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SOUHRN

Cytoskelet je vyznamnou c¢asti eukaryotni buiiky — hraje roli v bunééném déleni,
transportu organel a makromolekul nebo v odpovédi na vné&jsi podnéty. V plnéni jeho
funkci mu napomahé také velké mnozstvi interagujicich proteind, mezi nimi i EBlc,
jehoz blizsi charakteristika je hlavnim pfedmétem této diplomové prace. Jako modelovy
organismus byla pouZita rostlina Arabidopsis thaliana.

Pomoci metody bimolekularni fluorescencni komplementace (BiFC) byly testovany
potencialni interaktory proteinu EBlc uréené na zakladé predchozich in silico studii.
Vysledky  mikroskopickych studii agroinfiltrovanych listd tabaku ukézaly
pravdépodobnou interakci s nékterymi z nich. Za ucelem potvrzeni interakce byla
ptipravena polyklonalni anti-EBlc protilatka proti C-terminalnimu peptidu proteinu.
Tato protilatka vSak pii imunoprecipitaéni analyze a ,,whole-mount* barveni
nedetekovala protein EB1c.

Za ucelem studia pohybu proteinu EBlc z jadra a do jadra byly rostliny Arabidopsis
exprimujici EB1c-GFP pod nativnim promotorem kiiZeny S rostlinami exprimujicimi
fluorescenéné znaceny jaderny marker. Rovnéz byly tyto rostliny spolu s rostlinami
Col-0 a rostlinami exprimujicimi EBlc-Dronpa pod nativhim promotorem stabilné
transformovany konstrukty pro vybrané jaderné markery. Vyselektované rostliny byly
dopé&stovany do dalsi generace, jeZ bude pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Také byl proveden pokus s depolymerizaci mikrotubulii Arabidopsis a nasledné
,whole-mount*“ barveni pro vizualizaci mikrotubuli a proteinu EBlc. Vysledky
experimentu naznacuji, ze depolymerizace mikrotubulii ma vliv na lokalizaci EBlc¢ na

kortikalnich mikrotubulech, nikoliv v8ak na jadernou lokalizaci EB1c proteinu.



SUMMARY

Cytoskeleton is an important part of eukaryotic cells — it plays role in the cell
division, cellular transport of organelles and macromolecules or in response to external
stimuli. To fulfil its tasks, cytoskeleton cooperates with a large number of interacting
proteins including EB1c which is the main object of this diploma thesis. As a model
organism, Arabidopsis thaliana was used.

With the help of Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) method
potential EB1c interacting partners, identified in previous in silico studies, were tested.
Microscopic studies of agroinfiltrated tobacco leaves showed possible interaction of
EB1c with some of them. To prove these interactions, polyclonal antibody raised
against EB1c C-terminal peptide was prepared. Unfortunately, our antibody did not
target EB1c protein in the crude extract and we also did not manage to localize the
EB1c protein in the seedlings satisfyingly.

To study EB1c nucleo-cytoplasmic shuttling during the cell-cycle, Arabidopsis
plants expressing EBlc-GFP under the native promoter were crossed with plants
expressing some fluorescence-tagged nuclear markers. Further, Col-0, EB1c-GFP and
EB1c-Dronpa under the native promoter expressing plants were stably transformed with
constructs for chosen nuclear markers. Second generation of selected first generation
plants was obtained.

Finally, microtubule-depolymerizing experiment with subsequent whole-mount
staining to visualize microtubules and EB1c in Arabidopsis was realized. Microtubule
depolymerization significantly influenced EB1c localization on cortical microtubules

but not EB1c localization in the nucleus.
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1 CiL PRACE

Teoreticka Cast

1. Vypracovani literarni reserSe na téma plus-koncovych proteinti mikrotubuld.

2. Vypracovani literarni reSerSe tykajici se metod studia proteinovych interakci.

Praktickd st

1. Klonovani potenciondlnich interakénich partnerdt EBlc a zvladnuti techniky BiFC
s vyuzitim infiltrace konstruktti do tabakovych listt.

2. Zvladnuti prace s Zivym rostlinnym materialem.

3. Zvladnuti pokrocilych mikroskopickych technik a zakladnich biochemickych
technik.



2 UVOD

Cytoskelet eukaryotické bunky sestava ze tfi hlavnich slozek: mikrotubuli,
mikrofilament a stfednich filament. Jeho ulohy jsou rozmanité a pro bunku zivotné
dilezit¢ — umoziuje ji transportovat rozlicny ,,ndklad* podél svych vldken na rizna
mista v cytoplazmé, je nezbytny pro spravny prubéh bunécného deleni nebo se
uplatiiuje pii bunééné odpovédi na vn&j$i podnéty, pricemz mj. spolupracuje
s intenzivné¢ zkoumanymi MAP kinazovymi kaskddami. Své funkce by cytoskelet
nemohl plnit, nebyt jeho dynamicnosti a schopnosti reorganizace. Struktura
cytoskeletalni sité se vyrazné méni v pribehu bunééného cyklu podle aktualnich potieb
buiky.

Vlastnosti a dynamika cytoskeletu jsou modulovéany rozsédhlou fadou proteinli, mezi
néz patii i plus-koncovy protein EBlc. Ten kromé plus-konct mikrotubuld interaguje
s mnoha dal$imi proteiny a tim jim dava moznost na mikrotubuly také pusobit. Na
dilezitost EBlc poukazuje fakt, ze v jeho nepfitomnosti dochdzi ke zméndm
v organizaci cytoskeletu a k defektim v bunécném déleni. Hlubsi pochopeni ulohy
EBlc a jeho interakci s vybranymi proteiny v rostlinnych buitkdch bylo hlavnim
zdmérem této diplomové prace.

Hojné pouzivané metody pro studium proteinovych interakci jsou zalozeny mj. na
vyuziti specifickych protilatek proti studovanym proteintim. Pro vizualizaci mohou byt
tyto protilatky fluorescencné €i jinak oznaceny. Proteinové interakce lze také studovat
in vivo, napf. pomoci BiFC metody.

V teoretické casti této diplomové prace je zpracovan piehled soucasnych poznatkl
0 cytoskeletu, proteinu EBlc a bunécném cyklu se zaméfenim na rostlinnou burnku.
Dale je uveden struény popis nékterych metod studia proteinovych interakci.
Experimentalni Cast se pak zabyva praktickymi pokusy provadénymi piedev§im za

ucelem nalezeni interak¢nich partnert proteinu EBlc.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Cytoskelet

Nedilnou soucasti kazdé eukaryotni builky je jeji cytoskelet. Jedna se
0 trojrozmérnou vysoce dynamickou sit’ proteinovych vldken, jez bunice poskytuji nejen
mechanickou oporu (tato funkce ma velky vyznam piedevsim v zivoc¢isnych buiikach,
nebot’ tyto postradaji bunécnou sténu, jiz se vyznacuji bunky rostlin), ale také hraji roli
pii bunééném déleni. Cytoskelet dale umoznuje vnitrobunécny transport makromolekul
a bunéénych organel v ramci odpovédi na vnéjsi podnéty, a to ve spolupraci s tzv.
motorovymi proteiny, pohybujicimi se podél cytoskeletalnich vliaken (de Keijzer et al.,
2014; Li et al., 2010). V bunkach eukaryotnich organismi mizeme také pozorovat
stabilni pohybové struktury — at’ uz se jedna o mikrotubularni bi¢iky (Lehti et al., 2015),
fasinky slozené z aktinovych vlaken (Stewart et al., 2016) nebo kontraktilni aparat
svalovych buné€k tvofeny aktinem a myozinem (Kampourakis et al., 2016).

Cytoskeletalni vlakna jsou tfi typl: mikrotubuly, aktinova mikrofilamenta
a intermedialni (zvana také stiedni) filamenta. Prvni dva zminéné lze nalézt ve vsech
eukaryotnich bunkach. O intermedidlnich filamentech se mluvi spiSe v souvislosti
S zivo¢iSnymi buiikami, u rostlin byly uZz ale struktury podobné intermedialnim
filamentim také nalezeny (Fiserova et Goldberg, 2010; Graumann, 2014; Tamura et al.,
2015). Jednotlivé slozky cytoskeletu se 1isi svou strukturou i funkei.

3.1.1 Intermedidlni filamenta

Intermedidlni filamenta jsou vldkna o priméru pfiblizn€¢ 10 nm, v porovnani
s aktinovymi mikrofilamenty (o tloust’ce 7 nm) a mikrotubuly (o priméru 25 nm) jsou
tedy stiedné silna a odtud také pochazi jejich nazev. Stiedni filamenta vytvareji vedle
svych dalSich funkci (Coulombe et Wong, 2004; Schweitzer et Evans, 1998; Styers et
al., 2005) jadernou laminu, nachazejici se na wvnitini strané jaderné membrany
a propujcujici této membrané mechanickou odolnost a pruznost (Fiserova et Goldberg,
2010). Lamina také interaguje s chromatin-vazebnymi proteiny a je tak zapojena i do
organizace chromatinu v jadie a regulace genové exprese (Fiserova et Goldberg, 2010;
Tajik et al., 2016). V rostlinnych bunkach se zatim nepodafilo nalézt proteiny
homologni k zivo¢isnym laminam (Fiserova et Goldberg, 2010; Tamura et al., 2015),

avSak byla jiz pozorovana laminé podobna proteinova sit’ (Fiserova et Goldberg, 2010;
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Goto et al., 2014; Pawar et al., 2016; Poulet et al., 2016). Mezi kandidatni proteiny
jaderné laminy u Arabidopsis thaliana patii i rostlinné specificky protein KAKU4,
lokalizovany na vnitini strané jaderné membrany (Goto et al., 2014). Nadmérna exprese
KAKU4 vede ke zvySenému rustu jaderné membrany a Vv disledku toho k jejimu
vchlipovani a hromadéni, piicemz stupeit deformace membrany je umérny stupni
exprese KAKU4 (Goto et al., 2014). KAKU4 se spolu s dal§imi proteiny ziejmé podili

na urcovani tvaru bunééného jadra (Goto et al., 2014).

3.1.2 Mikrofilamenta

Aktinova vldkna byvaji také nazyvana mikrofilamenta, protoze jsou to nejtenci
vldkna cytoskeletu — jejich primér ¢ini pouhych 7 nm. Jedno mikrofilamentum se
sklada ze dvou vzajemné se obtacejicich fetézct fibrilarniho aktinu (F-aktinu). Zakladni
stavebni jednotkou kazdého polymerniho fetézce F-aktinu je globularni aktin (G-aktin)
obsahujici ATP-vazebnou doménu. Po vazbé monomerniho G-aktinu na jiz vznikly
fetézec je ATP vazany na G-aktin hydrolyzovan na ADP, coz vede k destabilizaci vazby
mezi aktinovymi podjednotkami. Pro rist vldkna je tedy nezbytné, aby dochdzelo
k pfipojovani novych podjednotek rychleji, nez dochazi k hydrolyze ATP, v opa¢ném
pfipadé se vlakno za¢ne rozpadat. Tvorba novych mikrofilament i jejich zanik nastava
velice rychle a na mnoha mistech v buiice soufasné¢ — tento jev zvany ,,stochasticka
dynamika® popsali Staiger et al. (Staiger et al., 2009). Polymerizace G-aktinu za vzniku
F-aktinu mize pfi vysoké koncentraci G-aktinu probihat samovolné, avSak v Zivych
bunkach ji zabranuji specifické regulac¢ni proteiny (Hussey et al., 2006), konkrétné se
jedna napt. o profilin vazajici aktinové monomery (Wang et al., 2005).

V bunikdch se nachazi velké mnozstvi mikrofilament, kterd tak vytvareji celé sité
nebo davaji vzniknout siln€j$Sim a pevnéjSim svazkiim. Aktinovy cytoskelet je dilezity
pro vezikularni transport a polaritu bunék (Ringli et al., 2002; von Wangenheim et al.,
2015) a také umoziuje organizované proudéni cytoplazmy, tzv. cyklozu, podilejici se na

rovnomérném S§ifeni latek v cytoplazmé (Woodhouse et Goldstein, 2013).

3.1.3 Mikrotubuly
Jak jiz bylo zminéno, tieti slozkou cytoskeletu jsou mikrotubuly, jejichZz vnéjsi
prumér ¢ini piiblizné 25 nm (Choi et al., 2009). Vnitini pramér téchto dutych

polymernich valcovitych struktur je 14 nm (Tilney et al., 1973). Mikrotubulus se
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obvykle sklada ze 13 podélné uloZenych protofilament, ptfi¢emz kazdé z nich vznika
polymerizaci heterodimert o- a B-tubulinu (viz Obr. 1B). Tyto heterodimery jsou
zakladnimi stavebnimi jednotkami mikrotubularniho cytoskeletu. Mezi heterodimery
jednotlivych protofilament dochdzi k homotypickym lateralnim spojim, kdy spolu
interaguji vzdy dvé a- a dvé B-podjednotky, pouze mezi prvnim a poslednim
protofilamentem nastdva heterotypicky spoj (interakce a-podjednotky se sousedni -
podjednotkou; viz Obr. 1C) dany podélnym posunem mezi protofilamenty (Vleugel et
al., 2016). V misté posunu tak vznika tzv. Sev, ktery se podili na dynamice mikrotubul,
nebot’ muze byt mistem jejich disociace ¢i asociace (Vleugel et al., 2016; Wade, 2009;
Wade et Hyman, 1997).
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Obr. 1: Struktura a dynamika mikrotubulti. A) Tubulinovy ofi-heterodimer obsahuje
2 vazebna mista pro GTP, zvana E-site a N-site. B) Mikrotubulus se sklada z podéIné
ulozenych protofilament tvofenych tubulinovymi heterodimery. C) Heterodimery
jednotlivych protofilament spolu bo¢né€ interaguji za vzniku homotypickych
a heterotypickych spoji. V misté heterotypickych spojii se vytvaii tzv. Sev. D)
Mikrotubulus roste, pokud jsou tubulinové dimery inkorporovany do jeho struktury
rychleji, nez dochazi k hydrolyze GTP. Na plus-konci mikrotubulu vznika GTP Eepicka.
Upraveno podle Vleugel et al. (2016).
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Z prostorového uspofadani tubulinovych heterodimertt v ramci protofilamenta
vyplyva dilezita vlastnost mikrotubulll potfebna pro intracelularni transport — jejich
polarita. Tubulinové heterodimery jsou orientovany svou oa-podjednotkou smérem
k tzv. minus-konci mikrotubulu a B-podjednotkou k jeho plus-konci (Vleugel et al.,
2016). Pojmenovani obou konct se odviji od faktu, Ze plus-konec je dynamiétéjsi nez
minus-konec, dochazi zde tedy rychleji k riustu nebo naopak odbouravani mikrotubulu
nez v pripadé minus-konce.

Proces polymerizace mikrotubuli se do znatné miry podobd polymerizaci
aktinovych vlaken popsané v kapitole 3.1.2. Tubulinové heterodimery vSak na rozdil od
aktinovych monomerti vazi molekulu GTP, ktery mize byt hydrolyzovan na GDP.
Tento hydrolyzovatelny GTP nese [p-podjednotka v tzv. E-misté, zatimco na a-
podjednotce heterodimeru v tzv. N-misté je vazana molekula GTP, ktera nepodléha
hydrolyze a je skryta mezi obéma podjednotkami (Vleugel et al., 2016). Nazev obou
mist vychdzi zjejich anglickych termind E-site (exchangeable) a N-site
(nonexchangeable), z nichz je patrné, zda v daném mist¢ mize byt GTP hydrolyzou
zaménén za GDP (viz Obr. 1A). Heterodimer nesouci na B-podjednotce GDP je méné
pevné vazan do protofilamenta neZz heterodimer nesouci GTP, a to V dusledku
konformaéni zmény zpuisobené hydrolyzou GTP (Alushin et al., 2014; Horio et Murata,
2014; Wade, 2009). Pokud jsou volné of-heterodimery ptidavany do vznikajiciho
mikrotubulu rychleji, neZ u nich nastane hydrolyza GTP, mikrotubulus roste, na jeho
plus-konci se vytvati tzv. GTP-Cepicka, ktera zabranuje depolymerizaci (viz Obr. 1D)
(Dimitrov et al., 2008; Piedra et al., 2016). Teprve po inkorporaci heterodimeru do
mikrotubulu je GTP na B-podjednotce hydrolyzovan, coz dava vzniknout miiZce
obsahujici na B-podjednotkach prevazné GDP (Dimitrov et al., 2008). Jsou-li v§ak nové
heterodimery integrovany do mikrotubulu pomaleji, pak po hydrolyze GTP dochazi
k destabilizaci vazeb mezi heterodimery v mikrotubulu, coz vede k jeho odbouravani
a zkracovani. Pfechod ze stavu polymerace do stavu depolymerace se nazyva katastrofa
(viz Obr. 2A). V extrémnim ptipadé se mize mikrotubulus zcela rozpadnout. Jestlize po
katastrof¢ dojde k obnoveni riistu mikrotubulu, hovotime o jeho zachrang, ,,rescue®.

Proces neustdlého ptepinani mezi ristem a odbouravanim mikrotubuld se oznacuje
jako dynamicka nestabilita (Horio et Murata, 2014; Wade, 2009) a ve vétSiné bunék je
pozorovatelny pouze na plus-koncich mikrotubulli, protoZe tyto nejsou ukotvené na
zadném misté bunky (viz Obr. 2A). Minus-konce byvaji Casto ukotveny v tzv.

mikrotubularnich nukleacnich centrech, anglicky zvanych microtubule organizing
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centres (MTOCs). Nejvétsim MTOC v buiikkach Zzivocichti je centrozém, ktery se
nachdazi pfiblizné na stfedu bunky, obsahuje dvé centrioly a pfedevsim na své periferii
zna¢né mnozstvi mikrotubul-nukleacnich prstenci tvofenych malymi a velkymi y-
tubulinovymi proteinovymi komplexy (Fu et al., 2015; Gaume et al., 2015; Chavali et
al., 2015; O'Toole et al., 2012). Mal¢é a velké komplexy jsou tvoreny y-tubulinem a také
proteiny netubulinové povahy, tzv. GCP (y-tubulin complex proteins; Kollman et al.,
2008). Z nukleacnich center mikrotubuly vyristaji smérem k okrajovéjSim Castem
bunky (Fu et al., 2015; Gaume et al., 2015; Chavali et al., 2015; O'Toole et al., 2012),
a také napomahaji udrZzovani vnitiniho prostoru centrozomu bez mikrotubulti (O'Toole
et al., 2012). y-tubulin také ptispiva k vytvafeni spravné morfologie koncti mikrotubult
umisténych v centrozému a hraje vyznamnou ulohu v pribéhu bunééného déleni, kdy
zabranuje centriolam v pifed¢asném rozchodu k opaénym poélim bunky (O'Toole et al.,

2012).

g ; -
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Obr. 2: Dynamicka nestabilita mikrotubull a treadmilling. A) Plus-konce mikrotubuli
obvykle nejsou v burice nijak ukotveny, a proto ¢astéji nez minus-konce podléhaji rustu
diky pfidavani tubulinovych heterodimeri. Pti pfili§ rychlé hydrolyze GTP na ptidaném
heterodimeru se plus-konec stava nestabilnim a dochazi k depolymerizaci mikrotubulu
neboli katastrofé. Naslednym odebiranim tubulinovych podjednotek se mikrotubulus
zkracuje. B) U neukotvenych mikrotubulll miiZe nastdvat soucasné s pfipojovanim
podjednotek na plus-konci také jejich odebirani na minus-konci. Vysledkem je nepfimy
tok podjednotek v ramci mikrotubulu. Takto zapfi¢inény pohyb mikrotubulu v prostoru
se nazyva treadmilling. Upraveno podle Dixit et Cyr (2004).

Katastrofa
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V rostlinnych bunkach se centrozém ani jemu podobnd piesn¢ definovana MTOCs
nenachazeji. Nukleani centra mikrotubulii jsou rozmisténa na cytoplazmatické
membrané (Schmit, 2002) a na membranach bunéfnych organel, jako je jadro
(Batzenschlager et al., 2013; Stoppin et al., 1994) ¢i Golgiho komplex (Drykova et al.,
2003; Vildanova et al., 2014). O prtib¢hu bunééného déleni v butikach bez centrozomu
pojednava kapitola 3.2.2. Diky pfitomnosti neukotvenych mikrotubulti 1ze v buiikach
rostlin ¢asto pozorovat tzv. treadmilling (viz Obr. 2B). Pfi tomto jevu se mikrotubulus
zkracuje na minus-konci a zaroven roste na plus-konci (Erlenkamper et Kruse, 2013;
Chomicki et al., 2016; Kueh et Mitchison, 2009). Mikrotubuly podléhajici treadmillingu
jsou vétsinou velmi kratké a vzapéti mize dojit k jejich zaniku, avsak mnohem casté&ji
splynou ve svazek s jinymi jiz existujicimi mikrotubuly (Chomicki et al., 2016). Jelikoz
nejsou omezeny svou délkou ani pevnou pozici v mikrotubuldrni siti a jsou schopny
rychlé reorientace, mohou se v bufice tyto kratké mikrotubuly diky treadmillingu
pohybovat rliznymi sméry a ndhodnym svazkovanim se stabilnéjSimi mikrotubuly

podporuji stavajici usporadani celé sit¢ (Chomicki et al., 2016).

3.1.4 Mikrotubuldrni bunécné struktury rostlin

Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozi kapitole, rostlinné buiiky se nevyznacuji
centrozémem, avSak miizeme v nich nalézt jiné mikrotubularni struktury, specifické pro
rostliny. V interfazi jsou rostlinné mikrotubuly uspotadany autoorganizaci do vysoce
dynamicke sité tzv. kortikalnich mikrotubulll (viz Obr. 3A), nachézejicich se na vnitini
stran¢ cytoplazmatické membrany a schopnych reorganizace dle aktudlnich potieb
buriky (Komis et al., 2014; Ma et al., 2016b; Shaw, 2013; Wasteneys et Ambrose,
2009). Jak buika prochazi bunéénym cyklem a dostava se do faze bunééného déleni,
kortikalni mikrotubuly jsou soustfed’ovany do paralelnich svazkli v uzkém péasu okolo
bunécného jadra. Tato struktura se nazyva piedprofazni svazek (PPB z anglického
preprophase band; viz Obr. 3B) a udava polohu pro nasledné bunécné de€leni
(Rasmussen et al., 2013), ziejm¢ vsak existuji i jiné mechanismy urceni pozice déleni
nezavislé na PPB (Rasmussen et al., 2013; Zhang et al., 2016). B&éhem d¢leni se
predprofazni svazek rozpada a mikrotubuly jsou reorganizovany do jinych struktur,
V piivodnim misté svazku vSak zistdva stopa pro pozdé¢jsi vytvoreni bunééné prepazky
(Rasmussen et al., 2013). Bipolarni délici vieténko (viz Obr. 3C), nezbytné pro spravny
prubéh rozdé€leni jadra, je u rostlin v diasledku nepfitomnosti centrozomu

acentrozomalni a mikrotubuly se v ném organizuji samy; na jejich organizaci se podili
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také jaderny chromatin, k némuz po rozpadu jaderného obalu pronikaji (Dinarina et al.,
2009; Petrovska et al., 2013). Poté, co se chromozomy diky délicimu vieténku rozejdou
k opaénym polim bunky, vytvaii se v rostlinné bunce dalsi specificka struktura zvana
fragmoplast (Obr. 3D). Ten je situovan na zakladé¢ signalu po mikrotubulech
predprofazniho svazku a urCuje pozici vytvaiejici se bunééné prepazky (Lipka et al.,
2014; Murata et al., 2013). Antiparalelni svazky stabilnich i dynamickych mikrotubulti
fragmoplastu jsou organizovany kolmo ke vznikajici bunééné piepazce a slouzi jako
drahy pro molekulové motory pfepravujici sem material pro tvorbu nové bunécné stény
(de Keijzer et al., 2014; Li et al., 2010). Bunétna piepazka se nasledné centrifugalné
rozSifuje diky preuspofadavani nukleacnich komplexd na minus-koncich mikrotubulti

a nasledné nukleaci novych mikrotubult pfi okrajich prepazky (Murata et al., 2013).
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e

e
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Obr. 3: Znazornéni mikrotubuldrnich struktur v rostlinné bunce. A) Kortikalni
mikrotubuly se nachazeji na vnitini stran¢ cytoplazmatické membrany. B) Predprofazni
svazek (PPB) udéava pozici pro bunééné déleni. C) Deélici vieténko je u rostlin
acentrozomalni. D) Fragmoplast umoznuje tvorbu bunécné piepazky v misté ureném
signaly po PPB. Upraveno podle de Keijzer et al. (2014).

(i,
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3.1.5 Proteiny interagujici s mikrotubuly

Funk¢éni 1 mechanické vlastnosti mikrotubulii jsou vyznamné ovliviiovany
mnozstvim proteinli, jeZ interaguji jak s polymerizovanymi mikrotubuly, tak 1 se
samostatnymi tubulinovymi dimery. Mezi tyto interagujici proteiny patii skupina
molekulovych motort. U zivo€ichti sem fadime kineziny, pohybujici se vétSinou k plus-
konci mikrotubul, a dyneiny, pohybujici se k minus-konci (Marx et al., 2005).
V buiikach vyssich rostlin se dyneiny nenachazeji, proto pohyb k plus- i minus-konciim

mikrotubull zprosttedkovavaji pouze kineziny, jez jsou diverzifikovany do mnoha
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podskupin (Richardson et al., 2006; Wickstead et Gull, 2007). Molekulové motory ke
svému pohybu podél mikrotubulll ziskavaji energii hydrolyzou ATP prostfednictvim
své ATP-vazebné domény (Hirokawa et al., 2009; Vale, 2003) a umoznuji transport
bunééného nakladu napf. pii tvorbé bunééné piepazky (de Keijzer et al., 2014; Li et al.,
2010) nebo se podileji na reorganizaci mikrotubularni sit¢ béhem bunééného déleni
(Lee et al., 2007; Lipka et al., 2014).

Dalsi vyznamnou skupinu tvofi tzv. MAPs neboli proteiny asociované s mikrotubuly
(zkratka pochézi z anglického microtubule associated proteins). Funkci MAPs je
modulace dynamiky mikrotubuli tak, aby mohly plnit Sirokou S§kélu uloh v buice.
MAPs mohou s mikrotubuly reagovat pifimo anebo prostiednictvim interakce s jinymi
MAPs (Vleugel et al., 2016). Patii sem proteiny stabilizujici nebo naopak destabilizujici
mikrotubuly, proteiny podporujici nukleaci mikrotubulli,, jejich svazkovani nebo
rozveétvovani, ¢i proteiny zprostfedkovavajici ukotveni mikrotubulll k bunéénym
organelam (Horio et Murata, 2014).

Mezi MAPs fadime také proteiny interagujici s plus-konci mikrotubuld, jinak zvané
+TIPs (z anglického plus-end tracking proteins), které jsou vlastni vS§em eukaryotnim
organismum (Schuyler et al., 2003). Vzhledem k jejich lokalizaci na rostoucim konci
mikrotubuld je velmi pravdépodobné, ze béhem prorastani mikrotubulu cytoplazmou
interaguji také s jinymi proteiny a bunécnymi komponenty (Vleugel et al., 2016).
V nasledujici kapitole se budu podrobnéji zabyvat EB proteiny, protoze jeden z nich je

stéZejnim objektem této diplomové prace.

3.1.5.1 End Binding protein 1

Proteiny vazici rostouci plus-konec mikrotubulil (nebo také EB proteiny z anglického
nazvu end-binding proteins, Obr. 4) maji vyznamnou ulohu v interakcich s jinymi
+TIPs a jsou evolu¢né velmi konzervované (Akhmanova et Steinmetz, 2008; Schuyler
et al., 2003). U savcl byly objeveny tfi subtypy téchto proteinti, oznacované Cisly: EB1,
EB2 a EB3 (Vleugel et al., 2016). EB proteiny lze nalézt i v rostlinnych bunkach
(Gleeson et al.,, 2012; Komaki et al., 2010), jejich homology se vyskytuji také
u kvasinek (Sandblad et al., 2006). V in vitro studiich EB proteiny zvysuji frekvenci
katastrof mikrotubuli (Komaki et al., 2010; Maurer et al., 2014), coz je v rozporu
s nékterymi in vivo pozorovanimi (Galva et al., 2014). Tento nesoulad je nejspi$ dan

nepiitomnosti jinych +TIPs v in vitro experimentech, zatimco in vivo tyto proteiny
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moduluji pusobeni EB proteini na chovani mikrotubula (Galjart, 2010; Stepanova et
al., 2010).

EB proteiny interaguji s rostoucimi plus-konci mikrotubult svou N-terminalni CH
(calponin homology) doménou (Galva et al., 2014; Komaki et al., 2010). K vazb¢ EB
proteinu dochazi na rozhrani 4 tubulinovych dimerid mimo Sev (Zhang et al., 2015),
nasledkem cehoz nastavaji na o-podjednotce heterodimertit konformacni zmény
usnadiiujici hydrolyzu GTP a tim zvySujici pravdépodobnost rozpadu mikrotubulu
(Duellberg et al., 2016; Maurer et al., 2014; Zhang et al., 2015). EB proteiny vsak také
mohou stabilizovat plus-konec mikrotubultt a tim pfispivat k jejich prodluZzovani
(Duellberg et al., 2016; Galva et al., 2014). C-terminalni doména EB proteint je pak
k dispozici pro vytvateni EB dimerd nebo pro vazbu jinych interagujicich proteini

(Honnappa et al., 2009).

Plus-konec

8 Tubulinovy heterodimer

@ y-tubuiin

Minus-konec

Obr. 4: Interakce proteinu EBL1 s plus-koncem mikrotubulu. Mikrotubulus je nukleovan
v y-TuRC, Sipky naznacuji polymerizaci a depolymerizaci dynamického konce
mikrotubulu. Upraveno podle Schuster et al. (2015).

U rostlin se EB proteiny nazyvaji EB1. Existuje n€kolik subtypi EBI1 proteinii —
homology EBla a EBI1b se vyskytuji v zivociSnych, rostlinnych i1 kvasinkovych
bunkach (Komaki et al., 2010) a vykazuji 79% identitu v aminokyselinovém slozeni
(Galva et al., 2014). Oproti tomu EBI1c je specificky pouze pro rostliny (Bisgrove et al.,
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2008; Komaki et al., 2010; Novak et al., 2015) a jeho identita aminokyselinového
slozeni s EB1D ¢ini pouze 52 % (Galva et al., 2014).

C-termindlni doména EBIlc obsahuje bazickou oblast zprosttedkovéavajici jaderny
lokalizacni signal, proto se tento protein béhem interfaze nachazi v bunécném jadie
(Komaki et al., 2010; Novak et al., 2015). V pribéhu bunééného déleni se EB1c podili
na polarit¢ déliciho vieténka a na rozchodu anafaznich chromozému, pozdéji je EBlc
lokalizovan ve fragmoplastu a po dokonceni bunétného déleni relokalizuje do nové
vzniklych dcefinych jader (Komaki et al., 2010; Novak et al., 2015), zatimco EBla
a EB1b se i nadale nachazeji na plus-koncich kortikalnich mikrotubulti (Komaki et al.,
2010).

Na rozdil od zbylych dvou subtypti EBI, které mohou vytvaret homodimery
i heterodimery, EBlc vytvaii pouze homodimery, a to jak in vivo, tak vin vitro
experimentech (Komaki et al., 2010). Dalsi odlisnosti tohoto proteinu je fakt, Ze
zatimco C-termindlni doména EBla a EB1b vykazuje inhibi¢ni ti¢inky na polymerizaci
mikrotubuli prostfednictvim interakce s N-terminalni doménou EB1 proteinu, v piipadé

EBIlc tato autoinhibi¢ni funkce neni pfitomna (Komaki et al., 2010).

3.2 Bunécny cyklus

Jako bunéény cyklus se oznacuje doba od jednoho déleni eukaryotni buiiky do d€leni
nasledujiciho. RozliSujeme nékolik fazi bunééného cyklu: Gi-fazi, S-fazi, Go-fazi a M-
fazi (viz Obr. 5). Béhem faze G:1 (oznaceni G vychazi z anglického gap neboli mezera)
buiika roste po pfedchozim ukonfeném déleni a pfipravuje se na nasledujici S-fazi.
V Gi-fazi se také nachézi jeden z kontrolnich bodii cyklu — pokud buitka nemé vhodné
podminky pro vstup do S-faze nebo je pfili§ mala, jeji cyklus se v tomto okamziku
zastavi a bunka vstoupi do tzv. Go-faze, v niZ setrva do té doby, neZ bude pfipravena
pokracovat v cyklu. V nasledujici S-fazi (S od slova syntéza) dochazi k replikaci
jaderné DNA. Daéle cyklus pokracuje Go-fazi, v jejimz prabéhu buika dale roste
areplikuje své cytoplazmatické organely. Na konci Gz-faze se nachazi dalsi dilezity
kontrolni bod, jimz bunka projde do M-faze pouze tehdy, ma-li dostatecnou velikost
aje-li jeji DNA spravné zreplikovana. Gi- (pfip. i Go-), S- a Go-faze se souhrnné
oznacuji jako interfaze, protoze se nachdzeji mezi dvéma bunécnymi délenimi. Bunécné
déleni probihd v M-fazi (M od slova mit6za) bunééné¢ho cyklu a ma dvé hlavni ¢asti:

déleni jadra (mitdzu) a déleni cytoplazmy neboli cytokinezi.
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Podobné¢ jako bunécny cyklus se i mitdéza rozdéluje do nékolika Casti: profaze,
prometafize, metafdze, anafaze a telofaze (viz Obr. 5). V profazi kondenzuji
chromozomy, takze se stdvaji pozorovatelnymi ve svételném mikroskopu. Duplikované
centrozomy se rozchdzeji k opatnym poélim bunky a zacind se utvaret mitotické
vieténko. Mitéza probihajici v rostlinnych buiikach bez centrozomu bude popsana
v kapitole 3.2.2. V prometafazi se rozpada jaderny obal a mikrotubuly vieténka se tak
mohou véazat na chromozomy v oblasti centromer prostfednictvim interakce
s kinetochorovymi proteiny (Dinarina et al., 2009; Nerusheva et Akiyoshi, 2016).
Metafaze je typickd sefazenim vSech chromozémi v ekvatoridlni roving buiiky, cehoz
se zfejm¢ ucastni motorové proteiny, ale také dynamickd nestabilita mikrotubull
(Dinarina et al., 2009). V anafazi se od sebe odd¢luji sesterské chromatidy a jsou tazeny
k opaénym polim buniky. Na jejich pohybu se podili nejprve zkracovani
kinetochorovych mikrotubulli v anafdzi A, posléze také oddalovani samotnych
centrozOmu v anafazi B (Schuyler et al., 2003; Uehara et al., 2016). Touto segregaci
dcefinych chromozdémi je umoznéno rozdeleni replikované DNA do dvou identickych
sad, a tedy zachovani genetické informace v dalsi generaci bun€k. Béhem telofaze se
Z fragmenti pivodni jaderné membrany vytvéieji nové jaderné obaly kolem obou
vznikajicich dcefinych jader (Chen et al., 2016). Skrz jaderné pory do kazdého jadra
putuji jaderné proteiny, celé¢ jaddro nabyva na velikosti achromozoémy v ném
dekondenzuji zpét do svého interfazniho stavu.

Posledni fazi bunécného déleni je cytokineze, zacinajici zpravidla uz v anafazi (Zhou
et Wang, 2008), avsak dokoncena az po vzniku dcefinych jader. U Zivocichii probiha
cytokineze centripetadlné — bunikka je zaSkrcena pomoci kontraktilniho prstence
vytvofeného z aktinovych vlaken pfichycenych k cytoplazmatické membrané (Huang et
al., 2016; Uehara et al., 2016). V rostlinné buiice probiha cytokineze centrifugalné a je

zprostiedkovana mikrotubuldrnim fragmoplastem (viz kapitola 3.1.4).
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Obr. 5: Schéma bunécéného cyklu a mechanismu regulace Gi-S ptechodu. P — profaze.
PM — prometafize. M — metafaze. A — anafiaze. T — telofaze. CK — cytokineze.
Upraveno podle Douglas et Haddad (2003).

3.2.1 Checkpoint proteiny

Bunéény cyklus obsahuje fadu kontrolnich bodd (checkpointll), v nichz musi byt
rozhodnuto, zda ptedchozi faze cyklu probé¢hla spravné a je fadné ukoncena a zda tedy
bunka mtze vstoupit do dalsi faze. Toto rozhodnuti umoznuji tzv. checkpoint proteiny.
Prechod mezi jednotlivymi fazemi cyklu =zajistuji komplexy cyklinG a jimi
aktivovanych cyklin-dependentnich kinaz (Cdk). Hladina kinaz je béhem cyklu
viceméné stabilni, zato mnoZstvi cyklinli znacn€ kolisd v zavislosti na fazi cyklu
(Swaffer et al., 2016; Wilczynska et al., 2016).

Asi nejdulezitéjsSim kontrolnim bodem je tzv. start, nachazejici se v Gi-fazi. Jakmile
burika tento bod jednou piekroc¢i do S-faze, musi jiz cely cyklus dokon¢it, za urcitych
okolnosti je vSak i tento proces reverzibilni (Cappell et al., 2016). Vyznamnou roli
v pfechodu do S-faze hraje transkripéni faktor p53, jehoz mnozstvi v buiice se zvySuje
v piipadé posSkozeni DNA (viz Obr. 5; Rutkowski et al., 2010). Aktivni p53 stimuluje
transkripci proteinu p21, ktery inhibuje Cdk2, jejiz aktivita je nutna pro vstup do S-faze
(Spencer et al., 2013). Poskozeni DNA tak vede K zastaveni bunééného cyklu v Gi-fazi,
kdy mohou byt spustény DNA-repara¢ni mechanismy, a nedochazi tedy k replikaci

mutované ¢i jinak poskozené DNA. U rostlin a kvasinek sice nebyly proteiny rodiny
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p53 identifikovany (Rutkowski et al., 2010), avSak v Arabidopsis thaliana
transformovanych konstruktem nesoucim gen pro lidsky p53 dochazelo k pfed¢asnému
starnuti a morfologickym abnormalitam (Ma et al., 2016a). Ma et al. (2016a) také
v Arabidopsis thaliana zjistili pfitomnost signalni drahy homologni k Zivo¢i$né draze
aktivované p53.

Klicovym regulatorem piechodu buitkky mezi G- a M-fazi je fosfatdza Cdc25, ktera
defosforyluje specificky tyrozin kindzy Cdc2, a to v zavislosti na dostatecné velikosti
bunky (Rupes et al., 2001). Aktivita Cdc2 je potiebna pro vstup do M-faze, jeji inhibice
je zajisténa protein kindzou Weel, fosforylujici tentyz tyrozin, ktery je cilovym mistem
fosfatazy Cdc25 (Jorgensen et Tyers, 2004). Tento kontrolni mechanismus je v ramci
eukaryot evolu¢né konzervovan (Jorgensen et Tyers, 2004).

Dal$im kontrolnim bodem butika prochédzi v pritbéhu mitdzy. Jedna se o tzv. spindle
assembly checkpoint (SAC), coz 1ze Cesky vyjadrit jako kontrolni bod sestaveni déliciho
vieténka. V tomto bodé dochazi na kinetochorech k mechano-chemické signalizaci
toho, jestli jsou vSechny chromozémy pfipojeny svymi centromerami na mikrotubuly
vieténka (Aravamudhan et al., 2016). Nasleduje spusténi signaliza¢ni kaskady vedouci
k pokracovani v mitéze (jsou-li vSechny chromozomy napojeny), nebo naopak
k inhibici postupu v déleni (pokud chromozémy napojeny nejsou). Ve druhém
zminéném piipadée trva pozastaveni déleni tak dlouho, dokud se vSechny chromozomy
spravnym zpusobem neptipoji k délicimu vieténku. Jednim z Gstfednich c¢initeld SAC se

bliZze zabyva nasledujici kapitola.

3.2.1.1 Mad2

Mitotic arrest defficient 2 (zkrdcené Mad2) je protein lokalizovany na kinetochorech
chromozému nepiipojenych k d€licimu vieténku a je nezbytny pro aktivaci proteint
SAC (Stormo et Fox, 2016). Mad2 existuje ve dvou konformacnich stavech —
otevieném (O-Mad2) a uzavieném (C-Mad2), pficemz neaktivni oteviend forma se
nachazi v cytosolu (Joglekar et Aravamudhan, 2016). Vazebnym partnerem pro C-Mad?2
je jina izoforma tohoto proteinu oznacovana Madl (Musacchio, 2015; Yang et al.,
2014). Vznikly heterodimer funguje jako katalyzator premény O-Mad2 na C-Mad?2
prostfednictvim jejich dimerizace a nasledné konverze oteviené formy na uzavienou
(Yang et al., 2014). Zvysujici se hladina C-Mad2 vede k vazbé Cdc20 do komplexu
s dal§imi proteiny tohoto kontrolniho bodu (lzawa et Pines, 2015; Musacchio, 2015).

Cdc20 je tak odebirana z cytosolu, kde by v opaéném ptipadé plnila funkci aktivacni

22



podjednotky APC/C neboli anafazi podporujiciho komplexu/cyklozomu (lzawa et
Pines, 2015). Vznikly proteinovy komplex, nazyvany MCC z anglického mitotic
checkpoint complex, také vaze Cdc20 z jiz aktivovanych APC/C, ¢imz dale inhibuje
jejich aktivitu (Izawa et Pines, 2015). Timto zpisobem vznika signal pro zastaveni
bunky pied vstupem do anafaze.

Po vazbé mikrotubulu na specifické proteiny kinetochoru ptes jejich CH doménu
dochazi k odstranéni enzymu Mps1, nutného k tvorbé aktivniho MCC, a tim i k rozpadu
MCC (Ji et al., 2015; Musacchio, 2015). Aktivni APC/C pak vede ke vstupu buiky do
anafaze. Je v8ak také mozné, ze Mpsl zistava navazan na Kinetochoru a dochazi pouze
k jeho oddaleni od proteint MCC, coz rovnéz vede k aktivaci APC/C a pokracovani
bunécného déleni (Aravamudhan et al., 2014).

3.2.2 Acentrozomadlni mitéza

V bunikkach bez centrozému, jako jsou buiky rostlin a nékterych hub ¢&i vajicka
obratlovcl, jsou mikrotubuly pfi vzniku mitotického vieténka nukleovdny dvéma
hlavnimi zplsoby — jeden je zavisly na chromozomech za ptitomnosti RanGTP a CPC
proteinovych komplex®i, druhy pak zavisi na jiZz existyjicich mikrotubulech ve
spolupraci s augminem (Meunier et Vernos, 2016). Pro tcely studia acentrozomalniho
déleni je hojné vyuzivanym modelem vajicko zaby rodu Xenopus (Carazo-Salas et al.,
1999; Kalab et al., 2006; Meunier et Vernos, 2016; Radford et al., 2016).

RanGTP gradient snejvyssi koncentraci v mitotickém chromatinu sam o sob¢
napomaha nukleaci mikrotubulil v blizkosti chromozémi, aniz by zde existovaly
pfedem dané mikrotubul-nukleujici struktury podobné zivociSnym centrozémim
(Carazo-Salas et al., 1999; Hasegawa et al., 2013; Kalab et al., 2006). Tvorba RanGTP
gradientu v délicich se bunkach je dana zvysenou hladinou faktoru RCC1 (regulator of
chromosome condensation 1) v chromatinu (Hasegawa et al., 2013).

Na nukleaci a stabilizaci mikrotubulli na kinetochorech se také podili CPC neboli
chromosome passanger complex, ktery se nachdzi na kinetochorech chromozému (viz
Obr. 6A) ajehoz soucasti je mj. kinaza Aurora B (Samejima et al., 2015). Aktivita
tohoto enzymu vede k inhibici nékterych mikrotubul-destabilizujicich faktor, coz
vytvaii vhodné podminky pro sestavovani mikrotubull v oblasti kinetochorti (Samejima
et al., 2015). CPC také hraje roli pfi opravach chybného pfipojeni chromozémut na
mikrotubuly vieténka (Chan et al., 2012). Oba tyto systémy — RanGTP- i CPC-

dependentni — zfejmé funguji nezavisle na sobé, avsak pravdépodobné se pii vzniku
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kinetochorovych mikrotubulli a mitotického vieténka podporuji a jejich spoleCnym
rysem je fakt, Ze jsou oba lokalizovany v jadie a mohou tedy interagovat s mikrotubuly
pouze po rozpadu jaderné membrany béhem bunétného déleni (Meunier et Vernos,
2016). Mikrotubulus, ktery je svym plus-koncem uchycen a stabilizovan na
kinetochoru, poté roste pfidavanim podjednotek na plus-konci a jeho minus-konec je tak
odtlacovan smérem k polu vieténka (Maiato et al., 2004; Meunier et Vernos, 2016).

Na rozdil od vyse uvedenych nuklea¢nich systém muize augmin-dependentni
mechanismus fungovat i v interfazi a byl jiz zjistén i v rostlinnych bufikach na jejich
kortikalnich mikrotubulech (Hotta et al., 2012; Liu et al., 2014). Nicméné stale neni
jasné, kdy zacina byt tato draha aktivni (Meunier et Vernos, 2016). Molekuly augminu
vytvaieji spolu s dal§imi proteiny oktamericky komplex, ktery interaguje s povrchem jiz
existujicich mikrotubuld (viz Obr. 6B) a rekrutuje k nim y-tubulinové komplexy, jez pak
slouzi jako nuklea¢ni mista pro nové mikrotubuly (Hotta et al., 2012; Kamasaki et al.,
2013; Liu et al., 2014). Timto zpisobem dochazi k rychlému nartstu mikrotubularni
hmoty vyuzitelné pro sestaveni dostatecné robustniho vieténka (Hayward et al., 2014;
Meunier et Vernos, 2016). Obdobné¢ je augmin-dependentni mechanismus nukleace

mikrotubull zapojen do tvorby fragmoplastu pfi cytokinezi (Hotta et al., 2012).

Mikrotubuly B Mikrotubuly
y-TuRC y-TuRC

Obr. 6: Acentrozomalni nukleacni mechanismy. A) CPC-dependentni mechanismus je
lokalizovan na kinetochoru. Pfitomnd Aurora B inhibuje mikrotubul-destabilizujici
faktory (MCAK a OP18), ¢imZ se oblast kinetochoru stdva vhodnou pro stabilizaci
mikrotubuld. B) Augminovy komplex diky interakci s y-tubulinovymi komplexy
umoziiuje nukleaci novych mikrotubulii na jiz existujicich mikrotubulech. Upraveno
podle Meunier et Vernos (2016).
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3.3 MAP Kkinazy

Mitogen-aktivované protein kinazy, zkracené MAP kindzy nebo jen MAPKs,
predstavuji multienzymové komplexy signaliza¢nich kaskad, jez jsou Vramci
eukaryotnich organismu silné evolu¢né konzervované (Feng et al., 2016; Marangoni et
al., 2015; Pincus et al., 2013). Zvlasté vyznamnou roli pak hraji v signalizaci u rostlin,
nebot’ tyto nepohyblivé organismy jimi reaguji nejen na latky ze svého vnitiniho
prostiedi, jako jsou hormony ¢i riistové regulétory, ale také na vnéjsi podnéty — mtize se
jednat o rtzné druhy stresu (Ovecka et al., 2014) nebo interakce se symbionty
a patogeny (Becker et al., 2015; Jalmi et Sinha, 2016).

MAP kinazové signalizacni drahy funguji na zaklad€ reverzibilni posttransla¢ni
fosforylace (Ovecka et al., 2014). Na pomyslném vrcholu kaskady stoji MAP kinaza
kinaza kindaza (MAP3K) aktivovana extracelularnim ¢i intracelularnim podnétem
a fosforylujici MAP kindzu kindzu (MAP2K), ktera poté fosforyluje MAP kindzu
(MAPK). MAP kindza aktivovana fosforylaci pak spousti mechanismus vedouci
k bunééné odpovédi na dany podnét (viz Obr. 7), a to prostiednictvim
aktivace/inaktivace transkripénich faktord, slozek cytoskeletu ¢i jinych signalizac¢nich
drah (Smekalova et al., 2014).

Mezi MAP3Ks patii naptiklad proteiny zrodiny ANP (Arabidopsis thaliana
homolog of nucleus- and phragmoplast-localized kinase) podilejici se na organizaci
mikrotubularniho cytoskeletu a na spravném pribéhu cytokineze (Beck et al., 2011,
Takahashi et al., 2010). Jak ukazali Beck et al. (2011), dvojit¢ mutantni rostliny
Arabidopsis thaliana v genech pro ANP2 a ANP3 vykazovaly naruSeny rast
vegetativnich orgdni s neobvykle vétvenymi kofenovymi vlasky. S vyuzitim
elektronového mikroskopu Beck et al. (2011) vtéchto mutantech zjistili silné
svazkované mikrotubuly, coz bylo zifejmé zpiisobeno narusenou MAP kinazovou
signalizaci.

MKK®6 (mitogen-aktivovana protein kinaza 6) je protein fazeny mezi MAP2Ks
a zapojujici se rovnéz v cytokinezi, pfi niz je lokalizovan v ekvatoridlni Casti
fragmoplastu (Takahashi et al., 2010). Jak zjistili Takahashi et al. (2010), aktivatorem
MKKG®6 je ANP3 a mutace v genu mkk6 u A. thaliana vede k cytokinetickym defektiim

a predasnému zastaveni ristu.
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Obr. 7: Schéma ptenosu extracelularniho signalu prostfednictvim MAP kinazovych
drah. Skrze intracelularni pienasece signalu (piip. pfimou translokaci vnéjsiho podnétu
— hormonu do buiky) je aktivovana MAP3K fosforylujici a tim aktivujici MAP2K.
MAP2K fosforyluje a tedy aktivuje MAPK, ktera svou fosforyla¢ni aktivitou aktivuje
nebo inaktivuje cilovy protein. Upraveno podle Smekalova et al. (2014).

3.4 Stanoveni proteinovych interakci

Ve vsech zivych buikach je obsazeno velké mnozstvi riznych proteinti, které spolu
interaguji a navzajem se ovliviyji ve svych funkcich. Slozeni proteinovych komplexti se
muize liSit v disledku bunééné odpovédi na vnéjSi podnét anebo v zavislosti na
vyvojovém stadiu buniky. Studium proteinovych interakci je proto zésadni pro
pochopeni prabeéhu bunécnych procesi a za jeho ucelem byla vyvinuta fada

promyslenych metod, z nichz nékteré budou vysvétleny v této kapitole.

3.4.1 Biochemické metody

Jednou z moZnosti stanoveni proteinovych interakci je koimunoprecipitace (co-IP,
viz Obr. 8). Tato biochemicka metoda je zalozena na Setrném rozruseni bun¢k tak, aby
nedoslo k poruseni nativnich proteinovych komplexii. K proteinovému extraktu se pak
piidava protilatka proti studovanému proteinu, coz zpusobi jeho precipitaci v komplexu
S jeho vazebnymi partnery (Lee et al., 2016; Petre et al., 2015; Thiebaut et al., 2016).
Pro vychytani vzniklych precipitovanych komplexli jsou uréeny agardézové nebo jiné
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podobné castice, které na svém povrchu nesou protein A nebo protein G, jenz vaze
protilatky (Thiebaut et al., 2016). Po odstranéni ostatnich slozek smési jsou zachycené
proteinové komplexy eluovany z agarézovych castic a mohou byt déale analyzovany,
napf. s vyuzitim protilatek specifickych vii¢i jednotlivym interakénim partneriim nebo

pomoci SDS-PAGE s naslednou MS analyzou.
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Obr. 8: Schéma koimunoprecipitace. A) Ptidani protilatky k proteinovému extraktu. B)
Pridani agarézovych kulicek s proteinem A/G. C) Agardzové kulicky s navazanymi
protilatkami a jimi zachycenymi proteinovymi komplexy. D) Po centrifugaci zlstane
imunoprecipitdt vpeletu a je dale analyzovatelny. Upraveno podle
www.abcam.com/webinars.

3.4.2 Mikroskopické metody

Z mikroskopickych metod bych rada uvedla alespoii BiFC neboli bimolekuldrni
fluorescenéni komplementaci, kterou jsem vyuZivala v experimentdlni Casti své
diplomové prace. Princip této metody je velmi podobny kvasinkovému dvouhybridnimu
systému (popsanému v kapitole 3.4.3), avSak namisto transkripniho faktoru vyuziva
fluorescenéni protein — GFP (green fluorescent protein) nebo jeho derivaty (Kamigaki et
al., 2016). Tento je rozdélen na dvé casti, které samy o sobé neposkytuji fluorescenci
a které jsou fhzovany s proteiny, u nichz se predpoklada interakce (Kerppola, 2008).
Pokud kinterakci opravdu dochazi, pak jsou ob¢ casti fluorescenéniho proteinu
lokalizovany velmi blizko u sebe (viz Obr. 9), coz vede k vytvofeni nativni
trojrozmérné struktury fluoroforu a po ozafeni svétlem o vhodné vinové délce také
k emisi detekovatelného fluorescenéniho signalu. Je tak mozné nejen zjistit existenci
interakce mezi zkoumanymi proteiny, ale také urcit jejich lokalizaci v zivé bunce (Gehl

et al., 2009; Kerppola, 2008; Kudla et Bock, 2016). Diky rekonstituci fluorescen¢niho
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proteinu Ize vizualizovat i slabé nebo jen pfechodné interakce studovanych proteint
(Kudla et Bock, 2016). Pro naslednou imunolokaliza¢ni analyzu muze byt studovany
protein, fizovany s fluoroforem, oznaceny také hemaglutininovou nebo jinou kotvou

(Gehl et al., 2009; Kamigaki et al., 2016).

— S —

A/ + ¥ ' m) A B
_ Y }
w| e o
/ / 1\

~— L - /

Obr. 9: Schéma BiFC. Pti interakci zkoumanych proteini A a B se C-terminalni (VC)
i N-terminalni (VN) ¢asti fluoroforu Venus dostanou do té€sné blizkosti a po ozafeni
svétlem o vhodné vinové délce Ize detekovat fluorescencni signal. Upraveno podle
http://us.bioneer.com/products/vn/VVN-FusionLibrary-technical.aspx.

3.4.3 Jiné metody

Kvasinkovy dvouhybridni systém (anglicky oznaCovany yeast two hybrid nebo jen
Y2H) je in vivo metoda vyuzivajici opétovné sestaveni transkripéniho faktoru kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Transkripéni faktor je uméle rozdélen na DNA-vazebnou
doménu (DBD z anglického DNA-binding domain), jeZ umoziiuje jeho vazbu na
konkrétni misto v DNA, a na aktiva¢ni doménu (AD) s katalytickou aktivitou (Bruckner
et al., 2009). Kazda samostatné jsou tyto domény neaktivni (Obr. 10A). Jestlize vSak
bude DBD fiizovéana se zkoumanym proteinem X a AD se zkoumanym proteinem Y,
tyto konstrukty budou spoleéné exprimovany v kvasince a nastane-li interakce mezi
proteiny X a Y, pak se obé oddélené domény transkripcniho faktoru dostanou do tésné
blizkosti (Obr. 10B), coz povede k obnoveni funkce transkripéniho faktoru a k expresi
reportérového genu (Bruckner et al., 2009; Thiebaut et al., 2016). Timto genem muze
byt napt. lacZ operon koédujici podjednotku enzymu B-galaktosidazy (Bruckner et al.,
2009; Trifonov et al., 2016). Na selek¢nim médiu s obsahem X-gal (chromogenniho
substratu pro galaktosidazu) lze pak rozliSit bilé kolonie, u nichz nedoslo k aktivaci
transkripéniho faktoru, a kolonie modré, u kterych je transkripéni faktor aktivni,
indukuje expresi podjednotky B-galaktosidazy a funkcni B-galaktosidaza pak rozklada

X-gal za vzniku modrého zbarveni kolonie (Trifonov et al., 2016).
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Obr. 10: Schéma kvasinkového dvouhybridniho systému (Y2H). A) DNA-vazebna
doména (DBD) je fizovéna se zkoumanym proteinem X, aktivaéni doména (AD) je
fuzovana s proteinem Y, ktery je potencidlnim interaktorem proteinu X. Kazda
samostatné jsou ob¢é domény neaktivni a transkripce neprobihid. B) Pii koexpresi
konstruktil pro ob¢ fizované domény a pfi interakci proteintt X a Y nastane obnoveni
funkce transkrip¢niho faktoru sloZzeného s DBD a AD. To vede k zahajeni transkripce
RNA polymerdzou II. UAS = upstream activating sequence je misto nasednuti
transkripéniho faktoru na DNA. Upraveno podle Bruckner et al. (2009).

Existuje mnoho dalSich moZnosti pro studium proteinovych interakci. Pfi pouZiti
bifunkénich €inidel dochdzi ke kovalentni stabilizaci vazby mezi proteiny vzdalenymi
od sebe pravé tolik, jako je délka pouzitého ¢inidla (So et al., 2016). Pti prezentaci
peptidi fagy je do bakteriofagl vnesena genetickd informace pro expresi zkoumanych
peptidi (Gsekl proteinll) v ramci fagovych plastovych proteinti — peptidy jsou poté
vystaveny na povrch fdgovych c¢astic a diky tomu mohou byt zachyceny na kolong
obsahujici interakéniho partnera zkoumaného proteinu a dale analyzovany (Aghebati-
Maleki et al., 2016). Pro dostate¢né potvrzeni zjisténé interakce se jednotlivé metody

Casto kombinuji (Lee et al., 2016; Petre et al., 2015; Thiebaut et al., 2016).
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AD
ADP
ANP
ATP
attB
BiFC
BSA
Cdc20
Cdk
cDNA
CH
C-Mad2
Co-IP
Col-0
CPC
DAPI
DBD
DMSO
DNA
dNTPs
dsDNA
DTT
EB
ECL
EDTA
EGTA
E-misto
F-aktin
Fw primer
G-aktin
GCP
GFP

aktivacni doména

adenosindifosfat

Arabidopsis NPK1-related protein kinase
adenosintrifosfat

attachement site B

bimolekularni fluorescencni komplementace
bovinni sérovy albumin

cell division cycle 20

cyclin-dependent kinase, cyklin-dependentni kinaza
komplementarni DNA

calponin homology

uzaviena forma Mad2
ko-imunoprecipitace

Columbia

chromosome passanger complex
4',6-diamidino-2-fenylindol
DNA-binding domain, DNA-vazebna doména
dimytelsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifostaty
dvouvldknovd DNA

dithiotreitol

end binding protein

enhanced chemiluminiscence

kys. etylendiamintetraoctova

kys. etylenglykoltetraoctova
exchangeable misto

fibrilarni aktin

forward primer

globularni aktin

y-tubulin complex proteins

green fluorescent protein
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GDP
gDNA
GTP
HEPES
HTB1
HYG

KAN
kKMTs

LB

LD

MCAK
MKK6
Mad2
MAPK
MAPKK (MAP2K)
MAPKKK (MAP3K)
MAP(s)
MES

MS analyza
MS médium
MTOC(s)
MTSB
N-misto
NP-40

oD
O-Mad2
OP18

PAA

PBS

PCR

PIPES

PPB

PVDF

Ran

guanosindifosfat

genomicka DNA

guanosintrifosfat
N-2-hydroxyetylpiperazin-N"-2-etansulfonova kyselina
histon H2B 1

hygromycin

kanamycin

kortikéaIni mikrotubuly

lysogeny broth

loading dye

mitotic centromere-associated kinesin
mitogen-aktivovana proteinkinazakinaza 6
mitotic arrest deficiency
mitogen-aktivovana proteinkinaza
mitogen-aktivovana proteinkinazakinaza
mitogen-aktivovana proteinkinazakinazakinaza
microtubule-associated protein(s)
4-morfolin-etansulfonova kyselina

mass spektrometry analyza

Murashige a Skoog médium

microtubule organizing centre(s)
microtubule-stabilizing buffer
nonexchangeable misto

Nonidet P-40

optical density

oteviena forma Mad2

onkoprotein 18

polyakrylamid

phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr
polymerase chain reaction
piperazin-N,N’-bis(2-ctansulfonova kyselina)
preprophase band, ptfedprofazni svazek
polyvinylidendifluorid

Ras-related nuclear protein
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RCC1
Re primer
RFP
RNA
SAC
SD
SDS-PAGE
TAE
B
TBS
TBS-T
T-DNA
T0,1,2
+TIP
VC

VN

WB
X-gal
YEB
YFP
Y2H
v-TURC

regulator of chromosome condensation 1

reverse primer

red fluorescent protein, ¢erveny fluorescenéni protein
ribonukleova kyselina

spindle assembly checkpoint

smérodatna odchylka

sodium dodecylsulphate PAA gel electrophoresis
tris-acetate-EDTA buffer, tris-acetat-EDTA pufr
transfer buffer, transferovy pufr

tris-buffered saline

TBS s pridavkem Tween 20

transfer DNA

matetska, 1., 2. generace transformant

plus-end tracking protein

C-terminalni ¢ast Venus

N-terminalni ¢ast Venus

western blotting
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
yeast extract beef

yellow fluorescent protein, zluty fluorescencni protein
yeast 2-hybrid assay, kvasinkovy dvouhybridni systém

y-tubulin ring complex
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