanim vysledkbylo prokazano, Ze je mozné proveést izolaimp v pufru
urceném pro bakterialni liky, pokud je rostlinny materialipd extrakci rozdrcen v tekutém
dusiku. Optimalni mnozstvi je 350-400 mg rostlinmmématerialu a 4 ml lyzmiho pufru (Obr.
1).



Obr. 1 Izolace fosfoproteomu pomoci komeréniho kitu optimalizovanou metodou. a — extrakt,
b — protec¢ena frakce, ¢ — zachycena frakce fosfoproteind (Bio-Safe Coomassie)

Dale bylo zjis¢no, Ze pi odsolovani vzorku ied aplikaci na elektrickou isofokusaci
je vhodrgjSi pouziti zakoncentrovani (amicon Ultra-4), negtoaly gelové filtrace. vodem
opakované pouziti kitu, kdy se pouzita kolona prnty nasobkem svého objemu 50 mM
fosfatovym pufrem pH 7.0 a nasledreaktivuje v lyzanim pufru (sodast kitu). Zivotnost
pouzité kolony je mald a Wiek po tydnu skladovani jednou pouzité kolony \adhl je
zhruba 40% vyZku nové kolony (Graf 1).
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Graf 1 Opakované pouZziti komeréniho kitu pro izolaci fosfoproteomu. ¢ervend — vytézek
z nové kolony (100%), bila — opakované pouziti kolony po 1 tydnu skladovani v chladu
(~40%). Absorbance 280 nm.



Nicméreé pokud se kolona pouzije opako¥aien samy den, je wWitek téngt 100% a
2D analyza obrazu ukazuje, Ze kvalita separazaghovana i 3. pouziti (Obr. 2).
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Obr. 2 2D PAGE fosfoproteomu ziskaného opakovanym pouZitim jedné afinitni kolony a —
nova kolona, b — 1x pouZzita, ¢c — 2x pouZzit4, 533 detekovanych spotd ve vSech pfipadech

Optimalizovana metoda byla &§me pouzita i porovnani fosfoproteomu 7 denniho
semend&ku Arabidopsis thaliana aktivovaného 5 puM BAP rozpusném v DMSO
s kontrolnim semert&em (pouze DMSO). Bylo nalezeno 25 signifikantniekdila (Tab. 1)

bap2a Group 1 Group 3
1D X Y hap2a hapla bap1b bap2b dmsola [dmsolh |[dmsoZa |dmseZb |Ratio t-Test
201 1621 218 0.29 0.09 0.08 0.29 0.03 0.04 0.04 0.08 5.0 936
344 1,431 411 0.22 0.18 0.26 0.24 0.04 0.03 0.11 0.03 4.5 100.0
345 1,783 405 0.44 0.22 0.35 0.33 0.13 0.18 0.28 013 -1.8 96.2
358 1602 437 0.39 0.24 0.42 0.47 0.10 0.12 0.31 0.29 -1.9 947
365 1,338 445 0.26 0.14 0.17 0.27 0.08 0.05 0.13 012 2.2 977
370 1,564 437 0.24 0.16 0.12 0.20 0.02 0.02 0.16 0.ov 2.7 96.5
382 1,553 523 0.96 0.98 1.18 0.92 0.65 0.59 0.62 0.52 -1.7 999
393 1,408 420 0.18 0.24 0.29 0.17 0.08 0.16 0.09 0.07 -2.2 985
420 1,446 523 0.20 0.23 0.27 0.33 0.54 0.54 0.35 0.37 1.7 93.3
460 1410 567 0.40 0.25 0.27 0.36 0.18 0.24 0.18 015 1.7 98.1
461 14538 ] 1.11 0.77 0.54 1.058 0.56 0.59 0.64 0.40 1.7 99.4
462 1576 582 0.54 0.68 0.62 0.76 0.35 0.36 0.50 0.55 -1.7 99.4
573 759 805 1.23 0.58 0.58 1.02 0.57 0.50 0.22 0.29 2.2 970
&75 1,807 794 1.55 1.27 1.07 1.49 0.52 0.77 0.85 0.96 -1.5 99.3
580 720 795 0.24 0.21 0.21 0.22 017 0.15 0.06 0.09 -1.9 99.1
535 B&7 803 0.13 0.20 0.15 0.17 012 0.13 0.04 0.08 -1.8 978
539 1,168 905 0.57 0.34 0.30 0.58 0.15 0.20 0.24 0.27 -2.1 977
754 14832 1,148 0.12 0.12 0.10 0.10 0.09 0.05 0.08 0.06 -1.6 995
783 835 1,229 0.08 0.14 0.15 0.07 0.02 0.04 0.04 0.01 -3.8 92.0
880 721 1,488 0.06 0.05 0.05 0.06 0.03 0.04 0.01 0.04 -1.8 93.0
08 955 1,552 0.13 0.10 0.08 012 0.08 0.02 0.01 0.03 -3.0 958
978 1,495 1,768 0.1 0.14 0.08 0.09 0.03 0.08 0.09 0.06 -1.9 96.5
1426 1520 520 0.35 0.33 0.39 0.47 0.13 0.16 0.18 0.19 =23 100.0
1433 1555 451 0.51 0.50 0.83 0.54 022 0.21 0.35 0.50 -2.5 992
2396 1,458 411 0.04 0.07 0.09 0.06 0.03 0.02 0.05 0.02 -2.2 96.8

Tab. 1 Analyza obrazu fosfoproteomu Arabidopsis aktivované 5,M BAP s DMSO kontrolou.

Soulgzreé byl proveden pokus o0 porovnani obrazu fosfoproteosiobrazem
celkového proteinu aktivovam abidopsis. Jednotlivé mapy se vsakilg lisily (Obr. 3).
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Obr. 3 2D PAGE fosfoproteomu a celkového proteomu Arabidopsis aktivované 5.4M BAP. a
- celkovy proteom, b — fosfoproteom

ZAVER

Podailo se uspsreé aplikovat kometni kit pro separaci fosfoproteomu na rostlinny
material. Pomoci n@zavedeného protokolu lze nyni vyuzit tento kitemy na jedno pouziti
az pro trojnasobné opakovani, aniz by byla odnankvalita separovaného fosfoproteomu.

Experiment prokazal moznost vyuziti této technikifieSeni kifovych otazek molekularni
biologie v oblasti tinku fytohormori na rostlinu.
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