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SOUHRN

Béhem mitézy dochdzi k formovani mitotického vieténka a tedy k nukleaci
mikrotubulii. Této organizace mikrotubulli se mimo jiné Ucastni i TPX2 protein (Targeting
protein for Xklp2) (Vos et al., 2008). V ptipad¢ Arabidopsis thaliana existuje cela rodina
gentt homolognich ke kanonickému TPX2 proteinu. Tyto proteiny jsou nazyvany proteiny

TPX2-like a dosud jesté nebyly blize charakterizovany.

Pfedmétem prace bylo lokalizovat GFP a RFP fuzni varianty TPX2-/ike proteinu 1,
TPX2-like proteinu 5 a TPX2-/ike proteinu 6 v bunécnych kulturach a rostlinach Arabidopsis

thaliana v prub&hu bunééného cyklu.

Metodou GATEWAY® klonovani byly ptipraveny GFP a RFP znacené konstrukty
zajmovych gend. Dale byly odvozeny bunééné suspenzni kultury Arabidopsis thaliana ekotyp
Landsberg erecta stabilné exprimujici tyto konstrukty. V téchto suspenzich byla fluorescenc¢ni
mikroskopii analyzovana GFP a RFP exprese a lokalizace TPX2-/ike proteinu 1, TPX2-like
proteinu 5 a TPX2-like proteinu 6. Nepfimym imunofluorescenénim barvenim
exprimovanych proteinti byl v téchto suspenzich charakterizovan vztah TPX2-/ike proteinu 5
a jaderné DNA v priibéhu bunécného cyklu. Dale byla exprese TPX2-/ike proteinu 5 ovéfena

in vivo ptimo v rostlinach Arabidopsis.

TPX2-like proteiny byly béhem interfaze lokalizovany v jadre. V prabéhu mitoézy pak
byla zjisténa lokalizace na strukturach déliciho vieténka rostlinné bunky. Béhem cytokineze
byly proteiny koncentrovany v oblasti fragmoplastu. Vysledky tedy naznacily, ze TPX2-like
protein 1, TPX2-l/ike protein 5 a TPX2-like protein 6 se podili na organizaci mitotickych

mikrotubulil v acentrozomalnich buikach rostlin, podobné jako TPX2 protein.



SUMMARY

During mitosis, a mitotic spindle forms and microtubules nucleate. A TPX2 (Targeting
protein for Xklp2) protein participates in this organization of microtubules (Vos et al., 2008).
In Arabidopsis thaliana, there is a family of genes, which are holomogs of canonic TPX2

protein. These proteins are called TPX2-like proteins and they were not described yet.

The aim of this work was to localize GFP and RFP fusion variants of TPX2-like
protein 1, TPX2-like protein 5 and TPX2-like protein 6 incell suspensions and plants

of Arabidopsis thaliana during cell cycle.

GATEWAY strategy of cloning was used to clone GFP and RFP fusion variants
of particular genes. The suspension cultures of Arabidopsis thaliana ecotype Landsberg
erecta expressing these genes were derived and a localization of expressed proteins
was studied during cell cycle. In addition, an imunofluorescence labelling of TPX2-like
protein 5 was performed to study its localization, too. The expression of TPX2-like protein 5

was verified also in Arabidopsis thaliana plants.

Our data showed that these proteins were localized in nucleus during interphase.
During mitosis, proteins were localized with microtubules of mitotic spindle and at the end
of cell division in the region of phragmoplast. These results indicate that TPX2-like protein 1,
TPX2-like protein 5 and TPX2-like protein 6 participate in organization of mitotic

microtubules in acentrosomal plant cells like TPX2 protein.
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1 UVOD

V dnesni dob¢ je rostlinny genom na trovni DNA dobfe prozkoumén, avSak dosud
neni znamo mnoho informaci o proteinech v jadie rostlinné bunky. Z tohoto divodu
nemiizeme dobfe porozumét tomu, jak je rostlinny genom v jadfe usporadan a jaka je jeho
funkce v rostlin¢ (Petrovska et al., 2015). Studium struktury, funkce a chovani jaderné¢ho
proteomu v organizaci rostlinného genomu nam pomtZze odhalit a 1épe pochopit i funkci

jaderného genomu.

Tato diplomova prace se soustfedi na studium vybranych TPX2-like proteint
(Targeting protein for Xklp2-like, TPX2-like). Jedna se o proteiny, které jsou homologni
ke kanonickému TPX2 proteinu, jenz byl poprvé popsan u Xenopus laevis (Witmann et al.,
1998). Vseobecné je znamo, ze TPX2 protein je asociovany s mikrotubuly (Vos et al., 2008;
Petrovska et al., 2012) a je nezbytny pro vznik mitotického vieténka, a tedy segregaci

chromozomu béhem mitoézy a meidzy (Vos et al., 2008).

V piipadé modelové rostliny Arabidopsis thaliana existuje cela genova rodina TPX2
proteint. Tato rodina obsahuje 9 ¢lentl, jenz byly identifikovany in silico (Tomastikova et al.,
2015) a pouze gen pro kanonicky TPX2 protein byl dosud charakterizovan (Vos et al., 2008;
Petrovska et al., 2012; Petrovska et al., 2013). Dosud vSak neni zndm davod pfitomnosti tak
velkého mnozstvi proteini s podobnou strukturou. Cilem této prace je charakterizace
TPX2-like proteinu 1, TPX2-/ike proteinu 5 a TPX2-/ike proteinu 6, ktera ptisp&je k objasnéni

funkei této doposud nepopsané genové rodiny.



2 CILE PRACE

e Piiprava GFP a RFP faznich variant genti pro TPX2-/ike protein 1, TPX2-/ike protein 5
a TPX2-like protein 6 ze skupiny TPX2-like proteini.

e Oveteni funkcnosti vektorth v bunécnych suspenzich Arabidopsis thaliana.

e Studium lokalizace fuznich variant v bunécnych kulturdch a rostlindich Arabidopsis

thaliana v prub&hu bunécného cyklu.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni (4rabidopsis thaliana (L.) Heynh.) je mala kvetouci rostlina, ktera je
Siroce pouzivana jako modelovy organismus v rostlinné biologii. Johannes Thal, ktery tuto
rostlinu objevil v 16. stoleti v némeckém pohoii Harz, ji pivodné nazval Pilosella siliquosa.
Husenicek nalezi do Celedi brukvovité (Brassicae). Ackoli neni ekonomicky vyznamnou
rostlinou, je Gzce ptfibuzna zemédélsky vyznamnym plodindm - napf. brokolici kvétakové
(Brassica oleracea var. botrytis italica) a zeli hlavkovému (Brassica oleracea var. capitata)

(Lamesch et al., 2012).

Huseni¢ek se vyznacuje kratkou generacni dobou, je samosprasny a nendrocny
na péstovani v laboratornich podminkach. S velikosti genomu 125 Mpb, zkterého
je 115,4 Mpb osekvenovano, se fadi k organismiim s malym genomem. Genom je tvoren
5 chromozomy a ¢itd 25498 gent (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Dal$im
divodem pro vyuzivani této rostliny v molekularni a bunécné biologii je jeji snadna
transformovatelnost pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Genové manipulace
prostfednictvim genového inzenyrstvi jsou v piipadé husenicku v porovnani s ostatnimi
rostlinami velmi rychlé a snadné. Mezi nejvice vyuZzivané ekotypy Arabidopsis thaliana patii

Landsberg erecta (LER) (Obr. 1), Columbia a Wassilewskija (Lamesch et al., 2012).
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Obr. 1: Dospéla rostlina Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta.

3.2 Jaderny proteom

Eukaryotické jadro je komplex multifunkénich komponent buiiky. Jednim z nich jsou
ijaderné proteiny, které jsou nezbytné pro pribéh klicovych procesti béhem replikace DNA,
exprese genetické informace, déleni bunky apod. Zucastiuji se ale také reparace genetické

informace ¢i prostorové organizace jadra. Predstavuji nejpocCetnéjSi slozku jadra bunky

u vSech eukaryot (Petrovska et al., 2015).

Zatimco u zvifat je studium jaderného proteomu jiz v pokro€ilé fazi, u rostlin
se bohuzel vyzkum proteomu nachazi pouze v zacatcich. Nedostatek informaci ohledné

rostlinnych jadernych proteinti souvisi s nejasnosti funkce a organizace jaderného genomu.
Existuji dva mozné piistupy pro charakterizaci rostlinného jaderného proteomu:

1) Odvozovani neznamych proteinii z jiz charakterizovanych proteinit jinych druhii,
kdy naptiklad subcelularni lokalizace proteinu muze byt pfedpovidana pomoci sekvence
primarniho proteinu prostiednictvim bioinformatickych zdroji. Tento zplsob je bézné
pouzivan v laboratotich, avSak je velmi zdlouhavy a je moZzno ziskat pouze malé mnozstvi

proteini (Petrovska ef al., 2015).
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2) Dalsim moZznym zplsobem je primad extrakce a identifikace neznamych proteinii
z purifikovanych jader rostlinnych bunék. U tohoto zplsobu lze naopak identifikovat stovky
az tisice novych proteint v relativn¢ kratkém cCase (Petrovska et al., 2015). V soucasnosti je
studium proteomu zaloZzeno na kombinaci vysoko-rezolu¢nich separacnich metod, jako
napiiklad dvou-dimenzionalni gelové elektroforézy, kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie (Thiede et al., 2013).

Piikladem obou pfistuptt je pravé studium TPX2-like proteint, které byly
charakterizovany jako proteiny asociované s mikrotubuly za pouziti prvniho pfistupu
(Vos et al., 2008; Petrovska et al., 2012; Petrovska et al., 2013) a soucasné¢ nalezeny

v jadrovém proteomu rostlin (Petrovska et al., 2014; Tomastikova et al., 2015).

3.3 Jaderné proteiny asociované s mikrotubuly (Microtubule-associated

proteins, MAPs)

3.3.1 Cytoskelet rostlin

Mezi bunikami rostlin a zivo¢icht existuje mnoho rozdili. Jednim z nich je i mobilita
buriky. Zivo&isné buiiky se pohybuji nezavisle a b&hem embryogeneze zaujimaji specifickou
pozici. Naproti tomu rostlinné bunky zistavaji béhem embryogeneze najednom misté
a dotykaji se prostfednictvim bunécéné stény. Rostliny béhem vyvoje a morfogeneze
v podstaté kontroluji smér déleni bunék. Pozice bun€k po déleni se tedy relativné neméni.
Diferenciace zavisi nabunécném autonomnim programu a signalech ptenasenych
mezi buitkami. Paraleln€ rostlinné bunky zvétSuji svoji velikost a tvar. Bunécné déleni
aexpanze bunc¢k je regulovana rostlinnymi mikrotubuly (Obr. 2) a s mikrotubuly

asociovanymi jadernymi proteiny (Microtubule asociated proteins, MAPs) (Hamada, 2014).

K zachovani morfogeneze maji rostliny vyvinuty unikdtni rostlinné-specificky
mikrotubuldrni systém: kortikalni mikrotubuly, preprofazovy svazek, mitotické vieténko
a fragmoplast. Kortikalni mikrotubuly reguluji smér expanze bunék, zatimco preprofazovy

svazek, mitotické vieténko a fragmoplast reguluji bunécéné déleni (Hamada, 2014).
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Nukleace neboli rtst mikrotubult se odehrava vtzv. y tubulin komplexech.
Tyto komplexy jsou u rostlin rozptyleny po celé buice, kdezto u zivocichti jsou soustfedény
do tzv. mikrotubul-organizujicich center, jako jsou naptiklad centrozomy (Hamada, 2014).
Mikrotubuly sestavaji z protofilament, které jsou tvofeny heterodimery o a B tubulinu
(Obr. 2). 13 protofilament sklada jeden 25nm mikrotubul. Projevuji se dynamickou
nestabilitou, to znamend, Ze neustdle dochazi k jejich polymerizaci (rtstu) a depolymerizaci
(rozkladu). Konec mikrotulubdi, jenz pfirGsta rychleji, se nazyva plus konec, kdezto cast
mikrotuld, jenz prirtista pomaleji, se nazyva minus konec (Dixit et Cyr, 2004). Polymerizace
a depolymerizace se neustale opakuje, dokud mikrotubuly nenarazi na urcity cil, kde jsou

vyuzity (Hamada, 2014).

o / 3 tubulin Mikrotubulus

Protofilamenta

Obr. 2: Struktura mikrotubulu (upraveno dle Kollman et al., 2011).

Preprofazovy svazek (Obr. 3A) je kliCcova vnitrobunécna struktura urcujici misto
rozdéleni bunky (Pickett-Heaps et Northcote, 1966). Formuje se v G2 fazi bunééného cyklu
jako Siroky svazek mikrotubulil a ptetrvava az do profaze. Je kli¢ovy pro spravnou lokalizaci

déliciho vieténka a fragmoplastu (Rasmussen et al., 2011; Van Damme, 2009).

I kdyz rostliny, na rozdil od Zivoc€ichii, postradaji struktury analogické centrozomu,
tvofi se v profazi bunééné¢ho de€leni struktura zvana mitotické vieténko (Obr. 3B, 3C).
Tato struktura vznikd v jaderné membrané obsahujici prstencové struktury vy tubulinu
(Drykova et al., 2003). Organizace vieténka zavisi na kinetochorech - jako organizujicich

centrech. Mitotické vieténko slouzi k rozdéleni duplikovanych chromozomii béhem metafaze
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a anafaze. V pfipad¢ rostlinného mitotického vieténka nejsou pfitomny astralni mikrotubuly.

U rostlin je sestavovani mitotického vieténka regulovano TPX2 proteinem (Vos et al., 2008).

Fragmoplast (Obr. 3D) je struktura, kterd je potfebnd pro vznik bunécné stény
mezi dvéma dcefinymi buitkami. Tvofi se nakonci anafaze ze zbylych mikrotubuld
mitotického vieténka. Pomoci téchto mikrotubulli jsou do mista budouci membrany a bunécéné

stény dopravovany komponenty a vezikuly nezbytné pro jeji syntézu (Miiller et al., 2009).

V periferni cytoplazmé dospé€lé rostlinné buiiky se nachazi dynamické mikrotubuly,
jenz jsou prilehlé k cytoplazmatické membrané. Tyto mikrotubuly se nazyvaji kortikalni
mikrotubuly (Obr. 3E). Jelikoz ovliviiuji osu prodluzovani buniky a predurcuji umisténi roviny

déleni bunky, jsou dilezité pro spravny vyvoj rostliny (Hardham et Gunning, 1978).

Obr. 3: Mikrotubulové struktury v rostlinné buiice béhem bunééného cyklu
(upraveno dle Wasteneys, 2002). A) preprofazovy prstenec B) mitotické (metafdzni) vieténko
C) mitotické vieténko bchem anafaze D) fragmoplast E) kortikalni mikrotubuly béhem
interfaze.

3.3.2 Proteiny asociované s mikrotubuly

Ackoli mikrotubuly samy o sob& maji nukleacni schopnost, jsou regulovany proteiny
asociovanymi s mikrotubuly (MAPs). Jaderné proteiny asociované s mikrotubuly ptedstavuji
skupinu proteint, které jsou jakymkoli zplisobem lokalizovany s mikrotubuly, at’ uz pouze

docasné nebo po celou dobu své existence (Sedbrook, 2014).
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v Tubulin

vy Tubulin je potfebny pro nukleaci mikrotubuld v tzv. mikrotubul-organizujicich
centrech (Zheng et al., 1995; Binarova et al., 2006). Ve vytvotenych prstencovych strukturach
vy tubulinu (Obr. 4) dochazi k nukleaci mikrotubulii. Nukleace se v bunkach zucastiuji i rizné
MAPs, které vyuzivaji tubulin pro formaci mikrotubult. Ovliviiovanim nukleacni aktivity

umoznuji MAPs bunce kontrolovat pohyb mikrotubuli.

vy Tubulin komplex je nejznamé&jsi MAP s nukleacni aktivitou. Sklada se z 6 - 7

malych y tubulinovych komplexti a né€kolika vétsich podjednotek (Kollman ef al., 2011).

a tubulin
f3 tubulin

v tubulin ¥ tubulinovy komplex

Obr. 4: Schématicka struktura mikrotubuli a mikrotubul-organizujiciho centra
(upraveno dle Kollman et al., 2011).

Katanin

Katanin je oligomericky komplex s adenozintrifosfatizovou (ATPaza) aktivitou,

ktery slouzi mikrotubuliim k pfipevnéni na pozadované misto (McNally et Vale, 1993).
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Kinezin

Kinezin patii doskupiny tzv. motorovych proteint, jenz se pohybuji
podél mikrotubulil za hydrolyzy adenozintrifosfatu (ATP). Kazdy kinezin mé tzv. motorovou
doménu, kterd pretvafi uvolnénou energii zhydrolyzy ATP na mechanickou praci

(Verhey et Hammond, 2009). Kinezin transportuje rtizné vezikuly nebo castice po burice.
Konec vazajici protein 1 (EB1)

Konec vazajici protein 1 (End-binding protein 1, EBI1) se vaZze naplus konec
mikrotubulu (Vaughan, 2005). Plus konec mikrotubulu je misto mikrotubulové dynamiky,
které interaguje s ostatnimi komponenty. EB1 protein reguluje nukleaci a elongaci

mikrotubulti (Kumar e Wittmann, 2012).

Priklady dalSich jadernych proteini asociovanych s mikrotubuly jsou napftiklad:
Augmin komplex, Cytoplasmic linker associated protein 1 (CLASP1), MAP65, rodina

Forminii, G-protein-coupled receptors-interacting proteins (GIPs), atd.

3.3.3 TPX2 protein

TPX2 (Targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2 - Xklp2) protein
byl ptivodné identifikovan jako protein, ktery je nezbytny pro cileni Xklp2 proteinu (Xenopus
kinesin-like protein 2) do mista déliciho vieténka. Poprvé byl popsan ve vajickach Xenopus
laevis (Wittmann et al., 1998). Protein Xklp2 je protein podobny kinezinu. Je béhem interfaze
lokalizovan na centrozomech a na délicim vieténku béhem metafaze. Slouzi jako motorovy

protein, ktery se vaze na minus konec mikrotubuli béhem mitézy (Wittmann et al., 1998).

TPX2 protein je multifunkéni MAP. Jednd se o hlavni regulator formovani
mitotického vieténka u obratlovct. Dle studii je TPX2 protein v ptipadé Xenopus laevis
pfevazné jaderny protein, jelikoz se béhem interfaze nachazi v jadie, avSak po fosforylaci
je béhem mitdzy transportovan do polit mitotického vieténka a béhem anafaze se nachazi
v tzv. sttedovém t€lisku (Wittmann et al., 2000). Gen pro lidsky TPX2 je piepisovan
v protein, jehoZ nejdel$i varianta obsahuje 783 aminokyselin, avSak tento gen se vyznacuje
nejméné 18 variantami alternativniho splicingu (Thierry-Mieg et Thierry-Mieg, 2006).

Homology tohoto proteinu jsou pfitomny i u rostlin a zivocichd.
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Funkce TPX2 proteinu

Vétsina dosud znamych funkci TPX2 proteinu byla zjiSténa pravé u Xenopus laevis
nebo u lidi. U Xenopus bylo prokazano, ze TPX2 protein je dulezity pro oddéleni centrozomi
a zachovani tzv. bipolarity déliciho vieténka (Boleti et al., 1996; Wittmann et al., 2000). Dale
je TPX2 protein dilezity i prochromatinem ovlivnénou nukleaci mikrotubulii, jenz
je kontrolovana malymi Ran guanozintrifosfatizami (Ran GTPaza) (Gruss et al., 2001;
Nachury et al., 2001). TPX2 protein slouzi i jako aktivator Aurora A kinazy, jenz hraje
dilezitou roli v regulaci mitdézy (Eyers et Maller, 2003; Tsai ef al., 2003). Na vyznamnost
tohoto proteinu ukazuje i fakt, ze mys, ktera byla deficientni na tento protein, vykazovala
nékolik vyvojovych vad, jez byly tak vazné, ze pozd€ji nebyla shopnd Zivota

(Aguirre-Portoles et al., 2012).
Proteiny Ran

Proteiny Ran jsou GTPazy, které maji dtleZitou roli pfi formovani dé€liciho vieténka.
Radi se k nadrodiné Ras GTP4z (Wennerberg et al., 2005). Jedna se o hydrolytické enzymy,
jenz vazou a hydrolyzuji guanozintrifosfat (GTP) na guanozindifosfat (GDP). Tyto malé
GTPazy jsou né€jakym podmétem aktivovany, poté dochazi k hydrolyze GTP na GDP
a nasledn¢ je signal pfenesen - naptiklad aktivovanim dalSiho proteinu. Ran GTPazy jsou
regulovany Ran GTPazovym aktivaénim proteinem 1 (Ran GTPase activation protein 1,
RanGAP1), jenz stimuluje hydrolyzu GTP na GDP, a guanin ménicim faktorem tzv.
Regulatorem kondenzace chromozomti 1 (Regulator of chromosome condensation 1, RCC1),

ktery naopak stimuluje vyménu GDP za GTP (Klebe et al., 1995).

V ptipad¢ Xenopus laevis zpuisobuje vysoka koncentrace malych Ran GTPaz ve stavu
s navazanym GTP nukleaci mikrotubuld a nasledné¢ formaci vieténka (Kalab et al., 1999;

Carazo-Salas et al., 2001).

V ptipadé Arabidopsis thaliana existuji 4 geny pro RanGTPazy - AfRan 1, AfRan 2,
AfRan 3, AfRan 4. AfRan 1, AfRan 2 a AtRan 3 jsou z 95 % identické, zatimco AfRan 4 je
z velké casti odlisny, a tudiz ma ziejmé jinou funkci. 47Ran 1, 4fRan 2 a ArRan 3 jsou
lokalizovany v jadie a v cytoplazmé a jejich exprese je nejvyssi v meristematickych tkanich
(Haizel et al., 1997).
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Aurora kinazy

Aurora kinazy jsou rodina serin/threonin kinaz, jeZ jsou hlavnimi regulatory mitotické
progrese a cytokineze, presn&ji, ucastni se segregace chromozomu a vzniku mitotického
vieténka. Aurora kinazy fosforyluji rizné regulacni proteiny mitdzy, a proto je jejich vysoka

koncentrace Casto spojovana se vznikem rakoviny (Carmena et Earnshaw, 2003).

U Zivocichi existuji 3 druhy Aurora kinaz: A, B a C, jez se lisi lokalizaci v buiice.
Aurora A kinaza, ktera je aktivovana TPX2 proteinem, se nachazi v centrozomech
a podél mikrotubuli mitotického vieténka, kde hraje hlavni roli piidozravani centrozomu
a organizaci vieténka (Glover et al., 1995). Interakci Aurora A kindzy a TPX2 proteinu

se urcuje délka vieténka prostiednictvim nukleace mikrotubulii (Bird e Hyman, 2008).

V ptipadé Arabidopsis jsou ptitomny 2 typy rodin Aurora kindz a to: alfa (Aurora 1
a?2) a beta (Aurora 3) (Demidov et al., 2005; Kawabe et al., 2005). Béhem interfaze jsou
Aurora kinazy skupiny alfa lokalizovany v jadie. Po vstoupeni buiiky do mitozy tyto proteiny
asociuji s mikrotubuly déliciho vieténka, podobné jako Aurora A kindza u savcl. Aurora 3
kinaza je lokalizovana v pribéhu interfaze v oblasti chromocenter, béhem mitozy lokalizuje
na chromozomech a v oblasti centromer (Demidov et al., 2005; Petrovska et al., 2012). Bylo
zjisténo, ze v ptipade¢ Arabidopsis thaliana, TPX2 protein aktivuje Aurora kinazu 1 in vitro,

ale neaktivuje Aurora kinazu 3 (Tomastikova et al., 2015).
Mechanismus tGéinku TPX2 proteinu

Ptechod bunky z interfaze do fize mitézy nebo meidzy je doprovazen rozsahlymi
zménami cytoskeletu buinky. Dochdzi knukleaci novych mikrotubult, které jsou
organizovany do symetrické bipolarni struktury vieténka (Hyman er Karsenti, 1998;
Andersen, 2000). Hlavnim ukolem vieténka je rovnomérné rozdélit chromozomy do dvou

vznikajicich dcefinych bunék.

V interfaznim jadie bunky obratloved se TPX2 protein nachazi ve vazbé
s importinem o a importinem B, jenz blokuji jeho aktivitu (Gruss et al., 2001; Wiese et al.,
2001). Dale pak je tento komplex v interakci s proteinem Ran. Tato formace zabranuje TPX2
proteinu interakci s mikrotubuly v cytoplazmé, dokud se nerozpadne jadernd membrana
(Kahana et Cleveland, 2001). Rozdilna koncentrace Ran GTPaz/GDPaz v cytoplazmé

a v jadfe je udrzovana diky jaderné membrang.
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V piipad¢ rostlinného TPX2 je proces obdobny stim rozdilem, ze protein
je transportovan z nukleoplazmy do cytoplazmy jesté pied rozpadem jaderné membrany, ¢imz

se lisi od zivocisného TPX2 (Vos et al., 2008).

U zivocisnych bun€k jsou v pocatecni fazi mitdzy, kdy se rozpada jaderna membrana,
Ran GDP zapomoci RCCI konvertovany do Ran GTP. TPX2 protein je ve vazbé
s importinem a a . Ran GTP se nasledn¢ vaze na importin B, ktery oddisociuje z importinu o
a TPX2. Za putsobeni dals$ich Ran GTP dojde k oddisociovani také importinu o z TPX2
proteinu. TPX2 protein je tak pfipraven vazat a aktivovat Aurora A kinazu a tim spustit
nukleaci mikrotubulii v kinetochorech a v okoli chromozomii (Obr. 5) (Gruss et Vernos,
2004). Importin-RanGTPazovy komplex se vaze stzv. s CRISPR asociovanym proteinem
(CRISPR-associated protein, CAS), ktery tento komplex exportuje do cytoplazmy. Aurora
kindza A pak indukuje formaci bipolarniho vieténka fosforylaci dalSich proteind

(Tsai et Zheng, 2005).

TPX2

RanGTP

Gmporun >
RCC1
RanGTP l
RanGTP
EES2 + importin
RCC1
RanGTP RanGTP

Aktivace aurora A kinazy
Nukleace mikrotubulil

Obr. 5: Mechanismus u¢inku TPX2 proteinu (upraveno dle Gruss et Vernos, 2004).
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TPX2 protein u Arabidopsis thaliana
Rostlinny homolog TPX2 proteinu byl popsan u Arabidopsis thaliana vz v roce 2008.

Sekvence genu pro TPX2 je lokalizovana na 1. chromozomu Arabidopsis thaliana. TPX2 je

jaderny protein o velikosti 82,4 kDa, jenz ¢ita 790 aminokyselin (Lamesch ef al., 2012).

TPX2 protein se skladad z TPX2/importinové domény, jenz slouzi k vazbé importint,
a TPX2 domény, jenZ je potfebnd pro vazbu Xklp2 proteinu (Finn et al, 2014). Dale
se zde nachazi dva jaderné lokalizacni signdly (Nuclear localization signal, NLS) a signal
pro export (Nuclear export signal, NES), jenz jsou vyuzity pro vstup do jadra buiiky nebo
naopak projeho vystup. Pak jsou zde pritomny dvé domény ovlivijici jeho lokalizaci
na mikrotubulech (Vos et al., 2008; Petrovska et al., 2013) a v oblasti 588 - 619 aminokyselin
kratké oblasti tzv. coiled coil formation, které ovliviuji oligomerizaci, pevnost a schopnost
proteinu rozpoznavat jiné molekuly (Burkhard ef al., 2001). Nachazi se zde i nékolik mist

pro vazbu Aurora kinaz (Obr. 6).

Jaderny signal

o Lokalizace na pro export Lokalizace na
Vazba Aurora kinaz mikrotubulech mikrotubulech
TPX2_importin cofled-toil | TPX2
1 | | 790

Jaderny lokaliza¢ni signal i o
., Jaderny lokaliza¢ni signal
Vazba Aurora kinaz

Obr. 6: Domény, interakéni mista a vazebné motivy v aminokyselinové sekvenci
TPX2 proteinu Arabidopsis thaliana (upraveno dle Petrovska et al., 2013).

TPX2 protein izolovany z Arabidopsis thaliana je vysoce homologni zivoc¢isnému
proteinu TPX2. Také bylo zjisténo, ze tento protein pln€ nahrazuje funkci inaktivovaného
TPX2 v extraktu z vaji¢ek Xenopus laevis (Vos et al., 2008). V ptipad¢ knockoutovani genu
pro TPX2 jsou homozygotni mutanti Arabidopsis thaliana letalni, coz ukazuje na vyznamnost
tohoto genu (Vos et al., 2008). Dale bylo zjisténo, ze inhibici nebo absenci tohoto proteinu

dochézi u rostlin k zabranéni formovani vieténka (Vos et al., 2008).

Dalsi zajimavosti je, ze aplikaci protilatek proti TPX2 doslo v buiikkdch Podénky
virginské (Tradescantia viginiana) ke zpomaleni rozpadu jaderné membrany. Z tohoto
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divodu je TPX2 urostlin spojovan i s i€inkem na rozpad jaderné membrany (Vos et al.,
2008).

TPX2-like proteiny u Arabidopsis thaliana

Vétsina dosud zjisténych funkci TPX2 proteinu byla zkoumana u Xenopus laevis nebo
u obratlovcii. Homology tohoto genu se vSak vyskytuji jak urostlin, tak u zivocicht.
V ptipadé Arabidopsis thaliana je zde pfitomna celd rodina genll pro proteiny podobné
kanonickému TPX2 - proteiny TPX2-like (TPXL) (Obr. 7). Tato rodina geni zahrnuje
9 ¢lent, jenz byly identifikovany na zaklad¢ sekvencni podobnosti s proteinem TPX2 in silico
(Tomastikova et al., 2015). Funkce téchto gend vsSak nebyla doposud studovana.
Tato diplomova prace se zabyva tfemi variantami a to: TPX2-like proteinem 1, TPX2-like

proteinem 5 a TPX2-/ike proteinem 6.

Kanonicky TPX2 | 1

At1g03780 TPX2/importin TPX2 —
TPXLI, At3g01015 W
TPXL2, At4g11990 I TPX2/importin
TPXL3, At4g22860 I TPX2/importin

|
TPXLA, At5g07170 TPX2/importin

TPXLS5, At5g15510

TPXL6, At5g37478 ——————————1 = TPX2

TPXL7, At5g44270

TPX2

X2 ————

TPX2/importin

TPXLS, At5g62240 |

Obr. 7: Schématické znizornéni genové rodiny TPX2 proteinu a jejich
proteinovych domén v Arabidopsis thaliana (upraveno dle Tomastikova, 2015). Cervend
jsou vyznacena mista pro vazbu Aurora kinaz. Fialové je zndzornéna TPX2/importinova
doména jenZz slouzi k vazb¢ importinil. Zelené je znazornéna TPX2 doména, jenz je potiebna
pro vazbu proteinu Xklp2.
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3.3.4 TPX2-like protein 1

Prvnim ze studovanych proteint z TPX2 genové rodiny je protein s oznacenim
TPX2-like protein 1 (TPXL1). Gen pro TPXL1 (At3g01015) ¢ita 2507 pb. Nasledn¢ vznika
protein o velikosti 5,6 kDa (Lamesch et al., 2012).

Sekvence pro TPXL1 protein je lokalizovana na chromozomu 3 Arabidopsis thaliana
a to v oblasti 1653 - 4159 pb a ¢ita celkem 2507 pb. Gen zahrnuje 8 exonl a 7 introntl.
Vznikly TPXL1 protein sestava ze 488 aminokyselin (Lamesch et al., 2012). Dle databazi
se predpoklada, ze TPXL1 protein se nachazi v jadie buiiky (Lamesch ef al., 2012).

Gen pro TPXLI1 obsahuje neznamou doménu v oblasti 1 - 370 aminokyselin
podle databaze superfam, dale pak TPX2 C-koncovou doménu a to v oblasti 376 - 432
aminokyselin dle databaze pfam (Finn et al., 2014). Dale dle jiného zdroje se zde v oblasti
133 - 198 aminokyselin vyskytuje dal§i doména a to tzv. haloacid dehalogenase-like
hydrolases (HAD)-like domain. Proteiny s touto doménou katalyzuji nukleofilni substituce
(Thierry-Mieg et Thierry-Mieg, 2006). Taktéz je zde ziejmé ptitomen i coiled coil region
atovoblasti 390 - 424 aminokyselin. Dale se zde nachazi 2 low complexity regions
a to v oblasti 263 - 291 a 411 - 424 aminokyselin (Obr. 8) (Letunic et al., 2015). Tyto oblasti
jsou obvykle bohaté¢ na jednu nebo nckolik aminokyselin. V zavislosti na prevaze urcité
aminokyseliny maji tyto oblasti vliv na funkci a lokalizaci proteinu (Rado-Trilla et Alba,

2012).

Coiled-coil region

TPX2 [

\ Low t:um;émit},,r\na!;ﬁq:-n'°l

Low complexity region

(=)

8

Obr. 8: Domény a motivy v aminokyselinové sekvenci TPX2-like proteinu 1
Arabidopsis thaliana (Obrazek byl vytvofen s pouzitim IBS databaze (Liu et al., 2015)).

Funkce TPXLI proteinu neni zatim objasnéna. Na zakladé elektronickych anotaci jsou

mu pfisuzovany funkce jako ostatnim zrodiny proteini TPX2 - tedy ucCast v mitotickém
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jaderném dé¢leni, kde je asociovan s mikrotubuly déliciho aparatu. Dale pak aktivace protein

kindz a regulace organizace mitotického vieténka (Mitchell ez al., 2015).

3.3.5 TPX2-like protein 5

DalSim ze studovanych proteini z TPX2 genové rodiny je TPX2-like protein 5
(TPXLS5). Gen pro TPXLS5 (At5gl5510) se vyznacuje 2 splicing variantami o velikosti 519
a 497 aminokyselin (Lamesch et al., 2012). Tato prace se soustiedi na delsi variantu u rostliny

Arabidopsis thaliana, tedy, jejiz nasledné vznikly protein obsahuje 519 aminokyselin.

Sekvence genu TPXLS5 je lokalizovana na chromozomu 5 Arabidopsis thaliana a Cita
celkem 2791 pb, sklada se z 16 exonti a 14 intronti. Vznikly TPXL5 protein méa molekulovou
hmotnost ptiblizné 58,7 kDa (Lamesch et al., 2012).

Na zakladé podobnosti s jinymi sekvencemi bylo dle databazi zjisténo, ze gen
pro TPXL5 obsahuje nezndmou doménu v oblasti 1-380 aminokyselin (Lamesch et al.,
2012), dale pak TPX2 C-koncovou doménu a to v oblasti 386 - 442 (Mitchell et al., 2015).
C-koncova doména je ptiblizné¢ 60 aminokyselin dlouha a slouzi k vazbé Xklp2 proteinu,
stejné jako v piipadé TPX2 proteinu (Mitchell et al., 2015). Dalsi oblasti nachazejici se v
TPXLS5 proteinu je coiled-coil region a to v oblasti 409 - 436 aminokyselin. V oblasti
285 - 298 a 422 - 435 se nachazi tzv. low complexity regions (Obr. 9) (Letunic ef al., 2015).

Low complexity region

\ / Cnile%uilrreginn

eznama domena TPX2
1 /\ 519

Low complexity region

Obr. 9: Domény a motivy v aminokyselinové sekvenci TPX2-like proteinu S
Arabidopsis thaliana (Obrazek byl vytvoren pomoci IBS databaze (Liu et al., 2015)).

Funkce TPXL5 proteinu neni v soucasnosti objasnéna. Na zakladé podobnosti domén
TPXLS proteinu s doménami TPX2 proteinu je tento protein oznaCovan jako nedilna soucast
mitotického jaderného d¢leni, piesnéji soucast mitotického vieténka a mikrotubuli

(Lamesch et al., 2012). Mezi dalsi mozné funkce TPXL5 proteinu, jenz byly zjisteny
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na zaklad¢ koexprese s jinymi geny, patii ucast pii formaci délici pfepazky mezi dvéma nove
vzniklymi buitkami, dale pak role pfi replikaci DNA, umlCovani genti, regulaci ristu rostliny

a organizaci cytoskeletu (Heyndrickx et Vandepoele, 2012).

Expresi proteinu, dle databaze, ovliviiuje i piisobeni hormond. Po ptisobeni hormonti
zeatinu, kyseliny indolyl-3-octové, kyseliny abscisové, methyl jasmonatu, kyseliny giberelové
nebo brassinolidl byla zjiSténa zvySena exprese TPXLS5 proteinu v 7-dennich vyhoncich

rostlin (Patel et al., 2012).

3.3.6 TPX2-like protein 6

Tretim ze studovanych proteinti z genové rodiny pro TPX2 protein je TPX2-like
protein 6 (TPXL6). TPXL6 protein (At5g37478) citd 178 aminokyselin. Exprese genu
pro TPXL6 protein byla zaznamenana pouze v malé mife (Thierry-Mieg ef Thierry-Mieg,
2006).

Sekvence pro TPXL6 protein je lokalizovana na chromozomu 5 Arabidopsis thaliana
(Lamesch et al., 2012) a ¢ita celkem 2430 pb (Krishnakumar et al., 2014). Sklada se
ze 7 exonul a 3 intront (Thierry-Mieg et Thierry-Mieg, 2006). Vznikly protein TPXL6 ma
molekulovou hmotnost ptiblizné¢ 20,4 kDa (Lamesch et al., 2012).

Gen pro TPXL6 obsahuje dle databaze pfam v oblasti 72 - 128 aminokyselin
TPX2 C-koncovou doménu (Bateman ef al., 2015). Déle obsahuje v oblasti 47 - 62 a 95 - 107
aminokyselin low complexity regions a v oblasti 95 - 122 aminokyselin coiled-coil region

(Obr. 10) (Letunic et al., 2015).
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Obr. 10: Domény a motivy v aminokyselinové sekvenci TPX2-like proteinu 6
Arabidopsis thaliana (Obrazek byl vytvofen s pouzitim IBS databaze (Liu et al., 2015)).

Funkce TPXL6 proteinu, podobné jako u ostatnich ptislusnikti rodiny TPX2 proteint,
zatim nejsou prozkoumdny. AvsSak dle softwarové databaze InterPro je tomuto proteinu
pfisuzovana ucast v biologickych procesech jako je mitotické deleni jadra, kde je lokalizovan
s mikrotubuly, pfesnéji v mitotickém vieténku (Lameschet al, 2012). Mezidalsi
predpokladané funkce TPXL6 proteinu patii regulace organizace mitotického vieténka

a aktivace protein kinaz (Bolser et al., 2016).
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4

MATERIAL A METODY

4.1 Laboratorni pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Sartorius)

Centrifuga Biofuge 13 (Heraeus)

Centrifuga Jouan BR4I (Trigon-plus)

Digitalni vaha Scout SC 4 010 (Ohaus)

Elektroforeticka komora Easycast BIA (Thermo Scientific)
Fytotron Weiss Gallenkamp (Fitotron)

Laboratorni digestot 1800 (Merci)

Laminarni box (Gelaire)

Laminarni box Biohazard thermo Scientific MSC12 (Trigon-plus)
Magneticka michacka AREX Digital (P-Lab a.s)
Mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf)

Mikrozkumavky pro PCR 0,6 ml (Eppendorf)
Minicentrifuga 5 415D (Eppendorf)

Orbitalni tfepacka IKA-VIBRA VXR (Janke &Kunkel)
Orbitalni tfepacka VKS-75 control (Biihler)

pH metr InoLAB (WTW)

Spektrofotometr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences)
Termocyklér T-gradient (Biometra)

Termostat 200 (Memmert)

Thermo Shaker (VWR)

Transluminator EA-40 UV (Ultra.Lum)

Vodni lazen TW8 (Julabo)

Vortex mixer (VWR)

Zdroj elektrického proudu Power Pack P25 (Biometra)

27



4.2 Biologicky material

4.2.1 Bakterie

Pracovalo se s bakteriemi Escherichia coli, kmen Topl0 (Invitrogen). Tyto bakterie
byly kultivovany v Luria-Bertani (LB) médiu [1% (w/v) pepton; 0,5% (w/v) kvasinkovy
autolyzat; 1,5% (w/v) NaCl; 1,5% (w/v) agar; pH 7,0] s piidavkem selekéniho antibiotika
podle typu vektoru, kterym byly bakterie transformovany (50 pg/ml kanamycin nebo
100 pg/ml spectinomycin). Kultura bakterii Escherichia coli byla inkubovana pfii teploté

37 °C na orbitalni tfepacce (180 rpm) nebo v termostatu pies noc.

Dale se pracovalo s chemicky kompetentnimi bakteriemi Agrobacterium tumefaciens,
kmen GV3101, obsahujici selekéni gen pro rezistenci na antibiotikum rifampicin
a gentamicin. Tyto bakterie byly kultivovany v Yeast Extract Broth (YEB) médiu
[0,05% (w/v) MgS0O4.7H,0; 0,5% (w/v) hovézi extrakt; 0,5% (w/v) pepton; 0,5% (w/v)
sacharéza; 0,1% (w/v) kvasinkovy autolyzat; 1,5% (w/v) agar; pH 7,2] s antibiotiky
rifampicinem (25 pg/ml), gentamicinem (50 pg/ml) a tfetim antibiotikem podle typu
vnesen¢ho vektoru (50 pg/ml kanamycin nebo 100 pg/ml spectinomycin). Kultury bakterii
Agrobacterium tumefaciens byly kultivovany ve 28 °C na orbitalni tfepacce (225 rpm)

pfes noc nebo na tuhém médiu v termostatu 3 dny.

4.2.2 Rostlinny material

Pti praci byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta (LER)
(Arabidopsis Biological Resource Center). Byla pouzita také bunéfna suspenzni kultura

odvozena od kalust rostliny Arabidopsis thaliana LER.
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43 GATEWAY® klonovani

GATEWAY®™ (Invitrogen) technologie je univerzalni klonovaci metoda, ktera
je zalozena na mistn¢ specifickém rekombina¢nim systému bakteriofdga Lambda. Jedna se
orychlou a vysoce u¢innou metodu pro pfesun pozadované sekvence DNA do riznych

vektorovych systému pro studium funkéni analyzy a exprese proteinu.

Principem této metody je syntéza pozadované sekvence s rekombinacnimi
tzv. att misty a jeji nasledné klonovani ptes vstupni (entry) klon do destina¢niho expresniho
vektoru. Rekombinace probihd mezi specifickymi a#f misty pfitomnymi v interagujicich DNA
sekvencich. Na tyto mista se vazou ptislusné rekombinacni proteiny. Existuji 4 druhy a#f mist:
attB, attP, atfl. a atfR. Specificita rekombinace je dana unikatni 7 pb dlouhou klicovou

sekvenci, kterd umozni rekombinaci mezi a#f misty.
GATEWAY klonovani zahrnuje 2 rekombinac¢ni reakce: BP a LR:

e BP reakce: Jednd se o rekombinaci substratu s a#zB misty (napi. PCR produkt)
s donorovym vektorem s atfP misty zavzniku vstupniho klonu sa#fl. misty
a vedlejsiho produktu s a#fR misty. Tato reakce je katalyzovana enzymy Integrazou

a Integrujicim hostujicim faktorem (IHF) (Obr. 11).

e LR reakce: Jedna se o rekombinaci vstupniho klonu s a#flL misty s destinacnim
vektorem s a#fR misty za vzniku expresniho klonu s a#B misty a vedlej$iho produktu
s attP misty. Tato reakce je katalyzovana enzymy Integrazou, proteinem IHF

a Excisionazou (Obr. 11).

29



-[ klonovany gen - X

BP klondza

vstupni vektor X destinatni vektor

|
LR klonaza

expresni vektor X donorovy vektor

Obr. 11: Schématické znizornéni principu klonovaciho systétmu GATEWAY
(upraveno dle Ruckova et al., 2014).

4.3.1 NavrZeni primeru s attB misty

Jak jiz bylo zminéno vySe, rekombinace probiha mezi specifickymi att misty
pfitomnymi v interagujicich DNA sekvencich. Pro vytvofeni vstupniho klonu obsahujici
pozadovany gen existuje n¢kolik moznosti. V mém piipad¢ byl jako substrat pro reakci BP

zvolen PCR produkt. Mista a#/B byly do PCR produktu inkorporovany pomoci primerti.

Primery pro PCR reakci byly navrzeny na zakladé koédujici nukleotidové sekvence
proteini TPXL1, TPXLS a TPXL6 Arabidopsis thaliana a ovéfeny pomoci softwaru
OligoAnalyzer (Integrated DNA technologies). Sekvence primerd byly dale upraveny
dle pozadavkit GATEWAY ® technologie (Obr. 12).
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attB1 Vedouci (Forward) primer

attB1 misto
5" - GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGCTNN + 18-25 genové specifickych nukleotidi - 3°

attB2 Zpétny (Reverse) primer

attB2 misto
5" - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTN + 18-25 genové specifickych nukleotidii - 3

Obr. 12: Cast sekvence primerd pouZitych pro GATEWAY klonovani
(upraveno dle Invitrogen). Forward primer (F) musi na5” konci obsahovat 4 guaniny
nasledované a#fB1 mistem o velikosti 25 pb a dale musi obsahovat nejméné 18 - 25 pb
templatu. Pro zachovani spravného ctecitho ramce pro N-termindlni fuzi je nutné k aztBl
mistu pridat jest¢ 2 libovolné nukleotidy (N), avsak vtakové kombinaci, aby nedoslo
ke vzniku stop kodonu. Reverse primer (R) musi vypadat obdobné, avSak a#fBl misto je
nahrazeno attB2 mistem. Pro fizi produktu PCR s C-koncovym pfivéskem musi primer
obsahovat jeden ptidavny nukleotid pro zachovani spravného ¢teciho ramce.

4.3.2 Piiprava attB PCR produkti

attB PCR produkty byly ziskany pomoci polymerazové fet¢zové reakce (Polymerase
Chain Reaction, PCR), jejiz soucasti byla Pfx DNA polymeraza, ktera se vyznacuje opravnou
3" - 5" exonukledzovou aktivitou (proof-reading aktivitou). Soucasti PCR mixu byl
Ix Pfx amplifika¢ni pufr; smés 0,3 mmol/l ANTP; 50 mmol/l MgSOy; 0,2 pmol/l attB PCR
primery; 10 pg - 200 ng templatova DNA; Platinum® Pfx DNA polymeraza (1 U) a sterilni
redestilovana voda. Ke zvyseni u¢innosti amplifikace byl pouzit 10x PCRx Enhancer Solution

(Invitrogen).

Reakce zahrnovala 35 cykli: denaturaci pti 94 °C 15 s, hybridizaci pii 55 °C 30s
a syntézu pii 68 °C 1 min. Vzhledem k proof-readingové aktivité pouzité polymerazy byl

posledni krok syntézy prodlouzen na 15 min.

Nasledné byly produkty amplifikace PCR separovany gelovou elektroforézou. Gel byl
ptfipraven z 1% (w/v) agarozy; 1x TAE pufru [40 mmol/l Tris-acetat; 2 mmol/l EDTA,;
pH 8,5] a ethidium bromidu (0,5 pg/ml). Elektroforéza probihala pfi laboratorni teploté
pod napétim max. 80 V/cm. Pro stanoveni velikosti fragmentu byl pouzit marker

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas) nebo marker GeneRuler™ Low Range DNA
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Ladder (Fermentas). Fragmenty byly zviditelnény pomoci UV svétla o vinové délce 360 nm

a vzhled gelu byl zdokumentovan.

4.3.3 Izolace a purifikace a#zB PCR produktii z gelu

K izolaci a purifikaci atB PCR produktd byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) a postupovalo se dle navodu od vyrobce.

Fragmenty byly sterilnim skalpelem vyfezany z gelu, zvazeny a byl pfidan tlumivy
QG pufr (300 pul/100 mg). Smes byla inkubovana 10 min ptfi 50 °C do Gplného rozpusténi
gelu. Smés byla nanesena na kolonu QIlAquick spin a centrifugovana pfi laboratorni teploté
1 min/13 000 rpm. Kolona byla promyta v QG pufru a vPE pufru. Fragmenty byly
z membrany eluovany centrifugaci v EB pufru [10 mmol/l Tris-HCI; pH 8,5].

4.3.4 BP reakce

BP reakce byla provedena dle navodu od vyrobce (Invitrogen) s pouzitim GATE WAY"®
BP clonase™ II Enzyme Mix.

BP reakce spociva v rekombinaci substratu s attB misty (PCR produkt) s donorovym
vektorem s a#P misty za vzniku vstupniho klonu s a#fL. misty a vedlej$iho produktu s af#fR
misty. Byl pouzit donorovy vektor pPDONR207 (Invitrogen) (Obr. 13), jenz obsahuje mimo
jiné atfP mista. Velikost tohoto donorového vektoru je 5585 pb. Vektor obsahuje gen
rezistence vaci gentamicinu a to v oblasti 3 528 - 4 061 pb. Dale je zde pfitomen gen ccdB,
jenz slouzi pro pozitivni selekci bakterii. Po BP reakci tento gen je pfitomen pouze
u nezrekombinovanych plazmidd a u vedlejsiho produktu reakce, obsahujiciho a#fR mista.

Exprese genu ccdB je pro bakterie toxicka. Gen ccdB se nachazi v oblasti 959 - 1 264 pb.
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Obr. 13: Mapa vektoru pDONR207 (upraveno dle Invitrogen). pUC ori - replikacni
pocatek; T2, T1 - transkripcni terminacni sekvence; a#fP1, attP2 - rekombina¢ni mista; ccdB -
gen pro pozitivni selekci bakterii; Cm® - gen rezistence na chloramphenicol; Gentamicin -
gen rezistence na gentamicin.

Reakéni mix BP reakce obsahoval a#rB PCR produkty (> 10 ng/ul), donorovy vektor
pDONR207 (150 ng/ul), TE pufr [10 mmol/l Tris-HCI; 1 mmol/l EDTA; pH 8,0] a 1x BP
ClonaseTM II enzym mix (Invitrogen). Reakce probihala pies noc pti pokojové teploté a poté

byla zastavena ptidanim proteindzy K (2 pg/ul) po dobu 10 min pti 37 °C.

4.3.5 Transformace chemicky kompetentnich bakterii Escherichia coli

Top10

Chemicky kompetentni bunky E. coli Top10 o objemu 100 pl byly smichany s 10 ul
BP reak¢éniho mixu. Po 30 minutach inkubace na ledu byly bunky vystaveny teplotnimu Soku
42 °C po dobu 45 s a ihned premistény na led. Nasledn¢ bylo ke smési pfidano LB médium
a nasledovala kultivace 1 hodinu pii 37 °C. Bakterialni suspenze byla vyseta na plotny
s pevhym LB médiem a selekénim antibiotikem (gentamicin). Kultivace ploten probihala

pti 37 °C ptes noc.

Bakterie, které narostly na miskach, byly poté inokulovany do5 ml tekutého
LB média s ptislusnym antibiotikem a kultivovany pfes noc na tfepacce ve 37 °C pii 220 rpm.
Nasledujici den byla v narostlych koloniich ovéfena ucCinnost BP reakce a nasledné
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transformace  bakterii pomoci PCR  zapouziti  specifickych  primerdt  a#fl.1
(5 - TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC - 3) a atfl.2 (5° - GTAACATCAGAGATTTT
GAGACAC - 39).

4.3.6 Izolace BP konstruktu

Z ovéfenych pozitivnich kolonii E. coli byla provedena izolace plazmidové DNA

s pouzitim kitu QlAprepSpin Miniprep Kit (Qiagen) dle instrukci vyrobce.

Ziskany pelet bakteridlnich buné€k znocni kultury byl resuspendovan v P1 pufru.
Nasledné byl ptfidan lyzacni P2 pufr a neutralizaéni N3 pufr a vSe bylo promichano.
Supernatant byl nanesen na QIAprep spin kolonu. Kolona byla centrifugovana 10 min
pti 13 000 rpm a nasledné byla promyta PE pufrem. K eluci plazmidové DNA z kolony doslo
za pouziti EB pufru [10 mmol/I Tris-HCI; pH 8,5]. Cistota a koncentrace DNA byla zméfena
spektrofotometrem NanoDrop™ 1 000 (Spectrophotometer). Cteci ramec BP-konstruktu byl

ovéten sekvenovanim za pouziti specifickych a#L primert.

4.3.7 LR reakce

Pii LR reakci dochazi krekombinaci mezi vstupnim klonem satfl. misty
a destina¢nim vektorem s affR misty. LR reakce byla provedena dle ndvodu od vyrobce
(Invitrogen) s pouzitim Gateway™ LR Clonase™ Plus Enzyme Mix. V praci byly pouZity
tyto typy destinacnich vektori: pB7RWG2,0; pB7WGR2,0; pK7WGF2,0 a pMDC43
(Tab. 1).

Reakéni mix zahrnujici BP-konstrukt (50 - 150 ng), destinacni vektor (150 ng/pl;
dle Tab. 1), TE pufr [10 mmol/l Tris-HCI; 1 mmol/l EDTA; pH 8,0] a 1x LR Clonase™ II
Enzyme Mix byl vortexovan, kratce centrifugovan a inkubovan ptes noc ve 25 °C. Reakce

byla zastavena piidanim proteindzy K (2 pg/pl) a naslednou inkubaci pii 37 °C 10 min.

Po LR reakci byla opét provedena transformace chemicky kompetentnich bakterii
E. coli a tspésnost LR reakce a transformace byla podobné jako uBP reakce ovétrena

metodou PCR za pouziti specifickych primerd bez a#/B mist.
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Tab. 1: Destina¢ni vektory pouzité v diplomové praci.

Rezistence
Nazev Promotor Popis Zdroj
Bakterie Rostliny
C-term ] ) o
pB7RWG2,0 358 REP Spectinomycin | Phosphinotricin | VIB Ghent
N-term ) ) ]
pB7WGR2,0 358 REP Spectinomycin | Phosphinotricin | VIB Ghent
N-term ) ) )
pK7WGF2,0 358 GEP Spectinomycin Kanamycin VIB Ghent
C-term
pMDC43 2x 358 GFP Kanamycin Hygromycin ABRC

4.4 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Transformace bakterii vyizolovanym produktem LR reakce byla provedena pomoci
Freeze-thaw metody, kdy ke kompetentnim bunikam 4. tumefaciens kmen GV3101 byl ptidan
1 pg plazmidu. Smés byla inkubovana 5 min pti 37 °C. Poté byl ptidan 1 ml YEB média
asmeés byla opét inkubovana 4 hodiny pfi28 °C za mirného tfepani. Suspenze byla
centrifugovana 30 s pti 13 000 rpm a pelet byl resuspendovan ve 100 pl YEB média. Bakterie

byly vysety na misky s YEB médiem a pfisluSnymi antibiotiky v zavislosti na typu vektoru

v plazmidu. Misky byly inkubovany 3 dny pti 28 °C.

Bakterie, které narostly na miskach, byly poté inokulovany do 5 ml tekut¢ho YEB

média s prislusnymi antibiotiky a kultivovany pies noc na tiepacce ve 28 °C pii 220 rpm.

Transformace bakterii 4. tfumefaciens plazmidem byla ovéfena pomoci amplifikace

PCR obdobné jako v ptipadé transformace bakterii E. coli. Byly pouzity specifické primery

bez atB mist.
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4.5 Transformace bunéénych suspenzi Arabidopsis thaliana

Na transformaci bunéénych suspenzi byly pouZity Cerstvé narostlé kolonie bakterii
A. tumefaciens s prislusSnym  binarnim  vektorem. Do dvoudenni bunééné suspenze
Arabidospis thaliana LER byl ptidan Acetosyringone (do vysledné koncentrace 100 umol/l)
a n¢kolik narostlych kolonii A4. tumefaciens. Takto pfipravend bunéna suspenze byla
kultivovana ve tmé pfi 110 rpm a teploté 24 °C. Uspésnost transformace byla kontrolovana
na fluorescen¢nim mikroskopu CellR (Olympus) a dle potfeby promyvana po 2 - 3 dnech
kultivaénim médiem. Pfi detekci transformovanych bunék byl postupné do suspenzi ptidavan

Cefotaxim sodny (Claforan) a ptislusné selekéni antibiotika dle typu vneseného vektoru.

4.6 Imunofluorescencni barveni suspenznich kultur

Imunofluorescenéni  barveni bun€k  Arabidopsis thaliana bylo provedeno

dle upraveného protokolu Binarova et al. (1993).

Po hodinové fixazi v paraformaldehydu [3,7% (w/v) v MTSB (Microtubule-stabilizing
buffer, mikrotubuly stabilizujici pufr)], byly bunky dvakrat promyty v MTSB pufru [0,1 mol/l
Pipes; pH 6,8; 2 mmol/l EGTA; 2 mmol/l MgSO4; 2 mmol/l DTT; 50 mmol/l NaCl; 10 %
(w/v) glycerol] a inkubovany s enzymovou smési (Binarova et al., 1993). Po naneseni
suspenze na poly-L-lysinova skla byly buiky inkubovany v metanolu 10 min pii -20 °C.
Po promyti v PBS pufru [10 mmol/l Na,HPOy4; 150 mmol/l NaCl; 2 mmol/l KCI; 2 mmol/l
KH,PO4; pH 7,4] byly bunky blokovany 10 min v 3% (w/v) BSA v PBS a inkubovany
s primarni protilatkou pifi 4 °C pies noc. Po vymyti primarni protilatky PBS pufrem byly
bunky inkubovany se sekundarni protilatkou 1 hodinu. Po odmyti sekundarni protilatky byl
na podlozni skla aplikovan VectaShield s DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) a skla byla

uchovavana v ledniéce ve tmé.

Jako primarni protilatky byly pouzity Anti GFP Rabbit (Roche) nebo Anti GFP Mouse
(Roche) proti GFP a Anti RFP Rat (Roche) proti RFP. Jako sekundarni protilatky byly
pouzity protilatky Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit (Invitrogen), Alexa Fluor 488 Goat
Anti-Mouse (Invitrogen) a Alexa Fluor 546 Goat Anti-Rat (Invitrogen). Fluorescencni analyza

byla provedena na fluorescen¢nim mikroskopu CellR (Olympus).
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4.7 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Rostliny A. thaliana byly transformovany dle upraveného protokolu Floral Dip
(Clough et Bent, 1998) nasledovné:

Do 100 ml cerstvého YEB média s antibiotiky byl pfidan 1 ml nocni bakterialni
suspenze. Smés byla inkubovana pies noc pii 28 °C pii 225 rpm. Poté byly narostlé bakterie
centrifugovany 20 min pfi 4 500 rpm pfi teploté 4 °C. Pelet bakterii byl rosuspendovan v 5%
sacharoze tak, aby hodnota OD p#i 600 nm byla 0,8. Dale byl pfidan Acetosyringone
do vysledné koncentrace 200 umol/l a Silwet L-77 do vysledné koncentrace 0,05 %. Poupata
Arabidopsis thaliana byla ponofena do pripravené suspenze na 2 - 3 s a zakryta do dal$iho

dne. Nasledn¢ byly rostliny kultivovany za standardnich podminek ve skleniku.

Ziskand semena transformovanych rostlin A. thaliana byla povrchové sterilizovana
v 1 ml 70% etanolu a 0,5 pl 0,05% Tritonu X-100 po dobu 10 min na vortexu. Nasledné byla
semena promyta 5 min v 1 ml 100% etanolu. Poté byla semena vysuSena ve sterilnim boxu
a vyseta na Petriho misky s 1/2 MS médiem s pfislusnymi antibiotiky. Podminky pro rtst
semen byly stanoveny dle protokolu Harrison et al. (2006) a to: 2 dny pii teploté 4 °C ve tmé,
dale 6 hodin pfi teploté¢ 24 °C ve svétle, 2 dny ve 24 °C ve tmé a dva dny pfi svétle.

Zhruba po 14 dnech ristu byl signal ve vyselektované rostliné kontrolovan pomoci

fluorescencniho mikroskopu.
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5 VYSLEDKY

5.1 GATEWAY klonovani

5.1.1 Navrh sekvence primeri

Primery pro GATEWAY ™ klonovani byly navrzeny na zakladé sekvence studovanych
proteini TPXL1, TPXLS5 a TPXL6 tak, aby spliiovaly standardni pozadavky na primery
a pozadavky GATEWAY™ technologie.

Pro vizualizaci exprimovaného proteinu v rostlinnych bunkach byly pfipraveny GFP

a RFP fuzni varianty. Fuze byla provedena na N- i C-konci proteinu (Obr. 14).
TPXL1
Forward primer (F1) - N- i C-koncova fiize:

attB1 misto start kodon
5 - GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC ATG GAG TCG ACG AATTTG AAG -3’

Reverse primer (R1) - N-koncova fuze:

attB2 misto stop kodon
5 - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC TTA GAG GTCTTG TTG GTATAAGAG G- 3’

Reverse primer (R2) - C-koncova fuze:

atfB2 misto
5 -GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAAAGCTGG GTC GAGGTCTTGTTG GTATAAGAG G- 3’

38



TPXLS
Forward primer (F1) - N- i C-koncova ftze:

atfB1 misto start kodon
5 -GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC ATG GAG TCG TTG ACATTG AAG AAT GG -3

Reverse primer (R1) - N-koncova fuze:

attB2 misto stop kodon
5’ - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTA GAG AAA CTG ATATTG GAAATCGC-3’

Reverse primer (R2) - C-koncova fuze:

atfB2 misto
5 -GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC GAG AAA CTG ATATTG GAA ATCGC -3

TPXL6
Forward primer (F1) - N- i C-koncova fuze:

atfB1 misto start kodon
5 - GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGCTTC ATG TGT ACT GGA AAATCATCATACAC-3’

Reverse primer (R1) - N-koncova fuze:

attB2 misto stop kodon
5" - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGCTGG GTC CTATTA AGC ATG AGC ATG GTT AATATG G- 3’

Reverse primer (R2) - C-koncova fuze:

atfB2 misto
5 -GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAAAGCTGG GTC TTA AGC ATG AGC ATG GTT AATATG G- 37

Obr. 14: Specifické sekvence primeri navrZzenych pro proteiny TPXL1, TPXL5
a TPXL6. Primery byly navrzeny dle poZadavki od vyrobce GATEWAY®™ klonovéni
(viz kapitola 4.3.1). 5' konec kazdého primeru za¢ina ¢tyimi guaniny, nasleduje sekvence at/B
mist (podtrzena) a specifickad sekvence genu. Pro dodrzeni ¢teciho ramce byly k a#/B1 mistu
dosyntetizovany dva nukleotidy (thymin a cytozin). K atB2 mistu byl dosyntetizovan jeden
nukleotid (cytozin).
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5.1.2 Priprava attB PCR produktii

Produkty TPXLla#B, TPXL5a#/B a TPXL6attB byly pfipraveny polymerazovou
fetézovou reakci na cDNA A. thaliana. Pro attB PCR produkty byly vzdy pouzity primery
v kombinaci F1 + R1 pro N-terminalni fizi a F1 + R2 pro C-terminalni fazi ptislusného genu.
V ptipad¢ TPXL1a#B-C a TPXL1atB-N mél ziskany produkt velikost 1 467 pb + a#/B mista
(25 pb + 25 pb) (Obr. 15), v ptipadé¢ TPXL5attB-C a TPXL5a#B-N 1494 pb + a#/B mista
(Obr. 16) a v ptipadé¢ TPXL6atB-C a TPXL6attB-N m¢l ziskany produkt velikost 537 pb +
attB mista (Obr. 17). Ziskané a#B PCR produkty byly nasledné separovany pomoci 1%

agarozové geloveé elektroforézy.

M
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Obr. 15: Elektroforetogram TPXL1la#tB PCR produktia separovanych v 1%
agaré6zovém gelu. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use; Fermentas); 1 - TPXLlat#tB-N (1 467 pb + atrB mista); 2 - TPXL1a#rB-C
(1467 pb + atfB mista).

Obr. 16: Elektroforetogram TPXLSa#B PCR produktu separovanych v 1%
agaré6zovém gelu. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use; Fermentas); 1 - TPXL5a#rB-N (1 494 pb + a#B mista); 2 - TPXL5a#B-C
(1 494 pb + attB mista).
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Obr. 17: Elektroforetogram TPXL6a##B PCR produktu separovanych v 1%
agaré6zovém gelu. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use; Fermentas); 1 - TPXL6a#/B-N (537 pb + a#B mista); 2 - TPXL6atB-C (537 pb
+ attB mista).

5.1.3 BP reakce

Po separaci produktii PCR v piedchozim kroku nésledovalo vyfezani prouzka (bandi)

z gelu, jejich izolace a purifikace.

Pii BP reakci doslo k rekombinaci mezi atrfB PCR produktem (TPXLla#B PCR;
TPXL5a#B PCR a TPXL6attB PCR) a donorovym vektorem pDONR207 za vzniku
vstupniho klonu s a#fL misty (TPXL1attL; TPXL5atfL a TPXL6atfL ).

Pro TPXL1 protein byly pfipraveny konstrukty pDONR207::TPXLI-FI1+R1-N
(pro N-koncovou fuzi) a pDONR207::TPXL1-F1+R2-C (pro C-koncovou fuzi). Obdobné
pro TPXL5 protein byly pfipraveny konstrukty = pDONR207::TPXL5-F1+R1-N
a pDONR207::TPXL5-F1+R2-C, a pro TPXL6 protein pDONR207:: TPXL6-FI1+RI1-N
a pDONR207::TPXL6-F1+R2-C.

Po transformaci bakterii £. coli - Top10 BP reakéni smési byla tispéSnost transformace

ovétena pomoci reakce PCR za pouziti primert specifickych pro a#L mista (Obr. 18, 19, 20).
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Obr. 18: Elektroforetogram TPXLla#l. PCR produkti separovanych v 1%
agarozovém gelu. Ovéreni pritomnosti inzertu po BP reakci a transformaci bakterii E.
coli. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3 - pDONR207::TPXL1-F1+R2-C; 4,5,6 - pDONR207::TPXL1-F1+R1-N;
3,4,5,6 - pozitivni kolonie (1 467 pb + atfL mista).
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Obr. 19: Elektroforetogram TPXLSa#tfl. PCR produktii separovanych v 1%
agardzovém gelu. Ovéreni pritomnosti inzertu po BP reakci a transformaci bakterii E.
coli. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3,4,5 - pDONR207:: TPXL5-F1+R2-C; 6,7,8,9 -
pDONR207::TPXL5-F1+R1-N; 1,2,3,5,6,7,8,9 - pozitivni kolonie (1 494 pb + atfL. mista).
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Obr. 20: Elektroforetogram TPXL6a#tl. PCR produktii separovanych v 1%
agardzovém gelu. Ovéreni pritomnosti inzertu po BP reakci a transformaci bakterii E.
coli. M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3.4 - pDONR207::TPXL6-F1+R2-C; 5,6,7,8 -
pDONR207::TPXL6-F1+R1-N; 2,3,4,5,6,7 - pozitivni kolonie (537 pb + atfL. mista).
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Ovéiené pozitivni atfl. produkty o pfislusné velikosti byly dale podrobeny
sekvenovani. Sekvenovani konstruktu a analyza programem BLAST a DNA Baser prokazala
uspésnost BP reakce. Pro naslednou LR reakci byl v ptipadé TPXLla#tL. PCR produktu
vybran vzorek ¢. 4 (Obr. 18) - tedy N-koncova fuze, jelikoz po analyze programem DNA
Baser bylo zjisténo, Ze pravé tento vzorek neobsahuje v sekvenci chyby. V ptipadé TPXLS5
a TPXL6 konstruktu byly vybrany vzdy dva vzorky - jeden s C-koncovou fuzi a druhy

s N-koncovou fuzi.

5.1.4 LR reakce

Pii LR reakci dochazi k rekombinaci mezi vstupnim klonem s a#L misty (TPXL1atzL;
TPXL5a#L a TPXL6attL ) a destinacnim vektorem s a#/R misty. Byly pouzity tyto typy
destinacnich vektort: pB7RWG2,0; pB7WGR2,0; pK7WGF2,0 a pMDC43. Vysledkem LR

reakce je expresni klon s a#/B misty.

Byly pfipraveny rtuzné varianty konec¢nych konstruktti. Pro TPXL1 protein byly
ptipraveny konstrukty pK7WGF2,0::TPXL1-N-GFP a pB7RWG2,0::TPXL1-N-RFP.
Velikost obou izerti byla 1467 pb. Pro TPXL5 protein byly pfipraveny konstrukty
pK7WGF2,0::TPXL5-N-GFP; pB7WGR2,0::TPXL5-N-RFP; pMDC43::TPXL5-C-GFP;
pB7RWG2,0:: TPXL5-C-RFP. Velikost vSech izerti byla 1 494 pb. Pro TPXL6 protein byly
ptfipraveny tyto konstrukty pK7WGF2,0::TPXL6-N-GFP; pB7WGR2,0:: TPXL6-N-RFP;
pMDC43:: TPXL6-C-GFP; pB7RWG2,0:: TPXL6-C-RFP. Velikost v§ech inzert byla 537 pb.

Ovéteni LR reakce pomoci PCR zapouziti specifickych primert bez a#fB mist
prokazalo, ze LR reakce i transformace bakterii probehly tspésné. VSechny testované kolonie

obsahovaly inzert s ptislusnou pozadovanou velikosti (Obr. 21, 22, 23).
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Obr. 21: Elektroforetogram TPXL1-N PCR produkti poLR reakci
a transformaci bakterii E. coli separovanych pomoci 1% agaro6zové gelové elektroforézy.
M - standard molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3 - pK7WGF2,0::TPXL1-N-GFP; 4,5,6 - pB7RWG2,0::TPXL1-N-RFP;
7 - pozitivni kontrola (pK7WGF2,0::TPXL5-N-GFP, velikost 1494 pb + attB mista);
8 - negativni kontrola (H,0); 1,2,3,4,5,6 - pozitivni kolonie (1 467 pb + a#/B mista).
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Obr. 22: Elektroforetogram TPXL5 PCR produktii po LR reakcei a transformaci
bakterii E. coli separovanych pomoci 1% agaro6zové gelové elektroforézy. M - standard
molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; Fermentas);
1,2,3 - pK7WGF2,0::TPXL5-N-GFP; 4,56 - pB7RWG2,0::TPXL5-N-RFP; 7,8,9 -
pB7RWG2,0:: TPXL5-C-RFP; 10,11,12 - pMDC43:: TPXL5-C-GFP; 1 - 12 - pozitivni kolonie
(1 494 pb + attB mista).
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Obr. 23: Elektroforetogram TPXL6 PCR produktia po LR reakci a transformaci
bakterii E. coli separovanych pomoci 1% agaro6zové gelové elektroforézy. M - standard
molekulové hmotnosti (GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, ready-to-use; Fermentas);
1,2 - pB7WGR2,0::TPXL6-N-RFP; 3.4 - pMDC43::TPXL6-C-GFP; 5,6 -
pB7RWG2,0:: TPXL6-C-RFP; 7,8 - pK7TWGF2,0::TPXL6-N-GFP; 1,2,3,4,5,6,7,8 - pozitivni
kolonie (537 pb + attB mista).

5.2 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Po transformaci kompetentnich bunék A. tumefaciens GV301 byla opét ovéiena
pfitomnost plazmidu pomoci PCR reakce. Na obr. 24, 25 a 26 je vyobrazen elektroforetogram

TPXL PCR produktt po transformaci Agrobacterium tumefaciens.
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Obr. 24: Elektroforetogram TPXL1-N PCR produktid po transformaci
Agrobacterium tumefaciens separovanych pomoci 1% agarézové gelové elektroforézy.
M - standard molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3,4 - pPK7WGF2,0:: TPXL1-N-GFP; 5,6,7,8,9 - pPB7TRWG2,0:: TPXL1-N-RFP;
10 - pozitivni kontrola (pB7RWG2,0::TPXL5-C-RFP, velikost 1494 pb + a#/B mista);
11 - negativni kontrola (H,0); 1,2,3,4,5,7,8,9 - pozitivni kolonie (1 467 pb + a#/B mista).
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Obr. 25: Elektroforetogram TPXLS PCR produkti po transformaci
Agrobacterium tumefaciens separovanych pomoci 1% agarézové gelové elektroforézy.
M - standard molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3 - pK7WGF2,0::TPXL5-N-GFP; 4,5,6 - pB7WGR2,0::TPXL5-N-RFP;
7,8,9 - pB7RWG2,0::TPXL5-C-RFP; 10 - pMDC43:: TPXL5-C-GFP; 1,2,3,4,5,8,10 -
pozitivni kolonie (1 494 pb + attB mista).
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Obr. 26: Elektroforetogram TPXL6 PCR produkti po transformaci
Agrobacterium tumefaciens separovanych pomoci 1% agarézové gelové elektroforézy.
M - standard molekulové hmotnosti (GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, ready-to-use;
Fermentas); 1,2,3 - pPB7WGR2,0::TPXL6-N-RFP; 4,5,6 - pMDC43:: TPXL6-C-GFP; 7,8,9 -
pB7RWG2,0:: TPXL6-C-RFP; 10,11,12 - pK7WGF2,0::TPXL6-N-GFP; 1 - 12 - pozitivni
kolonie (537 pb + at/B mista).

5.3 Exprese v bunéénych kulturach Arabidopsis thaliana

Rozcyklované dvoudenni bunécné suspenze A. thaliana LER byly transformovany
bakteriemi Agrobacterium tumefaciens GV3101 nesoucim tyto konstrukty: TPXL1-N-GFP;
TPXL1-N-RFP;  TPXLS5-N-GFP; TPXL5-N-RFP; TPXLS5-C-GFP;  TPXLS5-C-RFP;
TPXL6-N-GFP; TPXL6-N-RFP; TPXL6-C-GFP a TPXL6-C-RFP. V pfipadé, ze byla
transformace ispésnd, byla aplikovana selekce na ptislusSném antibiotiku. Agrobacterium bylo

odstranéno aplikaci Cefotaximu po dobu nékolika pasazi.

V ptipad¢  konstruktt ~ TPXL1-N-GFP; TPXL1-N-RFP;  TPXLS5-N-RFP;
TPXLS5-C-RFP a TPXL5-C-GFP se podatilo uspésné transformovat a odvodit stabilni expresi
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téchto proteinti v bunécné suspenzi. V ptipad¢ ostatnich konstruktti byl zpocatku v suspenzich

pozorovan signal, avSak stabilni expresi TPXL6 proteinu se zatim odvodit nepodafilo.

Exprese piislusnych proteinii byla pozorovana v interfaznich i mitotickych bunkach
(Obr. 27, 28, 29, 30, 31).

Metafaze Anafaze Telofaze Cytokineze

TPXLI1-N-GFP

DIC

Obr. 27: Lokalizace TPXL1-N-GFP konstruktu béhem mitotického déleni burky
v bunéénych suspenzich Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. Protein
TPXLI1-N-GFP je béhem mitotického déleni lokalizovan v oblasti mikrotubulti mitotického
vieténka. Béhem telofaze je pak lokalizovan ve stfedni ¢asti déliciho aparatu. Béhem
cytokineze je tento protein koncentrovan v oblasti mikrotubult fragmoplastu. Bar = 10 um.
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Interfaze Metafaze Anafaze Telofaze

TPXLS5-C-RFP

DIC

Obr. 28: Lokalizace TPXL5-C-RFP konstruktu v interfaznich a délicich se
buiikach suspenzi Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. Protein TPXL5-C-RFP je
behem interfaze lokalizovan v jadfe, nejvice vSak v jaderné membrané. Béhem mitotického
déleni je tento protein lokalizovan v oblasti mikrotubulii mitotického vieténka. B&hem
telofaze je lokalizovan v oblasti ekvatorialni roviny buniky. Bar = 10 pm.

Cytokineze

TPXL5-N-RFP

DIC

Obr. 29: Lokalizace TPXL5-N-RFP konstruktu béhem cytokineze v bunécnych
suspenzich Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. Béhem cytokineze je protein
TPXL5-N-RFP lokalizovan nejvice v oblasti mikrotubulli fragmoplastu. Bar = 10 um.
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Pozdni cytokineze, interfaze

Obr. 30: Lokalizace TPXLS5-C-RFP konstruktu béhem pozdni cytokineze
a interfaze v bunécnych suspenzich Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. Béhem
pozdni cytokineze je protein TPXL5-C-RFP lokalizovan v oblasti bunécné piepazky a v jadre
- nejvice v oblasti jaderné membrany. Vpravo na obrazku je protein lokalizovan v interfazni
bunce i v jadérku. Bar = 10 pm.
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Obr. 31: Lokalizace TPXL6-C-GFP konstruktu béhem interfaze v bunécnych
suspenzich Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. Béhem interfaze je protein
TPXL6-C-GFP lokalizovan v oblasti jaderné membrany a v jadérku. Vpravo na obrazku je
protein koncentrovan v bodech v nukleoplazmeé. Bar = 10 um.

V interfaznich bunkach suspenzi byl v ptipad¢ proteini TPXL1, TPXL5 a TPXL6
pfitomen signal vjadie a vjaderné membrané. Vyjimecné byl tento signal pozorovan
i v jadérku. Béhem metafaze a anafaze se signal nachazel v oblasti mikrotubulii mitotického
vieténka. Béhem telofdze se signadl vyskytoval ve stfedni Casti d€liciho aparatu. Béhem

cytokineze byl signal lokalizovan v oblasti mikrotubult fragmoplastu. V pokrocilejsi fazi
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cytokineze byly proteiny lokalizovany v oblasti bunééné pfepazky a v jadie - nejvice v oblasti

jaderné membrany (Obr. 27, 28, 29, 30, 31).

5.4 Imunofluorescencni barveni suspenznich kultur Arabidopsis thaliana

Pro blizsi stanoveni lokalizace a funkce proteinti bylo provedeno imunofluorescencni
barveni suspenznich kultur Arabidopsis thaliana  transformovanych konstrukty

TPXL5-C-RFP, TPXL5-N-RFP a TPXL5-C-GFP.

Bunky byly znaceny t€mito primarnimi protilatkami: Anti GFP Rabbit nebo Anti GFP
Mouse proti GFP a Anti RFP Rat proti RFP. Sekundarni protilatky Alexa Fluor 488 Goat
Anti-Rabbit, Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse a Alexa Fluor 546 Goat Anti-Rat byly pouzity
v nasledujicich kombinacich: Anti GFP Rabbit + Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit, Anti
GFP Mouse + Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse a Anti RFP Rat + Alexa Fluor 546 Goat
Anti-Rat. DNA byla barvena DAPI. Na obr. 32 jsou znazornény jednotlivé lokalizace proteinu
TPXL5-C-RFP, DNA a jejich vzajemna lokalizace.

Analyza imunofluorescencniho barveni suspenznich kultur Arabidopsis thaliana byla
provedena pomoci fluorescen¢niho mikroskopu CellR (Olympus). Byly hodnoceny jednotlivé
faze mitozy a také interfaze. B€hem interfaze byl protein TPXL5 pfitomen v jadie a v jaderné
membrané. V metafazi a anafazi, byl studovany protein lokalizovan v oblasti mitotického
vieténka. V pribchu telofaze byla zjevna lokalizace v oblasti pold mitotického vieténka
a v oblasti ekvatorialni roviny bunky. Béhem cytokineze se protein vyskytoval v oblasti

fragmoplastu.

Pomoci techniky nepiimé imunofluorescence byla tedy potvrzena jaderna lokalizace
proteinu TPXL5 v interfaznich buinikdch a v oblasti mikrotubuldrniho uspotfadani béhem
mitézy. Vysledky imunolokalizace potvrdily stejna pozorovani jako v pripadé exprese

proteinti TPXLS5 v zivych transformovanych suspenznich kulturdch Arabidopsis thaliana.
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TPXL5-C-RFP I Kolokalizace

Obr. 32: Imunofluorescenéni znaceni proteinu TPXL5-C-RFP protilatkami (Anti
RFP Rat + Alexa Fluor 546 Goat Anti-Rat). DNA byla nabarvena DAPI. A, B, C -
znazornéna interfaze. A) Protein TPXL5 v jadie B) DNA C) Kolokalizace proteinu TPXLS5 a
DNA. D, E, F - znazornéna metafaze. D) Protein TPXL5 v oblasti mitotického vieténka
E) Chromozomy v ekvatorialni rovin¢ F) Kolokalizace proteinu TPXL5 a DNA. G, H, I -
znazornéna pozdni anafaze. G) Protein TPXLS5 v oblasti ekvatoridlni roviny a pold
mitotického vieténka H) Chromozomy jsou tazeny k opacnym polim buiiky I) Kolokalizace
proteinu TPXL5 a DNA. J, K, L - znazornéna telofaze. J) Protein TPXL5 v oblasti
ekvatorialni roviny builkky K) Chromozomy L) Kolokalizace proteinu TPXL5 a DNA.
M, N, O - znazornéna cytokineze - fragmoplast. M) Protein TPXL5 tvoii fragmoplast
N) Vznik dvou dcetinych jader O) Kolokalizace proteinu TPXL5 a DNA. Bar = 10 pm.
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5.5 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Rostliny A4. thaliana LER byly transformovany bakteriemi Agrobacterium tumefaciens
GV3101  nesouci  konstrukty = TPXLS5-N-GFP, TPXLS5-N-RFP,  TPXL5-C-GFP,
TPXL5-C-RFP, TPXL6-N-GFP, TPXL6-N-RFP, TPXL6-C-GFP a TPXL6-C-RFP.

Po selekci T1 generace semen na médiu s antibiotiky byly asi 14-denni semenacky
rostlin pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem pro ovéfeni, zda se v rostlin¢ nachazi

prislusny signal. V ptipadé pozitivniho nalezu byly rostliny dale péstovany pro dalsi generace.

Zatim se pouze v piipad¢ konstruktu TPXL5-C-RFP podafilo ziskat transformované
rostliny (Obr. 33). Signal byl nejcastéji viditelny v kofenovych meristémech. Na obr. 33A
je zachycen RFP-signal, ktery se nachazel v jadrech interfaznich bunék, kdezto na obr. 33B
je zachycen signal v délici se buiice. Jedna se o konec mitdzy - tedy vytvoreni struktury zvané
fragmoplast. Z obr. 33B je zifejmé, Ze protein TPXL5 se rovnéz nachazi v oblasti mikrotubul

fragmoplastu.
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TPXL5-C-RFP

Jadro

Fragmoplast

Obr. 33: Lokalizace proteinu TPXLS5-C-RFP v kofenovych meristémech
Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta. A) Interfazni jadro B) Bunécné déleni -
fragmoplast. Bar = 25 pm.
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6 DISKUZE

V provedenych experimentech jsem pro zjisténi lokalizace proteint TPXL1, TPXLS5
a TPXL6 vyuzila transientni a stabilni transformaci bunécnych suspenzi a také rostlin
Arabidopsis thaliana. Transientni neboli doCasna exprese zpiisobi siln€jsi expresi, ale pouze
po kratkou dobu - zalezi na poctu kopii vneseného plazmidu. Kdezto u stalé exprese je
pfislusny gen integrovan do chromozomu a protein je exprimovan sice v men$i mife,

ale stabilné a tato situace pfiblizn¢ odpovida endogennimu proteinu.

Predchozi studie ukazaly, Ze TPX2 protein u Arabidopsis thaliana je protein
asociovany s mikrotubuly (Vos et al., 2008; Petrovska et al., 2012). Tato lokalizace
se potvrdila i u proteintt TPXL1, TPXL5 a TPXL6 za pouziti metody transformace bunéénych
suspenzi Arabidopsis thaliana a naslednym pozorovanim fluorescenénim mikroskopem
(Obr. 28, 29, 30, 31). Signal byl ptitomen v jadfe a v jaderné membrané béhem interfaze, dale
pak béhem metafaze v oblasti mitotického vieténka a v oblasti mikrotubuli fragmoplastu
v piipadé cytokineze. U Xenopus laevis se béhem telofaze TPX2 protein exprimuje vyhradné
ve stfedovém telisku (Wittmann et al., 2000), kdeZto v rostlinach se TPX2 protein exprimuje
vyhradné¢ v okoli dekondenzujicich chromozomi asignal nebyl na mikrotubulech
fragmoplastu detekovan (Vos et al., 2008). Dle Vos et al. (2008) je dokonce TPX2 protein
degradovan v prib¢hu pozdni anafiaze. AvSak proteiny TPXL1, TPXL5 a TPXL6 byly
v pribchu telofaze a samotné cytokineze detekovany a to ve stiedni Casti déliciho aparatu
a pozdé&ji v oblasti mikrotubulli fragmoplastu bunky. Naproti tomu v oblasti dekondenzujicich
chromozomi tyto proteiny detekovany nebyly. Vos et al. (2008) ve své praci popsali u TPX2
proteinu piitomnost sekvence pro jaderny lokalizacni signal (NLS), jenz je zodpovédna
za transport proteinu do dcefinych jader. Proto proteiny, které tuto sekvenci neobsahuji,
v prubehu telofaze dale asociuji s mikrotubuly a nekoncentruji se do oblasti dcefinych jader.
V proteinech TPXL1, TPXL5 a TPXL6 se podobna sckvence ale nevyskytuje. Dale zde
nejsou pritomny Aurora A vazebné domény. Do jaké miry souvisi tato rozdilnd lokalizace
v piipadé TPXL proteinti a TPX2 u Arabidopsis s rozdilnou pfitomnosti domén a funkénich

motivl je tieba v dalSich experimentech jesté objasnit.

V nékterych suspenznich buiikach se signal nachézel i v jadérku (Obr. 31). Avsak
ve vétsin€ pozorovanych bunék byl signal pritomen v jadie mimo jadérko. Pfitomnost signalu

v jadérku mohla byt zphsobena napfiklad stresem a poskozenim bunck. Vyskyt TPX2
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proteinu v jadérku nebyl zaznamenan ani v jinych studiich (Vos et al., 2008; Petrovska et al.,

2012; Petrovska et al., 2013).

V transformovanych bunécnych suspenzich byly v pocatku pozorovany vyrazné
signaly koncentrované v bodech v jaderné membrané a v nukleoplazmé (Obr. 31). Z téchto
mist ziejme& rostou a organizuji se mikrotubuly (Petrovska et al., 2013). V bunécnych
suspenzich se dokonce podafilo odvodit stabilni expresi proteinit TPXL1 a TPXLS. V piipadé
TPXL6 proteinu vSak po n¢jaké dobé signal z bunécnych suspenzi vymizel. Vzhledem
k tomu, ze metoda transformace bunécnych suspenzi byla provedena dle standartniho
protokolu, neni zatim pficina nezdaru jasna. Z tohoto ditvodu bude nutné jesté transformaci

bunécnych suspenzi t€émito vektory pro protein TPXL6 zopakovat.

Imunofluorescenéni barveni suspenznich kultur bylo studovano pouze v piipadé
TPXL5 proteinu (Obr. 32). Vysledky imunovarveni byly obdobné jako v pripad¢ pozorovani
signalu v bunéénych suspenzich. Pomoci protilatek byla zjisténa lokalizace tohoto proteinu
TPXL5 opét vjadre vinterfaznich bunck, v oblasti mikrotubulii mitotického vieténka

a v oblasti mikrotubuld fragmoplastu v délicich se bunkach.

Lokalizace TPXL5 proteinu byla obdobna i v ptipadé transformace rostlin (Obr. 33).
Exprese proteinu piimo v rostlindch pfedstavuje nejpfirozenéjsi podminky pro studovani

funkei proteind.

Lokalizace proteinh TPXL1, TPXL5 a TPXL6 v oblasti mitotického vieténka,
dale pak pfi organizaci mikrotubulti fragmoplastu a bunééné piepazky poukazuje na roli
téchto proteinti pfi organizaci mikrotubulll mitotického aparatu. Dal§i experimenty, které
budou detailn¢ analyzovat lokalizace téchto TPXL proteind, jejich proteinové interakce,
a které budou navazovat na experimenty prezentované v této diplomové praci, pomohou
objasnit a vice priblizit funkce nové charakterizovanych proteint TPXL1, TPXLS5 a TPXL6.
Dale jest¢ bude nutné zopakovat n¢kolik experimentl v ptipadé proteini TPXL1 a TPXL6.
Nésledné taky bude probihat analyza dalSich zbylych proteinti genové rodiny TPX2
u Arabidopsis thaliana, aby se ovéfilo, zda ma tato genova rodina proteini TPX2 proteinu

u Arabidopsis thaliana opravdu obdobnou lokalizaci a funkei.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium rostlinnych proteintt Arabidopsis thaliana
TPX2-like proteinu 1, TPX2-/ike proteinu 5 a TPX2-like proteinu 6. Jedna se o proteiny, které
patii do genové rodiny proteini homolognich ke kanonickému TPX2 proteinu. TPX2 protein
je s mikrotubuly asociovany protein, ktery je mimo jiné nezbytny pro vznik mitotického
vieténka a nukleaci mikrotubulG v rostlinnych bunkach. TPX2-like proteiny (TPXL)
vSak nebyly dosud vice charakterizovany. Pfedmétem této prace bylo studium lokalizace
téchto proteini v bunécnych kulturach a rostlinach Arabidopsis thaliana v prubéhu

bunééného cyklu.

Pomoci GATEWAY® techniky klonovéani byly pfipraveny GFP a RFP fuzni variaty
gent pro proteiny TPXL1, TPXL5 a TPXL6. Nasledné byla funkénost téchto vektorti ovéiena
pomoci transientni a stabilni exprese v bunéénych suspenzich Arabidopsis thaliana ekotyp
Landsberg erecta. Fluorescencni mikroskopii pak byla analyzovana lokalizace t¢chto GFP
a RFP faznich proteini v bunkach in vivo i ve fixovanych bunkich pomoci neptimé
imunofluorescence. Nasledn¢ pak byla studovana lokalizace téchto proteini piimo

v rostlinach Arabidopsis thaliana.

Analyza lokalizace TPXL proteinii ukdzala, Ze béhem interfaze jsou tyto proteiny
lokalizovany ptedevsim v jadie bunky. V prub&hu mitdzy jsou tyto proteiny koncentrovany
do oblasti mikrotubulii mitotického vieténka, obdobné jako kanonicky TPX2 protein. AvSak
ve fazi cytokineze se tyto proteiny nachazely v oblasti mikrotubulii fragmoplastu, ¢imz se
odlisuji od kanonického TPX2. U vsech vysledkti pouzitych technik byly vysledky obdobné a
naznacuji tlohu proteint TPXL1, TPXLS5 a TPXL6 v organizaci mikrotubuld v pribéhu
bunécného déleni. V budoucnu bude probihat analyza dalSich zbylych proteinti genové rodiny

TPX2 u Arabidopsis thaliana.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A. thaliana  Arabidopsis thaliana

ADP Adenozindifosfat

ATP Adenozintrifosfat

ATPaza Adenozintrifosfataza

BSA Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumine)

CAS S CRISPR asociovany protein (CRISPR-associated protein)

cDNA Komplementarni DNA

CLASPs Cytoplasmic linker associated proteins

CRISPR Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats

DAPI 4’,6-diamidino-2-fenylindol

DIC Nomarského kontrast (Dark interference contrast)

DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTPS Deoxyribonukleozidtrifosfaty

DTT Dithiotreitol

EB1 Konec vazajici protein 1 (End binding protein 1)

EDTA Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Ethylene diamin tetraacetic acid)
EGTA Ethylenglycoltetraoctova kyselina (Ethylene glycol tetraacetic acid)
F Vedouci (Forward) primer

GDP Guanozindifosfat

GFP Zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein)

GIPs G-protein-coupled receptors-interacting proteins

GTP Guanozintrifosfat

GTPaza Guanozin trifosfatdza

IHF Integrujici hostujici faktor

LB Luria-Bertani

LER Landsberg erecta

MAPs S mikrotubuly asociované proteiny (Microtubule-asociated proteins)

MgS04.7H,0O Siran hote¢naty - heptahydrat
Mpb Mega par bazi
MS Murashige & Skoog
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N Libovolny nukleotid
Na,HPO4 Hydrogenfosfore¢nan disodny

NaCl Chlorid sodny

NES Jaderny exportni signal (Nuclear export signal)

NLS Jaderny lokalizacni signal (Nuclear localization signal)

OD Opticka hustota (Odds ratio)

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chain reaction)

R Zpétny (Reverse) primer

RanGAPI Ran GTPase activation protein 1

RCC1 Regulator kondenzace chromozomu (Regulator of chromosome condensation
1)

RFP Cerveny fluorescenéni protein (Red fluorescent protein)

TPX2 Targeting protein for Xklp2

TPXL TPX2-like protein

Xklp2 Xenopus kinesin-/ike protein 2

YEB Yeast extract broth
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