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ABSTRACT

Arabidopsis as the first established model plantldvdde belongs among the most intensively
studied organism in science. While its entire gemseguence has been available for last ten years,
map of Arabidopsis proteome is still mostly blitds estimated that there is at least 100, 00@gen
products for approximately 25, 000 genes in Arapgi® genome. However, best proteomic
experiments are covering only about 10% of this lpeimMajor problem with uncovering new
proteins is their low abundance in the sample. Heeeshow advantages of modern isolation
procedures design to uncover the hidden proteome.
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Husentek rolni @rabidopsis thaliangje prvni rostlinou se znamou genomovou sekvdmiies,
deset let od dokaeni sekvenovani, patArabidopsis mezi nejvice studované organismyinZed
genomova sekvence znama je, mapa proteomu je mtadké casti prazdna. NejnizSi odhady
piedpokladaji, ze kiblizn¢ 25 000 gefr existuje minimald 100 000 #iznych proteid. Tento
témet fadovy rozdil je zfisoben jak alternativnim sé&siem genu, kdy jeden genide mit rkolik
riznych produld-proteini, tak pedevSim post-transiaimi modifikacemi proteinu. Mezi
nejznandjsi post-transkni modifikace paf ¢asténa proteolysa, fosforylace, gylkosylace, ale
existuje i celarada dalSich, které byly jiz v proteinech nalezeRgst-transléni modifikace
vyznamr ovliviiuji chovani daného protein’grny et al., 2010a). Pro samotnou fosforylaci
se odhaduje, Ze minim&n10-30 % vSech protein v buice je fosforylovanych a toidgba

i mnohanasobh Rizné modifikace se navic mohou kombinow&dmz dramaticky roste et
raznych protei a Ize odhadovat, Ze skutey rozdil mezi pstem geri a p&tem fiznych proteif

v buice bude i skolik radi. Zékladni problém dneSni proteomiky je rozliSengkym je schopna
pracovat. Nejlepsi prace negahuji 10 000 identifikovanych protéim Zné studie s limitnim
postu moznych proteiinv buice nepesahuje 5-10 % zachycenych proteidednim z @ivodi, pros
jsou p@ty sledovanych proteintak nizké, je itomnost majoritnich protein které znematuji
detekci proteit o nizSich koncentracichiiRladem takového proteinu u rostlin je RUBISCO réte
45%. Pokud by se nam pdda takovéto majoritni proteiny odfiltrovat, rozéifi proteomickych

map by znéné vzrostlo.

MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouZito metodiky popsané v peiny et al., (2010b) pro izolaci proteomu
a fosfoproteomu s drobnymi modifikacemi a manuéaiyobci a statistické analyzy popsané
v Skalak et al., (2010)

VYSLEDKY A DISKUZE

Porovnali jsme vyuziti ¢kolika separénich technik pro sledovani proteomu rostlin. Jako
nejnar@ngjSi na spaebu materidlu se jevi izolace fosfoproteomu, kdgdné izolace ziskame
pouze 2 malé gely (cca 3Q@ proteinu z 350 mg semethké). Naopak nejlepsi v§Zek proteinu
poskytuje aceton/TCA extrakce (21(@ proteinu z 350 mg semeikd), kterd vSak nesi problém
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Fig. 1 2D mapa proteomu Arabidopsis (aceton/TCAadxe) s vyznzenymi spoty obsahujicimi
RUBISCO

s majoritnimi proteiny a velkokast 2D mapy pokryva RUBISCO (Fig. 1) a dalsi vysoko
abundantni proteiny.

Casteénym kompromisem se zda byt odstaih RUBISCO pomoci afinitni chromatografie
(Seppro), kdy je v§zek izolace dostajici (450 ug proteinu z 875 mg semaethkd). Aplikaci
analyzy obrazu popsané v Skaldk et al. (2010) jsmednotily jako nejvyhod¥Si izolaci
s odstrasnim RUBISCO.

ZAVER

Provedli jsem porovnaniékolika izolatnich metod. Samotné porovnani kvality obrazu ulkaézal
jako nejvyhodrjsi metodu izolace izolaci s odstemfim RUBISCO, kterd je i po strance naroku na
mnozstvi vzorku kompromisem mezéAmou izolaci a izolaci pomoci purifikasich kith (nag.
purifikace fosfoproteomu). Nicméndokud nebude provedena identifikace vSech detekova
spofi, aby bylo mozné porovnat zastoupeni nizko a vysdkmdantnich protein nelzefici, zda je
tato izolace pro sledovani proteomu vyhg8h nez jiné metody navrzené k obohacovéani
proteomu.
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