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ABSTRACT

The subject of thesis is the employment of 2D efgxttoresis in study of effect of plant hormones
cytokinins on tobacco proteome. The experimentat gbased on previous work at LPMB
MENDELU and studies effects of inducibly-increasedels of endogenous cytokinins on tobacco
proteome. The optimal conditions for tobacco protecseparation were found and method for
proteome-quality evaluation was developed. Pratpots were classified according to their profiles
in transgenic plants with increased levels of eedogs cytokinins and control plants SR1. The
presented results will help to bring deeper insigtd molecular mechanism of cytokinin action.
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UvoD
Cytokininy jsou rostlinné hormony, které hrajileZitou roli v molekularni odpadi buiky na
vnéjsi i vnitini stimulus. Studium jejich funkce, metabolismui@sintézy zaznamenalo jiZkolik

zasadnich objél i tak je tato problematika prozkouméana pouzésti.

Jednim z obdr, které davaji moznost sledovani molekularnich ggobuiky je proteomika. Tento
veédni obor nabizi Siroké spektrum metod, kterymidkeumat jednu ze zakladnich sloze&khto
proces — proteiny. Pra¥ tyto biopolymery se podileji na celéds funkci, @ uz signélni,

regulani, stavebni, katalytické, obranné, transportnorsgsobni (Murray a spol., 2003).

Jednou ze zékladnich separzh technik proteomiky je 2D polyakryamid geloviékéroforéza
(2D PAGE). Gelova elektroforéza je jizkolik desitek let ossdéenym separamim nastrojem a do
dnes se vyvinulo &kolik jejich modifikaci (Blue native PAGE, SDS-PAGED DIGE, a dalsi).
Krome technik zaloZenych na polyakrylamidovém gelu exést nekolik dalSich (2D-LC, iTRAQ).

VSechny tyto techniky maji vSak specifické narokinatace.

MATERIAL A METODIKA

Rostliny tabaku pro proteomickou analyzu poskytlrMdan Novak. Kultivace byla nasledujici:
v substratu byli pstovani jedincii linii Nicotiana tabacunza standardnich &telnych podminek,

a to dvou transgennich linii (303, 307) a dale etifegi rodtovka linieL. cv. Petit Havan&R1.
Linie 303 a 307 jsou geneticky modifikované rostlwbsahujici pOp6-ipt/LhGR-N (viz. Obr. 1),
coz je systém regulovany dexamethasonem (DEX)el3@3 a 307 jsou dva nezavisiéppaveni
transformanti, které maji E@zené konstrukty naiznych mistech chromozomu. Linie SR1 jsou
geneticky nemodifikované rostliny slouzici jako koly, tzv. wild type. Po uplynutétyi tydni
byly vSechny linie oSéeny zalivkou 50 ml obsahujici 20M DEX. Po 4 dnech po aktivaci byly
odebrany vzorky, vzdy 2 g list jedince, a ihned zamrazeny v tekutém dusiku.
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Obr. 1: Schematické znazemni systému indukce exprese genu ipt v transgemngthnach 303
a 307. Navazanim DEX na vazebnou doménu gluko&imititho receptoru (1.) se receptor uvolni
z vazby s HSP90 (2.) aiite tak zéit exprese genu ipt (3.) (Samalova a spol., 2005).
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Postup separace byl proveden podle nadvodu popsdméhmnanovou a kol., 2008. Vzorky byly
naneseny v mnozstvi 50@ na 18 cntti 150 ug na 7 cm strip s linearnim pH gradientem &-7

nelineranim gradientem 3-10. Po 16 hodinach relgdeabyly vzorky podrobeny izoelektrické
fokusaci na PROTEAN IEF Cell Unit (Bio-Rad).

Po ukorteni druhé faze 2D PAGE byly gely 3x promyty destiloou vodou a nasledmbarveny
koloidni Bio-Safe Coomasie G-250 (Bio-Rad). Nasledo skenovani Bio-rad GS-800
kalibrovanym Densitometrem (700 dpi pro malé gely@ dpi pro velké gely). Gely byly
analyzovany Decodon Delta 2D softwardnttg://www.decodon.cojn

Proteomick& odpad’ na oxid&ni stres vyvolany cytokininy byla povazovana zangikantni,
pokud se shodn projevila alespd ve 2 zcelkového m@tu 3 biologickych opakovani.
Za signifikantni projev byla stanovena hodnota @mm relativniho objemu  spit
aktivovany:kontrolni vzorek 1,4x pro proteinové spoty sjijici hodnotu T-testz95%.

Vyhodnocené spoty, kde byl zaznamenan signifikaoitojev, byly vi¥ezany a zaslany na analyzu

hmotnostni spektrometrii (MS).

VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci pipravnych praci byla vypracovadna metoda pro rychdoalyzu rozdeni proteomu,
vyuZziteln& i porovnavani kvalit roztleni proteomu. Sledované parametry shrnuje Takllka

Parametr Nazev
N Patet detekovanych spiot
\% Celkovy objem vSech detekovanych gpot
V oomin Patet spot s relativnim objemem mensim nez 0,05%
Vopmix Hranini relativni objem roztleného spotu
Voomax Patet spot s relativnim objemem&Sim nez Vymix
A Stredni $eda hodnota
A Padil stedni Sedé hodnoty a §a kvalitnich spat

Tab 1: Parametry vhodné pro porovnavani 2D mapeqwotu

Pti hledani optimalnich podminek byly porovnany 4iaaty 2D PAGE: 7 cm pl 4-7, 18 cm pl 4-7,
7 cmpl 3-10 a pl 4-7.

Rozctleni v pl 4-7 (7 cm, ~15Qg proteinu, A): N: 500 spdf V: 3500; Voemin: 204; Vhemix: 1,0;
Vomax 22; A: 237;A: 0,9. Rozdleni v pl 4-7 (18 cm, ~500g proteinu): N: 1146 spt V: 12200;
Vomin 700 Vogmic 0,47 Voemax 43; A: 200; A 0,5, vyznam paramély viz. Tab. 3.
Rozctleni v pl 3-10 (7 cm, ~15@g proteinu): N: 462 spdt V: 5037; Vymin: 203; Vosmix: 0,6;
Vomax 62 ; A: 217;A: 0,9. Rozdleni v pl 4-7 (7 cm, ~15Qg proteinu): N: 500 spdt V: 3500;
Voomin: 204 Voemi: 1,0; Voemax 22; Az 237;A: 0,8; vyznam parameirviz. Tab. 1.
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Pred samotnou analyzou vlivu zvySenych hladin endefpbncytokinirii v rostlinach 303 a 307
byly porovnany mapy proteomu jednotlivych rostli®33307 a SR1.

Pro statistické zpracovani byly pouzitené vzdy imé@n¢ 2 z 3 gel. Bylo nalezeno celkem 882
spoti, z nichz 137 jevilo vyznamné odchylky. Protetito 137 spdt bylo sledovano v 2. a 3.
opakovani. Ve vSech opakovéanich bylo nalezeno oel&@ odliS®# regulovanych spét Ty byly
podle tendence néstuci poklesu koncentraci Fazeny do 4 profilovych skupin.

ZAVER

Pti sledovani okamzité odpadi organismu na stimulus je stale j&sin Ze nejvyznam#Si ¢ast
okamzité reakce probihd na urovni proteomtikl&®dem jsou post-transiai regulace enzytn
hrajici vyznamnou roli v mnoha aktiérich drahach. Proteomické studie v3ak maji vyznai i
studiu dlouhodobych &ii, kdy mizeme sledovat jevy nezavislé na regulaci genovéesgp
Nevyhodou vSak (stdvd omezeny et proteiri, které jsou experimenty schopné pokryt.
Pro dosazeni &Siho pdtu sledovatelnych proteinse proto musi proteomické techniky stale
vyvijet a optimalizovat.

Na zéklad analyzy proteomu rostlin tabaku bylo nalezeno ®iginovych spdit, které se zdaji byt
regulované zvySenou hladinou cytokitirProteinové spoty byly radtiény do 4 zakladnich skupin
podle svého profilu v transgennich liniich 303, 30kontrolnich rostlinach SR1.

LITERATURA

Lochmanova, G., Zdrahal, Z., Kane, H., Koukalova, S., Malbeck, J., Sek, P., Valkova, M.,
Nagavalli, S. K. a Brzobohaty, B. (2008)tokinin-induced photomorphogenesis in dark-grown
Arabidopsis: a proteomic analysidournal of Experimental Botany9: 3705-3719.

Novék, J., Pad, J. a Brzobohaty, B. (20096-9 oxidative stress in Nicotiana tabacum with
elevated level of cytokininsmn ACPD 20099: 98.

Murray, R. K., Granner, D. K., Mayes, P. A. & Rodwe/.W. (2003): Harper's lllustrated
Biochemistry Medical Publishing Division.

Samalova, M., Brzobohaty, B. a Moore, . (20p8)p6/LhGR: a stringently regulated and highly
responsive dexamethasone inducible gene expresggiam for tobaccorhe Plant Journall:
919-935.

844



