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SOUHRN 

Kritickým krokem v buněčném dělení je správné sestavení dělícího vřeténka, 

které napomáhá separaci chromozomů do dceřiných buněk. Jedním z regulačních proteinů 

je i TPX2, jenž ovlivňuje složení dělícího vřeténka a jeho délku u živočichů i rostlin. 

TPX2 protein navíc reguluje a aktivuje Aurora kinázy. Tyto mitotické kinázy jsou nedílnou 

součástí buněčného dělení, kde se fosforylací jiných proteinů účastní segregace 

chromozomů, nukleace mikrotubulů a cytokineze. Mutace TPX2 nebo Aurora kináz vede 

v buňce k narušení správného mechanismu dělení a může vést i k nádorovému bujení. 

Na rozdíl od živočišných buněk, které mají pouze jeden gen kódující protein TPX2, 

genom Arabidopsis thaliana kóduje 12 proteinů s podobnou strukturou, tzv. TPX2-like 

proteinů. Bylo zjištěno, že tyto proteiny obsahují různé kombinace funkčních domén 

přítomných v kanonickém TPX2, které ovlivňují jejich vlastnosti, a prochází alternativním 

sestřihem.  

Cílem první části této diplomové práce bylo umlčet kanonický TPX2 v rostlinách 

A. thaliana pomocí RNA interference. Tato metoda využívá specifické genové sekvence, 

které jsou zaklonovány do binárních vektorů a následně transformovány do rostlin 

s využitím bakterií Agrobacterium tumefaciens. Následně byla v rostlinách ověřována 

přítomnost RNAi konstruktů a exprese TPX2 genu pomocí polymerázové řetězové reakce. 

V posledním kroku byl ověřován vliv umlčení genu na tvorbu pylových zrn a semen. Expresi 

TPX2 genu se podařilo snížit ve 12 rostlinách. 

V druhé části byla zkoumána lokalizace vybraných TPX2-like proteinů v buňce 

metodou infiltrace listového mezofylu rostlin Nicotiana benthamiana fúzními konstrukty. 

Stejná metoda byla použita ke studiu možné regulace Aurora kinázy 1 TPX2-like proteiny. 

Byla sledována kolokalizace vybraných TPX2-like proteinů s Aurora kinázou 1 a proteinem 

CENH3. 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMMARY 

A critical step in the cell division is a correct assembly of the mitotic spindle which helps 

to separate chromosomes into daughter cells. One of the regulatory protein is TPX2 which 

influences the proper composition and lenght of the mitotic spindle in animals and plants. 

Moreover TPX2 protein regulates and activates Aurora kinase family members. 

These mitotic kinases are an integral part of the cell division where regulate chromosome 

segregation through phosphorylation of its targets including proteins involved 

in chromosome segregation, microtubule nucleation and cytokinesis. Mutations of TPX2 

or Aurora kinases in the cell leads to disruption of proper mechanisms of the cell division 

and can lead to tumor growth. In contrast to animal cells which have only one gene encoding 

a TPX2 protein, Arabidopsis genome encodes 12 proteins with similar structure, TPX2-like 

proteins. TPX2-like proteins comprise different combinations of functional domains that 

are present in the canonical TPX2, therefore affecting its functional properties. 

The complexity is further influenced by alternative splicing 

The aim of the first part of this thesis was to silence canonical TPX2 in A. thaliana plants 

using RNA interference. This method use specific gene sequences that are cloned into binary 

vectors and transformed to plants using Agrobacterium tumefaciens mediated 

transformation. Subsequently, the presence of RNAi constructs and decreased TPX2 gene 

expression were checked using polymerase chain reaction. The effect of decreased TPX2 

expression was further checked on the formation of pollen grains and seeds. The decreased 

expression of the TPX2 gene was verified altogether in 12 plants. 

In the second part of this thesis, the localization of selected TPX2-like proteins in Nicotiana 

benthamiana plants was studied. N. benthamiana leaf mesophyll cell were infiltrated with 

fusion constructs and localization was studied using confocal microscopy. Moreover, 

potential link between function of Aurora kinase-1 by TPX2 likes proteins was investigated 

by its colocalization with Aurora kinase 1 and CENH3. 
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1 Úvod 

TPX2 protein (Targeting protein for Xenopus kinezin-like protein 2) je s mikrotubuly 

asociovaný protein, který v dělících se buňkách zprostředkovává tvorbu mitotického 

vřeténka. Během mitózy je uvolňován od svého inhibičního vazebného partnera importinu α 

a importinu β díky Ran gradientu. Volný TPX2 aktivuje Aurora kinázu A a stimuluje tvorbu 

mitotického vřeténka. Aurora kinázy při buněčném dělení zajišťují jeho správné načasování 

a rozdělení sesterských chromatid k opačným pólům buňky. V genomu Arabidopsis byl 

nalezen homolog Aurora A kinázy - Aurora kináza 1 (Demidov et al., 2005; Kawabe et al., 

2005). Homology TPX2 proteinu byly nalezeny v živočišné i rostlinné říši, ale zatímco 

u člověka je v genomu přítomen pouze jeden gen pro TPX2, rostliny mají několik          

TPX2-like proteinů původem z různých genů. Tyto proteiny byly doposud však pouze málo 

prozkoumány. 

Cílem této diplomové práce bylo umlčet kanonický TPX2 metodou RNA interference 

v rostlinách Arabidopsis thaliana a sledovat vliv TPX2 a TPX2-like proteinů na Aurora 

kinázu 1. Výsledky by měly prohloubit znalosti o genové rodině TPX2 v Arabidopsis. 
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2 Cíle práce 

Cílem práce bylo vypracovat literární rešerši na téma TPX2 protein a Aurora kinázy 

u živočichů a rostlin. Experimentální část byla rozdělena na dva částečně samostatné cíle: 

1) umlčení kanonického TPX2 (At1g03780) pomocí RNA interference v rostlinách 

Arabidopsis thaliana a jeho efekt na aktivitu Aurora kinázy, 2) regulace Aurora kinázy 1 

ostatními členy TPX2 genové rodiny. 
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3 Literární přehled 

3.1 TPX2 protein: struktura a funkce 

TPX2 protein (Targeting protein for Xenopus kinezin-like protein 2, XlTPX2) byl 

poprvé charakterizován v živočišné říši. Byl objeven v roce 1997 jako 100 kDa velký 

s mikrotubuly asociovaný protein (MAP) v extraktu vajíček Xenopus laevis 

(Wittmann et al., 1998), jehož funkcí je přichytávání plus orientovaného konce kinezinu 

Xklp2 k mínus konci mikrotubulů dělícího vřeténka (Wittmann et al., 2000). 

Xklp2 je motorový protein, který váže mikrotubuly během mitózy (Wittmann et al., 1998). 

Experimenty s vajíčky Xenopus ukázaly, že XlTPX2 je regulován GTP-vázající formou Ran 

a spouští lokální nukleaci mikrotubulů mitotického vřeténka okolo chromozomů 

(Gruss et al., 2001). Později byl popsán i lidský homolog TPX2 (HsTPX2) a několik 

homologů u rostlin. 

Doposud byla podrobněji popsána zejména funkce proteinu TPX2 v průběhu mitózy 

u živočišných buněk. TPX2 zde figuruje jako jeden z tzv. spindle assembly factors 

(SAFs, faktory ovlivňující tvorbu mitotického vřeténka), které hrají důležitou roli v procesu 

formace mitotického vřeténka. Během interfáze je TPX2 v cytoplazmě vázán                             

na α a β importin. Vazba na importin blokuje jeho aktivitu a zabraňuje mu interakci 

s mikrotubuly (Kahana et Cleveland, 2001). V interfázi je v jádře buňky vyšší koncentrace 

RanGTP, která je zajištěna přeměnou RanGDP pomocí Ran výměnného faktoru RCC1 

(Regulator of chromosome condensation 1, regulátor kondenzace chromozomů 1). 

V cytoplazmě je naopak vyšší koncentrace RanGDP zajišťována proteinem RanGAP 

(GTPázy aktivující protein). Tento proces vede ke gradientu RanGTP (Petry, 2016). 

Komplex importinů s TPX2 je přemístěn do jádra, ve kterém se RanGTP postupně navážou 

na α a β importin a uvolní TPX2 protein (Gruss et Vernos, 2004). Volný TPX2 váže 

a aktivuje Auroru A, která se autofosforyluje, což vyvolává fosforylaci dalších substrátů, 

nukleaci a organizaci mikrotubulů (Garrido et Vernos, 2016) (Obrázek 1). Po rozpadu 

jaderné membrány během mitózy TPX2 nukleuje mikrotubuly v těsné blízkosti 

chromozomů nezávisle na centromerách a stimuluje chromatinem indukované složení 

mitotického vřeténka. V pozdní anafázi je TPX2 kompletně degradován (Whittman                 

et al, 2000). 
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Obrázek 1: Schematické znázornění interakce mezi proteinem TPX2 a kinázou Aurora A  

Ran výměnný faktor RCC1 spojený s chromozomy vytváří RanGTP, které uvolňuje TPX2 

z importinového komplexu. TPX2 se poté může vázat na Auroru A (Aur A), podporovat její 

autofosforylaci a aktivaci (převzato od Garrido et Vernos, 2016). 

Primární struktura TPX2 je konzervovaná napříč obratlovci a vyššími rostlinami. 

Byly popsány 3 funkční domény a několik regulačních sekvencí (Obrázek 2). První z nich 

je nejlépe charakterizovaná doména interagující s Aurora A kinázou (Aurora kináza vazebná 

doména), která se nachází na N-terminálním konci proteinu (Bayliss et al., 2003). 

Aktivace kinázy je vyžadována pro správnou lokalizaci mitotického vřeténka, což bylo 

potvrzeno v experimentech s lidskými buňkami (Kufer et al., 2003) a Caenorhabditis 

elegans (Ozlu et al., 2005). Mikrotubuly vazebná doména je zapojena ve vazbě mikrotubulů 

(Brunet et al., 2004). Vysoká afinita TPX2 k mikrotubulům vyplývá z jeho rolí v buňce, 

mezi které patří sestavení mikrotubulů blízko kinetochorů (Tulu et al., 2006) a jejich větvení 

v dělícím vřeténku (Petry et al., 2013). Příčinou těchto dynamických interakcí by mohla být 

jeho fosforylace a interakce s dalšími vazebnými partnery jako je dynein (Balchand et al., 

2015). Eg5-kinezin vazebná doména je nezbytná pro segregaci vřeténka k pólům (Kahn 

et al., 2015). Jaderný lokalizační signál (nuclear localization signal, NLS) je sekvence 

aminokyselin zodpovědná za vazbu α importinu a transport do jádra (Gruss et Vernos, 2004). 

Naopak sekvence jaderného exportního signálu (nuclear export signal, NES) zajištuje export 

proteinu z jádra (O’Brien et Wiese, 2006). V regulační funkci a degradačním procesu TPX2 

během anafáze je zapojen KEN-box (Stewart et Fang, 2005a). Podle Sanchez-Pulido et al. 

(2016) je C-terminální doména tvořena α-helikálními tandemovými repeticemi 

pokrývajícími 2/3 proteinu. Předpokládá se, že tato oblast formuje flexibilní solenoid 

zapojený v protein-proteinových interakcích. 
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Obrázek 2: Schématické zobrazení domén a regulačních sekvencí lidského TPX2 proteinu 

(upraveno dle Brunet et al., 2004)  

HsTPX2 má na N-konci Aurora kináza vazebnou doménu (zeleně), která váže Aurora A kinázu, 

na C-konci má Eg5-kinezin vazebnou doménu (žlutě), která váže Eg-5 kinezin. Mikrotubuly vazebná 

doména (modře) umožňuje interakce s mikrotubuly. Za degradaci proteinu je zodpovědný KEN-box 

(černě). Tři NLS sekvence (fialově) váží α importin a umožňují import proteinu do jádra, naopak 

NES sekvence (červeně) umožňuje export z jádra do cytoplazmy. 

Od prvního objevu (Wittmann et al., 1998) bylo popsáno několik ortologů TPX2 

v různých organismech. Někteří z nich jsou jmenování v Tabulce 1. U člověka je TPX2 

přepisován z genu, který má nejméně 18 sestřihových variant a jeho nejdelší varianta 

obsahuje 783 aminokyselin (Thierry-Mieg et Thierry-Mieg, 2006). Zdá se, že klíčové funkce 

proteinu jsou široce konzervovány, ale v závislosti na organismu mohou být funkční moduly 

součástí více proteinů, případně může odlišný protein vykonávat některé funkce TPX2 

(Wadsworth, 2015). 

 

Tabulka 1: Ortology TPX2 proteinu a jejich struktura 

Organismus Ortolog Strukturní domény 

Caenorhabditis elegans TPXL-1 
pouze Aurora kináza vazebná doména 

(Ozlu et al., 2005) 

Drosophila melanogaster 

(Mei-38/Ssp1) 
TPXL-2 

pouze mikrotubuly vazebná doména 

(Goshima, 2011) 

 

  

1-43 87-89 284 314-330 680-747 

N C 



13 
 

Tabulka 1: Ortology TPX2 proteinu a jejich struktura (pokračování) 

Organismus Ortolog Strukturní domény 

Homo sapiens HsTPX2 

3 NLS 

Aurora kináza vazebná doména 

Mikrotubuly vazebná doména 

Eg5-kinezin vazebná doména 

(Ma et al., 2011) 

Arabidopsis thaliana AtTPX2 

2 NLS 

2 Aurora kináza vazebné domény 

Eg5-kinezin vazebná doména 

(Vos et al., 2008) 

Populus tremula PttMAP20 

Mikrotubuly vazebná doména 

Eg5-kinezin vazebná doména 

(Rajangam et al., 2008) 

 

TPX2 má jako s mikrotubuly asociovaný protein celou řadu funkcí, které lze 

vysvětlit přítomností funkčních domén popsaných výše: 

1) slouží jako aktivátor a stabilizátor kinázy Aurory A (Eyers et al., 2003; Bayliss et al. 

2004; Anderson et al., 2007; Giubettini et al., 2011; Zorba et al., 2014)  

2) působí jako regulátor činnosti Eg5-kinezinu (Kahn et al., 2015) 

3) podílí se na zpětném sestavení jádra v dceřiných buňkách po buněčném dělení 

(O’Brien et Wiese, 2006) 

4) slouží jako koaktivátor CPC (Chromosome passenger complex) (Iyer et Tsai, 2012) 

5) reguluje délku mitotického vřeténka a distribuci mikrotubulů (Helmke et Heald, 

2014). 

Stejně jako mnoho jiných proteinů, které kontrolují mitózu je i TPX2 nadměrně 

exprimován u většiny typů rakovinných buněk, což koreluje se špatnou prognózou pacientů 

(Wadsworth, 2015), a může tak sloužit jako rakovinný marker. TPX2 je nezbytný 

pro udržení stability genomu a mírné změny v jeho expresi můžou podpořit rozvoj tumoru 

in vivo (Aguirre-Portolés et al., 2012). Zvýšená exprese tohoto proteinu vede k blokaci 

tvorby vřeténka, udržování buněk v prometafázi a způsobuje vady při tvorbě vřeténka (Gruss 

et al., 2002; Stewart et Fang, 2005b). Důležitost TPX2 dokazují studie, ve kterých 

nedostatek proteinu způsobil vznik aberantního dělícího vřeténka a missegregaci 

mikrotubulů (Garrett et al., 2002; Gruss et al., 2002; Aguirre-Portolés et al., 2012). Ačkoliv 
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je význam tohoto proteinu spojen s buněčným dělením, nedávné studie se soustředí na TPX2 

v nemitotických buňkách (Wadsworth, 2015). Například bylo zjištěno, že během interfáze 

má TPX2 v jádře pravděpodobně alternativní funkci v odpovědi na poškození DNA 

(Neumayer et al., 2012).  

3.1.1 TPX2 v Arabidopsis thaliana 

V genomu Arabidopsis thaliana byl identifikován homolog proteinu TPX2 nazvaný 

AtTPX2 (Vos et al., 2008). Sekvence genu je dlouhá 790 aminokyselin a nachází 

se na prvním chromozomu (Lamesch et al., 2012). Podobně jako u živočichů patří i u rostlin 

TPX2 ke skupině regulátorů buněčného cyklu a je to s mikrotubuly asociovaný protein (Vos 

et al., 2008). Funkční analýza ukázala, že AtTPX2 hraje důležitou roli v dělení rostlinných 

buněk (Vos et al., 2008). Vyšší rostliny jsou charakterizovány acentrosomálním vřeténkem. 

„Provřeténko“ se formuje už před rozpadem jaderného obalu (Schmit et al, 1985). AtTPX2 

se během interfáze nachází v jádře a je z něj exportován díky aktivitě jaderného exportního 

signálu (NES) na přechodu fází G2/M, aby inicioval složení vřeténka (Vos et al., 2008). 

V počáteční fázi mitózy RanGTP uvolní TPX2 od jeho vazebného partnera importinu β, 

dochází k interakci AtTPX2 s Aurora kinázami a mikrotubuly, stavbě bipolárního vřeténka 

a kontrole buněčného dělení (Petrovská et al., 2013). Protein je kompletně degradován 

na konci anafáze (Vos et al., 2008). 

AtTPX2 sdílí funkční domény s jeho živočišným protějškem (Vos et al., 2008).           

Ve své struktuře obsahuje dvě Aurora kináza vazebné domény, dvě mikrotubuly vazebné 

domény, dva motivy jaderného lokalizačního signálu (NLS) a jeden motiv jaderného 

exportního signálu (NES) (Obrázek 3). Deleční analýza prokázala, že protein postrádající 

oba NLS motivy je cytoplazmatický a váže kortikální mikrotubuly během interfáze (Vos 

et al., 2008). Srovnání peptidových sekvencí AtTPX2 vedlo k objevu specifického 

zdvojeného TPX2 motivu udržovaného u eukaryot. Tento motiv je dlouhý 26 a 28 

aminokyselin a byl nalezena v 17 analyzovaných rostlinných sekvencích (např. mech 

Physcomitrella patens, cykas Zamia fischeri, jednoděložné Oryza sativa, dvouděložné Vitis 

vinifera). U Arabidopsis se obě sekvence nachází uprostřed proteinu (aminokyseliny         

330-356 a 430-456). TPX2/importin motiv je zodpovědný za vazbu β importinu 

a TPX2/Xklp2 motiv za vazbu Xklp2 proteinu (Vos et al., 2008). Tzv. coiled-coil doména 

se podílí na oligomerizaci a proteinových interakcích (Burkhard et al., 2001).                            

N-koncová doména umožňuje AtTPX2 vázat AtAurora1 - homolog Aurora kinázy A 

v Arabidopsis (Petrovská et al., 2013; Tomaštíková et al., 2015) a regulovat tvorbu vřeténka, 
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zatímco C-koncová doména váže mikrotubuly a ovlivňuje buněčné dělení (Vos et al, 2008). 

AtTPX2 reguluje aktivitu AtAurora1 nejen cílením kinázy k mitotickému vřeténku 

(Petrovská et al., 2012), ale zejména její aktivací. Vazba proteinu TPX2 mění konformaci 

kinázy, která se autofosforyluje a vede ke zvýšené fosforylaci histonu H3. 

Aktivace AtAurora1 pomocí AtTPX2 by mohl být mechanizmus vedoucí k translaci 

RanGTP signalizace pro fosforylační kaskády prováděné Aurora kinázou na kinetochorech 

(Tomaštíková et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3: Schématické zobrazení domén a regulačních sekvencí TPX2 v Arabidopsis 

thaliana (upraveno dle Vos et al., 2008; Petrovská et al., 2013)  

AtTPX2 má dvě Aurora kináza vazebné domény (zeleně) nacházející se na N-konci proteinu, 

které váží Aurora kinázy. Dvě NLS sekvence (fialově) v mikrotubuly vazebných doménách (modře) 

jsou zodpovědné za transport proteinu do jádra. TPX2 motiv váže β importin a Xklp2 protein.       

Ken-box (černě) slouží k degradaci proteinu. 

 

Na rozdíl od živočichů, kde je přítomen pouze jeden gen kódující protein TPX2, 

rostlinné genomy kódují celou rodinu TPX2 proteinů. Du et al. (2016) na základě 

přítomnosti TPX2/Xklp2 motivu identifikoval 12 členů této proteinové rodiny. Důkladnější 

bioinformatická analýza však prokázala přítomnost 20 TPX2-like proteinů (Tomaštíková, 

nepublikovaná data). U Arabidopsis thaliana pět z nich (AtTPX2, AtTPXL2, AtTPXL3, 

AtTPXL4, AtTPXL8) obsahuje vazebnou doménu pro Aurora kinázu. Přítomnost nebo 

nepřítomnost strukturních domén je ovlivněna také alternativním sestřihem, kterému 

podléhají některé z proteinů (Tomaštíková et al., 2015). Obrázek 4 ukazuje jednotlivé 

sestřihové varianty TPXL (TPX2-like) proteinů Arabidopsis s vyznačením strukturních 

domén. Pro porovnání je vyobrazena i hlavní sestřihová varianta lidského TPX2 (HsTPX2). 

Varianty proteinu bez Aurora kináza vazebné domény by mohly být zapojeny ve formaci 

   14-65 148-152 231 220-236 330-456 499 673 684-758 

N C 
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komplexu TPX2-tubulin, který je nezávislý na fosforylaci Aurora kinázou. Na druhou stranu 

proteinové varianty s Aurora kináza vazebnou doménou, ale bez TPX2 motivu by mohly být 

zapojeny pouze v aktivaci Aurora kinázy a nejsou potřebné pro lokalizaci na mikrotubulech 

(Tomaštíková et al., 2015). Tato data napovídají, že TPX2 varianty jsou fyziologicky 

důležité pro funkci mikrotubulů vřeténka při buněčném dělení (Tsai et Zheng, 2005) 

a rovněž mají i další funkce (Tomaštíková et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Schématické zobrazení sestřihových variant TPX2-like proteinů v porovnání 

s HsTPX2 (převzato od Demidov) 

Červeně je zobrazena Aurora kináza vazebná doména, zeleně mikrotubuly vazebná doména, 

žlutě TPX2 motiv a modře Eg5-kinezin vazebná doména. AtTPX2 a AtTPXL3 mají čtyři sestřihové 

varianty lišící se svou velikostí a obsahem jednotlivých domén. AtTPXL2, AtTPXL4 a AtTPXL8 

mají dvě sestřihové varianty. Proteiny AtTPXL1, AtTPXL5, AtTPXL6 a AtTPXL7 neobsahují Aurora 

kináza vazebnou doménu, pouze Eg5-kinezin vazebnou doménu.  
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3.2 Aurora kinázy: typy a funkce 

Aurora kinázy jsou rodina serin/threoninových kináz s vysoce konzervovanou 

C- koncovou částí, které se účastní různých procesů v buněčném cyklu. Hrají ústřední roli 

ve vytváření bipolárního dělícího vřeténka, segregaci chromozomů a cytokinezi u kvasinek 

(Beggins et al., 1999; Kotwaliwale et al., 2007; Meyer et al., 2015), rostlin (Demidov et al., 

2005; Kurihara et al., 2006) i zvířat (Rogers et al., 2002; Gang et al., 2017). Glover et al. 

(1995) jako první potvrdil důležitost Aurora kináz u Drosophila melanogaster, kde mutantní 

alely způsobovaly vznik monopolárního vřeténka. Ortology Aurora kináz byly následně 

objeveny v lidských buňkách (Kimura et al., 1997; Kimura et al., 1998) a v dalších 

modelových organismech jako je Caenorhabditis elegans (Schumacher et al., 1998) nebo 

Xenopus laevis (Giet et al., 1999). Počet paralogů Aurora kináz v genomu se liší mezi 

organismy. Kvasinky mají pouze jeden gen pro Aurora kinázu, zatímco zvířata mají stejně 

jako rosliny dva až tři geny (Kawabe et al., 2005).  

Vysoká rozdílnost N- koncových částí umožňuje Aurora kinázám interagovat 

s různými proteinovými komplexy, což zapříčiňuje jejich různou funkci a lokalizaci v buňce 

(Hochegger et al., 2013). Na základě toho byly Aurora kinázy rozděleny do tří skupin: 

Aurora A, B a C (Tabulka 2). Ve většině eukaryot od kvasinky až po člověka je aktivita 

Aurora kináz vyžadována na pólu dělícího vřeténka i na kinetochoru chromozomů. 

Tyto aktivity jsou rozděleny mezi dva různé paralogy: Auroru A a Auroru B. 

Dvojitá deaktivace obou Aurora kináz vede k narušení segregace chromozomů, 

což naznačuje, že tyto dvě činnosti spolu při mitóze koordinují (Hochegger et al., 2013). 

Obě kinázy, Aurora A i B, interagují s N-koncovou částí histonu H3 a fosforylují serin 10 

(Ser-10) a to jak in vivo, tak in vitro. V průběhu mitózy je histon H3 fosforylován nejméně 

na dvou zbytcích v pozici Ser-10 (Gurley et al., 1978; Wei et al., 1998) a Ser-28 (Goto et al., 

1999). Fosforylace Ser-10 histonu H3 je považována za klíčovou událost pro nástup mitózy 

v buňce. Tato epigenetická modifikace se u živočišných buněk objevuje v rané G2 fázi 

v rámci pericentromerického chromatinu a šíří se dál jako mitotická kondenzace 

chromozomů (Crosio et al., 2002). Další experimenty však naznačily, že fosforylace 

by mohla být použita k označení chromozomů jako signál pro přechod buňky z metafáze 

do telofáze (Prigent et Dimitrov, 2003). Třetí člen kinázové rodiny - Aurora C byl popsán 

pouze v savčích buňkách (Carmena et Earnshaw, 2003). Rodina Aurora kináz u člověka 

obsahuje všechny tři zástupce, přičemž funkce Aurora kinázy A a B jsou velmi dobře 

popsány (přehledně zpracováno v Kufer et al., 2003; Krenn et Musacchio 2015; Alfonso 
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et al., 2016), na rozdíl od funkce Aurory C, která je důležitá hlavně v meiotických buňkách, 

spermiích a oocytech.  

Lidské Aurora kinázy mají tři domény. N-terminální doména obsahuje D-box a A-box, 

které jsou zodpovědné za ubikvitin-dependentní degradaci kinázy (Nguyen et al., 2005) 

a KEN-box, který slouží hlavně k regulaci a částečně se podílí na degradaci (Pfleger 

et Kirschner, 2000). Protein-kinázová doména obsahuje aktivační smyčku, která reguluje 

aktivaci kinázy fosforylací aminokyseliny threoninu (Aurora A-Thr288, Aurora B-Thr232, 

Aurora C-Thr195) (Bayliss et al., 2012). C-koncová doména obsahuje další D-box (Castro 

et al., 2002). 

Tabulka 2: Srovnání Aurora kináz na základě fosforylace substrátů, lokalizace a funkce 

(upraveno dle Bolanos-Garcia, 2005) 

Protein Substrát Buněčná lokalizace Funkce 

Aurora A 

TPX2, PP1, 

p53, Cdh1, 

Ajuba 

centrozomy, mitotické 

vřeténko 

maturace a separace 

centrozomů, složení 

vřeténka 

Aurora B 

Histon H3, 

INCENP, 

survivin 

centrozom dělícího 

vřeténka, chromozomová 

ramena, centromery 

segregace chromozomů, 

cytokineze, dynamika 

mikrotubulů 

Aurora C 
Aurora B, 

INCENP 

dělící vřeténko, 

chromozomová ramena 

spermatogeneze, 

cytokineze 

 

Aurora A je centrozomální kináza, která hraje důležitou roli během G2/M fáze 

a je regulována autofosforylací v závislosti na buněčném cyklu (Bay et al., 2015). 

Po aktivaci kináza fosforyluje mnoho substrátů jako jsou Cdc25B, histon H3 a Lats2, 

čímž umožňuje buňce postup fázemi mitózy (Sakai et al., 2002; Barros et al., 2005). 

Autofosforylace Aurory A je regulována proteiny TPX2, Ajuba, HER1 atd. (Bayliss et al., 

2003; Hirota et al., 2003; Kufer et al., 2003). TPX2 je dobře charakterizovaný regulátor této 

kinázy (Kufer et al., 2003), která po jeho vazbě mění svou konformaci. Fosforylovaná 

aktivační doména přijímá kompaktnější pozici, která umožňuje vazbu substrátu a blokuje 

aktivační autofosforylační doménu před defosforylací Protein fosfatázou 1 (PP1) (Bayliss 

et al., 2003). Aktivovaná kináza je nezbytná pro tvorbu mitotického vřeténka stimulovanou 

Ran proteiny (Tsai et Zheng, 2005) a podporuje maturaci komponentů centrozomu jejich 

fosforylací (Bai et al., 2014). Mezi další funkce patří zajištění správného spojení kinetochorů 
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s mikrotubuly (Monda et Cheeseman, 2015) a pomoc při separaci chromozomů fosforylací 

kinezinu Eg5 (Smith et al., 2011). Aurora A je taky klíčovou regulační složkou dráhy 

proteinu p53, jejíž narušení vede k nádorové transformaci (Katayama et al., 2004). 

Společným znakem mutací Aurory A u octomilek jsou defekty v separaci centrozomů 

(Glover et al., 1995), což vedlo k názoru, že je hlavní hnací silou pro jejich oddělení. 

Nicméně u savců má inaktivace Aurory A za následek pouze mírné zvýšení tvorby 

monopolárních vřetének v důsledku nesprávného oddělení centrozomů (Hoar et al., 2007; 

De Luca et al., 2008). Nadměrná exprese Aurora A kinázy způsobuje rezistenci k apoptóze 

v liniích nádorových lidských buněk (Anand et al., 2003). 

Aurora B je významně zapojena do segregace chromozomů a cytokineze. Její kinázová 

aktivita je nutná pro kondenzaci a bipolární orientaci chromozomů (Dewar et al., 2004). 

Aurora B je regulována prostřednictvím interakce se třemi neenzymatickými proteiny: 

INCENP (inner centromere protein, vnitřní protein centromery), Borealin a Survivin, 

které se také podílejí na její lokalizaci (Jeyaprakash et al., 2007). Společně s těmito proteiny 

tvoří v buňce tzv. chromosome passenger complex (CPC). Lokalizace CPC během mitózy 

je velmi dynamická. Nejdříve se objevuje podél chromozomových ramen, od profáze 

do metafáze je lokalizován na vnitřní centromeře, poté se až do konce cytokineze nachází 

na dělícím vřeténku (Adams et al., 2001). CPC zajišťuje klíčové funkce pro přesný průběh 

mitózy, jako je aktivace kontrolního bodu tvorby vřeténka (SAC, spindle asembly 

checkpoint) pouze pokud jsou všechny chromozomy biorientovány a tvorba kontraktilního 

prstence při cytokinezi (Carmena et al., 2012). Aurora B podporuje kondenzaci mitotických 

chromozomů fosforylací histonu H3 na Ser-10 a Ser-28 (Goto et al., 2002; Johansen 

et Johansen, 2006) a kontroluje kohezi sesterských chromatid (Carmena et al., 2009). 

Nadměrná exprese Aurory B způsobuje vady v mitotické mašinérii včetně ztráty připevnění 

kinetochoru na mikrotubuly a ukončení mitózy bez průběhu anafáze a cytokineze         

(Murata-Hori et Wang, 2002).  

Nejméně prozkoumaným zástupcem z rodiny těchto kináz je Aurora C, zejména kvůli 

její aktivitě v meiotických buňkách. Poprvé byla identifikována v myších spermiích 

a oocytech (Tseng et al., 1998). Ve většině somatických tkání je její exprese úplně potlačena 

nebo výrazně snížena. Zvýšená exprese doprovází časný embryonální vývoj a nádorovou 

transformaci. Mírná exprese Aurory C v somatických buňkách pří mitóze slouží jako 

katalytická složka CPC společně s Aurorou B (Sasai et al. 2016). Naopak vysoce je kináza 

exprimována v savčích varlatech, kde je spojena se spermatogenezí (Fellmeth et al., 2015). 

U lidí má delece jednoho nukleotidu v genu Aurora kinázy C za následek tvorbu 
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polyploidních spermií a mužskou neplodnost (Dieterich et al., 2007). Aurora C interaguje 

s proteinem INCENP na karboxylovém konci, což vede k její aktivaci a autofosforylaci 

(Li et al., 2004). Dále je schopná fosforylovat protein CENH3 (centromerický histon H3) 

v mitotických buňkách, což je vyžadováno pro rekrutování kinetochorových proteinů 

a segregaci chromozomů (Slattery et al., 2008). V savčích buňkách se při mitotickém dělení 

nachází nejdříve na centromeře, potom se přesunuje do středu buněk, kde kooperuje 

s Aurorou B a reguluje segregaci chromozomů a cytokinezi (Bolanos-Garcia, 2005). Delece 

Aurory C v myším genomu vede k produkci velkých polyploidních oocytů, což svědčí o její 

funkci v cytokinezi při meióze (Yang et al., 2010). Nadměrná exprese v myších 

fibroblastech vyvolává abnormální dělení a vede ke vzniku nádorů (Khan et al., 2011).  

3.2.1 Aurora kinázy v Arabidopsis thaliana 

U Arabidopsis thaliana byly identifikovány 3 Aurora kinázy: AtAurora1, AtAurora 2, 

AtAurora 3 (Demidov et al., 2005; Kawabe et al., 2005). Rostlinné Aurora kinázy sdílí 60% 

identitu s živočišnými a kvasinkovými homology (Kawabe et al., 2015), nicméně evoluční 

analýza ukázala, že jsou jasně odděleny od Aurora kináz živočichů a hub. V živočišných 

buňkách je správná lokalizace místa buněčného dělení dána umístěním CPC. Bylo však 

zjištěno, že i přes absenci homologu CPC a centrozomů v rostlinách, jsou zde Aurora kinázy 

zapojeny do regulace buněčného dělení (Petrovská et al., 2012). Vzhledem k obtížné 

klasifikaci rostlinných Aurora kináz mezi ty živočišné, rostlinné zástupce dělíme do dvou 

podskupin. Podskupina α obsahuje kinázy AtAurora1 a AtAurora2, které asociují s dělícím 

vřeténkem a buněčnou deskou a jsou zapojeny do řízení buněčného dělení při vývoji rostlin. 

Podskupina β obsahuje kinázu AtAurora3 lokalizovanou na centromerách, která 

je pravděpodobně zapojena v separaci chromozomů (Boruc et al., 2016). Všechny AtAurora 

kinázy sdílí stejnou strukturu s kinázovou doménou lemovanou krátkou C-terminální               

a N-terminální doménou o různé délce. D-box umístěný v kinázové doméně slouží 

k degradaci proteinu. Kinázová doména je vysoce konzervovaná u všech tří kináz (Demidov 

et al., 2005). 

Transkripty a proteiny Aurora kináz A. thaliana jsou nejvíce zastoupeny v tkáních 

obsahujících dělící se buňky jako jsou kořeny, květní pupeny a květy (Demidov et al., 2005). 

Během interfáze jsou všechny Aurora kinázy lokalizovány v jádře. V průběhu mitózy 

vykazují AtAurora1 a AtAurora2 (α Aurora kinázy) dynamickou relokalizaci podobně jako 

Aurora B u živočichů (Obrázek 5) (Weimer et al., 2015). V pozdní profázi jsou přesunuty 

z jaderné membrány směrem k pólům tvořícího se dělícího vřeténka (Demidov et al., 2005; 
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Kawabe et al., 2005). Jejich lokalizace je stejná jako lokalizace γ-tubulinu a je proto 

předpokládáno, že se podílejí na stabilizaci mikrotubulů (Demidov et al., 2005; Petrovská 

et al., 2012). AtAurora1 a AtAurora2 asociují se specifickými cytoskeletálními strukturami 

rostlin (preprofázový svazek, fragmoplast, buněčná deska), které jsou důležité pro vytvoření 

nové buněčné stěny mezi dělícími se sesterskými jádry (Demidov et al., 2005). AtAurora1 

značí kinetochorové mikrotubuly stejně jako Aurora A u savců, zatímco její cílení 

na buněčnou desku se podobá vlastnosti Aurory B v místě dělící rýhy (Weimer et al., 2015). 

Do konce anafáze zůstávají α Aurora kinázy lokalizovány na pólech vřeténka a během 

telofáze se koncentrují v regionu buněčné desky (Demidov et al., 2005). Na rozdíl od toho 

AtAurora3 (β Aurora kináza) se v profázi lokalizuje kolem jadérka a v jaderné periferii. 

Poté až do konce anafáze vykazuje nejsilnější koncentraci v centromerickém regionu 

(Obrázek 5) (Demidov et al., 2005). Lokalizace AtAurora3 na centromerách během metafáze 

(Demidov et al., 2005) naznačuje, že pravděpodobně hraje roli v separaci chromozomů 

(Weimer et al., 2015). V interfázi je AtAurora3 přítomna na chromocentrech 

a v nukleoplazmě jader v meristému. 

 

 

Obrázek 5: Dynamika rostlinných Aurora kináz v průběhu mitózy 

AtAurora1 (červeně) lokalizuje podél mikrotubulů mitotického vřeténka a na buněčné desce. 

AtAurora3 (zeleně) lokalizuje v pericentromerických oblastech mitotických chromozomů od profáze 

do metafáze. V anafázi je AtAurora3 rozložena po celých sesterských chromatidách (upraveno 

dle Kawabe et al., 2005). 

 

  

                       Interfáze                   Profáze                 Metafáze              Anafáze              Telofáze 
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Důležitým substrátem Aurora kináz u živočichů i rostlin je histon H3. Pomocí western 

blottingu byla dokázána fosforylace Ser-10 histonu H3 všemi třemi Aurora kinázami 

v Arabidopsis in vitro (Kawabe et al., 2005). Dále bylo zjištěno, že AtAurora1 stejně jako 

Aurora A u živočichů, interaguje s TPX2, který slouží jako aktivátor kinázy (Tomaštíková 

et al., 2015). AtAurora1 a AtTPX2 kolokalizují na mikrotubulech od předprofáze až do brzké 

telofáze (Petrovská et al., 2012). Protein AtTPX2 je nejen substrátem, ale jeví se také jako 

důležitý regulátor kinázové aktivity při cílení AtAurora1 k mitotickému vřeténku                        

a při zvyšování autofosforylační aktivity kinázy. Nicméně bylo zjištěno, že i AtAurora3 

je schopná fosforylovat AtTPX2 (Tomaštíková et al., 2015). Genom Arabidopsis kóduje 

další čtyři TPX2-like proteiny, které mají Aurora kináza vazebnou doménu (Tomaštíková 

et al., 2015). Vzhledem k tomu, že takto široká rodina TPX2-like proteinů byla popsána 

pouze u rostlin, lze spekulovat, že rozšíření této rodiny v rostlinných genomech koreluje 

s přítomností acentrozomálního bipolárního dělícího vřeténka (Weimer et al., 2015). 

Zvýšením aktivity AtAurora1 můžeme dosáhnout fosforylace různých dalších cílů, jako jsou 

histony nebo SAFs (Tomaštíková et al., 2015). Předpokládá se, že aktivní AtTPX2 může 

spolupracovat s γ-tubulinovým komplexem a dalšími substráty, např. s mikrotubulárním 

crosslinkerem MAP65-4 nebo mikrotubulárními motory, v časoprostorové regulaci tvorby 

dělícího vřeténka (Petrovská et al., 2012; Boruc et al., 2017). Spojení AtTPX2 s Aurora 

kinázou 1 může TPX2 protein chránit před jeho degradací (Petrovská et al., 2012) stejně, 

jako to bylo popsáno i u spojení TPX2 s Aurorou A u živočišných buněk (Steward et Fang, 

2005b).   

AtAurora kinázy jsou nedílnou součástí regulace signalizace pro správnou funkci 

meristémů, deferenciace a vstupu do endoreduplikace (Petrovská et al., 2012). 

Změna exprese Aurora kináz v rostlinách má za následek snížení meiotického dělení 

nebo tvorbu aneuploidního či polyploidního potomstva (Demidov et al., 2014). Overexprese 

AtAurora3 indukuje abnormality v mitotickém vřeténku (Kawabe et al., 2005). 

Aurora kinázy v rostlinách jsou zatím málo prozkoumány, o čemž svědčí fakt, že jako jejich 

substráty byly popsány pouze histon H3 (Demidov et al., 2009), protein TPX2 (Tomaštíková 

et al., 2015) a protein MAP65-1 (Boruc et al., 2016). 
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4 Materiál a metody 

4.1 Biologický materiál 

4.1.1 Bakterie 

Pro experimentální část byly použity bakterie Escherichia coli kmeny TOP10 a DH5α, 

které byly kultivovány v LB médiu s přídavkem antibiotik podle rezistenčního markeru 

přítomného ve vektoru. Bakteriální kultury byly inkubovány při teplotě 37 °C na rotační 

třepačce (180 rpm) nebo v termostatu. 

Bakterie Agrobacterium tumefaciens kmeny GV3101 a LBA4404 byly kultivovány 

na médiu YEB s příslušnými antibiotiky při teplotě 28 °C na orbitální třepačce (225 rpm) 

nebo v termostatu. 

4.1.2 Rostliny 

Pro experimenty byly použity rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia-0 

a Nicotiana benthamiana. 

4.2 Vektory 

Vektory se specifickými genovými sekvencemi (GST, gene-specific tag) pro umlčení 

kanonického AtTPX2 (At1g03780) pomocí RNA interference byly objednány z databáze 

Agrikola (www.agrikola.org) (Tabulka 3). Byly vybrány dva různé GST s původem 

v CATMA (Complet Arabidopsis Transcriptome Micro Array) sekvencích. Vektory byly 

Gateway klonováním vloženy do vstupního vektoru pDONR207.  

Tabulka 3: RNAi vektory 

Název GST 
Velikost 

GST [pb] 
Vektor 

Bakteriální 

kmen 

Bakteriální 

rezistence 

pDONR207::N259388 CATMA1a02640 208 pDONR207 
E. coli 

DH5α 
gentamycin 

pDONR207::N259376 CATMA1a02630 168 pDONR207 
E. coli 

DH5α 
gentamycin 

 

Vektory proteinové rodiny TPX2 Arabidopsis thaliana a AtAurora1 s GFP nebo RFP 

pro infiltraci listů Nicotiana benthamiana připravili Dr. Eva Dvořák Tomaštíková 

(ÚEB, Olomouc), Dr. Dmitri Demidov a Dr. Inna Lermontova (IPK, Gatersleben), 

Dr. D. van Damme (VIB Ghent) (Tabulka 4).  
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Tabulka 4: Vektory pro infiltraci listů N. benthamiana  

Název Tag 

Bakteriální 

rezistence v A. 

tumefaciens 

Inzert AGI číslo Vektor 

pK7WGF2-AtTPXL1-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL1 At3g01015 pK7WGF2 

p35s: pK7WGF2-

AtTPXL2- GFP 
GFP 

spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL2 At4g11990 pK7WGF2 

p35s: pK7WGF2-

AtTPXL3- GFP 
GFP 

spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL3 At4g22860 pK7WGF2 

pK7WGF2-AtTPXL4-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL4 At5g07170 pK7WGF2 

pMDC43-AtTPXL5-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL5 At5g15510 pMDC43 

pMDC43-AtTPXL6-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL6 At5g37478 pMDC43 

pK7WGF-AtTPXL7-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL7 At5g44270 pK7WGF 

pK7WGF2-AtTPXL8-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
TPXL8 At5g62240 pK7WGF2 

pK7WGF2-AtTPX2 can.-

GFP 
GFP 

spectinomycin, 

rifampicin 
TPX2can At1g03780 pK7WGF2 

pB7RWG2-AtTPXL1 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL1 

gDNA 
At3g01015 pB7RWG2 

pB7RWG2-AtTPXL2 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL2 

gDNA 
At4g11990 pB7RWG2 

pB7RWG2-AtTPXL3 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL3 

gDNA 
At4g22860 pB7RWG2 

pB7RWG2-AtTPXL4 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL4 

gDNA 
At5g07170 pB7RWG2 

pB7RWG2-AtTPXL5 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL5 

gDNA 
At5g15510 pB7RWG2 
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Tabulka 4: Vektory pro infiltraci listů N. benthamiana (pokračování) 

Název Tag 
Bakteriální 

rezistence v A. 

tumefaciens 

Inzert AGI číslo Vektor 

pB7RWG-AtTPXL6 

cDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL6 

cDNA 
At5g37478 pB7RWG 

pH7WGR2-AtTPXL7 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL7 

gDNA 
At5g44270 pH7WGR2 

pB7RWG2-AtTPXL8 

gDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPXL8 

gDNA 
At5g62240 pB7RWG2 

pB7WGR2-AtTPX2can. 

cDNA- RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 

TPX2 can. 

cDNA 
At1g03780 pB7WGR2 

pH7WGR-AtAK1-GFP GFP 
spectinomycin, 

rifampicin 
AtAurora1 At4g32830 pH7WGR 

pB7WGF2-AtCENH3-

RFP 
RFP 

spectinomycin, 

rifampicin 
CENH3 

 

At1g01370 

 

pB7WGR2 

 

4.3 Ověření RNAi vektorů  

Přítomnost GST ve vektorech byla ověřována PCR reakcí s attL1 a attL2 oligomery. 

Díky Gateway klonování obsahují RNAi vektory ve své struktuře attL1 a attL2 místo, 

mezi kterými se nachází různě dlouhé místo s GST (Obrázek 6). Velikost attL1 a attL2 

míst je dohromady 278 pb. Oligomery attL1 (5´- TCG CGT TAA CGC TAG CAT GGA 

TCT C - 3´) a attL2 (5´- GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC - 3´) byly navrženy 

k amplifikaci úseku od attL1 a attL2 místa. Velikost produktů tak můžeme ověřit 

na agarózovém gelu.  

 

 

Obrázek 6: Obecná struktura genově specifické sekvence v RNAi vektoru (převzato 

z www.agrikola.org) 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30723&type=locus
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Bakterie E. coli s RNAi vektory byly přeočkovány na čerstvé misky s tuhým LB 

médiem obsahujícím gentamycin (50 µg/ml) a kultivovány přes noc při teplotě 37 °C 

v inkubátoru. Druhý den bylo přeočkováno 5 kolonií z každé misky do tekutého LB média 

s gentamycinem. Zkumavky byly následně inkubovány přes noc na rotační třepačce 

(180 rpm) při 37 °C.  

4.3.1 PCR reakce a agarózová elektroforéza 

Pro ověření přítomnosti vektorů byla využita PCR reakce. Jako templát bylo odebráno 

100 µl noční bakteriální kultury, která byla stočena na centrifuze po dobu 60 s 

při 13000 rpm. Pelet byl resuspendován ve 100 µl destilované vody a 5 µl bylo použito 

do PCR reakce. Reakce probíhala s oligonukleotidy attL1 (5´- TCG CGT TAA CGC TAG 

CAT GGA TCT C - 3´) a attL2 (5´- GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC - 3´). 

Na PCR byla připravena reakční směs s Perfect Taq Plus DNA Polymerázou (5 PRIME), 

Perfect Load Dye (5 PRIME), deoxynukleotidy, primery a destilovanou vodou podle 

Tubulky 5. Reakce probíhala v termocykléru za přesně stanovených teplotních podmínek 

(Tabulka 6).  

Vzniklé PCR produkty byly separovány na 1% agarózovém gelu v 1x TAE pufru 

s ethidium bromidem (0,5 µg/ml) po dobu asi 25 min při napětí 100 V. Jako velikostní 

marker byl použit GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific). Fotky gelu byly 

pořízeny pomocí UV transluminátoru.  

Tabulka 5: Příprava PCR reakční směsi pro 1 vzorek 

Reagencie 
Koncentrace 

pracovního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

1 reakce 

[l] 

Perfect Taq Plus PCR 

Buffer 
10x 1x 2,5 

Perfect Load Dye 10x 1x 2,5 

dNTPs 10 nmol/l 0,2 nmol/l 0,5 

Primer F 20 pmol/l 0,8 pmol/l 1 

Primer R 20 pmol/l 0,8 pmol/l 1 

Perfect Taq Plus DNA 

Polymerase 
5 U/l 0,025 U/l 0,125 

dH2O - - 12,37 

Templát - - 5 

Objem reakce  25 l 
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Tabulka 6: Podmínky PCR reakce  

Krok 
Teplota  

[°C] 
Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 94 3 min - 

Denaturace 94 30 s 

35 Hybridizace 54 30 s 

Elongace 72 30 s 

Konečná elongace 72 10 min - 

 

4.3.2 Izolace plazmidu z pozitivních klonů a sekvenování 

Na elektroforetogramu byla zkontrolována velikost amplifikovaného úseku podle 

velikosti vektoru a příslušného GST. Z pozitivních klonů byl vyizolován plazmid pomocí 

Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) podle pokynů výrobce. Plazmidy byly sekvenovány 

s oligonukleotidy attL1, attL2 a získané sekvence byly zkontrolovány v programu 

DNA Baser. 

4.4 Gateway klonování  

Gateway klonování je technologie vynalezená firmou Invitrogen, která umožňuje 

přenášet DNA fragmenty mezi plazmidy za použití sady rekombinačních sekvencí att a dvou 

enzymových směsí: LR klonázy a BP klonázy. Díky specifickým rekombinačním místům 

je umožněn přenos DNA fragmentů do různých vektorů při zachování čtecího rámce. 

Gateway klonování zahrnuje dvě reakce: 

BP reakce: DNA fragment obklopený attB místy + donorový vektor s attP místy 

pomocí BP klonázy vytvoří vstupní klon s attL místy lemujícími DNA fragment a attR 

vedlejší produkt. 

LR reakce: vstupní klon obsahující attL místa + destinační vektor s attR místy 

za pomoci LR klonázy vytvoří expresní klon obsahující attB místa lemující DNA fragment 

a attP vedlejší produkt. 

4.4.1 LR reakce 

Inzerty byly z původního donorového vektoru pDONR207 pomocí LR klonázy 

překlonovány do binárního vektoru vhodného k transformaci rostlin. Jako destinační vektory 

byly zvoleny pH7GWIWG2.0 s rezistencí k hygromycinu a pK7GWIWG2.0 s rezistencí 

ke kanamycinu. Na jednu reakci bylo ve zkumavce smícháno 75 ng donorového vektoru, 

75 ng destinačního vektoru, 1 µl LR klonázy a TE pufr (pH 8) do 10 µl (dle pokynů výrobce). 
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Reakce probíhala 1 hodinu při pokojové teplotě a byla zastavena přidáním 1 µl Proteinázy K. 

Zkumavky byly inkubovány při teplotě 37 °C po dobu 10 min. 

4.4.2 Transformace bakterií Escherichia coli  

Bakterie E. coli TOP10 byly transformovány metodou teplotního šoku s konstrukty 

pH7GWIWG2.0::N259388, pK7GWIWG2.0::N259388, pH7GWIWG2.0::N259376, 

pK7GWIWG2.0::N259376. Ke 100 µl kompetentních buněk bylo přidáno 10 µl směsi 

po LR reakci a byly inkubovány 30 min na ledu. Poté byl proveden teplotní šok: 45 s při 

teplotě 42 °C, 2 min na ledu. K transformovaným buňkám bylo přidáno 800 µl LB média 

a byly inkubovány 1 h při teplotě 37 °C. Po inkubaci byly bakteriální kultury stočeny po 

dobu 1 min při 6000 rpm. Supernatant byl slit, pelet resuspendován ve 100 µl čerstvého LB 

média a vyset na misky s tuhým LB médiem a spektinomycinem (100 µg/ml). Misky byly 

inkubovány přes noc při 37 °C. Druhý den byly narostlé kolonie přeočkovány sterilním 

párátkem do 5 ml tekutého LB média se spektinomycinem a kultivovány přes noc na rotační 

třepačce při teplotě 37 °C. 

4.4.3 Ověření bakterií Escherichia coli po transformaci 

Inzert v bakteriálních kulturách byl amplifikován PCR reakcí s attB1 (5´- ACA AGT 

TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC - 3´) a attB2 (5´- AC CAC TTT GTA CAA GAA 

AGC TGG GTC - 3´) oligomery a jeho velikost byla zkontrolována na 1% agarózovém gelu 

v TAE pufru (viz kapitola 4.3.1). Plazmidy se správnou velikostí inzertu byly z bakterií 

izolovány pomocí Plazmid Miniprep Kit (Qiagen) a pro příslušné bakteriální klony byly 

vyrobeny konzervy. 

4.5 Transformace bakterií Agrobacterium tumefaciens 

Ke zmrzlým kompetentním buňkám A. tumefaciens GV3101 byl přidán 1 µg plazmidu. 

Směs byla inkubována 5 min při teplotě 37 °C ve vodní lázni. Následně byl přidán 1 ml YEB 

média a bakteriální kultura byla kultivována 4 h při 28 °C na třepačce (600 rpm). Zkumavky 

byly centrifugovány po dobu 30 s při 13000 rpm, supernatant byl slit a pelet resuspendován 

ve 100 µl nového YEB média. Bakteriální kultura byla rozetřena na misky s tuhým YEB 

médiem a příslušnými antibiotiky: rifampicin (25 µg/ml), gentamycin (50 µg/ml), 

spektinomycin (100 µg/ml). Misky byly inkubovány 3 dny při teplotě 28 °C. Narostlé 

kolonie byly přeočkovány do 5 ml tekutého média a inkubovány přes noc při 28 °C. 

Bakteriální kultury byly ověřeny pomocí PCR reakce s attB1 a attB2 oligomery 



29 
 

(viz kapitola 4.3.1) a z pozitivních klonů byly vytvořeny konzervy. Bakterie A. tumefaciens 

s příslušnými vektory byly použity k transformaci rostlin A. thaliana (Tabulka 7). 

Tabulka 7: Konstrukty pro transformaci rostlin A. thaliana 

 

 

 

 

 

 

4.6 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana  

Rostliny A. thaliana byly transformovány bakteriemi A. tumefaciens nesoucímí 

příslušné konstrukty (Tabulka 7). Transformační protokol byl upraven podle Clough et Bent 

(1998). Bakteriální kultura A. tumefaciens GV3101 o objemu 50 µl byla inokulována do 5 ml 

tekutého YEB média s příslušnými antibiotiky (rifampicin, spektinomycin, gentamycin) 

a byla inkubována přes noc na rotační třepačce (225 rpm) při teplotě 28 °C. Druhý den byly 

4 ml noční kultury přeočkovány do 100 ml YEB média s antibiotiky a kultura byla 

inkubována přes noc při teplotě 28 °C na rotační třepačce. Bakteriální suspenze byla 

centrifugována při teplotě 4 °C a otáčkách 4500 rpm po dobu 20 min. Supernatant byl slit 

a pelet resuspendován v roztoku 5% sacharózy. Supernatant byl ředěn tak dlouho, 

dokud jeho OD měřené na spektrofotometru nedosáhlo hodnoty mezi 0,6-0,8. K roztoku byl 

přidán acetosyringon v DMSO na finální koncentraci 200 µM a Silvet L-77 do konečné 

koncentrace 0,05 %. Do připraveného roztoku byly postupně na několik sekund namáčeny 

květenství rostlin A. thaliana generace F0.  

4.7 Ověření přítomnosti konstruktu v F1 generaci rostlin 

Transformované rostliny A. thaliana rostly ve skleníku při standardních podmínkách 

zhruba tři měsíce. Semena produkovaná jednotlivými rostlinami byla sesbírána 

a uchovávána v chladničce. Přítomnost konstruktu byla ověřena vysetím sterilních semen 

na ½ MS médium s přídavkem příslušných antibiotik: hygromycin (15 µg/ml), kanamycin 

(50 µg/ml). Vyklíčená semena byla po několika dnech přesunuta do zeminy a zhruba 

po dvou týdnech byly jednotlivé rostliny rozsazeny do samostatných květináčů. 

Název 

konstruktu 
Inzert Vektor 

Rezistence 

v bakteriích 

Rezistence 

v roslinách 

KP1 CATMA1a02640 pH7GWIWG2.0 

rifampicin, 

gentamycin, 

spektinomycin 

 

hygromycin 

KP2 CATMA1a02630 pK7GWIWG2.0 kanamycin 

KP4 CATMA1a02630 pH7GWIWG2.0 hygromycin 

KP5 CATMA1a02640 pK7GWIWG2.0 kanamycin 
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4.7.1 Izolace DNA 

Pro izolaci DNA byly použity 3-4 týdenní rostliny. Do 2ml zkumavky se dvěmi 

kovovými kuličkami byly přidány dva listy rostliny. Zkumavka byla ihned zmražena 

v tekutém dusíku. Struktura rostlinného materiálu byla narušena homogenizátorem 

TissueLyser II po dobu 2x30 s při 30 Hz. Po zhomogenizování bylo do zkumavek přidáno 

1200 ml Extrakčního pufru a byly inkubovány 15 min při teplotě 65 °C. Následně bylo 

přidáno 600 µl směsi chloroform/isoamylalkohol, zkumavky byly přemístěny na 5 min 

na třepačku a dále centrifugovány po dobu 5 min na 13000 rpm. Do nové zkumavky 

byl odebrán 1 ml supernatantu a ke každému vzorku bylo přidáno 700 µl izopropanolu. 

Po protřepání byly zkumavky inkubovány 2 min při pokojové teplotě. Další centrifugace 

probíhala 5 min při 13000 rpm, supernatant byl vylit a pelet byl omyt 300 µl 70% etanolu. 

Po 5 minutách byly vzorky dodatečně centrifugovány 2 min při 13000 rpm. Pelet byl vysušen 

ve speedvacu a rozpuštěn v 50 µl destilované vody. DNA byla uchovávána v -80 °C. 

4.7.2 Navržení oligomerů, PCR reakce a elektroforéza 

Izolovaná DNA byla použita do PCR reakce se třemi různými dvojicemi oligomerů. 

První dvojice oligomerů (TPXL5Left1, TPXL5Right1) byla použita pro kontrolu kvality 

vyizolované DNA. Druhá dvojice (35sPrLeft2, 35sPrRight2) byla navržena tak, 

aby rozpoznala a amplifikovala 35S promotor, tedy začátek inzertu ve vektoru. Poslední 

dvojice (HygrLeft2, HygrRight2) byla navržena, aby rozpoznala a amplifikovala konec 

inzertu, na kterém se nachází gen rezistence k hygromycinu. Bylo předpokládáno, že pokud 

bude vzorek pozitivní pro všechny tři dvojice oligomerů, obsahuje rostlina RNAi vektor 

s inzertem (Obrázek 7). Sekvence použitých oligomerů se nachází v Tabulce 8. 
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Obrázek 7: Mapa vektoru pH7GWIWG2.0 (pK7GWIWG2.0) 

Vektor pH7GWIWG2.0 s vyznačenými místy začátku inzertu v místě promotoru 35S - p35S 

(oligomery navržené pro amplifikaci úseku: 35sPrLeft2, 35sPrRight2) a konce inzertu v místě genu 

rezistence k hygromycinu - Hyg (oligomery navržené pro amplifikaci úseku: HygrLeft2, 

HygrRight2). Vektor pK7GWIWG2.0 má stejnou strukturu, ale obsahuje gen rezistence 

ke kanamycinu. 

 

Tabulka 8: Sekvence použitých oligomerů 

Název Sekvence 

TPXL5Left1 5’ - TGA AGG ATC GGA GCA AGT TTC A - 3’ 

TPXL5Right1 5’ - CCT TCT TCC TCT CTC CGC ATT T - 3’ 

35sPrLeft2 5’ - ACT TGC TTT GAA GAC GTG GTT G - 3’ 

35sPrRight2 5’ - GCT TGC TTC ATA AAC CAA GGC A - 3’ 

HygrLeft2 5’ - ATC GAA ATT GCC GTC AAC CAA G - 3’ 

HygrRight2 5’ - CGC AAG GAA TCG GTC AAT ACA C - 3’ 

 

Na PCR reakci byla připravena reakční směs obsahující Taq DNA Polymerase 

(Qiagen), 10x PCR Buffer (Qiagen), deoxynukleotidy, primery F, R a destilovanou vodu 

(Tabulka 9). Jako templát bylo použito 5 µl vyizolované gDNA. Reakce probíhala podle 

teplotních podmínek uvedených v Tabulce 10.  
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PCR produkty byly ověřovány na 1% agarózovém gelu s ethidium bromidem 

(0,5 µg/ml) v TAE pufru. PCR produkt byl smíchán s 0,1% bromfenolovou modří ve 30% 

vodném roztoku glycerinu a nanesen do jamky v gelu. Pro určení velikosti produktů byl 

použit GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 

Tabulka 9: Příprava reakční směsi PCR pro 1 vzorek 

Reagencie 
Koncentrace 

pracovního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

1 reakce 

[l] 

10x PCR Buffer  10x 1x 2,5 

dNTPs 10 nmol/l 0,8 nmol/l 2 

Primer F 20 pmol/l 0,8 pmol/l 1 

Primer R 20 pmol/l 0,8 pmol/l 1 

Taq DNA 

polymerase 
5 U/l 0,06 U/l 0,3 

dH2O - - 13,2 

gDNA - - 5 

Objem reakce                                              25 l 

Tabulka 10: Podmínky PCR reakce 

Krok 
Teplota  

[°C] 
Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 4 min - 

Denaturace 95 30 s 

35 Hybridizace 57 30 s 

Elongace 72 40 s 

Konečná elongace 72 20 min - 

 

4.8 Sledování exprese TPX2 v transformovaných rostlinách 

4.8.1 Izolace RNA  

Veškerý materiál použitý k izolaci RNA byl RNase-free z důvodu zamezení 

její degradace. Do 2ml zkumavky byly ke dvěma kovovým kuličkám přidány tři listy rostlin 

starých 6-12 týdnů. Zkumavky byly následně zmraženy v tekutém dusíku. K homogenizaci 

rostlinného materiálu byl použit TissueLyser II po dobu 2x30 s na 30 Hz. Do zkumavek byl 

přidán 1 ml trizolu a vzorky byly vortexovány po dobu 5 min. Dále bylo přidáno 200 µl 

chloroformu a vzorky byly centrifugovány po dobu 15 min při 12000 rpm a teplotě 4 °C. 

K 700 µl odebraného supernatantu bylo přidáno 500 µl isopropanolu a promícháno 

otočením. Vzorky byly inkubovány 15 min na ledě, poté centrifugovány 15 min 
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při 12000 rpm a teplotě 4 °C. Pelet byl omyt 1 ml 70% etanolu. Vzorky byly centrifugovány 

5 min při 12000 rpm. Etanol byl odpipetován a pelet byl vysušen ve speedvacu a rozpuštěn 

v 30 µl destilované vody. 

Po izolaci RNA bylo provedeno ošetření DNázou s Turbo DNA-free Kit (Thermo 

Fisher Scientific). Do zkumavky obsahující 26 µl RNA z předchozího kroku bylo přidáno 

2,6 µl 10x Turbo DNase Buffer a 1 µl Turbo DNAse. Po promíchání byla zkumavka 

inkubována při 37 °C. Po 40 minutách bylo přidáno 5 µl DNase Inactivation Reagent. 

Za občasného míchání byl vzorek inkubován 5 min při pokojové teplotě. V posledním kroku 

byl centrifugován po dobu 2 min při 10000x g a RNA byla přepipetována do čisté zkumavky. 

Čistota a koncentrace RNA byly kontrolovány pomocí NanoDropu a 1,5% agarózovou 

elektroforézou v TAE pufru. Vzorky s izolovanou RNA byly uchovávány v -80 °C. 

4.8.2 Syntéza cDNA 

Pro syntézu cDNA byl použit Revert Aid H minus First Strand cDNA synthesis Kit 

(Thermo Fisher Scientific) dle pokynů výrobce. Do sterilní zkumavky na ledě bylo přidáno: 

1-3 ng RNA templátu, 1 µl primer-oligo(dT)18, destilovaná voda do objemu 12 µl. 

Zkumavky byly promíchány, krátce zcentrifugovány a inkubovány po dobu 5 min v 65 °C. 

Poté byly opět přemístěny krátce na led a zcentfigugovány. Do každé bylo přidáno: 4 µl 

reakčního pufru, 1 µl Ribolock RNase Inhibitor, 2 µl 10 mM dNTP mix, 1 µl Reverse Aid 

H minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Tabulka 11). Vzorky byly zcentrifugovány 

a inkubovány po dobu 60 min při teplotě 42 °C. Reakce byla zakončena inkubací při teplotě 

70 °C po dobu 5 min. 

Tabulka 11: Syntéza cDNA 

Reagencie 
Koncentrace 

pracovního roztoku 

Konečná 

koncentrace 
1 reakce 

RNA templát - 1-3 ng 1-3 ng 

oligo(dT)18 primer 0,5 g/l 0,04 g/l 1 l 

dH2O - - do 10 l 

Objem reakce   12 l 

5x Reakční pufr 5x 1x 4 l 

dNTP mix 10 mM 1 mM 2 l 

Reverse Aid H minus M-

MuLV Reverse Transcriptase 
200 U/l 10 U/l 1 l 

Objem reakce   20 l 
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4.8.3 RT PCR reakce 

K ověření exprese TPX2 genu v transformovaných rostlinách Arabidopsis 

a „wild typu“ byla využita metoda RT PCR, pro kterou byly navrženy oligomery 

TPX2can_Left1 (5’ - AGA AGT ACA CCA CAT CTG CCA G - 3’) a TPX2can_Right1   

(5’- AGG GCT CTT TGG TTC AGT AAG G - 3’). Reakční směs byla namíchána stejně 

jako předchozí (Kapitola 4.7.2) s tím rozdílem, že templátu (cDNA) byly použity 3 µl 

a destilované vody 15,2 µl. Teplotní průběh reakce je uveden v Tabulce 10. PCR produkty 

byly separovány na 1,5% agarózovém gelu s ethidium bromidem v TAE pufru. 

4.9 Stanovení fertility mutantů  

4.9.1 Alexandrův test 

Tento test využívá Alexandrovo barvivo k obarvení pylu v prašnících zkoumaných 

rostlin. Prašníky jsou poté pozorovány pod mikroskopem, pyl je spočítán a je provedena 

statistika. Pyl, který je sterilní se zbarví do zelena, nesterilní pyl se obarví fialově. 

Květní pupeny byly fixovány v 1,5 ml Fixačního roztoku 3:1 (96% etanol: kyselina 

octová) přes noc. Druhý den byl Fixační roztok vyměněn za čistý a poté ještě jednou po dvou 

hodinách. Pod binokulární lupou byly na mikroskopické sklíčko vypreparovány prašníky, 

které byly nabarveny 15 µl Alexandrova barviva a přikryty krycím sklíčkem. Preparáty byly 

uchovávány ve 4 °C. Snímky byly pořízeny na konfokálním mikroskopu. 

4.9.2 Odbarvení šešulí  

Test slouží k určení počtu vyvinutých semen v šešulích zkoumaných rostlin. Používá 

se čistící roztok chloral hydrátu, který odstraní chlorofyl, šešuli zprůhlední a usnadní 

počítání semen. 

Šešule byly 4-5 dní ponořeny v 1 ml Čistícího roztoku při pokojové teplotě. Poté byly 

pod binokulární lupou spočítány semena a mezery v jednotlivých šešulích a byla provedena 

statistika. 
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4.10 Příprava bakteriální suspenze pro infiltraci listů Nicotiana 

benthamiana  

4.10.1 Transformace bakterií elektroporací 

E. coli DH5α a A. tumefaciens LBA4404 byly transformovány elektroporací. 

Ke kompetetním buňkám byl přidán 1 µl plazmidu. Směs byla pipetována do 0,2cm kyvety 

a inkubována na ledě. Po 10 min byl proveden pulz pomocí Gene Pulser a byl přidán 1 ml 

SOC média. Bakterie byly inkubovány při teplotě 37 nebo 28 °C na termomixeru. 

Transformované bakterie byly bakteriologickou hokejkou rozetřeny v objemu 50 µl 

na Petriho misky s LB nebo YEB médiem a příslušnými antibiotiky. 

4.10.2 Izolace plazmidové DNA 

Z menších objemů nočních kultur bakterií byla plazmidová DNA izolována podle 

pokynů výrobce Plazmid Miniprep Kit (Qiagen). K izolaci plazmidu z většího objemu byl 

použit NucleoBond Xtra Midiprep Kit (Machery-Nagel). Koncentrace a kvalita vyizolované 

DNA byla kontrolovaná spekrofotometricky. 

4.10.3 Příprava bakteriální suspenze pro infiltraci 

K infiltraci byly použity A. tumefaciens kmen LBA4404. Bakteriální suspenze byla 

inkubována v YEB médiu s antibiotiky: spektinomycin (100 mg/l) nebo kanamycin 

(50 mg/l) a rifampicin (100 mg/l) po dobu 24 hodin při teplotě 28 °C na třepačce (180 rpm). 

Narostlá bakteriální suspenze v objemu 2 ml byla centrifugována 2 min při 

13000x g a supernatant byl vylit. Pro lepší infiltraci byl přidán 1 ml bakteriálního kmene 

HCpro. K peletu bylo přidáno 1700 µl Infiltračního média, byl zvortexován a znovu 

centrifugován. Tento proces byl 3x opakován. Po poslední centrifugaci byl přidán 1 ml 

Infiltračního média a vzorky byly inkubovány 30 min na ledě. 

4.10.4 Infiltrace listů Nicotiana benthamiana 

Infiltrace listů N. benthamiana byla provedena podle Sparkes et al. (2006). Kultura 

A. tumefaciens byla injektována do intracelulárního prostoru ze spodní strany listů rostlin 

starých 2-4 týdny s použitím 1ml injekční stříkačky. Po 3-5 dnech byly z listů připraveny 

preparáty. 
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4.10.5 Konfokální laserová skenovací mikroskopie 

Fluorescenční signál byl analyzován na konfokálním laserovém skenovacím 

mikroskopu s pomocí Dr. Twana Ruttena (IPK, Gatersleben). GFP a RFP bylo excitováno 

při vlnové délce 488 nm a 561 nm a signál byl detekován při 505-530 nm a 575 nm. 

Fotospektrometrická analýza byla provedena s pomocí META detektoru k určení specifity 

fluorescenčního signálu. 

4.11 Seznam použitých roztoků a jejich složení 

Alexandrovo barvivo (100 ml) 

96% etanol       10 ml 

Malachitová zeleň (1 ml 1% roztoku v 96% etanolu) 10 mg 

dH2O  50 ml 

Glycerol   25 ml 

Fenol   5 g 

Chloralhydrát  5 g 

Kyselý fuchsin  50 mg 

Orange G (0,5 ml 1% roztoku ve vodě)   5 mg 

Přidat ledovou kyselinu octovou do finální koncentrace 4%, uchovávat v temnu. 

Extrakční pufr (100 ml) 

100mM TRIS       1,21 g  

0,7M NaCl       4,09 g 

0,05M EDTA       1,86 g 

RNáza (100 mg/ml)       50 µl 

 

Fosfátový pufr (100 ml) 

1M Na2HPO4 57,7 ml 

1M NaH2PO4       42,3 ml 

pH 7 upravit pomocí Na2HPO4 nebo NaH2PO4. 

Čistící roztok chloral hydrátu (100 ml) 

Chloral hydrát 250 g 

30% glycerol   100 ml 

 

Infiltrační médium (1 l) 

MgCl2 4,06 g 

MES 3,9 g 

Doplnit H2O do 1 l 

pH 5,6 upravit pomocí KOH 

Sterilizovat autoklávováním. 
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Kvasničný extrakt (50 ml) 

Kvasničný autolyzát  1 g 

DMSO   10 ml 

Glycerol   10 ml 

Rozpustit a doplnit dH2O do 50 ml.  

 

LB médium (1 l) 

Pepton  10 g 

Kvasničný extrakt    5 g 

NaCl    15 g 

na tuhé médium přidat agar    15 g 

pH 7,0 upravit pomocí KOH 

Sterilizovat autoklávováním. 

 

½ MS médium (1 l) 

Sacharóza  10 g 

MES  1 g 

MS salt   2,2 g 

Agar   16 g 

pH 5,8 upravit pomocí 3M KOH 

Sterilizovat autoklávováním. 

 

SOC médium 

Pepton     2 g 

Kvasničný extrakt    0,5 g 

1M NaCl        1 ml 

1M KCl        0,25 ml 

2M Mg2+  roztok       1 ml 

2M glukóza        1 ml 

Doplnit dH2O do       100 ml 

Sterilizovat autoklávováním. 

 

TAE pufr 50x (1 l)  

TRIS        242 g 

Ledová kyselina octová     57,1 ml 

0,5M EDTA        100 ml 

Doplnit dH2O do      1 l 

pH 8 upravit pomocí kyseliny octové. 
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TE pufr (100 ml) 

TRIS 1,21 g 

Na2EDTA 0,37 g 

dH2O do 100 ml 

pH 8,0 

Sterilizovat autoklávováním. 

 

YEB médium (1 l) 

MgSO4 x 7 H2O 0,5 g 

Beef extrakt   5 g 

Pepton    5 g 

Sacharóza   5 g 

Kvasničný extrakt   1 g 

na tuhé médium přidat agar   15 g 

pH 7,2 upravit pomocí 3M KOH 

Sterilizovat autoklávováním. 

 

4.12 Seznam použitých přístrojů 

• Analytické váhy (Sartorius) 

• Centrifuga Biofuge 13 (Heraeus) 

• Centrifuga Jouan BR4I (Trigon-plus) 

• Digitální váha Scout SC 4010 (Ohaus) 

• Elektroforetická komora Easycast B1A (Thermo Scientific) 

• Gene Pulser (Bio-Rad) 

• Laminární box Biohazard Thermo Scientific MSC12 (Trigon-plus) 

• Magnetická míchačka AREX Digital (P-Lab a.s.) 

• Minicentrifuga 5415D (Eppendorf) 

• Orbitální třepačka IKA-VIBRA_VXR (Janke & Kunkel) 

• Orbitální třepačka VKS-75 control (Bűhler) 

• pH metr InoLAB (WTW) 

• TissueLyser II (Qiagen) 

• Termocyklér T-gradient (Biometra) 

• Termocyklér T100 (BIO-RAD) 

• Thermomixer 5436 (Eppendorf) 

• Termostat 200 (Memmert) 

• Thermo Shaker (VWR) 
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• Transluminátor EA-40 UV (Ultra.Lum) 

• ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop (PerkinElmer) 

• Speedvac DNA120-115 (Thermo Fisher Scientific) 

• Konfokální laserový skenovací mikroskop (Zeiss LSM510 META, Carl Zeiss, Jena, 

Germany) 

• Spektrofotometr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences) 

• Vodní lázeň TW8 (Julabo) 

• Vortex mixer (VWR) 

• Zdroj elektrického proudu Power Pack P25 (Biometra) 
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5 Výsledky 

5.1 Umlčení kanonického TPX2 pomocí RNA interference v Arabidopsis 

thaliana a efekt na aktivitu Aurora kinázy 1 

5.1.1 Ověření RNAi vektorů 

K umlčení genu pro TPX2 (At1g03780) v Arabidopsis thaliana byly objednány RNAi 

vektory v E. coli bakteriích. Byly vybrány dva druhy GST s různou velikostí: N259388 

(CATMA1a02640) s 208 pb a N259376 (CATMA1a02630) se 168 pb. Přítomnost GST 

ve vstupních vektorech pDONR207 byla ověřena pomocí PCR reakce s attL1/attL2 

oligomery. Jako templát byly použity kolonie transformovaných E. coli bakterií, 

do negativní kontroly byla použita destilovaná voda a jako pozitivní kontrola byl použit 

vektor pDONR207::ET6. PCR produkty byly separovány v 1% agarózovém gelu v TAE 

pufru (Obrázek 8). Velikost produktů pDONR207::N259376 byla 446 pb (168 + 278 pb 

dle pozice primerů v donorovém vektoru), velikost produktů pDONR207::N259388 byla 

486 pb (208 + 278) a velikost pozitivní kontroly byla 710 pb. Pro každý vektor byly vybrány 

první dva pozitivní klony, ze kterých byl izolován plazmid. Pro konstrukt 

pDONR207::N259376 byly vybrány klony číslo 1 a 2, pro konstrukt pDONR207::N259388 

byly vybrány klony číslo 6 a 7. Izolované plazmidy byly sekvenovány s oligonukleotidy 

attL1 a attL2. Po zkontrolování sekvence byly vybrány plazmidy č. 2 a 7, které byly 

překlonovány pomocí Gateway klonování do binárního vektoru vhodného k transformaci 

rostlin.  

 

 

Obrázek 8: Ověření RNAi vektorů 

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-5 - pDONR207::N259376; 6-9 - pDONR207::N259388; 

P - pozitivní kontrola (pDONR207::ET6); N - negativní kontrola (voda). Červené šipky označují 

klony, které byly po ověření sekvence použity k další práci. 

 

700 pb 

 

 

300 pb 

25 pb 
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5.1.2 Gateway klonování 

5.1.2.1 LR reakce a ověření bakterií Escherichia coli po transformaci 

Ověřené GST inzerty v donorových vektorech (pDONR207::N259376 

a pDONR207::N259388) byly překlonovány do destinačních vektorů pH7GWIWG2.0 

a pK7GWIWG2.0 pomocí LR reakce. Byly vytvořeny čtyři konstrukty, kterými byly 

transformovány bakterie E. coli (pH7GWIWG2.0::N259388, pK7GWIWG2.0::N259388, 

pH7GWIWG2.0::N259376, pK7GWIWG2.0::N259376). Narostlé kolonie byly ověřeny 

PCR reakcí s oligomery attB1/attB2. Velikost PCR produktů byla zkontrolována 

na elektroforetogramu (Obrázek 9, 10, 11). Pozitivní PCR produkty s N259388 GST měly 

velikost 258 pb: 25 + 25 (attB1 + attB2 místo) + 208 a pozitivní PCR produkty s N259376 

GST měly velikost 218 pb (25 + 25 + 168). Pro konstrukt pK7GWIWG2.0::N259388 byla 

vybrána kolonie č. 4, pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259388 byla vybrána kolonie č. 6 

(Obrázek 9), pro konstrukt pK7GWIWG2.0::N259376 byla vybrána kolonie č. 10 

(Obrázek 10), pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259376 byla vybrána kolonie č. 1 

(Obrázek 11). Z pozitivních kolonií byly izolovány plazmidy, které byly použity 

k transformaci bakterií A. tumefaciens. 

 

 

Obrázek 9: Ověření bakterií E. coli s konstrukty pK7GWIWG2.0::N259388 

a pK7GWIWG2.0::N259388 

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-5 - pK7GWIWG2.0::N259388;                                                   

6-10 - pH7GWIWG2.0::N259388; P - pozitivní kontrola (pDONR207::ET6); N - negativní kontrola 

(voda). Červené šipky označují klony, které byly použity k další práci. 

  

700 pb 

300 pb 

 25 pb 
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Obrázek 10: Ověření bakterií E. coli s konstruktem pK7GWIWG2.0::N259376  

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-10 - pK7GWIWG2.0::N259376; P - pozitivní kontrola 

(pDONR207::ET6); N - negativní kontrola (voda). Červená šipka označuje klon, který byl použit 

k další práci. 

 

Obrázek 11: Ověření bakterií E. coli s konstruktem pH7GWIWG2.0::N259376  

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-5 - pH7GWIWG2.0::N259376; P - pozitivní kontrola 

(pDONR207::ET6); N - negativní kontrola (voda). Červená šipka označuje klon, který byl použit 

k další práci. 

 

5.1.3 Transformace a ověření bakterií Agrobacterium tumefaciens  

Izolovanými plazmidy byly transformovány bakterie A. tumefaciens. Narostlé kolonie 

byly ověřeny PCR reakcí s attB1/attB2 oligomery. Vzniklé produkty byly separovány 

pomocí elektroforézy. Do bakterií se podařilo transformovat pouze konstrukty 

pH7GWIWG2.0::N259388 a pH7GWIWG2.0::N259376. Pro zbylé dva konstrukty bylo 

ověřeno 48 kolonií ze tří nezávislých transformací, výsledek byl ale vždy negativní, proto 

se s těmito konstrukty dále nepracovalo. Pozitivní PCR produkty měly velikost 258 a 218 pb. 

Pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259388 byla vybrána kolonie č. 2, pro konstrukt 

pH7GWIWG2.0::N259376 byla vybrána kolonie č. 4 (Obrázek 12). Vybrané kolonie byly 

použity k transformaci rostlin.  

  

700 pb 

300 pb 

25 pb 

700 pb 

300 pb 

25 pb 
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Obrázek 12: Ověření bakterií A. tumefaciens 

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-3 - pH7GWIWG2.0::N259388;                                                  

4-6 - pH7GWIWG2.0::N259376; P - pozitivní kontrola (pDONR207::ET6); N - negativní kontrola 

(voda). Červené šipky označují klony, které byly použity k další práci. 

 

5.1.4 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana 

Rostliny A. thaliana byly transformovány bakteriemi nesoucími konstrukty KP1 

(pH7GWIWG2.0::N259388) a KP4 (pH7GWIWG2.0::N259376). Semena 

transformovaných rostlin byla posbírána a vyseta na ½ MS médium s hygromycinem. 

Z rostlin, které vyrostly a obsahovaly tedy rezistenční marker byla izolována DNA a pomocí 

PCR reakce s vhodnými oligomery byla ověřována přítomnost vektoru s inzertem 

v jednotlivých rostlinách.  

5.1.4.1 Ověření přítomnosti vektoru s inzertem v transformovaných rostlinách 

Bylo ověřováno 80 rostlin s konstruktem KP1 a 28 rostlin s konstruktem KP4. 

PCR produkty jednotlivých oligomerů byly použity do agarózové elektroforézy 

(Obrázek 13). Kvalita vyizolované DNA byla ověřována oligomery 

TPXL5Left1/TPXL5Right1 (odpovídá genu TPXL5 Arabidopsis thaliana, At5g15510). 

Vzorky, které neposkytly žádný PCR produkt byly vyřazeny nebo u nich byla izolace DNA 

opakována. Jako negativní kontrola byla použita destilovaná voda, jako pozitivní kontrola 

byl použit vektor pH7RWG2 ředěný 1:1000 o velikosti asi 500 pb. Oligomery 

35sPrLeft2/35sPrRight2 byly navrženy k amplifikaci začátku inzertu v konstruktu 

(odpovídá sekvenci 35S promotoru pro expresi vektoru v rostlinách). Vzorky, u kterých 

se nevyskytl žádný PCR produkt byly vyřazeny. Oligomery HygrLeft2/HygrRight2 byly 

navrženy, aby rozpoznaly a amplifikovaly konec inzertu v konstruktu (odpovídá přítomnosti 

rezistenčního markeru v rostlinách). Vzorky, u kterých nebyl žádný PCR produkt byly 

vyřazeny. Pozitivní vzorky měly 3 proužky (bandy) s velikostí okolo 300 pb pro 

TPXL5Left1/TPXL5Right1 a 500 pb pro 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2 

oligomery. Rostlin transformovaných KP1 konstruktem bylo negativních 19 s čísly: 2, 7, 19, 

23, 31, 35, 37, 39, 42, 44, 45, 48, 53, 54, 55, 68, 72, 86, 90. Rostlin transformovaných KP4 

konstruktem bylo negativních 9 s čísly: 1, 14, 23, 25, 27, 34, 35, 37, 39.  

700 pb 

300 pb 

25 pb 
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Obrázek 13: PCR reakce rostlin A. thaliana transformovaných konstrukty KP1 a KP4 

s oligomery TPXL5Left1/TPXL5Right1, 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2 

M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder; P - pozitivní kontrola (pH7RWG2); N - negativní kontrola 

(voda). Červeně jsou označeny negativní vzorky. 

 

5.1.5 Ověření exprese TPX2 v transformovaných rostlinách 

Z listů rostlin, které obsahovaly inzert, byla izolována RNA. RNA byla přepsána 

do cDNA, která byla použita do RT PCR reakce. Reakce probíhala s TPX2can_Left1 

a TPX2can_Right1 oligomery. Následně byla provedena elektroforéza na 1% agaróze 

v TAE pufru. Vzorky, u kterých byla intenzita signálu stejná či vyšší v porovnání s expresí 

TPX2 v nemutantních rostlinách, byly vyřazeny (Obrázek 14). Pro KP1 konstrukt bylo 

negativních 16 vzorků s čísly: 5, 6, 13, 20, 28, 32, 50, 51, 70, 71, 76, 79, 80, 81, 82, 83. 

S konstruktem KP4 byly negativní 4 vzorky s čísly 8, 12, 15, 21. 
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Obrázek 14: Ověření exprese TPX2 v rostlinách A. thaliana transformovaných konstrukty 

KP1 a KP4 s oligomery TPX2can_Left1/TPX2can_Right1 

M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder; P - pozitivní kontrola (pH7RWG2); N - negativní kontrola 

(voda). Červeně jsou označeny negativní vzorky, wt - „wild type“. 

 

V tabulce 12 jsou zobrazeny pozitivní (+) a negativní (-) vzorky PCR reakce 

s oligomery TPXL5Left1/TPXL5Right1, 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2 

a RT PCR reakce s TPX2can_Left1/TPX2can_Right1oligomery. Červeně jsou označeny 

čísla rostlin, které byly z experimentů vyřazeny. 

Tabulka 12: DNA a RNA analýza rostlin transformovaných konstrukty KP1 a KP4 
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5.1.6 Stanovení fertility mutantů 

5.1.6.1 Alexandrův test a odbarvení šešulí mutantů Arabidopsis thaliana 

TPX2 je aktivní v dělících se tkáních a reprodukčních orgánech. Pro ověření zapojení 

TPX2 do buněčného dělení v průběhu meiózy byly pozitivním mutantním rostlinám 

sesbírány květní pupeny a šešule. Z květních pupenů byly izolovány prašníky, které byly 

nabarveny Alexandrovým barvivem. Pro každého mutanta bylo izolováno 6-10 prašníků. 

Preparáty byly pozorovány pod mikroskopem a pro každý prašník byl spočítán počet 

pylových zrn. Pro každou rostlinu byla vypočítána průměrná hodnota pylových zrn 

v prašníku a směrodatná odchylka. Při porovnání s „wild typem“ byla určena hraniční 

hodnota (<260 pylových zrn na rostlinu). Rostliny s menším průměrným počtem pylových 

zrn jsou v tabulce 13 vyznačeny červeně a poskytují informaci o možném zapojení TPX2 

proteinu do vývoje pylu. 

Dále byly posbírány 3-4 šešule pro každou roslinu, které byly odbarveny chloral 

hydrátovým roztokem. U každé šešule byl spočítán počet semen a počet mezer, ve kterých 

se semena nenacházela. Byl spočítán průměrný počet semen v šešulích a směrodatná 

odchylka. Dále byl spočítán poměr počtu mezer/počet semen v šešulích jedné rostliny 

a počet mezer/součet semen a mezer. Při porovnání s „wild typem“ byly stanoveny hraniční 

hodnoty pro průměrný počet semen (<35) a pro poměr počet mezer/počet semen (>0,23). 

V tabulce 13 jsou červeně vyznačeny čísla rostlin, které se liší od stanovených hraničních 

hodnot.  

Na základě statistiky byly vybrány rostliny, které v obou pozorovaných znacích 

vykazovaly výrazné odchýlení od „wild typu“. Pro konstrukt KP1 to byly rostliny č. 8, 17, 

26, 34, 41, 62, 74, 81. Pro konstrukt KP4 byly vybrány rostliny č. 4, 8, 18, 32. Na obrázcích 

15 a 16 jsou ukázány fotky některých mutantních rostlin z obou experimentů v porovnání 

s wt. Výsledky experimentů naznačují zapojení proteinu TPX2 do vývoje pylu a semen. 

Rostliny s nejsilnějším fenotypem budou použity k dalším experimentům. 
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Tabulka 13: Hodnoty výpočtů pro Alexandrův test a odbarvení šešulí mutantů  
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Obrázek 15: Alexandrovo barvení prašníků (Měřítko = 100 µm) 

Mutantní rosliny měly snížený počet fertilních (fialových) pylových zrn v prašnících. Roslina wt 

má v průměru 300 zrn v jednom prašníku. Stanovená hraniční hodnota byla průměrně <260 pylových 

zrn ve všech prašnících. 

 

 

Obrázek 16: Odbarvení šešulí (Měřítko = 100 µm) 

Mutantní rosliny měly snížený počet semen v šešulích. Roslina wt má v jedné šešuli průměrně 

40 semen. Stanovená hraniční hodnota pro mutanní rostliny byla průměrně <35 semen ve všech 

šešulích a pro poměr počet mezer/počet semen byla hodnota >0,23. 
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5.2. Regulace Aurora kinázy 1 ostatními členy TPX2 genové rodiny 

5.2.1 Infiltrace listů Nicotiana benthamiana  

Pro další experimenty bylo z TPX2 genové rodiny Arabidopsis vybráno 8 proteinů 

(TPXL1-8), které podle fylogenetické analýzy vykazovaly nejvyšší podobnost 

s kanonickým TPX2. U těchto proteinů byla zkoumána jejich lokalizace v buňce 

a kolokalizace s Aurora kinázou 1 a centromerickou variantou histonu H3 (CENH3). 

Listy N. benthamiana byly infiltrovány bakteriemi A. tumefaciens nesoucími fúzní 

konstrukty. Pro sledování lokalizace v buňce byli jednotlivé proteiny TPX2 genové rodiny 

fúzovány se zeleným fluorescenčním proteinem (GFP). Přechodná exprese 

v N. benthamiana ukázala, že všechny zkoumané TPX2-like proteiny jsou lokalizovány 

v cytoplazmě. Kromě TPXL7, který se nacházel hlavně na jaderné membráně, byly všechny 

proteiny lokalizovány i v jádře. Na mikrotubulech byly přítomny proteiny TPXL1, 2, 4, 5, 

6, 8 (Obrázek 17, Tabulka 14).  

 

 

Obrázek 17: Lokalizace TPX2 a TPXL proteinů v buňce (Měřítko = 20 µm) 
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Tabulka 14: Rozmístění TPX2 a TPXL proteinů na mikrotubulech, v cytoplazmě a jádře 

 Mikrotubuly Cytoplazma Jádro 

TPX2 + + + 

TPXL1 + + + 

TPXL2 + + + 

TPXL3  + + 

TPXL4 + + + 

TPXL5 + + + 

TPXL6 + + + 

TPXL7  +  

TPXL8 + + + 

 

Při studiu kolokalizace s Aurora kinázou 1 byly TPXL proteiny fúzovány s GFP 

a Aurora kináza 1 s RFP. Z infiltrovaných listů N. benthamiana byly připraveny preparáty, 

které byly pozorovány na konfokálním laserovém skenovacím mikroskopu. Kolokalizace 

byla pozorována u proteinů TPXL2, 3, 4, 7, 8 (Obrázek 19), stejně tak jako u kanonického 

TPX2 (Obrázek 18). Naopak s Aurora kinázou 1 nekolokalizovaly proteiny TPXL1, 5, 6 

(Obrázky 20). 

 

 

Obrázek 18: Pozitivní kolokalizace Aurora kinázy 1 (AK1::GFP) s TPX2 (RFP) 

(Měřítko = 20 µm) 
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Obrázek 19: Pozitivní kolokalizace Aurora kinázy 1 (AK1::GFP) s (a) TPXL2; (b) TPXL3; 

(c) TPXL4; (d) TPXL7; (e) TPXL8 (Měřítko = 20 µm) 
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Obrázek 20: Negativní kolokalizace Aurora kinázy 1 (AK1::GFP) s (a) TPXL1; (b) TPXL5; 

(c) TPXL6 (Měřítko = 20 µm) 

Na základě předchozích experimentů bylo prokázáno, že kanonický TPX2 (Petrovská 

et al., 2013) a některé TPX2-like proteiny jsou lokalizovány jako tečky v buněčném jádře. 

Pro potvrzení, zda jsou proteiny lokalizovány na centromerách, které by mohly odpovídat 

této lokalizaci, byla sledována kolokalizace s centromerickou variantou histonu H3 

(CENH3). TPXL proteiny byly fúzovány s GFP a CENH3 byl fúzován s RFP. 

Z transformovaných rostlin byly připraveny preparáty, které byly pozorovány 

na konfokálním laserovém skenovacím mikroskopu. Bylo zjištěno, že kanonický TPX2 

(Obrázek 23) a TPXL2, 3, 4, 7, 8 kolokalizují s CENH3, což znamená, že se nachází 

na centromeře (Obrázek 21). Naopak s CENH3 nekolokalizovaly proteiny TPXL1, 5, 6 

(Obrázek 22).  
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Obrázek 21: Pozitivní kolokalizace CENH3::RFP s (a) TPXL2; (b) TPXL3; (c) TPXL4; 

(d) TPXL7; (e) TPXL8 (Měřítko = 5 µm) 
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Obrázek 22: Negativní kolokalizace CENH3::RFP s  (a) TPXL1; (b) TPXL5; (c) TPXL6 

(Měřítko = 5 µm) 

 

 

Obrázek 23: Kolokalizace CENH3::RFP s TPX2can::GFP (Měřítko = 5 µm) 
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6 Diskuze 

TPX2 protein je důležitou součástí buněčného dělení živočichů a stejně tak i rostlin. 

Spolu s Aurora kinázami se podílí na organizaci mitotického vřeténka, segregaci 

chromozomů a cytokinezi v dělících se buňkách. TPX2 protein je doposud jediný popsaný 

aktivátor rostlinných Aurora kináz (Vos et al., 2008). Na rozdíl od živočišných genomů 

kódujících pouze jeden TPX2 gen, však rostlinné genomy kódují několik TPX2-like proteinů 

pocházejících z různých genů (Vos et al., 2008). Cílem této práce bylo umlčet kanonický 

TPX2 (At1g03780) v rostlinách Arabidopsis thaliana, k čemuž byla použita RNA 

interference. Z celkového počtu 108 rostlin bylo vyselektováno 12 rostlin (8 s KP1 

konstruktem, 4 s KP4 konstruktem), u kterých byla potvrzena snížená exprese AtTPX2 genu. 

U transformovaných rostlin F1 generace nebyla pozorována gametofytická ani embryonální 

letalita, jako tomu bylo u homozygotních T-DNA mutantů (Vos et al., 2008). 

Tato skutečnost by mohla být zapříčiněn tím, že při RNA interferenci zůstává zbytková 

aktivita genu.  

U mutantních rostlin vykazujících odlišnou expresi TPX2 genu od „wild typu“ byl 

sledován efekt na meiotické dělení. Roli TPX2 v meióze nebyla doposud věnována velká 

pozornost. Potenciální funkce TPX2 proteinu při meióze živočichů byla potvrzena teprve 

nedávno v myších oocytech (Brunet et al., 2008) a oocytech Xenopus (Helmke et Heald, 

2014). U rostlin nebyla meiotická funkce kanonického TPX2 popsána. Nicméně AtTPX2 byl 

pozorován v jádře pylových tetrád (Dr. Twan Rutten, IPK Gatersleben, nepublikované 

výsledky) a homolog kanonického TPX2 byl přítomen také v meiocytech rýže             

(Collado-Romero et al., 2014). Protože je AtTPX2 známý pozitivní regulátor Aurora 

kinázy 1 (Tomaštíková et al., 2015), byl v experimentech zároveň pozorován efekt 

na aktivitu Aurora kinázy 1. V práci Demidov et al. (2014) byla potvrzena lokalizace všech 

tří AtAurora kináz v samčím gametofytu. Předpokládaný efekt umlčení TPX2 byl sledován 

na schopnosti RNAi rostlin tvořit fertilní pylová zrna a semena. U 12 rostlin se sníženou 

expresí TPX2 genu byly obě schopnosti výrazně sníženy, z čehož bylo usouzeno, 

že kanonický TPX2 má funkci během meiózy. Vzhledem k jeho roli při aktivaci Aurora 

kinázy 1 lze usuzovat, že pozorovaný efekt je důsledkem efektu na tuto kinázu. Dalším 

vysvětlením snížené tvorby pylových zrn a semen by mohlo být narušení nukleace 

mikrotubulů během tvorby dělícího vřeténka, která je jednou z hlavních funkcí AtTPX2 (Vos 

et al., 2008). Snížení aktivity TPX2 genu by také mohlo vést ke zpomalení rozpadu jaderné 
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mebrány, jako tomu bylo u Tradescantia viginiana po aplikaci protilátek proti TPX2 (Vos 

et al., 2008). 

Ke studiu regulace aktivity Aurora kinázy 1 ostatními členy TPX2 genové rodiny 

A. thaliana byly připraveny fúzní konstrukty s GFP a RFP proteiny, které byly použity 

pro transientní transformací rostlin N. benthamiana. Z obsáhlé genové rodiny byly vybrány 

proteiny TPXL1-8, protože jsou podle fylogenetické analýzy nejbližší kanonickému TPX2. 

Nejdříve byla sledována lokalizace těchto proteinů v buňce. Proteiny TPXL1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 

byly nejvíce zastoupeny v jádře. TPXL7 se nacházel na jaderném obalu a dalších 

membránách. Proteiny TPXL1, 2, 4, 5, 6, 8 byly navíc lokalizovány na mikrotubulech, 

což je v souladu s jejich strukturou, ve které se vyskytuje mikrotubuly vazebná doména. 

V cytoplazmě byly pozorovány všechny zkoumané proteiny. V práci Petrovská et al. (2013) 

byl nadměrně exprimovaný AtTPX2 pozorován v buněčném jádře a na mikrotubulech. 

Zkoumané TPXL proteiny, až na TPXL7, vykazovaly podobnou lokalizaci jako kanonický 

TPX2, což napovídá tomu, že budou mít podobné vlastnosti. 

Překvapivé byly výsledky kolokalizace TPXL proteinů s Aurora kinázou 1. 

Aurora kináza 1 se většinou nachází v jádře buňky, pokud však byla exprimována současně 

s TPX2-like proteiny, její lokalizace byla pozorována také na mikrotubulech. I přes absenci 

Aurora kináza vazebné domény kolokalizoval protein TPXL7 s AtAurora1. Dále byla 

pozorována kolokalizace u proteinů TPXL2, 3, 4, 8, v jejichž struktuře se nachází Aurora 

kináza vazebná doména (Tomaštíková et al., 2015). Na druhou stranu proteiny bez Aurora 

kináza vazebné domény (TPXL1, 5, 6) v experimentech neprokázaly stejnou lokalizaci jako 

AtAurora1. Aurora kináza vazebná doména TPX2-like proteinů je schopná vazby a aktivace 

α Aurora kináz (Tomaštíková et al., 2015). Z experimentů vyplývá, že přítomnost této 

domény v proteinech ovlivňuje jejich lokalizaci v buňce. Stejná lokalizace některých TPXL 

proteinů s AtAurora1 naznačuje možnou regulaci aktivity této kinázy. Zbývá však určit, zda 

všechny TPXL proteiny s Aurora kináza vazebnou doménou jsou schopny kinázu aktivovat 

a regulovat. 

Je známo, že Aurora kinázy jsou součástí proteinového komplexu lokalizovaného 

na centromerách a složení tohoto komplexu rozhoduje o správné funkci kinetochorů. 

Konkrétně AtAurora1 reguluje správné připojení kinetochoru k mitrotubulům (Kurihara 

et al., 2008) Protein TPX2 by mohl být jedním ze členů komplexu zodpovědný za přesné 

načasování aktivity Aurora kináz a/nebo za složení celého komplexu. V interfázi jsou 

AtAurora1 a AtAurora2 lokalizovány v jádře. Po vstupu do mitózy asociují s mikrotubuly 

vřeténka v perinukleárním prostoru, zatímco AtAurora3 je přímo lokalizována 
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na centromerách (Demidov et al., 2005). Nicméně během mitózy se také AtAurora1, 

často spojená s mikrotubuly, překrývá s AtAurora3 na centromeře. Protože je u Aurora 

kinázy 1 předpokládána funkce spojená s centromerou, byla testována kolokalizace TPXL 

proteinů s centromerickou histonovou variantou CENH3. V experimentech byla prokázána 

kolokalizace AtTPX2 a TPXL2, 3, 4, 7, 8 s proteinem CENH3 v jádrech zkoumaných buněk. 

Proteiny TPXL1, 5, 6 s CENH3 nekolokalizovaly. Tato skutečnost by mohla být vysvětlena 

tím, že ve své struktuře nemají Aurora kináza vazebnou doménu a jejich funkce bude proto 

pravděpodobně odlišná od ostatních proteinů, které doménu mají a byly pozorovány 

na centromeře. Neočekávaně, navzdory nepřítomnosti Aurora kináza vazebné domény, 

TPXL7 vykazoval částečnou lokalizaci s centromerou. Již bylo zjištěno, že AtTPX2 aktivuje 

AtAurora1 a stimuluje její fosforylační aktivitu směrem k histonu H3 in vitro (Tomaštíková 

et al., 2015), který je klíčovým substrátem kináz na centromeře a prochází fosforylací závislé 

na buněčném cyklu (Kurihara et al., 2006). Aurora kinázy fosforylují histon H3 na serinu 10 

a serinu 28, což může sloužit jako rozpoznávací signál pro další proteiny nebo proteinové 

komplexy. Přesný mechanismus aktivace kináz zatím není znám, stejně tak jako není známo, 

zda existuje nějaký efekt aktivace kinázy na strukturu chromatinu v centromerách. Výsledky 

naznačují, že proteiny TPX2-like genové rodiny v A. thaliana budou mít díky své různé 

lokalizaci i různé funkce v buňce.  
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7 Závěr 

V diplomové práci byla vypracována literární rešerše na téma TPX2 protein a Aurora 

kinázy u živočichů a rostlin. V experimentální části byla pomocí RNA interference snížena 

exprese TPX2 genu ve 12 rostlinách Arabidopsis thaliana. Nejdříve byly připraveny RNAi 

konstrukty se dvěmi různými genově specifickými sekvencemi, které byly klonovány 

pomocí Gateway technologie, transformovány do bakterií Agrobacterium tumefaciens 

a následně s nimi byly transformovány rostliny. V generaci F1 transformovaných rostlin byla 

ověřována přítomnost RNAi konstruktů v rostlinách pomocí polymerázové řetězové reakce. 

Exprese TPX2 genu oproti „wild typu“ byla sledována s využitím RT PCR reakce. Dále byl 

u rostlin zkoumán vliv umlčení TPX2 genu na fenotyp rostlin, zejména ve funkci s Aurora 

kinázou 1. Rostliny s umlčeným genem tvořily v průměru méně fertilních pylových zrn 

a semen, proto se předpokládá, že se TPX2 spolu s Aurora kinázou 1 může podílet na tvorbě 

pylových zrn a semen v průběhu meiózy.  

Ve druhé části diplomové práce byla zkoumána lokalizace osmi TPX2-like proteinů 

v buňce a jejich kolokalizace s Aurora kinázou 1 a centromerickou variantou histonu H3 

(CENH3) pomocí infiltrace listů rostlin Nicotiana benthamiana. Většina TPX2-like proteinů 

vykazovala lokalizaci na mikrotubulech, v cytosolu a kromě TPXL7 i v jádře. S Aurora 

kinázou 1 a CENH3 kolokalizovaly proteiny TPXL2, 3, 4, 7, 8. Proteiny TPXL1, 5, 6, 

které ve své struktuře neobsahují Aurora kináza vazebnou doménu, neukázaly stejnou 

lokalizaci jako AtAurora1 ani CENH3. Výjimkou byl protein TPXL7, který vykazoval 

kolokalizaci v obou experimentech, ačkoliv nemá zmíněnou doménu. Dohromady výsledky 

poukazují na funkční rozdílnost TPX2 genové rodiny v Arabidopsis a naznačují možné 

zapojení TPX2-like proteinů do regulace aktivity Aurora kinázy. 
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8 Seznam použitých zkratek 

A. thaliana   Arabidopsis thaliana 

A. tumefaciens  Agrobacterium tumefaciens 

AGI   Arabidopsis Genome Initiative 

CATMA   Complet Arabidopsis Transcriptome Micro Array 

cDNA   Komplementární DNA 

CENH3  Centromerický histon H3 (Centromeric histon H3) 

CPC    Chromosome passenger complex 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

dNTPs   Deoxyribonukleozidtrifosfáty 

E. coli   Escherichia coli 

F   Vedoucí primer (forward) 

gDNA   Genomická DNA 

GDP   Guanozindifosfát 

GFP    Zelený fluorescenční protein (Green fluorescent protein) 

GTP   Guanozintrifosfát 

GTPáza  Guanozin trifosfatáza 

INCENP  Protein vnitřní centromery (Inner centromere protein) 

kb   kilo báze 

kDa   kilo Dalton 

LB   Luria-Bertani 

MAP    S mikrotubuly asociovaný protein (Microtubule associated protein) 

MS    Murashige & Skoog 

N. benthamiana  Nicotiana benthamiana 

NES    Jaderný exportní signál (Nuclear export signal) 

NLS   Jaderný lokalizační signál (Nuclear localization signal) 

OD    Optická hustota (Odds ratio) 

pb    Pár bází 

PCR   Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction) 
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PP1   Protein fosfatáza 1 (Protein phosphatase 1) 

R   Zpětný primer (reverse) 

Ran   Ras-related nuclear protein 

RanGAP   GTPázy aktivující protein (GTPase activating protein) 

RCC1  Regulátor kondenzace chromozomů 1 (Regulator of chromosome 

condensation 1) 

RFP    Červený flourescenční protein (Red fluorescent protein) 

RNA   Ribonukleová kyselina 

rpm   Otáčky za minutu 

RT PCR  Polymerázová řetězová reakce s reverzní transkriptázou (Reverse 

transcription polymerase chain reaction) 

SAFs     Faktory složení vřeténka (Spindle assembly factors) 

Ser    Serin 

TAE Tris-acetát-EDTA 

Thr   Threonin 

TPX2    Targeting protein for Xklp2 

TPX2can  kanonický TPX2 

TPXL   TPX2-like protein 

wt   Divoký typ (wild type) 

Xklp2   Xenopus kinesin-like protein 

YEB   Yeast extract broth 
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