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SOUHRN

Kritickym krokem v bunéném dé€leni je spravné sestaveni d¢liciho vieténka,
které napomaha separaci chromozomu do dcefinych bun¢k. Jednim z regula¢nich proteint
je 1 TPX2, jenz ovliviiuje slozeni dé€liciho vieténka a jeho délku u zivocicht i rostlin.
TPX2 protein navic reguluje a aktivuje Aurora kinazy. Tyto mitotické kinazy jsou nedilnou
soucasti bunécné¢ho de¢leni, kde se fosforylaci jinych proteini ucastni segregace
chromozom, nukleace mikrotubult a cytokineze. Mutace TPX2 nebo Aurora kinaz vede
v bunice k naruseni spravného mechanismu déleni a mize vést i k nadorovému bujeni.
Narozdil od zivoc¢isSnych bunék, které maji pouze jeden gen kodujici protein TPX2,
genom Arabidopsis thaliana koduje 12 proteint s podobnou strukturou, tzv. TPX2-like
proteinti. Bylo zjisténo, ze tyto proteiny obsahuji rGzné kombinace funkénich domén
ptitomnych v kanonickém TPX2, které ovliviiuji jejich vlastnosti, a prochazi alternativnim
sestfihem.

Cilem prvni casti této diplomové prace bylo umlcet kanonicky TPX2 v rostlindch
A. thaliana pomoci RNA interference. Tato metoda vyuziva specifické genové sekvence,
které jsou zaklonovany do binarnich vektorii a nésledné¢ transformovany do rostlin
s vyuzitim bakterii Agrobacterium tumefaciens. Nasledn¢ byla v rostlinach ovéfovana
ptitomnost RNA1 konstruktii a exprese TPX2 genu pomoci polymerazové fetézové reakce.
V poslednim kroku byl ovétovan vliv umléeni genu na tvorbu pylovych zrn a semen. Expresi
TPX2 genu se podaftilo snizit ve 12 rostlinach.

V druhé c¢asti byla zkoumana lokalizace vybranych TPX2-like proteinti v bunce
metodou infiltrace listového mezofylu rostlin Nicotiana benthamiana fiznimi konstrukty.
Stejna metoda byla pouzita ke studiu mozné regulace Aurora kinazy 1 TPX2-like proteiny.
Byla sledovana kolokalizace vybranych TPX2-like proteinti s Aurora kindzou 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 CENHS3.
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1 Uvod
TPX2 protein (Targeting protein for Xenopus kinezin-like protein 2) je s mikrotubuly

asociovany protein, ktery v d¢licich se builkach zprostiedkovava tvorbu mitotického
vieténka. Behem mitdzy je uvoliiovan od svého inhibi¢niho vazebného partnera importinu o
a importinu B diky Ran gradientu. Volny TPX2 aktivuje Aurora kindzu A a stimuluje tvorbu
mitotického vieténka. Aurora kinazy pti bunééném déleni zajist'uji jeho spravné nacasovani
a rozd¢leni sesterskych chromatid k opa¢nym polim bunky. V genomu Arabidopsis byl
nalezen homolog Aurora A kinazy - Aurora kinaza 1 (Demidov et al., 2005; Kawabe et al.,
2005). Homology TPX2 proteinu byly nalezeny v zivocisné i rostlinné fisi, ale zatimco
u ¢lovéka je v genomu pfitomen pouze jeden gen pro TPX2, rostliny maji n¢kolik
TPX2-like proteinti pivodem z rtiznych gent. Tyto proteiny byly doposud vSak pouze malo
prozkoumany.

Cilem této diplomové prace bylo umlcet kanonicky TPX2 metodou RNA interference
v rostlinach Arabidopsis thaliana a sledovat vliv TPX2 a TPX2-like proteinti na Aurora

kinazu 1. Vysledky by mély prohloubit znalosti o genové rodiné¢ TPX2 v Arabidopsis.



2 Cile prace
Cilem prace bylo vypracovat literarni resersi na téma TPX2 protein a Aurora kindzy
u zivocicht a rostlin. Experimentalni ¢ast byla rozdélena na dva ¢astecné samostatné cile:
1) umléeni kanonického TPX2 (Atlg03780) pomoci RNA interference V rostlinach
Arabidopsis thaliana a jeho efekt na aktivitu Aurora kinazy, 2) regulace Aurora kinazy 1

ostatnimi ¢leny TPX2 genové rodiny.



3 Literarni prehled

3.1 TPX2 protein: struktura a funkce

TPX2 protein (Targeting protein for Xenopus kinezin-like protein 2, XITPX2) byl
poprvé charakterizovan v zivoc¢isné isi. Byl objeven vroce 1997 jako 100 kDa velky
s mikrotubuly asociovany protein (MAP) Vv extraktu vaji¢ek Xenopus laevis
(Wittmann et al., 1998), jehoz funkci je pfichytavani plus orientovaného konce kinezinu
Xklp2 Kk minus konci mikrotubula déliciho vieténka (Wittmann et al.,, 2000).
Xklp2 je motorovy protein, ktery vaze mikrotubuly béhem mitoézy (Wittmann et al., 1998).
Experimenty s vajicky Xenopus ukazaly, ze XITPX2 je regulovan GTP-vazajici formou Ran
a spousti lokdlni nukleaci mikrotubuli mitotického vieténka okolo chromozomul
(Gruss et al., 2001). Pozd¢ji byl popsan i lidsky homolog TPX2 (HSTPX2) a n&kolik
homologt u rostlin.

Doposud byla podrobnéji popsana zejména funkce proteinu TPX2 v priitbéhu mitdzy
u zivoCiSnych bunék. TPX2 zde figuruje jako jeden ztzv. spindle assembly factors
(SAFs, faktory ovliviiujici tvorbu mitotického vieténka), které hraji dtilezitou roli v procesu
formace mitotického vieténka. Behem interfaze je TPX2 v cytoplazmé véazan
na o a B importin. Vazba na importin blokuje jeho aktivitu a zabraiiuje mu interakci
s mikrotubuly (Kahana et Cleveland, 2001). V interfazi je v jadie bunky vyssi koncentrace
RanGTP, ktera je zajist€éna pfeménou RanGDP pomoci Ran vyménného faktoru RCCl1
(Regulator of chromosome condensation 1, regulator kondenzace chromozomu 1).
V cytoplazmé je naopak vysSi koncentrace RanGDP zajistovana proteinem RanGAP
(GTPazy aktivujici protein). Tento proces vede ke gradientu RanGTP (Petry, 2016).
Komplex importinli s TPX2 je pfemistén do jadra, ve kterém se RanGTP postupné navaZzou
na a a B importin a uvolni TPX2 protein (Gruss et Vernos, 2004). Volny TPX2 vaze
a aktivuje Auroru A, ktera se autofosforyluje, coz vyvolava fosforylaci dalSich substrati,
nukleaci a organizaci mikrotubulti (Garrido et Vernos, 2016) (Obrazek 1). Po rozpadu
jaderné membrany b&éhem mitozy TPX2 nukleuje mikrotubuly v tésné blizkosti
chromozoml nezavisle na centromerach a stimuluje chromatinem indukované slozeni
mitotického vieténka. V pozdni anafazi je TPX2 kompletné¢ degradovan (Whittman

et al, 2000).
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Obrazek 1: Schematické znazornéni interakce mezi proteinem TPX2 a kinazou Aurora A
Ran vyménny faktor RCCI1 spojeny s chromozomy vytvaiti RanGTP, které uvoliuje TPX2
z importinového komplexu. TPX2 se poté muze vazat na Auroru A (Aur A), podporovat jeji
autofosforylaci a aktivaci (ptevzato od Garrido et Vernos, 2016).

Primarni struktura TPX2 je konzervovana napfii¢ obratlovci a vysSimi rostlinami.
Byly popsany 3 funkéni domény a nékolik regula¢nich sekvenci (Obrazek 2). Prvni z nich
je nejlépe charakterizovana doména interagujici s Aurora A kinazou (Aurora kinaza vazebna
doména), kterd se nachdzi na N-termindlnim konci proteinu (Bayliss et al., 2003).
Aktivace kinazy je vyzadovana pro spravnou lokalizaci mitotického vieténka, coz bylo
potvrzeno v experimentech s lidskymi bunikami (Kufer et al., 2003) a Caenorhabditis
elegans (Ozlu et al., 2005). Mikrotubuly vazebna doména je zapojena ve vazbé mikrotubult
(Brunet et al., 2004). Vysoka afinita TPX2 k mikrotubulim vyplyva z jeho roli v burice,
mezi které patii sestaveni mikrotubull blizko kinetochori (Tulu et al., 2006) a jejich vétveni
v délicim vieténku (Petry et al., 2013). Pti¢inou téchto dynamickych interakci by mohla byt
jeho fosforylace a interakce s dal§imi vazebnymi partnery jako je dynein (Balchand et al.,
2015). Eg5-kinezin vazebna doména je nezbytna pro segregaci vieténka k polim (Kahn
etal., 2015). Jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localization signal, NLS) je sekvence
aminokyselin zodpovédna za vazbu o importinu a transport do jadra (Gruss et Vernos, 2004).
Naopak sekvence jaderného exportniho signalu (nuclear export signal, NES) zajistuje export
proteinu z jadra (O’Brien et Wiese, 2006). V regulacni funkci a degrada¢nim procesu TPX2
béhem anafaze je zapojen KEN-box (Stewart et Fang, 2005a). Podle Sanchez-Pulido et al.
(2016) je C-terminalni doména tvofena a-helikalnimi tandemovymi repeticemi
pokryvajicimi 2/3 proteinu. Predpoklada se, ze tato oblast formuje flexibilni solenoid

zapojeny v protein-proteinovych interakcich.
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni domén a regulacnich sekvenci lidského TPX2 proteinu
(upraveno dle Brunet et al., 2004)
HSTPX2 ma na N-konci Aurora kinaza vazebnou doménu (zelen¢), ktera vaze Aurora A kinazu,
na C-konci ma Eg5-kinezin vazebnou doménu (Zluté), ktera vaze Eg-5 kinezin. Mikrotubuly vazebna
doména (modfe) umoznuje interakce s mikrotubuly. Za degradaci proteinu je zodpovédny KEN-box
(Cerné€). Tti NLS sekvence (fialove) vazi a importin a umoziiuji import proteinu do jadra, naopak
NES sekvence (Cervené) umoziuje export Z jadra do cytoplazmy.

Od prvniho objevu (Wittmann et al., 1998) bylo popsano n¢kolik ortologi TPX2
V riznych organismech. N¢ktefi z nich jsou jmenovani v Tabulce 1. U ¢lovéka je TPX2
pfepisovan z genu, ktery ma nejméné 18 sestiihovych variant a jeho nejdel§i varianta
obsahuje 783 aminokyselin (Thierry-Mieg et Thierry-Mieg, 2006). Zda se, ze klicové funkce
proteinu jsou Siroce konzervovany, ale v zavislosti na organismu mohou byt funkéni moduly

soucasti vice proteind, pfipadné miize odliSny protein vykonavat nekteré funkce TPX2

(Wadsworth, 2015).

Tabulka 1: Ortology TPX2 proteinu a jejich struktura

Organismus Ortolog Strukturni domény

pouze Aurora kinaza vazebna doména

habditis el TPXL-1
Caenorhabditis elegans (Ozlu et al., 2005)

Drosophila melanogaster TPxL.y  Pouze mikrotubuly vazebna doména
(Mei-38/Sspl) (Goshima, 2011)
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Tabulka 1: Ortology TPX2 proteinu a jejich struktura (pokracovani)

Organismus Ortolog Strukturni domény

3 NLS

Aurora kindza vazebna doména
Homo sapiens HSTPX2 Mikrotubuly vazebna doména

Eg5-kinezin vazebna doména
(Maetal., 2011)

2 NLS

2 Aurora kinaza vazebné domény
Eg5-kinezin vazebna doména
(Vos et al., 2008)

Arabidopsis thaliana AtTPX2

Mikrotubuly vazebna doména
Populus tremula PttMAP20 Eg5-kinezin vazebna doména
(Rajangam et al., 2008)

TPX2 ma jako s mikrotubuly asociovany protein celou fadu funkci, které Ize

vysvétlit pfitomnosti funkénich domén popsanych vyse:

1) slouzi jako aktivator a stabilizator kinazy Aurory A (Eyers et al., 2003; Bayliss et al.
2004; Anderson et al., 2007; Giubettini et al., 2011; Zorba et al., 2014)

2) pusobi jako regulator ¢innosti Eg5-kinezinu (Kahn et al., 2015)

3) podili se na zpétném sestaveni jadra v dcefinych bunikach po bunééném déleni
(O’Brien et Wiese, 2006)

4) slouzi jako koaktivator CPC (Chromosome passenger complex) (lyer et Tsai, 2012)

5) reguluje délku mitotického vieténka a distribuci mikrotubuli (Helmke et Heald,
2014).

Stejné jako mnoho jinych proteinti, které kontroluji mitézu je 1 TPX2 nadmérné
exprimovan u vétsiny typl rakovinnych bunék, coz koreluje se Spatnou progndzou pacientii
(Wadsworth, 2015), a muize tak slouzit jako rakovinny marker. TPX2 je nezbytny
pro udrZeni stability genomu a mirné zmény v jeho expresi mtizou podpofit rozvoj tumoru
in vivo (Aguirre-Portolés et al., 2012). Zvysena exprese tohoto proteinu vede k blokaci
tvorby vieténka, udrzovani bun¢k v prometafazi a zptisobuje vady pfi tvorb¢ vieténka (Gruss
et al., 2002; Stewart et Fang, 2005b). Dulezitost TPX2 dokazuji studie, ve kterych
nedostatek proteinu zpusobil vznik aberantniho déliciho vieténka a missegregaci
mikrotubuld (Garrett et al., 2002; Gruss et al., 2002; Aguirre-Portolés et al., 2012). Ackoliv
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je vyznam tohoto proteinu spojen s bunécnym délenim, nedavné studie se soustedi na TPX2
v nemitotickych bunkach (Wadsworth, 2015). Napiiklad bylo zjisténo, Ze béhem interfaze
ma TPX2 v jadie pravdépodobné alternativni funkci v odpovédi na poskozeni DNA
(Neumayer et al., 2012).

3.1.1 TPX2 v Arabidopsis thaliana

V genomu Arabidopsis thaliana byl identifikovan homolog proteinu TPX2 nazvany
AtTPX2 (Vos et al., 2008). Sekvence genu je dlouhda 790 aminokyselin a nachazi
se na prvnim chromozomu (Lamesch et al., 2012). Podobné jako u zivocichti patfi i U rostlin
TPX2 ke skupiné regulator bunééného cyklu a je to s mikrotubuly asociovany protein (V0S
et al., 2008). Funk¢ni analyza ukazala, ze AtTPX2 hraje dileZitou roli v d€leni rostlinnych
bunék (Vos et al., 2008). Vyssi rostliny jsou charakterizovany acentrosomalnim vieténkem.
,Provieténko® se formuje uz pied rozpadem jaderného obalu (Schmit et al, 1985). AtTPX2
se béhem interfaze nachazi v jadie a je z n&j exportovan diky aktivité jaderného exportniho
signalu (NES) na piechodu fazi G2/M, aby inicioval slozeni vieténka (Vos et al., 2008).
V pocatecni fazi mitdézy RanGTP uvolni TPX2 od jeho vazebného partnera importinu J3,
dochazi k interakci AtTPX2 s Aurora kindzami a mikrotubuly, Stavbé bipolarniho vieténka
a kontrole bunééného déleni (Petrovska et al., 2013). Protein je kompletné¢ degradovan
na konci anafaze (Vos et al., 2008).

AtTPX2 sdili funk¢éni domény s jeho zivociSnym protéjskem (Vos et al., 2008).
Ve své struktufe obsahuje dvé Aurora Kindza vazebné domény, dvé mikrotubuly vazebné
domény, dva motivy jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS) a jeden motiv jaderného
exportniho signalu (NES) (Obrazek 3). Dele¢ni analyza prokazala, ze protein postradajici
oba NLS motivy je cytoplazmaticky a vaze Kortikalni mikrotubuly béhem interfaze (Vos
etal., 2008). Srovnani peptidovych sekvenci AtTPX2 vedlo kobjevu specifického
zdvojeného TPX2 motivu udrzovaného u eukaryot. Tento motiv je dlouhy 26 a 28
aminokyselin a byl nalezena v 17 analyzovanych rostlinnych sekvencich (napf. mech
Physcomitrella patens, cykas Zamia fischeri, jednodélozné Oryza sativa, dvoudélozné Vitis
vinifera). U Arabidopsis se obé sekvence nachazi uprostfed proteinu (aminokyseliny
330-356 a 430-456). TPX2/importin motiv je zodpovédny za vazbu [ importinu
a TPX2/XKklp2 motiv za vazbu Xklp2 proteinu (\Vos et al., 2008). Tzv. coiled-coil doména
se podili na oligomerizaci a proteinovych interakcich (Burkhard et al., 2001).
N-koncova doména umozZiuje AtTPX2 vazat AtAuroral - homolog Aurora kinazy A

v Arabidopsis (Petrovska et al., 2013; Tomastikova et al., 2015) a regulovat tvorbu vieténka,
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zatimco C-koncova doména vaze mikrotubuly a ovliviiuje bunééné déleni (Vos et al, 2008).
AtTPX2 reguluje aktivitu AtAuroral nejen cilenim kinazy k mitotickému vieténku
(Petrovska et al., 2012), ale zejména jeji aktivaci. Vazba proteinu TPX2 méni konformaci
kinazy, ktera se autofosforyluje a vede ke zvySené fosforylaci histonu H3.
Aktivace AtAuroral pomoci AtTPX2 by mohl byt mechanizmus vedouci k translaci
RanGTP signalizace pro fosforylacni kaskddy provadéné Aurora kindzou na kinetochorech

(Tomastikova et al., 2015).
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Obrazek 3: Schématické zobrazeni domén a regulacnich sekvenci TPX2 v Arabidopsis
thaliana (upraveno dle Vos et al., 2008; Petrovska et al., 2013)

AtTPX2 ma dvé Aurora kindza vazebné domény (zelené) nachazejici se na N-konci proteinu,
které vazi Aurora kinazy. Dvé NLS sekvence (fialove) v mikrotubuly vazebnych doménéach (modte)
jsou zodpovédné za transport proteinu do jadra. TPX2 motiv vaze  importin a Xklp2 protein.
Ken-box (Eerné) slouzi k degradaci proteinu.

Na rozdil od zivocicht, kde je pfitomen pouze jeden gen kodujici protein TPX2,
rostlinné genomy koduji celou rodinu TPX2 proteint. Du et al. (2016) na zakladé
ptitomnosti TPX2/Xklp2 motivu identifikoval 12 ¢lenti této proteinové rodiny. Dikladng)si
bioinformaticka analyza vSak prokazala ptitomnost 20 TPX2-like proteini (Tomastikova,
nepublikovana data). U Arabidopsis thaliana pét z nich (AtTPX2, AtTPXL2, AtTPXL3,
AtTPXL4, AtTPXL8) obsahuje vazebnou doménu pro Aurora kindzu. Ptitomnost nebo
nepiitomnost strukturnich domén je ovlivnéna také alternativnim sestfihem, kterému
podléhaji nékteré z proteinii (Tomastikova et al., 2015). Obrazek 4 ukazuje jednotlivé
sestfihové varianty TPXL (TPX2-like) proteini Arabidopsis s vyznacenim strukturnich
domén. Pro porovnani je vyobrazena i hlavni sestiihova varianta lidského TPX2 (HSTPX2).

Varianty proteinu bez Aurora kinaza vazebné domény by mohly byt zapojeny ve formaci
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komplexu TPX2-tubulin, ktery je nezavisly na fosforylaci Aurora kinazou. Na druhou stranu

proteinové varianty s Aurora kindza vazebnou doménou, ale bez TPX2 motivu by mohly byt

zapojeny pouze Vv aktivaci Aurora kinazy a nejsou potiebné pro lokalizaci na mikrotubulech

(Tomastikova et al., 2015). Tato data napovidaji, Ze TPX2 varianty jsou fyziologicky

dilezité pro funkci mikrotubulti vieténka pifi bunétném déleni (Tsai et Zheng, 2005)

a rovnéz maji i dalsi funkce (Tomastikova et al., 2015).
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Obrazek 4: Schématické zobrazeni sestfihovych variant TPX2-like proteind v porovnani

s HSTPX2 (pfevzato od Demidov)

Cervené je zobrazena Aurora kiniza vazebna doména, zelené mikrotubuly vazebnia doména,
zluté¢ TPX2 motiv a modie Eg5-kinezin vazebna doména. AtTPX2 a AtTPXL3 maji Ctyti sestiihové
varianty liSici se svou velikosti a obsahem jednotlivych domén. AtTPXL2, AtTPXL4 a AtTPXL8
maji dvé sestfihové varianty. Proteiny AtTPXL1, AtTPXLS, AtTPXL6 a AtTPXL7 neobsahuji Aurora
kinaza vazebnou doménu, pouze Eg5-kinezin vazebnou doménu.
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3.2 Aurora kinazy: typy a funkce

Aurora kinazy jsou rodina serin/threoninovych kinaz s vysoce konzervovanou
C- koncovou ¢asti, které se tiCastni riznych procesti v bunécném cyklu. Hraji ustfedni roli
ve vytvareni bipolarniho déliciho vieténka, segregaci chromozomu 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 zvifat (Rogers et al., 2002; Gang et al., 2017). Glover et al.
(1995) jako prvni potvrdil dilezitost Aurora kinaz u Drosophila melanogaster, kde mutantni
alely zpusobovaly vznik monopolarniho vieténka. Ortology Aurora kindz byly nasledné
objeveny v lidskych buikach (Kimura et al., 1997; Kimura et al., 1998) a v dalsich
modelovych organismech jako je Caenorhabditis elegans (Schumacher et al., 1998) nebo
Xenopus laevis (Giet et al., 1999). Pocet paralogii Aurora kinaz v genomu se li§i mezi
organismy. Kvasinky maji pouze jeden gen pro Aurora kinazu, zatimco zvifata maji stejné
jako rosliny dva az tii geny (Kawabe et al., 2005).

Vysoka rozdilnost N-koncovych ¢asti umoznuje Aurora kinazam interagovat
S riznymi proteinovymi komplexy, coz zapficiiiuje jejich riznou funkci a lokalizaci v butice
(Hochegger et al., 2013). Na zakladé toho byly Aurora kinazy rozdéleny do tfi skupin:
Aurora A, B a C (Tabulka 2). Ve vétsiné eukaryot od kvasinky az po ¢lovéka je aktivita
Aurora kindz vyzadovana na polu déliciho vieténka i na kinetochoru chromozomd.
Tyto aktivity jsou rozd€leny mezi dva ruzné paralogy: Auroru A a Auroru B.
Dvojita deaktivace obou Aurora kinaz vede knaruseni segregace chromozomd,
coz naznacuje, ze tyto dvé ¢innosti spolu pii mitéze koordinuji (Hochegger et al., 2013).
Obé¢ kinazy, Aurora A i B, interaguji s N-koncovou ¢asti histonu H3 a fosforyluji serin 10
(Ser-10) a to jak in vivo, tak in vitro. V prib&hu mitdzy je histon H3 fosforylovan nejméné
na dvou zbytcich 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 povazovana za klicovou udalost pro nastup mitdzy
v buice. Tato epigeneticka modifikace se u Zivo¢isnych bunék objevuje v rané G2 fazi
Vvramci pericentromerického chromatinu a S§ifi se dal jako mitotickd kondenzace
chromozomu (Crosio et al., 2002). Dalsi experimenty vSak naznacily, Ze fosforylace
by mohla byt pouzita k oznaceni chromozomu jako signal pro piechod burnky z metafaze
do telofaze (Prigent et Dimitrov, 2003). Tteti ¢len kinazové rodiny - Aurora C byl popsan
pouze Vv sav¢ich bunikach (Carmena et Earnshaw, 2003). Rodina Aurora kinaz u ¢loveéka
obsahuje vSechny tfi zéastupce, pficemz funkce Aurora kinazy A a B jsou velmi dobte

popsany (ptehledné zpracovano v Kufer et al., 2003; Krenn et Musacchio 2015; Alfonso
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et al., 2016), na rozdil od funkce Aurory C, ktera je diilezita hlavné v meiotickych bunkach,
spermiich a oocytech.

Lidské Aurora kinazy maji tii domény. N-terminalni doména obsahuje D-box a A-box,
které jsou zodpovédné za ubikvitin-dependentni degradaci kinazy (Nguyen et al., 2005)
a KEN-box, ktery slouzi hlavné k regulaci a castecné se podili na degradaci (Pfleger
et Kirschner, 2000). Protein-kinazova doména obsahuje aktivaéni smycku, ktera reguluje
aktivaci kinazy fosforylaci aminokyseliny threoninu (Aurora A-Thr288, Aurora B-Thr232,
Aurora C-Thr195) (Bayliss et al., 2012). C-koncova doména obsahuje dalsi D-box (Castro
et al., 2002).

Tabulka 2: Srovnani Aurora kinaz na zaklad¢ fosforylace substrati, lokalizace a funkce

(upraveno dle Bolanos-Garcia, 2005)

Protein Substrat Buné¢na lokalizace Funkce
TPX2, PP1, N Mmaturace a separace
oz , MITOt1 o v
Aurora A p53, Cdh1l, ., Y centrozomd, slozeni
. vieténko L,
Ajuba vieténka
Histon H3,  centrozom déliciho segregace chromozomd,
Aurora B INCENP, vieténka, chromozomova  cytokineze, dynamika
survivin ramena, centromery mikrotubull
Aurora C Aurora B,  délici vieténko, spermatogeneze,
INCENP chromozomova ramena cytokineze

Aurora A je centrozomalni kinaza, ktera hraje dulezitou roli béhem G2/M faze
a je regulovana autofosforylaci v zavislosti na bunécném cyklu (Bay et al., 2015).
Po aktivaci kinaza fosforyluje mnoho substrati jako jsou Cdc25B, histon H3 a Lats2,
¢imz umoziuje bufice postup fazemi mitézy (Sakai et al., 2002; Barros et al., 2005).
Autofosforylace Aurory A je regulovana proteiny TPX2, Ajuba, HER1 atd. (Bayliss et al.,
2003; Hirota et al., 2003; Kufer et al., 2003). TPX2 je dobie charakterizovany regulator této
kinazy (Kufer et al., 2003), ktera po jeho vazbé méni svou konformaci. Fosforylovana
aktivacni doména piijima kompaktnéjsi pozici, ktera umoziuje vazbu substratu a blokuje
aktiva¢ni autofosforyla¢ni doménu pied defosforylaci Protein fosfatazou 1 (PP1) (Bayliss
et al., 2003). Aktivovana kinaza je nezbytna pro tvorbu mitotického vieténka stimulovanou
Ran proteiny (Tsai et Zheng, 2005) a podporuje maturaci komponentti centrozomu jejich

fosforylaci (Bai et al., 2014). Mezi dalsi funkce patii zajisténi spravného spojeni Kinetochora
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s mikrotubuly (Monda et Cheeseman, 2015) a pomoc pfi separaci chromozomi fosforylaci
kinezinu Eg5 (Smith et al., 2011). Aurora A je taky klicovou regula¢ni slozkou drahy
proteinu p53, jejiz naruSeni vede k nadorové transformaci (Katayama et al., 2004).
Spoleénym znakem mutaci Aurory A u octomilek jsou defekty v separaci centrozomi
(Glover et al., 1995), coz vedlo k nazoru, ze je hlavni hnaci silou pro jejich oddéleni.
Nicméné u savcel md inaktivace Aurory A za nasledek pouze mirné zvyseni tvorby
monopolarnich vietének v disledku nespravného oddéleni centrozomu (Hoar et al., 2007;
De Luca et al., 2008). Nadmérna exprese Aurora A Kinazy zpusobuje rezistenci k apoptdze
Vv liniich nadorovych lidskych buné¢k (Anand et al., 2003).

Aurora B je vyznamné zapojena do segregace chromozomt a cytokineze. Jeji kindzova
aktivita je nutna pro kondenzaci a bipolarni orientaci chromozomi (Dewar et al., 2004).
Aurora B je regulovana prostfednictvim interakce se tfemi neenzymatickymi proteiny:
INCENP (inner centromere protein, vnitini protein centromery), Borealin a Survivin,
které se také podileji na jeji lokalizaci (Jeyaprakash et al., 2007). Spole¢né s témito proteiny
tvoii v bunice tzv. chromosome passenger complex (CPC). Lokalizace CPC béhem mitozy
je velmi dynamicka. Nejdiive se objevuje podél chromozomovych ramen, od profaze
do metafaze je lokalizovan na vnitini centromefe, poté se az do konce cytokineze nachazi
na délicim vieténku (Adams et al., 2001). CPC zajistuje klicové funkce pro piesny priabch
mitdzy, jako je aktivace kontrolniho bodu tvorby vieténka (SAC, spindle asembly
checkpoint) pouze pokud jsou vsechny chromozomy biorientovany a tvorba kontraktilniho
prstence pii cytokinezi (Carmena et al., 2012). Aurora B podporuje kondenzaci mitotickych
chromozomu fosforylaci histonu H3 na Ser-10 a Ser-28 (Goto et al., 2002; Johansen
et Johansen, 2006) a kontroluje kohezi sesterskych chromatid (Carmena et al., 2009).
Nadmérna exprese Aurory B zplsobuje vady v mitotické masinérii véetné ztraty pripevnéni
kinetochoru na mikrotubuly a ukoneni mitdézy bez prubéhu anafaze a cytokineze
(Murata-Hori et Wang, 2002).

Nejmén¢ prozkoumanym zastupcem z rodiny téchto kinaz je Aurora C, zejména kvili
jeji aktivite v meiotickych buikéach. Poprvé byla identifikovana v mySich spermiich
a oocytech (Tseng et al., 1998). Ve vétsin¢ somatickych tkani je jeji exprese tiplné potlacena
nebo vyrazné snizena. ZvySend exprese doprovazi casny embryonalni vyvoj a nddorovou
transformaci. Mirna exprese Aurory C Vv somatickych bunikach pii mitdze slouzi jako
katalyticka slozka CPC spolecné s Aurorou B (Sasai et al. 2016). Naopak vysoce je kinaza
exprimovana v savcich varlatech, kde je spojena se spermatogenezi (Fellmeth et al., 2015).

U lidi ma delece jednoho nukleotidu v genu Aurora kinazy C za nasledek tvorbu
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polyploidnich spermii a muzskou neplodnost (Dieterich et al., 2007). Aurora C interaguje
s proteinem INCENP na karboxylovém konci, coz vede k jeji aktivaci a autofosforylaci
(Li et al., 2004). Dale je schopna fosforylovat protein CENH3 (centromericky histon H3)
Vv mitotickych buiikach, coz je vyzadovano pro rekrutovani kinetochorovych proteinti
a segregaci chromozomu (Slattery et al., 2008). V sav¢ich bunikach se pti mitotickém déleni
nachdzi nejdiive na centromete, potom se ptfesunuje do stfedu bun€k, kde kooperuje
s Aurorou B a reguluje segregaci chromozomu a cytokinezi (Bolanos-Garcia, 2005). Delece
Aurory C v mySim genomu vede k produkci velkych polyploidnich oocyti, coz svédéi o jeji
funkci v cytokinezi pifi meioze (Yang et al., 2010). Nadmérna exprese Vv mySich

fibroblastech vyvolava abnormalni déleni a vede ke vzniku nadorti (Khan et al., 2011).

3.2.1 Aurora kinazy v Arabidopsis thaliana

U Arabidopsis thaliana byly identifikovany 3 Aurora kinazy: AtAuroral, AtAurora 2,
AtAurora 3 (Demidov et al., 2005; Kawabe et al., 2005). Rostlinné Aurora kinazy sdili 60%
identitu s zivo¢isnymi a kvasinkovymi homology (Kawabe et al., 2015), nicmén¢ evoluéni
analyza ukazala, ze jsou jasné oddé€leny od Aurora kindz zivocicha a hub. V zivocisnych
bunkach je spravna lokalizace mista bunééného déleni dana umisténim CPC. Bylo vSak
zjisténo, ze i pres absenci homologu CPC a centrozomi V rostlinach, jsou zde Aurora kinazy
zapojeny do regulace buné¢ného déleni (Petrovska et al., 2012). Vzhledem k obtizné
klasifikaci rostlinnych Aurora kindz mezi ty zivoc€isné, rostlinné zastupce délime do dvou
podskupin. Podskupina o obsahuje kinazy AtAuroral a AtAurora2, které asociuji s délicim
vieténkem a bunécnou deskou a jsou zapojeny do fizeni bunééného déleni pii vyvoji rostlin.
Podskupina [ obsahuje kinazu AtAurora3 lokalizovanou na centromerach, ktera
je pravdépodobné zapojena v separaci chromozomi (Boruc et al., 2016). VSechny AtAurora
kinazy sdili stejnou strukturu s kinazovou doménou lemovanou kratkou C-terminalni
a N-termindlni doménou o rizné délce. D-box umistény v kindzové doméné slouzi
k degradaci proteinu. Kinazova doména je vysoce konzervovana u vsech tii kinaz (Demidov
et al., 2005).

Transkripty a proteiny Aurora kinaz A. thaliana jsou nejvice zastoupeny v tkanich
obsahujicich délici se buriky jako jsou kofeny, kvétni pupeny a kvéty (Demidov et al., 2005).
Béhem interfdze jsou vSechny Aurora kindzy lokalizovany v jadfe. V pribc¢hu mitdzy
vykazuji AtAuroral a AtAurora2 (a Aurora kindzy) dynamickou relokalizaci podobné jako
Aurora B u zivo¢ichi (Obrazek 5) (Weimer et al., 2015). V pozdni profazi jsou piesunuty

z jaderné membrany smérem k polim tvoticiho se déliciho vieténka (Demidov et al., 2005;
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Kawabe et al., 2005). Jejich lokalizace je stejna jako lokalizace y-tubulinu a je proto
predpokladano, ze se podileji na stabilizaci mikrotubulii (Demidov et al., 2005; Petrovska
et al., 2012). AtAuroral a AtAurora2 asociuji se specifickymi cytoskeletalnimi strukturami
rostlin (preprofazovy svazek, fragmoplast, buné¢né deska), které jsou dilezité pro vytvoreni
nové bunécné stény mezi délicimi se sesterskymi jadry (Demidov et al., 2005). AtAuroral
zna¢i kinetochorové mikrotubuly stejné jako Aurora A u savcl, zatimco jeji cileni
na buné¢nou desku se podoba vlastnosti Aurory B v misté délici ryhy (Weimer et al., 2015).
Do konce anafaze zlstavaji a Aurora kinazy lokalizovany na polech vieténka a béhem
telofaze se koncentruji v regionu bunééné desky (Demidov et al., 2005). Na rozdil od toho
AtAurora3 (B Aurora kinaza) se v profazi lokalizuje kolem jadérka a v jaderné periferii.
Poté az do konce anafidze vykazuje nejsilnéjSi koncentraci v centromerickém regionu
(Obrazek 5) (Demidov et al., 2005). Lokalizace AtAurora3 na centromerach béhem metafaze
(Demidov et al., 2005) naznacuje, ze pravdépodobné hraje roli v separaci chromozomi
(Weimer et al., 2015). Vinterfazi je AtAurora3 ptitomna na chromocentrech

a v nukleoplazmé jader v meristému.

Interfaze Profaze Metafaze Anafaze Telofaze

_ o @
= v v
- .

<>

Obrazek 5: Dynamika rostlinnych Aurora kinaz v prubéhu mitozy

AtAuroral (Cerven€) lokalizuje podél mikrotubulii mitotického vieténka a na bunécné desce.
AtAurora3 (zelen€) lokalizuje v pericentromerickych oblastech mitotickych chromozomti od profaze
do metafaze. V anafazi je AtAurora3 rozlozena po celych sesterskych chromatidach (upraveno
dle Kawabe et al., 2005).
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Dulezitym substratem Aurora kinaz u zivocicht i rostlin je histon H3. Pomoci western
blottingu byla dokazana fosforylace Ser-10 histonu H3 vSemi tfemi Aurora kinazami
v Arabidopsis in vitro (Kawabe et al., 2005). Dale bylo zjisténo, Zze AtAuroral stejné jako
Aurora A u zivocichi, interaguje s TPX2, ktery slouzi jako aktivator kinazy (Tomastikova
etal., 2015). AtAuroral a AtTPX2 kolokalizuji na mikrotubulech od ptedprofaze az do brzké
telofaze (Petrovska et al., 2012). Protein AtTPX2 je nejen substratem, ale jevi se také jako
dulezity regulator kindzové aktivity pii cileni AtAuroral k mitotickému vieténku
a pi1 zvySovani autofosforylacni aktivity kinazy. Nicméné bylo zjisténo, ze 1 AtAurora3
je schopna fosforylovat AtTPX2 (Tomastikova et al., 2015). Genom Arabidopsis koduje
dalsi ¢tyti TPX2-like proteiny, které maji Aurora kinaza vazebnou doménu (Tomastikova
etal., 2015). Vzhledem k tomu, Ze takto Siroka rodina TPX2-like proteinti byla popsana
pouze u rostlin, 1ze spekulovat, Ze rozsifeni této rodiny v rostlinnych genomech koreluje
S pfitomnosti acentrozomalniho bipolarniho dé€liciho vieténka (Weimer et al., 2015).
ZvySenim aktivity AtAuroral miizeme dosahnout fosforylace riznych dalsich cild, jako jsou
histony nebo SAFs (Tomastikova et al., 2015). Pfedpoklada se, ze aktivni AtTPX2 muze
spolupracovat s y-tubulinovym komplexem a dal$imi substraty, napt. S mikrotubularnim
crosslinkerem MAP65-4 nebo mikrotubularnimi motory, v ¢asoprostorové regulaci tvorby
déliciho vieténka (Petrovska et al., 2012; Boruc et al., 2017). Spojeni AtTPX2 s Aurora
kinazou 1 maze TPX2 protein chranit pted jeho degradaci (Petrovska et al., 2012) stejné,
jako to bylo popsano i u spojeni TPX2 s Aurorou A u zivo¢isnych bunék (Steward et Fang,
2005D).

AtAurora kinazy jsou nedilnou soucésti regulace signalizace pro spravnou funkci
meristému, deferenciace a vstupu do endoreduplikace (Petrovska et al., 2012).
Zmeéna exprese Aurora kindz V rostlindich ma za nasledek snizeni meiotického déleni
nebo tvorbu aneuploidniho ¢i polyploidniho potomstva (Demidov et al., 2014). Overexprese
AtAurora3 indukuje abnormality Vv mitotickém vieténku (Kawabe et al., 2005).
Aurora kinazy v rostlinach jsou zatim malo prozkoumany, o cemz svéd¢i fakt, ze jako jejich
substraty byly popsany pouze histon H3 (Demidov et al., 2009), protein TPX2 (Tomastikova
et al., 2015) a protein MAP65-1 (Boruc et al., 2016).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material
4.1.1 Bakterie

Pro experimentalni ¢ast byly pouzity bakterie Escherichia coli kmeny TOP10 a DH5a.,
které byly kultivovany v LB médiu s pfidavkem antibiotik podle rezistenéniho markeru
ptitomného ve vektoru. Bakterialni kultury byly inkubovany pfi teploté¢ 37 °C na rotacni
tiepacce (180 rpm) nebo v termostatu.

Bakterie Agrobacterium tumefaciens kmeny GV3101 a LBA4404 byly kultivovany
na médiu YEB s piislusnymi antibiotiky pii teploté 28 °C na orbitalni tfepacce (225 rpm)

nebo v termostatu.

4.1.2 Rostliny
Pro experimenty byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia-0
a Nicotiana benthamiana.

4.2 Vektory

Vektory se specifickymi genovymi sekvencemi (GST, gene-specific tag) pro umléeni
kanonického AtTPX2 (Atlg03780) pomoci RNA interference byly objednany z databaze
Agrikola (www.agrikola.org) (Tabulka 3). Byly vybrany dva rizné GST s puvodem
v CATMA (Complet Arabidopsis Transcriptome Micro Array) sekvencich. Vektory byly
Gateway klonovanim vlozeny do vstupniho vektoru pPDONRZ207.

Tabulka 3: RNAI vektory

B Velikost Bakterialni Bakterialni

Nazev GST GST [pb] Vektor kmen rezistence

pDONR207::N259388 CATMA1a02640 208  pDONR207 EDI;:;')(I; gentamycin
E. coli

PDONR207:N259376 CATMA1a02630 168  pDONR207 2! gentamycin

Vektory proteinové rodiny TPX2 Arabidopsis thaliana a AtAuroral s GFP nebo RFP
pro infiltraci listd Nicotiana benthamiana pfipravili Dr. Eva Dvotfak Tomastikova
(UEB, 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 listd N. benthamiana

Bakterialni
Nazev Tag rezistence v A. Inzert AGI ¢&islo Vektor
tumefaciens
DK7TWGF2-AtTPXL1-GFP  GFp  SPECUMOMYCIN, rpo) 1 A13901015  pK7TWGF2
rifampicin
p35s: pK7TWGF2- spectinomycin,
ATPXL2. G GFP P tampicin TPXL2  At4gl1990  pK7WGF2
p35s: pK7TWGF2- spectinomycin,

ATPXL3. GED GFP ™ irampicin TPXL3  At4g22860  pK7WGF2
PK7WGF2-AtTPXLA-GFP  GFP  SPECUMOMYCIN, oy 4 At5G07170  pK7TWGF2
rifampicin
OMDCA3-AtTPXL5-GFP ~ GFp  SPECUNOMYCIN,  rpy 5 At5g15510  pMDC43
rifampicin

) ) spectinomycin,

PMDCA3-ATPXLE-GFP  GFP “Fie L TPXL6  At5g37478  pMDC43
DK7WGF-AtTPXL7-GFP  GFP  SPECUNOMYCIN, oy 7 At5q44270  pK7WGF
rifampicin
PK7WGF2-AtTPXLS-GFP  GFP  SPECUNOMYCIN, oy o At5g62240  pK7TWGF2
rifampicin
PKTWGF2-ATPX2 can.- opp - SPeCtinomycin, — ppynen At1g03780  pK7WGE2

GFP rifampicin
pB7RWG2-AtTPXL1 spectinomycin, TPXL1
gDNA- RFP RFP rifampicin gDNA At3g01015 PB7TRWG2
pB7RWG2-AtTPXL2 spectinomycin, TPXL2
gDNA- RFP b rifampicin gDNA ARLED ERers
pB7RWG2-AtTPXL3 spectinomycin, TPXL3
gDNA- RFP RFP rifampicin gDNA Atdg22860 PB7TRWG2
pB7RWG2-AtTPXL4 spectinomycin, TPXL4
gDNA- RFP RFP " itampicin GO ASGURY RIEREr
pB7RWG2-AtTPXL5 spectinomycin, TPXL5
gDNA- RFP RFP ™ fifampicin gDNA  ADILSI0  pB7RWG2
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Tabulka 4: Vektory pro infiltraci listd N. benthamiana (pokrac¢ovani)

Bakterialni
Nazev Tag rezistence v A. Inzert AGI ¢islo Vektor
tumefaciens

pB7RWG-AtTPXL6 spectinomycin, TPXL6

RFP At5g37478 pB7RWG

cDNA- RFP rifampicin cDNA

TSI e S B s o
pB?F;\[/)VI\?i:AFgEXLB RFP Spf&t;m’p”i‘ggﬁi“' Egﬁf At5g62240  pBTRWG2
PETWCRZATPXZcan.  pep Spff;;ﬂqopr}‘ggf]i”' TPCS AUgO3780  pBTWGR2

spectinomycin,

pH7WGR-AtAK1-GFP  GFP rifampicin

AtAuroral  At4g32830 pH7WGR

pB7WGF2-AtCENH3- REP spectinomycin,

REP rifampicin CENH3 At1g01370 pB7WGR?2

4.3 Ovéreni RNAI vektorua

Pritomnost GST ve vektorech byla ovéfovana PCR reakci s attL1 a attL2 oligomery.
Diky Gateway klonovani obsahuji RNAI vektory ve své struktufe attL1l a attL2 misto,
mezi kterymi se nachazi rizn€ dlouhé misto s GST (Obrazek 6). Velikost attL1 a attL2
mist je dohromady 278 pb. Oligomery attL1 (5'- TCG CGT TAA CGC TAG CAT GGA
TCTC-3")aattlL2 (5- GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC - 3") byly navrzeny
k amplifikaci tseku od attL1l a attL2 mista. Velikost produkti tak muzeme ovéfit

na agar6zovém gelu.

attLl primer
attl — GST — attl2
| [ r;=1ttL2 primer
131 pb 147 pb
278 pb + 6ST

Obrazek 6: Obecna struktura genové specifické sekvence v RNAI vektoru (pievzato
z www.agrikola.org)
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Bakterie E. coli s RNAI vektory byly pifeockovany na Cerstvé misky s tuhym LB
médiem obsahujicim gentamycin (50 pg/ml) a kultivovany pies noc pii teploté 37 °C
Vv inkubatoru. Druhy den bylo pieockovano 5 kolonii z kazdé misky do tekutého LB média
S gentamycinem. Zkumavky byly nasledné¢ inkubovany pies noc na rotacni tiepacce

(180 rpm) pii 37 °C.

4.3.1 PCR reakce a agarézova elektroforéza

Pro ovéfeni ptitomnosti vektort byla vyuzita PCR reakce. Jako templat bylo odebrano
100 pl nocni bakteridlni kultury, ktera byla stoCena na centrifuze po dobu 60s
pii 13000 rpm. Pelet byl resuspendovan ve 100 ul destilované vody a 5 pl bylo pouzito
do PCR reakce. Reakce probihala s oligonukleotidy attLL1 (5'- TCG CGT TAA CGC TAG
CAT GGA TCT C - 3") aattL2 (5'- GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC - 3").
Na PCR byla ptipravena reakéni smés s Perfect Taq Plus DNA Polymerazou (5 PRIME),
Perfect Load Dye (5 PRIME), deoxynukleotidy, primery a destilovanou vodou podle
Tubulky 5. Reakce probihala v termocykléru za ptesné stanovenych teplotnich podminek
(Tabulka 6).

Vzniklé PCR produkty byly separovany na 1% agarézovém gelu v 1x TAE pufru
s ethidium bromidem (0,5 pg/ml) po dobu asi 25 min pii napéti 100 V. Jako velikostni
marker byl pouzit GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific). Fotky gelu byly

poftizeny pomoci UV transluminatoru.

Tabulka 5: Piiprava PCR reakéni smési pro 1 vzorek

Reagencie Konc,entrace Konec¢na 1 reakce
pracovniho roztoku koncentrace [ul]
I;irfffeecrt Taq Plus PCR 10x 1x 25
Perfect Load Dye 10x 1x 2,5
dNTPs 10 nmol/l 0,2 nmol/I 0,5
Primer F 20 pmol/ul 0,8 pmol/pul 1
Primer R 20 pmol/ul 0,8 pmol/pul 1
gi:;i;tez: Plus DNA 5 U/l 0,025 Uyl 0,125
dH20 - - 12,37
Templat - - 5
Objem reakce 25 ul
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Tabulka 6: Podminky PCR reakce

Krok T?Eé?ta Cas  Poéet cykli
Pocatecni denaturace 94 3 min -
Denaturace 94 30s

Hybridizace 54 30s 35
Elongace 72 30s

Kone¢na elongace 72 10 min -

4.3.2 1zolace plazmidu z pozitivnich kloni a sekvenovani

Na elektroforetogramu byla zkontrolovana velikost amplifikovaného useku podle
velikosti vektoru a piislusného GST. Z pozitivnich klonti byl vyizolovan plazmid pomoci
Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) podle pokynti vyrobce. Plazmidy byly sekvenovany
s oligonukleotidy attL1, attL2 a ziskané sekvence byly zkontrolovany v programu
DNA Baser.

4.4 Gateway klonovani

Gateway klonovani je technologie vynalezend firmou Invitrogen, kterd umoziuje
prenaset DNA fragmenty mezi plazmidy za pouziti sady rekombinaénich sekvenci att a dvou
enzymovych smési: LR klondzy a BP klonazy. Diky specifickym rekombina¢nim mistim
je umoznén pienos DNA fragmentd do riznych vektorti pii zachovani ¢teciho ramce.

Gateway klonovani zahrnuje dv¢ reakce:

BP reakce: DNA fragment obklopeny attB misty + donorovy vektor s attP misty
pomoci BP klonazy vytvoii vstupni klon s attL misty lemujicimi DNA fragment a attR

vedlejsi produkt.

LR reakce: vstupni klon obsahujici attL mista + destinaéni vektor s attR misty
za pomoci LR klonazy vytvori expresni klon obsahujici attB mista lemujici DNA fragment
a attP vedlejsi produkt.

4.4.1 LR reakce

Inzerty byly z ptvodniho donorového vektoru pDONR207 pomoci LR klonazy
preklonovany do bindrniho vektoru vhodného k transformaci rostlin. Jako destinacni vektory
byly zvoleny pH7GWIWG2.0 s rezistenci k hygromycinu a pK7GWIWG2.0 s rezistenci
ke kanamycinu. Na jednu reakci bylo ve zkumavce smichano 75 ng donorového vektoru,

75 ng destina¢niho vektoru, 1 pul LR klonazy a TE pufr (pH 8) do 10 pl (dle pokynii vyrobce).
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Reakce probihala 1 hodinu pti pokojové teplot¢ a byla zastavena pfidanim 1 pl Proteinazy K.
Zkumavky byly inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 10 min.

4.4.2 Transformace bakterii Escherichia coli

Bakterie E. coli TOP10 byly transformovany metodou teplotniho Soku s konstrukty
pH7GWIWG2.0::N259388, pK7GWIWG2.0::N259388, pH7GWIWG2.0::N259376,
pPK7GWIWG2.0::N259376. Ke 100 ul kompetentnich bunék bylo pfidano 10 pl smési
po LR reakci a byly inkubovany 30 min na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok: 45 s pfi
teploté¢ 42 °C, 2 min na ledu. K transformovanym bunikdm bylo pfidano 800 pl LB média
a byly inkubovany 1 h pfi teploté¢ 37 °C. Po inkubaci byly bakterialni kultury stoceny po
dobu 1 min pii 6000 rpm. Supernatant byl slit, pelet resuspendovan ve 100 ul ¢erstvého LB
média a vyset na misky s tuhym LB médiem a spektinomycinem (100 pg/ml). Misky byly
inkubovany ptes noc pii 37 °C. Druhy den byly narostlé kolonie pifeockovany sterilnim
paratkem do 5 ml tekutého LB média se spektinomycinem a kultivovany pies noc na rota¢ni

ttepacce pfi teplote 37 °C.

4.4.3 Ovéreni bakterii Escherichia coli po transformaci

Inzert v bakterialnich kulturdch byl amplifikovan PCR reakei 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 zkontrolovana na 1% agar6zovém gelu
v TAE pufru (viz kapitola 4.3.1). Plazmidy se spravnou velikosti inzertu byly z bakterii
izolovany pomoci Plazmid Miniprep Kit (Qiagen) a pro piislusné bakterialni klony byly
vyrobeny konzervy.

4.5 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Ke zmrzlym kompetentnim bunikam A. tumefaciens GV3101 byl pfidan 1 ug plazmidu.
Smés byla inkubovéana 5 min pfi teploté 37 °C ve vodni lazni. Nasledné byl ptidan 1 ml YEB
média a bakterialni kultura byla kultivovana 4 h pti 28 °C na tiepacce (600 rpm). Zkumavky
byly centrifugovany po dobu 30 s pfi 13000 rpm, supernatant byl slit a pelet resuspendovan
ve 100 pl nového YEB média. Bakterialni kultura byla rozetfena na misky s tuhym YEB
médiem a pfislusnymi antibiotiky: rifampicin (25 pg/ml), gentamycin (50 pg/ml),
spektinomycin (100 pg/ml). Misky byly inkubovany 3 dny pfi teploté¢ 28 °C. Narostlé
kolonie byly pteockovany do 5 ml tekutého média a inkubovany pies noc pii 28 °C.

Bakterialni kultury byly ovéfeny pomoci PCR reakce sattBl a attB2 oligomery
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(viz kapitola 4.3.1) a z pozitivnich kloni byly vytvofeny konzervy. Bakterie A. tumefaciens
s prislusnymi vektory byly pouzity k transformaci rostlin A. thaliana (Tabulka 7).

Tabulka 7: Konstrukty pro transformaci rostlin A. thaliana

Nazev Inzert Vektor Rezistence Rezistence

konstruktu v bakteriich v roslinach
KP1 CATMA1a02640 pH7GWIWG2.0 hygromycin

rifampicin, .

KP2 CATMA1L1a02630 pK7GWIWG2.0 gentamycin, kanamycin

KP4  CATMAILa02630 pH7GWIWG20 SPektnomycin - mycin

KP5 CATMAla02640 pK7GWIWG2.0 kanamycin

4.6 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Rostliny A. thaliana byly transformovany bakteriemi A. tumefaciens nesoucimi
prislu$né konstrukty (Tabulka 7). Transforma¢ni protokol byl upraven podle Clough et Bent
(1998). Bakterialni kultura A. tumefaciens GVV3101 o objemu 50 pl byla inokulovana do 5 ml
tekutého YEB média s pfislusnymi antibiotiky (rifampicin, spektinomycin, gentamycin)
a byla inkubovéana pfes noc na rota¢ni tfepacce (225 rpm) pfi teploté 28 °C. Druhy den byly
4 ml no¢ni kultury pfeockovany do 100 ml YEB média s antibiotiky a kultura byla
inkubovana ptes noc pii teploté¢ 28 °C na rotatni tfepacce. Bakterialni suspenze byla
centrifugovana pii teploté 4 °C a otackach 4500 rpm po dobu 20 min. Supernatant byl slit
a pelet resuspendovan v roztoku 5% sacharézy. Supernatant byl fedén tak dlouho,
dokud jeho OD méfené na spektrofotometru nedosahlo hodnoty mezi 0,6-0,8. K roztoku byl
ptidan acetosyringon v DMSO na findlni koncentraci 200 uM a Silvet L-77 do kone¢né
koncentrace 0,05 %. Do ptipraveného roztoku byly postupné na nékolik sekund namaceny

kvétenstvi rostlin A. thaliana generace Fo.

4.7 Ovéreni pritomnosti konstruktu v F1 generaci rostlin

Transformované rostliny A. thaliana rostly ve skleniku pfi standardnich podminkach
zhruba tfi mésice. Semena produkovanid jednotlivymi rostlinami byla sesbirana
a uchovavana v chladnic¢ce. Ptitomnost konstruktu byla ovéfena vysetim sterilnich semen
na 2 MS médium s pfidavkem piislusnych antibiotik: hygromycin (15 pg/ml), kanamycin
(50 pg/ml). Vyklicena semena byla po n€kolika dnech piesunuta do zeminy a zhruba

po dvou tydnech byly jednotlivé rostliny rozsazeny do samostatnych kvétinaca.
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4.7.1 1zolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity 3-4 tydenni rostliny. Do 2ml zkumavky se dvémi
kovovymi kulickami byly pfidany dva listy rostliny. Zkumavka byla ihned zmraZena
v tekutém dusiku. Struktura rostlinného materidlu byla narusena homogenizatorem
TissueLyser Il po dobu 2x30 s pii 30 Hz. Po zhomogenizovani bylo do zkumavek pfidano
1200 ml Extrakéniho pufru a byly inkubovany 15 min pii teploté 65 °C. Nasledné bylo
pridano 600 pl smési chloroform/isoamylalkohol, zkumavky byly pfemistény na 5 min
na tfepacku a dale centrifugovany po dobu 5 min na 13000 rpm. Do nové zkumavky
byl odebran 1 ml supernatantu a ke kazdému vzorku bylo ptidano 700 pl izopropanolu.
Po protiepani byly zkumavky inkubovany 2 min pfi pokojové teploté. Dalsi centrifugace
probihala 5 min p#i 13000 rpm, supernatant byl vylit a pelet byl omyt 300 ul 70% etanolu.
Po 5 minutach byly vzorky dodate¢né centrifugovany 2 min pti 13000 rpm. Pelet byl vysusen

ve speedvacu a rozpustén v 50 ul destilované vody. DNA byla uchovavana v -80 °C.

4.7.2 NavrZeni oligomeri, PCR reakce a elektroforéza

Izolovana DNA byla pouzita do PCR reakce se tfemi riznymi dvojicemi oligomerd.
Prvni dvojice oligomera (TPXL5Leftl, TPXL5Rightl) byla pouzita pro kontrolu kvality
vyizolované DNA. Druha dvojice (35sPrLeft2, 35sPrRight2) byla navrzena tak,
aby rozpoznala a amplifikovala 35S promotor, tedy zacatek inzertu ve vektoru. Posledni
dvojice (HygrLeft2, HygrRight2) byla navrzena, aby rozpoznala a amplifikovala konec
inzertu, na kterém se nachazi gen rezistence k hygromycinu. Bylo ptedpokladano, ze pokud
bude vzorek pozitivni pro vSechny tii dvojice oligomert, obsahuje rostlina RNAI vektor

s inzertem (Obrazek 7). Sekvence pouzitych oligomert se nachazi v Tabulce 8.
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Obrazek 7: Mapa vektoru pH7GWIWG2.0 (pK7GWIWG2.0)

Vektor pH7GWIWG2.0 s vyznaenymi misty zacatku inzertu V misté promotoru 35S - p35S
(oligomery navrzené pro amplifikaci useku: 35sPrLeft2, 35sPrRight2) a konce inzertu v misté genu
rezistence k hygromycinu - Hyg (oligomery navrzené pro amplifikaci tseku: HygrLeft2,
HygrRight2). Vektor pK7GWIWG2.0 ma stejnou strukturu, ale obsahuje gen rezistence
ke kanamycinu.

Tabulka 8: Sekvence pouzitych oligomeri

Nazev Sekvence

TPXL5Leftl 5/ - TGA AGG ATC GGA GCA AGT TTC A - 3’
TPXL5Rightl 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 GTIC AAC CRA G - 3’
HygrRight2 5’ - CGC AAG GAA TCG GTC AAT ACA C - 3’

Na PCR reakci byla ptipravena reakéni smés obsahujici Tag DNA Polymerase
(Qiagen), 10x PCR Buffer (Qiagen), deoxynukleotidy, primery F, R a destilovanou vodu
(Tabulka 9). Jako templat bylo pouzito 5 ul vyizolované gDNA. Reakce probihala podle
teplotnich podminek uvedenych v Tabulce 10.
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PCR produkty byly ovéfovany na 1% agar6zovém gelu s ethidium bromidem
(0,5 png/ml) v TAE pufru. PCR produkt byl smichan s 0,1% bromfenolovou modfi ve 30%
vodném roztoku glycerinu a nanesen do jamky v gelu. Pro uréeni velikosti produktt byl
pouzit GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Tabulka 9: Priprava reakéni smési PCR pro 1 vzorek

. Koncentrace Konec¢na 1 reakce
Reagencie ,
pracovniho roztoku koncentrace [ul]

10x PCR Buffer 10x 1x 2,5
dNTPs 10 nmol/I 0,8 nmol/I 2
Primer F 20 pmol/ul 0,8 pmol/ul 1
Primer R 20 pmol/ul 0,8 pmol/pul 1
Tag DNA

d 5 U/l 0,06 U/l 03
polymerase
dH,0 - - 13,2
gDNA - - 5
Objem reakce 25 pl

Tabulka 10: Podminky PCR reakce

Krok Teplota Cas Pocet cykli
[°C]

Pocateéni denaturace 95 4 min -

Denaturace 95 30s

Hybridizace 57 30s 35

Elongace 72 40s

Konec¢na elongace 72 20 min -

4.8 Sledovani exprese TPX2 v transformovanych rostlinach

4.8.1 1zolace RNA

Veskery material pouzity kizolaci RNA byl RNase-free z divodu zamezeni
jeji degradace. Do 2ml zkumavky byly ke dvéma kovovym kulickam piidany tfi listy rostlin
starych 6-12 tydnt. Zkumavky byly nasledné zmrazeny v tekutém dusiku. K homogenizaci
rostlinného materialu byl pouzit TissueLyser II po dobu 2x30 s na 30 Hz. Do zkumavek byl
ptidan 1 ml trizolu a vzorky byly vortexovany po dobu 5 min. Dale bylo ptidano 200 pl
chloroformu a vzorky byly centrifugovany po dobu 15 min pii 12000 rpm a teploté 4 °C.
K700 ul odebraného supernatantu bylo pfidano 500 pl isopropanolu a promichano

otoCenim. Vzorky byly inkubovany 15 min na led¢, poté centrifugovany 15 min
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pti 12000 rpm a teploté 4 °C. Pelet byl omyt 1 ml 70% etanolu. Vzorky byly centrifugovany
5 min pii 12000 rpm. Etanol byl odpipetovan a pelet byl vysuSen ve speedvacu a rozpustén
v 30 pul destilované vody.

Po izolaci RNA bylo provedeno oSetieni DNazou s Turbo DNA-free Kit (Thermo
Fisher Scientific). Do zkumavky obsahujici 26 ul RNA z piedchoziho kroku bylo pfidano
2,6 ul 10x Turbo DNase Buffer a 1 pl Turbo DNAse. Po promichani byla zkumavka
inkubovana pii 37 °C. Po 40 minutach bylo pfidano 5 ul DNase Inactivation Reagent.
Za obc¢asného michani byl vzorek inkubovan 5 min pii pokojové teploté. V poslednim kroku
byl centrifugovan po dobu 2 min pii 10000x g a RNA byla ptfepipetovana do ¢isté zkumavky.
Cistota a koncentrace RNA byly kontrolovany pomoci NanoDropu a 1,5% agardézovou

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

4.8.2 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA byl pouzit Revert Aid H minus First Strand cDNA synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific) dle pokyni vyrobce. Do sterilni zkumavky na ledé bylo ptidano:
1-3 ng RNA templatu, 1 ul primer-oligo(dT)is, destilovana voda do objemu 12 pul.
Zkumavky byly promichany, kratce zcentrifugovany a inkubovany po dobu 5 min v 65 °C.
Poté byly opét pfemistény kratce na led a zcentfigugovany. Do kazdé bylo ptidano: 4 pl
reakéniho pufru, 1 pl Ribolock RNase Inhibitor, 2 pl 10 mM dNTP mix, 1 pl Reverse Aid
H minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Tabulka 11). Vzorky byly zcentrifugovany
a inkubovany po dobu 60 min pfi teploté 42 °C. Reakce byla zakon¢ena inkubaci pii teploté
70 °C po dobu 5 min.

Tabulka 11: Syntéza cDNA

. Koncentrace Konecna

Reagencie i 1 reakce
pracovniho roztoku koncentrace

RNA templat - 1-3ng 1-3ng
oligo(dT)us primer 0,5 pg/ul 0,04 ug/ul 1l
dH20 - - do 10 pl
Objem reakce 12 ul
5x Reakéni pufr 5x Ix 4 ul
dNTP mix 10 mM 1mM 2 ul
Reverse Aid H minus M-
MuLV Reverse Transcriptase ALUCHT oL L
Objem reakce 20 pl
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4.8.3 RT PCR reakce

Kovéteni exprese TPX2 genu Vtransformovanych rostlinaich Arabidopsis
a,,wild typu“ byla vyuzita metoda RT PCR, pro kterou byly navrzeny oligomery
TPX2can_Leftl (5" - AGA AGT ACA CCA CAT CTG CCA G - 3°) a TPX2can_Rightl
(5’- AGG GCT CTT TGG TTC AGT AAG G - 3’). Reakéni smés byla namichana stejné
jako predchozi (Kapitola 4.7.2) s tim rozdilem, Ze templatu (CDNA) byly pouzity 3 ul
a destilované vody 15,2 ul. Teplotni pribéh reakce je uveden v Tabulce 10. PCR produkty

byly separovany na 1,5% agarézovém gelu s ethidium bromidem v TAE pufru.

4.9 Stanoveni fertility mutanti

4.9.1 Alexandriv test

Tento test vyuziva Alexandrovo barvivo k obarveni pylu v prasnicich zkoumanych
rostlin. Prasniky jsou poté pozorovany pod mikroskopem, pyl je spocitan a je provedena
statistika. Pyl, ktery je sterilni se zbarvi do zelena, nesterilni pyl se obarvi fialové.

Kvétni pupeny byly fixovany v 1,5 ml Fixa¢niho roztoku 3:1 (96% etanol: kyselina
octova) pies noc. Druhy den byl Fixa¢ni roztok vyménén za €isty a poté jesté jednou po dvou
hodinach. Pod binokularni lupou byly na mikroskopické sklicko vypreparovany praSniky,
které byly nabarveny 15 pl Alexandrova barviva a ptikryty krycim sklickem. Preparaty byly

uchovavany ve 4 °C. Snimky byly pofizeny na konfokalnim mikroskopu.

4.9.2 Odbarveni Sesuli

Test slouzi k ur€eni po¢tu vyvinutych semen v Sesulich zkoumanych rostlin. Pouziva
se cistici roztok chloral hydratu, ktery odstrani chlorofyl, SeSuli zpriihledni a usnadni
pocitani semen.

Sesule byly 4-5 dni ponofeny v 1 ml Cisticiho roztoku pii pokojové teploté. Poté byly
pod binokularni lupou spocitany semena a mezery v jednotlivych sesulich a byla provedena

statistika.
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4,10 Priprava bakterialni suspenze pro infiltraci lista Nicotiana
benthamiana

4.10.1 Transformace bakterii elektroporaci

E. coli DHS5a a A. tumefaciens LBA4404 byly transformovany elektroporaci.
Ke kompetetnim bunikam byl pfidan 1 pl plazmidu. Smés byla pipetovana do 0,2cm kyvety
a inkubovana na ledé. Po 10 min byl proveden pulz pomoci Gene Pulser a byl piidan 1 ml
SOC média. Bakterie byly inkubovany pii teplot¢ 37 nebo 28 °C na termomixeru.
Transformované bakterie byly bakteriologickou hokejkou rozetteny v objemu 50 ul

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

4.10.2 Izolace plazmidové DNA

Z menSich objemi noc¢nich kultur bakterii byla plazmidova DNA izolovana podle
pokynt vyrobce Plazmid Miniprep Kit (Qiagen). K izolaci plazmidu z vétsiho objemu byl
pouzit NucleoBond Xtra Midiprep Kit (Machery-Nagel). Koncentrace a kvalita vyizolované

DNA byla kontrolovana spekrofotometricky.

4.10.3 Priprava bakterialni suspenze pro infiltraci

K infiltraci byly pouzity A. tumefaciens kmen LBA4404. Bakterialni suspenze byla
inkubovana v YEB médiu s antibiotiky: spektinomycin (100 mg/l) nebo kanamycin
(50 mg/l) a rifampicin (100 mg/l) po dobu 24 hodin pfi teploté 28 °C na tiepaéce (180 rpm).
Narostla bakterialni suspenze Vvobjemu 2 ml byla centrifugovana 2 min pfi
13000x g a supernatant byl vylit. Pro lepsi infiltraci byl pfidan 1 ml bakterialniho kmene
HCpro. Kpeletu bylo pfidaino 1700 ul Infiltraéniho média, byl zvortexovan a znovu
centrifugovan. Tento proces byl 3x opakovan. Po posledni centrifugaci byl pfidan 1 ml

Infiltraniho média a vzorky byly inkubovany 30 min na ledé¢.

4.10.4 Infiltrace lista Nicotiana benthamiana

Infiltrace listd N. benthamiana byla provedena podle Sparkes et al. (2006). Kultura
A. tumefaciens byla injektovana do intracelularniho prostoru ze spodni strany listd rostlin
starych 2-4 tydny s pouzitim 1ml injek¢ni stiikacky. Po 3-5 dnech byly z listd pripraveny
preparaty.
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4.10.5 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Fluorescen¢ni signdl byl analyzovan na konfokalnim laserovém skenovacim
mikroskopu s pomoci Dr. Twana Ruttena (IPK, Gatersleben). GFP a RFP bylo excitovano
ptfi vlnové délce 488 nm a 561 nm a signal byl detekovan pii 505-530 nm a 575 nm.
Fotospektrometrickd analyza byla provedena s pomoci META detektoru k urceni specifity

fluorescen¢niho signalu.

4.11 Seznam pouzitych roztokii a jejich sloZzeni

Alexandrovo barvivo (100 ml)

96% etanol 10 ml
Malachitova zelen (1 ml 1% roztoku v 96% etanolu) 10 mg
Ao 50 ml
GlYCeIOl 25 ml
FeNOl 50

Chloralhydrat 50

Kysely fuchsing 50 mg

Orange G (0,5 ml 1% roztokuvevodé)
Ptidat ledovou kyselinu octovou do findlni koncentrace 4%, uchovavat v temnu.

Extrakéni pufr (100 ml)

ioomMTRIS 1,21¢g
0, 7M NaCl 4,099
0,05M EDTA 1,869
RNaza (100 mg/ml) 50 ul

Fosfatovy pufr (100 ml)
1M NazHPO4 57,7 ml

1M NaH2PO4 42,3 ml

pH 7 upravit pomoci NazHPO4 nebo NaH2POa.

Cistici roztok chloral hydratu (100 ml)

Chloral hydrat 250 g
30% glycerol 100 ml
Infiltra¢ni médium (1 [)

MOC D 4,06 ¢
MES 3990
Doplnit HoO do1l

pH 5,6 upravit pomoci KOH
Sterilizovat autoklavovanim.
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Kwvasniény extrakt (50 ml)

10 mi

Glycerol
Rozpustit a doplnit dH20 do 50 ml.

LB médium (1 1)

NaCl
na tuhé médium pridat agar
pH 7,0 upravit pomoci KOH

Sterilizovat autoklavovanim.

4 MS médium (1 1)
Sachar6za

pH 5,8 upravit pomoci 3M KOH
Sterilizovat autoklavovanim.

SOC médium
Kvasni¢ny extrakt

1M NacCl
1M KClI

2M glukoza
Doplnit dH20 do
Sterilizovat autoklavovanim.

TAE pufr50x (1 )

Ledova kyselina octova
0,5M EDTA
Doplnit dH20 do

pH 8 upravit pomoci kyseliny octové.
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109
54

159
159

109
1g

2,29
169

0549
1ml
0,25 ml
1ml
1ml
100 ml

242 ¢
57,1 mil
100 ml
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TE pufr (100 ml)

RS 1,219
NaoeDTA 0,379
a4 do 100 ml
pH 8,0

Sterilizovat autoklavovanim.

YEB médium (1 1)

MgSOa X 7 HoO 0549
Beef extrakt 5¢
Pepton ______________________________________________________________________________________ 5 g
Sachar6za 5¢
Kvasni¢ny extrakt 1g
na tuhé médium ptidatagar 159

pH 7,2 upravit pomoci 3M KOH
Sterilizovat autoklavovanim.

4.12 Seznam pouzitych pristroji

e Analytické vahy (Sartorius)

e Centrifuga Biofuge 13 (Heraeus)

e Centrifuga Jouan BR4I (Trigon-plus)

e Digitalni vaha Scout SC 4010 (Ohaus)

e FElektroforetickd komora Easycast BIA (Thermo Scientific)
e Gene Pulser (Bio-Rad)

e Laminarni box Biohazard Thermo Scientific MSC12 (Trigon-plus)
e Magneticka michacka AREX Digital (P-Lab a.s.)

e Minicentrifuga 5415D (Eppendorf)

e Orbitalni tfepacka IKA-VIBRA_VXR (Janke & Kunkel)

e Orbitalni ttepacka VKS-75 control (Biihler)

e pH metr InoLAB (WTW)

e TissueLyser Il (Qiagen)

e Termocyklér T-gradient (Biometra)

e Termocyklér T100 (BIO-RAD)

e Thermomixer 5436 (Eppendorf)

e Termostat 200 (Memmert)

e Thermo Shaker (VWR)
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Transluminator EA-40 UV (Ultra.Lum)

ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop (PerkinElmer)

Speedvac DNA120-115 (Thermo Fisher Scientific)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (Zeiss LSM510 META, Carl Zeiss, Jena,
Germany)

Spektrofotometr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences)

Vodni lazen TWS8 (Julabo)

Vortex mixer (VWR)

Zdroj elektrického proudu Power Pack P25 (Biometra)
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5 Vysledky

5.1 Umlceni kanonického TPX2 pomoci RNA interference v Arabidopsis
thaliana a efekt na aktivitu Aurora kinazy 1

5.1.1 Ovéreni RNAI vektort

K umléeni genu pro TPX2 (At1g03780) v Arabidopsis thaliana byly objednany RNAI
vektory v E. coli bakteriich. Byly vybrany dva druhy GST s rtiznou velikosti: N259388
(CATMA1a02640) s 208 pb a N259376 (CATMA1a02630) se 168 pb. Pfitomnost GST
ve vstupnich vektorech pDONR207 byla ovéfena pomoci PCR reakce s attL1/attL2
oligomery. Jako templat byly pouzity kolonie transformovanych E. coli bakterii,
do negativni kontroly byla pouzita destilovana voda a jako pozitivni kontrola byl pouzit
vektor pDONR207::ET6. PCR produkty byly separovany v 1% agarézovém gelu v TAE
pufru (Obrazek 8). Velikost produkti pDONR207::N259376 byla 446 pb (168 + 278 pb
dle pozice primert v donorovém vektoru), velikost produkti pDONR207::N259388 byla
486 pb (208 + 278) a velikost pozitivni kontroly byla 710 pb. Pro kazdy vektor byly vybrany
prvni dva pozitivni klony, ze kterych byl izolovan plazmid. Pro konstrukt
PDONR207::N259376 byly vybrany klony &islo 1 a 2, pro konstrukt pPDONR207::N259388
byly vybrany klony ¢islo 6 a 7. Izolované plazmidy byly sekvenovany s oligonukleotidy
attL1 a attL2. Po zkontrolovani sekvence byly vybrany plazmidy ¢. 2 a 7, které byly

pteklonovany pomoci Gateway klonovani do binarniho vektoru vhodného k transformaci

rostlin.
M 1 2 3 4 5 6 7l 8 9 P N
700 pb —» ki
- e e e e T S = -
300ph —»
25pb —» T T

Obrazek 8: Ovéieni RNAI vektort

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-5 - pPDONR207::N259376; 6-9 - pPDONR207::N259388;
P - pozitivni kontrola ()DONR207::ET6); N - negativni kontrola (voda). Cervené $ipky oznacuji
klony, které byly po ovéfeni sekvence pouzity k dalsi praci.
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5.1.2 Gateway klonovani

5.1.2.1 LR reakce a ovéreni bakterii Escherichia coli po transformaci

Ovéfené  GST  inzerty v donorovych  vektorech (pDONR207::N259376
a pPDONR207::N259388) byly picklonovany do destina¢nich vektort pH7GWIWG2.0
a pK7GWIWG2.0 pomoci LR reakce. Byly vytvofeny ctyfi konstrukty, kterymi byly
transformovany bakterie E. coli (pH7GWIWG2.0::N259388, pK7TGWIWG2.0::N259388,
pH7GWIWG2.0::N259376, pK7GWIWG2.0::N259376). Narostlé kolonie byly ovéteny
PCR reakci soligomery attBl/attB2. Velikost PCR produkti byla zkontrolovana
na elektroforetogramu (Obrazek 9, 10, 11). Pozitivni PCR produkty s N259388 GST mély
velikost 258 pb: 25 + 25 (attB1 + attB2 misto) + 208 a pozitivni PCR produkty s N259376
GST mély velikost 218 pb (25 + 25 + 168). Pro konstrukt pK7GWIWG2.0::N259388 byla
vybrana kolonie ¢. 4, pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259388 byla vybrana kolonie ¢. 6
(Obrazek 9), pro konstrukt pK7GWIWG2.0::N259376 byla vybrana kolonie ¢&. 10
(Obrazek 10), pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259376 byla vybrana kolonie ¢. 1
(Obrazek 11). Z pozitivnich kolonii byly izolovany plazmidy, které byly pouzity

k transformaci bakterii A. tumefaciens.

M1 2 3 4 56 7 8 910 PN

700pb . . -
300ph  —> - - - -
25pb —> - » -5

Obrazek 9: Ovéfeni bakterii 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 - pozitivni kontrola (-DONR207::ET6); N - negativni kontrola
(voda). Cervené Sipky oznaéuji klony, které byly pouzity k dalsi praci.
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M1 23 4 5 6 7 8 910 P N

700pb

—
300ph  —» - —
25ph —» 0 4

Obrazek 10: Ovéreni bakterii E. coli s konstruktem pK7GWIWG2.0::N259376

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-10 - pK7GWIWG2.0::N259376; P - pozitivni kontrola
(PDONR207::ET6); N - negativni kontrola (voda). Cervena Sipka oznacuje klon, ktery byl pouzit
k dalsi praci.

M 1 2 3 4 5 P N
700ph  — b —
300ph —> —
25ph —» . 4

Obrazek 11: Ovéieni bakterii E. coli s konstruktem pH7GWIWG2.0::N259376

M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-5 - pH7GWIWG2.0::N259376; P - pozitivni kontrola
(PDONR207::ET6); N - negativni kontrola (voda). Cervena Sipka oznacuje klon, ktery byl pouzit
k dalsi praci.

5.1.3 Transformace a ovéreni bakterii Agrobacterium tumefaciens

Izolovanymi plazmidy byly transformovany bakterie A. tumefaciens. Narostlé kolonie
byly ovéteny PCR reakci s attBl/attB2 oligomery. Vzniklé produkty byly separovany
pomoci elektroforézy. Do bakterii se podafilo transformovat pouze konstrukty
pPH7GWIWG2.0::N259388 a pH7GWIWG2.0::N259376. Pro zbylé dva konstrukty bylo
ovéteno 48 kolonii ze tii nezavislych transformaci, vysledek byl ale vzdy negativni, proto
se s témito konstrukty dale nepracovalo. Pozitivni PCR produkty mély velikost 258 a 218 pb.
Pro konstrukt pH7GWIWG2.0::N259388 byla vybrana kolonie ¢. 2, pro konstrukt
pH7GWIWG2.0::N259376 byla vybrana kolonie ¢. 4 (Obrazek 12). Vybrané kolonie byly

pouzity k transformaci rostlin.
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700pb —»
— -
300ph —» P a» Gb e
25pb —» W 4 h
Obrazek 12: Ovéieni bakterii A. tumefaciens
M - GeneRuler Low Range DNA Ladder; 1-3 - pH7GWIWG2.0::N259388;

4-6 - pH7TGWIWG2.0::N259376; P - pozitivni kontrola (pDONR207::ET6); N - negativni kontrola
(voda). Cervené Sipky oznacuji klony, které byly pouzity k dali praci.

5.1.4 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Rostliny A. thaliana byly transformovany bakteriemi nesoucimi konstrukty KP1
(pPH7GWIWG2.0::N259388) a KP4 (pPH7GWIWG2.0::N259376). Semena
transformovanych rostlin byla posbirana a vyseta na 2 MS médium s hygromycinem.
Z rostlin, které vyrostly a obsahovaly tedy rezisten¢ni marker byla izolovana DNA a pomoci
PCR reakce svhodnymi oligomery byla ovéfovana ptitomnost vektoru s inzertem

Vv jednotlivych rostlinach.

5.1.4.1 Ovéreni pritomnosti vektoru s inzertem v transformovanych rostlinach

Bylo ovétovano 80 rostlin s konstruktem KP1 a 28 rostlin s konstruktem KP4,
PCR produkty jednotlivych oligomerG byly pouzity do agarézové elektroforézy
(Obrazek 13). Kvalita  vyizolované @ DNA  byla  ovéfovana oligomery
TPXL5Leftl/TPXL5Rightl (odpovida genu TPXL5 Arabidopsis thaliana, At5g15510).
Vzorky, které neposkytly zadny PCR produkt byly vyfazeny nebo u nich byla izolace DNA
opakovana. Jako negativni kontrola byla pouzita destilovana voda, jako pozitivni kontrola
byl pouzit vektor pH7RWG2 fedény 1:1000 o velikosti asi 500 pb. Oligomery
35sPrLeft2/35sPrRight2 byly navrzeny k amplifikaci zacatku inzertu v konstruktu
(odpovida sekvenci 35S promotoru pro expresi vektoru v rostlinach). Vzorky, u kterych
se nevyskytl zadny PCR produkt byly vyfazeny. Oligomery HygrLeft2/HygrRight2 byly
navrzeny, aby rozpoznaly a amplifikovaly konec inzertu v konstruktu (odpovida pfitomnosti
rezisten¢niho markeru v rostlinach). Vzorky, u kterych nebyl Zadny PCR produkt byly
vyfazeny. Pozitivni vzorky mély 3 prouzky (bandy) s velikosti okolo 300 pb pro
TPXL5Leftl/TPXL5Rightl a 500 pb pro 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2
oligomery. Rostlin transformovanych KP1 konstruktem bylo negativnich 19 s ¢isly: 2, 7, 19,
23, 31, 35, 37, 39, 42, 44, 45, 48, 53, 54, 55, 68, 72, 86, 90. Rostlin transformovanych KP4
konstruktem bylo negativnich 9 s ¢isly: 1, 14, 23, 25, 27, 34, 35, 37, 39.
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KPI M 16 17 18 19 21 23 24 2526 27 30 31 37 40 41 42 48 49 62 63 64 66 71 72 78 82 87 8 N P

TPXL5Left1
TPXLS5Right1

35sPrLeft2
35sPrRight2

HygrLeft2
HygrRight2

M 46 47 53 55 58 59 60 67 68 81 6 10 13 29 20 22 28 34 38 43 44 50 51 52 54 61 65 70 N P

TPXLSLeft1
TPXLS5Rightl

35sPrLeft2
35sPrRight2

HygrLeft2
HygrRight2

M 1 2 4 7 8 14 32 33 35 36 39 457374 7983 8 3 5 75 76 80 8 9 N P

TPXLS5Left1
TPXL5Right1

35sPrLeft2
35sPrRight2

HygrLeft2
HygrRight2

KP4 M 4 8 12 21 22 232834 1 5 6 9 13 1415 1618 24 25 26 27 32 33 35 36 3738 39 N P

TPXL5Left1
TPXL5Right1

35sPrLeft2
35sPrRight2

HygrLeft2
HygrRight2

Obrazek 13: PCR reakce rostlin A. thaliana transformovanych konstrukty KP1 a KP4
s oligomery TPXL5Leftl/TPXL5Rightl, 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2
M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder; P - pozitivni kontrola (pH7RWG2); N - negativni kontrola
(voda). Cervené jsou oznadeny negativni vzorky.

5.1.5 Ovéreni exprese TPX2 v transformovanych rostlinach

Z lista rostlin, které obsahovaly inzert, byla izolovana RNA. RNA byla piepsana
do cDNA, ktera byla pouzita do RT PCR reakce. Reakce probihala s TPX2can_Leftl
a TPX2can_Rightl oligomery. Nasledné byla provedena elektroforéza na 1% agardze
v TAE pufru. Vzorky, u kterych byla intenzita signalu stejna ¢i vyssi v porovnani s expresi
TPX2 v nemutantnich rostlinach, byly vyfazeny (Obrazek 14). Pro KP1 konstrukt bylo
negativnich 16 vzorkt s ¢isly: 5, 6, 13, 20, 28, 32, 50, 51, 70, 71, 76, 79, 80, 81, 82, 83.
S konstruktem KP4 byly negativni 4 vzorky s ¢isly 8, 12, 15, 21.
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KPI M 43 52 20 61 83 50 29 79 89 70 22 34 8 14 17 40 46 58 62 71 78 88 1 4 1816 24 2126 30 wt

TPX2can_Leftl
TPX2can_Rightl

M 65 32 33 36 47 49 59 60 66 67 81 82 3 5 6 10 13 25 2728 38 41 51 63 73 74 75 76 80 87 wt

TPX2can_Leftl
TPX2can_Right1

KP4 M 28 32 4 21 8 13 12 15 24 9 5 6 16 18 26 33 36 38 22 wt

TPX2can_Leftl
TPX2can_Rightl

Obrazek 14: Ovéieni exprese TPX2 v rostlinach A. thaliana transformovanych konstrukty

KP1 a KP4 s oligomery TPX2can_Leftl/TPX2can_Rightl
M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder; P - pozitivni kontrola (pH7RWG2); N - negativni kontrola

(voda). Cervené jsou oznaGeny negativni vzorky, wt -, wild type.

V tabulce 12 jsou zobrazeny pozitivni (+) a negativni (-) vzorky PCR reakce
s oligomery TPXL5Leftl/TPXL5Rightl, 35sPrLeft2/35sPrRight2 a HygrLeft2/HygrRight2
a RT PCR reakce s TPX2can_Leftl/TPX2can_Rightloligomery. Cervené jsou oznateny
Cisla rostlin, které byly z experimentti vytazeny.

Tabulka 12: DNA a RNA analyza rostlin transformovanych konstrukty KP1 a KP4

KP1 1 23 4 567 8 1013141617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
TPXLSL1/R1 + + + + + + - + + + o+ o+ o+ o+ - o+ o+ o+ - o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
35SPr 1.2/R2 + - 4+ + 4+ 4+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ O+ O+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -
Hygr L2/R2 + 0+ 4+ 4+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ F o+ -+ F O+ o+ o+ o+ o+ o+
TPX2can L1/R1 | + s B ¢ e v e e + + + +N -+ -
32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 58 59
TPXISL1/R1 + + + - o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - -+ 4
35SPr L2/R2 I T e T S T
Hygr L2/R2 e T T S T P S
TPX2can L1/R1 | - + + + + + o+ + + o+ + - P

60 61 62 63 64 65 66 67 68 70 71 72 73 74 75 76 78 79 80 81 82 83 86 87 88 89 90

TPXL5L1/R1 + o+ o+ o+ o+ o+ A+ o+ o+ 4+ o+ o+ + o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+
355Pr L2/R2 + 4+ + F A+ -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+t
Hygr L.2/R2 + 4+ + + + + + o+ + + 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+
TPX2can L1/R1 | + + =+ + + o+ o+ - = + + + N - I + o+ o+
KP4 1 4 5 6 8 9 1213141516 18 21 22 23 24 25 26 27 28 32 33 34 35 36 37 38 39
TPXISL.1/R1 . T S T T R T R TR R
35SPr 1.2/R2 I R . . T I T T T I TR T T R T R
Hygr L2/R2 -+ + + + o+ o+ o+ + 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ -
TPX2can L.1/R1 + + + -+ -+ -+ - + + + o+ o+ + +




5.1.6 Stanoveni fertility mutanta

5.1.6.1 Alexandriiv test a odbarveni SeSuli mutanta Arabidopsis thaliana

TPX2 je aktivni v délicich se tkdnich a reprodukénich organech. Pro ovéfeni zapojeni
TPX2 do bunééného déleni v pribéhu meidzy byly pozitivnim mutantnim rostlindm
sesbirany kvétni pupeny a SeSule. Z kvétnich pupent byly izolovany prasniky, které byly
nabarveny Alexandrovym barvivem. Pro kazdého mutanta bylo izolovano 6-10 prasniki.
Preparaty byly pozorovany pod mikroskopem a pro kazdy prasnik byl spocitan pocet
pylovych zrn. Pro kazdou rostlinu byla vypocitana primérnd hodnota pylovych zrn
v prasniku a smérodatna odchylka. Pii porovnani s ,wild typem* byla uréena hranicni
hodnota (<260 pylovych zrn na rostlinu). Rostliny s men$im primérnym poctem pylovych
zrn jsou Vv tabulce 13 vyznaceny Cervené a poskytuji informaci o mozném zapojeni TP X2
proteinu do vyvoje pylu.

Dale byly posbirany 3-4 SeSule pro kazdou roslinu, které byly odbarveny chloral
hydratovym roztokem. U kazdé SeSule byl spocitdn pocet semen a pocet mezer, ve kterych
se semena nenachéazela. Byl spocitdn primérny pocet semen v SeSulich a smérodatna
odchylka. Dale byl spoc¢itan pomér poétu mezer/pocet semen V SeSulich jedné rostliny
a pocet mezer/soucet semen a mezer. Pfi porovnani s ,,wild typem* byly stanoveny hrani¢ni
hodnoty pro primérny pocet semen (<35) a pro pomér pocet mezer/pocet semen (>0,23).
V tabulce 13 jsou Cervené vyznaceny Cisla rostlin, které se 1isi od stanovenych hrani¢nich
hodnot.

Na zéklad¢ statistiky byly vybrany rostliny, které v obou pozorovanych znacich
vykazovaly vyrazné odchyleni od ,,wild typu®. Pro konstrukt KP1 to byly rostliny ¢. 8, 17,
26, 34,41, 62, 74, 81. Pro konstrukt KP4 byly vybrany rostliny ¢. 4, 8, 18, 32. Na obrazcich
15 a 16 jsou ukazany fotky nékterych mutantnich rostlin z obou experimenti v porovnani
s wt. Vysledky experimentli naznacuji zapojeni proteinu TPX2 do vyvoje pylu a semen.

Rostliny s nejsilngj$im fenotypem budou pouzity k dal§im experimentim.
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Tabulka 13: Hodnoty vypoctt pro Alexandruv test a odbarveni SeSuli mutantd

Poclet pylovych zrn prumér

Smérodatna odchylka

KP1 1 3 4 5 13 14
Podet pylovych zrn pramér | 372,5 | 3354 | 360,6 | 327,2 2733 [
Smérodatna odchylka 47,68 | 66,83 | 43,09 | 28,51 21,50 | 56,64
Podcet semen pramér 48.3 39,7 56,7 59,3 523 49,7
Smérodatna odchylka 2,08 | 13,58 | 1.53 3.06 4,16 6,66
Podet mezer/pocet semen 0,01 | 0,13 | 0,01 | 0,01 0,06 | 0,03
Pocet mezer/soucet 0,01 | 0,12 | 0,01 0,01

24 25 26 27

Podet semen primér

Smérodatna odchylka

Pocet mezer/pocet semen

Pocet mezer/soucet
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Pocet pylovych zrn prﬁmér 2813 | 3535 | 2887 - - 341,8 3772 | 2729 | 365,6 | 3425 | 3973

Smérodatna odchylka 23,96 | 52,04 | 76,72 - - 114,42 132,11 | 52.53

Pocet semen pramér 60.7 48.0 47,7 58.7 44,0 56,7 44,7 61,0

Smérodatns odchylka 10,07 | 22,61 | 8,39 1,53 5,57 5,86 11,15 | 8.72

Podet mezer/pocet semen 0,03 | 013 | 009 | 001 | 0,05 | 001 0,10 | 0,00

Pocdet mezer/soudet 0,03 0,11 0,08 | 0,01 0,04 0,01 0,09 | 0,00
71 73 74 75

Polet pylovych zrn prumér - 3113 2943

Smérodatna odchylka - 46,82 | 17,92 | 35,16

Podet semen pramér 42,0 533

Smérodatna odchylka 1136 | 850 | 5,51 3.21

Podet mezer/pocet semen 0,21 0,01

Podet mezer/soudet 0.18 0,01

KP4 4 5 6 8 26 28

Pocet pylovych zrn primér - 437,50 | 420,63 493,00 - 354,50 H

Smérodatna odchylka - 75,99 | 26,63 | 13,11 | 44,50 - 39.00 | 14,75 | 47.11 | 44,08 - 22,65 | 76,97 | 62,88 | 27,28

Pocet semen prumér 55.3 45,7 547 46,7 47,0 46,3 51,7 423 42.7 523 54,7 40,7

Smérodatna odchylka 1.2 15,4 16,6 11.0 2,3 10.5 14,4 8.1 6.7 2,1 L5 7.8 7,6 9.0

Podet mezer/pocet semen 0,02 0,20 0,02 0,01 0,16 0,12 0,03 0,11 0,05 0,10 0,00 0,12

Pocet mezer/soudet 0,02 0,16 0,02 0,01 0,13 0,10 0,03 0,10 0,04 0,09 0,00 0,11

33 36 38

Pocet pylovych zrn prumér 289,00 | 360,67 | 431,33

Smérodatna odchylka 56,18 | 59.93 | 42,09

Podet semen pramér 443 | 650 | 597

Smérodatna odchylka 8.4 4.4 10,7

Podet mezer/pocet semen 0.18 | 0,02 | 0,00

Podet mezer/soudet 0.15 0,02 0,00




wt KP1 25 KP1 28

100 um

KP1 41 KP4 74 KP4 81

Obrazek 15: Alexandrovo barveni prasnika (Méfitko = 100 um)
Mutantni rosliny mély snizeny pocet fertilnich (fialovych) pylovych zrn v prasnicich. Roslina wt
ma V pruméru 300 zrn v jednom prasniku. Stanovend hrani¢ni hodnota byla primérmné <260 pylovych

zrn ve vsech prasnicich.
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Obrazek 16: Odbarveni sesuli (Méfitko = 100 um)

Mutantni rosliny mély snizeny pocet semen v SeSulich. Roslina wt ma v jedné Sesuli praimérné
40 semen. Stanovena hrani¢ni hodnota pro mutanni rostliny byla primérné¢ <35 semen ve vSech
Sesulich a pro pomér pocet mezer/pocet semen byla hodnota >0,23.
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5.2. Regulace Aurora kinazy 1 ostatnimi ¢leny TPX2 genové rodiny

5.2.1 Infiltrace listi Nicotiana benthamiana

Pro dalsi experimenty bylo z TPX2 genové rodiny Arabidopsis vybrano 8 proteint
(TPXL1-8), které podle fylogenetické analyzy vykazovaly nejvyssi podobnost
S kanonickym TPX2. U téchto proteini byla zkoumdna jejich lokalizace v buiice
a kolokalizace s Aurora kinazou 1 a centromerickou variantou histonu H3 (CENH3).

Listy N. benthamiana byly infiltrovany bakteriemi A. tumefaciens nesoucimi fuzni
konstrukty. Pro sledovani lokalizace v butice byli jednotlivé proteiny TPX2 genové rodiny
fazovany se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP). Prechodnd exprese
v N. benthamiana ukazala, ze vSechny zkoumané TPX2-like proteiny jsou lokalizovany
v cytoplazmé. Kromé TPXL7, ktery se nachazel hlavné na jaderné membrang, byly vSechny
proteiny lokalizovany i v jadie. Na mikrotubulech byly pfitomny proteiny TPXL1, 2, 4, 5,
6, 8 (Obrazek 17, Tabulka 14).

Obrazek 17: Lokalizace TPX2 a TPXL proteint v buiice (M¢ftitko = 20 um)
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Tabulka 14: Rozmisténi TPX2 a TPXL proteinti na mikrotubulech, v cytoplazmé a jadre

Mikrotubuly Cytoplazma Jadro

TPX2 + + +
TPXL1 + + +
TPXL2 + + +
TPXL3 + +
TPXL4 + + +
TPXL5 + + +
TPXL6 + + +
TPXL7 +

TPXL8 + + +

Pii studiu kolokalizace s Aurora kinazou 1 byly TPXL proteiny fazovany s GFP
a Aurora kinaza 1 s RFP. Z infiltrovanych listi N. benthamiana byly piipraveny preparaty,
které byly pozorovany na konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu. Kolokalizace
byla pozorovana u proteinti TPXL2, 3, 4, 7, 8 (Obrazek 19), stejné tak jako u kanonického
TPX2 (Obrazek 18). Naopak s Aurora kinazou 1 nekolokalizovaly proteiny TPXL1, 5, 6
(Obrazky 20).

AK1::GFP AfTPX2::RFP

Obrazek 18: Pozitivni kolokalizace Aurora kinazy 1 (AKL1:GFP) sTPX2 (RFP)
(Meéfitko = 20 pm)
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AK1::GFP AITPXL2::RFP
(€))

AK1::GFP ATPXL3::RFP

© AK1::GFP AITPXL4::RFP
C

AK1::GFP AITPXL7:RFP Pickryti
()

AK1::GFP: ™ AfTPXL8:RFP

Obrazek 19: Pozitivni kolokalizace Aurora kinazy 1 (AK1::GFP) s (a) TPXL2; (b) TPXL3;
(c) TPXL4; (d) TPXL7; (e) TPXL8 (Méfitko =20 pum)
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AK1::GFP AfTPXL1:RFP Piekryti

AfTPXLS5::RFP

AK1:GFP A(TPXL6:RFP
(©)

Obrazek 20: Negativni kolokalizace Aurora kinazy 1 (AK1::GFP) s (a) TPXL1; (b) TPXL5;
(c) TPXL6 (M¢titko =20 um)

Na zakladé predchozich experimentt bylo prokdzano, ze kanonicky TPX2 (Petrovska
et al., 2013) a n€které TPX2-like proteiny jsou lokalizovany jako tecky v bunééném jadie.
Pro potvrzeni, zda jsou proteiny lokalizovany na centromerach, které by mohly odpovidat
této lokalizaci, byla sledovana kolokalizace s centromerickou variantou histonu H3
(CENH3). TPXL proteiny byly fuzovany s GFP a CENH3 byl fizovan s RFP.
Z transformovanych rostlin byly pfipraveny preparaty, které byly pozorovany
na konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu. Bylo zjisténo, Ze kanonicky TPX2
(Obrazek 23) a TPXL2, 3, 4, 7, 8 kolokalizuji s CENH3, coz znamend, Ze se nachazi
na centromeie (Obrazek 21). Naopak s CENH3 nekolokalizovaly proteiny TPXL1, 5, 6
(Obrazek 22).
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Prekryti

Piekryti

Obrazek 21: Pozitivni kolokalizace CENH3::RFP s (a) TPXL2; (b) TPXL3; (c) TPXL4;
(d) TPXL7; (e) TPXL8 (Méfitko = 5 pm)




Piekryti

Obrazek 22: Negativni kolokalizace CENH3::RFP s (a) TPXL1; (b) TPXL5; (c) TPXL6
(Méftitko = 5 pm)

Obrazek 23: Kolokalizace CENH3::RFP s TPX2can::GFP (Méfitko = 5 um)
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6 Diskuze

TPX2 protein je dulezitou soucasti bunééného déleni zivocichu a stejné tak i rostlin.
Spolu s Aurora kindzami se podili na organizaci mitotického vieténka, segregaci
chromozom a cytokinezi v délicich se buitkdch. TPX2 protein je doposud jediny popsany
aktivator rostlinnych Aurora kinaz (Vos et al., 2008). Na rozdil od zivociSnych genomu
kodujicich pouze jeden TPX2 gen, vSak rostlinné genomy koduji nékolik TPX2-like proteint
pochazejicich z riznych gend (Vos et al., 2008). Cilem této prace bylo umlcet kanonicky
TPX2 (Atlg03780) v rostlinach Arabidopsis thaliana, k c¢emuz byla pouzita RNA
interference. Z celkového pocétu 108 rostlin bylo vyselektovano 12 rostlin (8 s KP1
konstruktem, 4 s KP4 konstruktem), u kterych byla potvrzena snizena exprese AtTPX2 genu.
U transformovanych rostlin F1 generace nebyla pozorovana gametofyticka ani embryonalni
letalita, jako tomu bylo u homozygotnich T-DNA mutanta (Vos et al., 2008).
aktivita genu.

U mutantnich rostlin vykazujicich odliSnou expresi TPX2 genu od ,,wild typu* byl
sledovan efekt na meiotické déleni. Roli TPX2 v meidze nebyla doposud vénovana velka
pozornost. Potencialni funkce TPX2 proteinu pii meidze zivocicht byla potvrzena teprve
nedavno v mysich oocytech (Brunet et al., 2008) a oocytech Xenopus (Helmke et Heald,
2014). U rostlin nebyla meioticka funkce kanonického TPX2 popsana. Nicméné AtTPX2 byl
pozorovan V jadie pylovych tetrad (Dr. Twan Rutten, IPK Gatersleben, nepublikované
vysledky) a homolog kanonického TPX2 byl pfitomen také v meiocytech ryze
(Collado-Romero et al., 2014). Protoze je AtTPX2 znamy pozitivni regulator Aurora
kinazy 1 (Tomastikova et al., 2015), byl v experimentech zaroven pozorovan efekt
na aktivitu Aurora kinazy 1. V praci Demidov et al. (2014) byla potvrzena lokalizace v§ech
tii AtAurora kindz v sam¢im gametofytu. Predpokladany efekt uml¢eni TPX2 byl sledovan
na schopnosti RNAI rostlin tvofit fertilni pylova zrna a semena. U 12 rostlin se snizenou
expresi TPX2 genu byly ob& schopnosti vyrazné snizeny, z ¢ehoz bylo usouzeno,
ze kanonicky TPX2 ma funkci béhem meidzy. Vzhledem K jeho roli pii aktivaci Aurora
kindzy 1 lze usuzovat, Ze pozorovany efekt je disledkem efektu na tuto kindzu. Dal$im
vysvétlenim sniZzené tvorby pylovych zrn a semen by mohlo byt naruSeni nukleace
mikrotubuli béhem tvorby déliciho vieténka, ktera je jednou z hlavnich funkci AtTPX2 (Vos
et al., 2008). SniZeni aktivity TPX2 genu by také mohlo vést ke zpomaleni rozpadu jaderné
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mebrany, jako tomu bylo u Tradescantia viginiana po aplikaci protilatek proti TPX2 (Vos
et al., 2008).

Ke studiu regulace aktivity Aurora kinazy 1 ostatnimi ¢leny TPX2 genové rodiny
A. thaliana byly pfipraveny fazni konstrukty s GFP a RFP proteiny, které byly pouzity
pro transientni transformaci rostlin N. benthamiana. Z obsahlé genové rodiny byly vybrany
proteiny TPXL1-8, protoze jsou podle fylogenetické analyzy nejblizsi kanonickému TPX2.
Nejdiive byla sledovana lokalizace téchto proteinti v bunce. Proteiny TPXL1, 2, 3, 4,5, 6, 8
byly nejvice zastoupeny v jadie. TPXL7 se nachazel na jaderném obalu a dalSich
membranach. Proteiny TPXLI1, 2, 4, 5, 6, 8 byly navic lokalizovany na mikrotubulech,
coz je v souladu s jejich strukturou, ve které se vyskytuje mikrotubuly vazebna doména.
V cytoplazmé byly pozorovany vSechny zkoumané proteiny. V praci Petrovska et al. (2013)
byl nadmérné exprimovany AtTPX2 pozorovan v bunééném jadie a na mikrotubulech.
Zkoumané TPXL proteiny, az na TPXL7, vykazovaly podobnou lokalizaci jako kanonicky
TPX2, coz napovida tomu, Ze budou mit podobné vlastnosti.

Piekvapivé byly vysledky kolokalizace TPXL proteinit s Aurora kindzou 1.
Aurora kinaza 1 se vétSinou nachazi v jadfe buiiky, pokud vSak byla exprimovana soucasné
s TPX2-like proteiny, jeji lokalizace byla pozorovana také na mikrotubulech. | pfes absenci
Aurora kinaza vazebné domény kolokalizoval protein TPXL7 s AtAuroral. Dale byla
pozorovana kolokalizace u proteini TPXL2, 3, 4, 8, v jejichz struktufe se nachazi Aurora
kinaza vazebna doména (Tomastikova et al., 2015). Na druhou stranu proteiny bez Aurora
kinaza vazebné domény (TPXLI1, 5, 6) v experimentech neprokazaly stejnou lokalizaci jako
AtAuroral. Aurora kinaza vazebna doména TPX2-like proteinti je schopna vazby a aktivace
o Aurora kinaz (Tomastikova et al., 2015). Z experimentl vyplyva, Ze pfitomnost této
domény v proteinech ovliviiuje jejich lokalizaci v bunce. Stejna lokalizace nékterych TPXL
proteint S AtAuroral naznacuje moznou regulaci aktivity této kinazy. Zbyva vsak ur¢it, zda
vSechny TPXL proteiny s Aurora kindza vazebnou doménou jsou schopny kindzu aktivovat
a regulovat.

Je zndmo, ze Aurora kindzy jsou soucasti proteinového komplexu lokalizovaného
na centromerach a slozeni tohoto komplexu rozhoduje o spravné funkci kinetochort.
Konkrétné AtAuroral reguluje spravné piipojeni kinetochoru k mitrotubulim (Kurihara
et al., 2008) Protein TPX2 by mohl byt jednim ze ¢lentt komplexu zodpoveédny za presné
nacasovani aktivity Aurora kindz a/nebo za slozeni celého komplexu. V interfazi jsou
AtAuroral a AtAurora2 lokalizovany v jadie. Po vstupu do mitézy asociuji s mikrotubuly

vieténka V perinukledrnim prostoru, zatimco AtAurora3 je piimo lokalizovana
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na centromerach (Demidov et al., 2005). Nicmén¢ béhem mitdzy se také AtAuroral,
Casto spojena s mikrotubuly, piekryva s AtAurora3 na centromete. Protoze je u Aurora
kinazy 1 predpokladana funkce spojena s centromerou, byla testovana kolokalizace TPXL
proteinti s centromerickou histonovou variantou CENH3. V experimentech byla prokazana
kolokalizace AtTPX2 a TPXL2, 3,4, 7, 8 s proteinem CENH3 v jadrech zkoumanych bun¢k.
Proteiny TPXL1, 5, 6 s CENH3 nekolokalizovaly. Tato skutecnost by mohla byt vysvétlena
tim, ze ve své struktuie nemaji Aurora kinadza vazebnou doménu a jejich funkce bude proto
pravdépodobné odlisSna od ostatnich proteinii, kter¢é doménu maji a byly pozorovany
na centromeie. Neocekdvané, navzdory nepfitomnosti Aurora kindza vazebné domény,
TPXL7 vykazoval ¢astecnou lokalizaci s centromerou. Jiz bylo zjisténo, ze AtTPX2 aktivuje
AtAuroral a stimuluje jeji fosforyla¢ni aktivitu smérem k histonu H3 in vitro (Tomastikova
etal., 2015), ktery je klicovym substratem kinaz na centromete a prochazi fosforylaci zavislé
na bunééném cyklu (Kurihara et al., 2006). Aurora kinazy fosforyluji histon H3 na serinu 10
a serinu 28, coz muze slouzit jako rozpoznavaci signal pro dalsi proteiny nebo proteinové
komplexy. Pfesny mechanismus aktivace kindz zatim neni znadm, stejn¢ tak jako neni zndmo,
zda existuje n&jaky efekt aktivace kinazy na strukturu chromatinu v centromerach. Vysledky
naznacuji, ze proteiny TPX2-like genové rodiny v A. thaliana budou mit diky své ruzné

lokalizaci i1 razné funkce v buiice.
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7 Zavér

V diplomové praci byla vypracovana literarni reSerSe na téma TPX2 protein a Aurora
kindzy u zivoc€icht a rostlin. V experimentalni ¢asti byla pomoci RNA interference snizena
exprese TPX2 genu ve 12 rostlinach Arabidopsis thaliana. Nejdiive byly pfipraveny RNAi
konstrukty se dvémi rtznymi genové specifickymi sekvencemi, které byly klonovany
pomoci Gateway technologie, transformovany do bakterii Agrobacterium tumefaciens
a nasledné s nimi byly transformovany rostliny. V generaci F1 transformovanych rostlin byla
ovéfovana pritomnost RNA1 konstruktd v rostlinach pomoci polymerazové fetézové reakce.
Exprese TPX2 genu oproti ,,wild typu* byla sledovana s vyuzitim RT PCR reakce. Dale byl
u rostlin zkouman vliv uml¢eni TPX2 genu na fenotyp rostlin, zejména ve funkci s Aurora
kinazou 1. Rostliny s uml¢enym genem tvofily v priméru méné fertilnich pylovych zrn
a semen, proto se predpoklada, Zze se TPX2 spolu s Aurora kinazou 1 mize podilet na tvorbé
pylovych zrn a semen v pribchu meidzy.

Ve druhé ¢asti diplomové prace byla zkoumana lokalizace osmi TPX2-like proteint
Vv bunice a jejich kolokalizace s Aurora kinazou 1 a centromerickou variantou histonu H3
(CENH3) pomoci infiltrace listti rostlin Nicotiana benthamiana. Vétsina TPX2-like proteind
vykazovala lokalizaci na mikrotubulech, v cytosolu a krom& TPXL7 i v jadfe. S Aurora
kinazou 1 a CENH3 kolokalizovaly proteiny TPXL2, 3, 4, 7, 8. Proteiny TPXL1, 5, 6,
které ve své struktufe neobsahuji Aurora kindza vazebnou doménu, neukézaly stejnou
lokalizaci jako AtAuroral ani CENH3. Vyjimkou byl protein TPXL7, ktery vykazoval
kolokalizaci v obou experimentech, ackoliv nema zminénou doménu. Dohromady vysledky
poukazuji na funkéni rozdilnost TPX2 genové rodiny v Arabidopsis a naznacuji mozné

zapojeni TPX2-like proteind do regulace aktivity Aurora kinazy.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A. thaliana
A. tumefaciens
AGI
CATMA
cDNA
CENH3
CPC

DNA
dNTPs

E. coli

=

gDNA
GDP

GFP

GTP
GTPaza
INCENP
kb

kDa

LB

MAP

MS

N. benthamiana
NES

NLS

oD

pb

PCR

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

Arabidopsis Genome Initiative

Complet Arabidopsis Transcriptome Micro Array
Komplementarni DNA

Centromericky histon H3 (Centromeric histon H3)
Chromosome passenger complex

Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleozidtrifosfaty

Escherichia coli

Vedouci primer (forward)

Genomickd DNA

Guanozindifosfat

Zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein)
Guanozintrifosfat

Guanozin trifosfataza

Protein vnitini centromery (Inner centromere protein)
kilo baze

kilo Dalton

Luria-Bertani

S mikrotubuly asociovany protein (Microtubule associated protein)
Murashige & Skoog

Nicotiana benthamiana

Jaderny exportni signal (Nuclear export signal)
Jaderny lokaliza¢ni signél (Nuclear localization signal)
Opticka hustota (Odds ratio)

Par bazi

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
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PP1

R

Ran
RanGAP
RCC1

RFP
RNA
rpm

RT PCR

SAFs
Ser

TAE

Thr
TPX2
TPX2can
TPXL
wit

Xklp2
YEB

Protein fosfatdza 1 (Protein phosphatase 1)

Zpétny primer (reverse)

Ras-related nuclear protein

GTPazy aktivujici protein (GTPase activating protein)

Regulator kondenzace chromozomu 1 (Regulator of chromosome
condensation 1)

Cerveny flourescenéni protein (Red fluorescent protein)
Ribonukleova kyselina
Otacky za minutu

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkriptdzou (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Faktory sloZeni vieténka (Spindle assembly factors)
Serin

Tris-acetat-EDTA

Threonin

Targeting protein for Xklp2

kanonicky TPX2

TPX2-like protein

Divoky typ (wild type)

Xenopus kinesin-like protein

Yeast extract broth
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