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ANOTACE

V dnesni dob rychlého ¥deckého pokroku vime kazdym dnem vic a vicépct

v zakladnich stavebnich jednotkdch Zivych orgafjsmv  buikach. Jednim

Z nejdilezit¢jSich dju je burécny cyklus, jehoz vysledkem je rofddni buiky matéske

na d¥ buiky dcdiné a kterého se castni fada fiznych proteid a proteinovych
struktur. Jednim zideZitych proteii zastavajicich kéiovou roli v bugéném cyklu je

i TPX2 protein. U zivéichu byl TPX2 protein jiz porrné dolre popsan, naopak
urostlin se o &m vi mér. Jednou z funkci TPX2 proteinu je aktivace a fpanis
n¢kterych Aurora kindz, coz jsou proteiny nezbytné prorbu dliciho vieténka. Na
tomto procesu se rovh casténé podileji malé RanGTPazy (RanGTP, RanBP1

a RCC1).

Cilem prace byla ffprava transformované b&tmé kultury exprimujici
AtTPX2-GFP a lokalizace AtTPX2 proteinu wvipehu burééného cyklu, srovnéni
s distribuci mikrotubuil, y-tubulinu, AtAuroral kinazy, RanGTP, RanBP1 a RCC1
v burg¢né kultde pochazejici z modelové rostliny huséni rolniho Arabidopsis
thaliang a kolokaliz&ni analyza AtTPX2 proteinu s AtAuroral kinazou. derdyla
provadna v Laboratti burgéného cyklu a cytoskeletu rostlin, Ustav experimkrita
botaniky AV CR, v. v. i. vOlomouci, vramci projektu Ot@na wda I
(CZ.1.07/2.3.00/09.0034) a s podporou projektud®A204/07/1169.

Nejprve byla pomoci kokultivace s agrobakterii aniformovana a odvozena stabilni
burg¢nd kultura. Naslednbyla hodnocena exprese AtTPX2-GPF proteinu, prévad
imunodetekce pomoci protildtek a analyzovana lakak proteii u Zivych

a fixovanych bugk.

Ziskané vysledky mohou slouzit k pochopeni funkB&Z proteinu v bugném cyklu
vysSich rostlin a ke zji&hi vzajemnych vztah TPX2 proteinu a dalSich vybranych

proteini burg¢ného cyklu.

Klicovd slova: AtTPX2; Arabidopsis thaliana buré¢ny cyklus; cytoskelet;
mikrotubuly;y-tubulin; AtAuroral kinaza; RanGTP; RanBP1; RCC1.



ANNOTATION

Nowadays, in the period of fast scientific progrese know more and more about
processes in the basic structural units of livimgamisms, cells. One of the most
important processions is the cell cycle whose tdasuhe division of mother cell into

two daughter cells and in which many different pnas and protein structures are
involved. TPX2 protein is one of the important ios that play a key role in the cell
cycle. TPX2 protein has already been describece qugtl in animals contrary to plants
where it is less known. Some of the functions oXZRprotein are the activation and
targeting of Aurora kinases, proteins essential rfototic spindle assembly. Small

RanGTPases (Ran, RanBP1 and RCC1) also partiatigipate in this process.

The aim of this study was: 1) to prepare transfarroell culture with AtTPX2-GFP
expression and localize AtTPX2 protein throughdé tell cycle, 2) to compare the
distribution of AtTPX2 protein with microtubulesy-tubulin, AtAuroral kinase,
RanGTP, RanBP1 and RCC1 in the cell culture derifrech Arabidopsis thaliana
model plant and 3) to investigate colocalizationAdTPX2 protein with AtAuroral

kinase.

The investigation was carried out in the LaboratofyPlant Cytoskeleton and Cell
Cycle, Institute of Experimental Botany AS CR, viun Olomouc within the frame of
the project Otetena wda 1l (CZ.1.07/2.3.00/09.0034) and was supportethbyGACR
204/07/1169 project.

At first, we prepared stable cell culture by comation with Agrobacteriumfollowed
by AtTPX2 protein analysis using immunodetectiothvantibodies and assessment of

proteins” localization vivo and in fixed cells.

The results can be further used to understandinigeofunction of TPX2 protein in the
cell cycle of higher plants and to identifying tmeitual relations between TPX2 protein

and other proteins involved in the cell cycle.

Key words: AtTPX2; Arabidopsis thalianacell cycle; cytoskeleton; microtubules;
y-tubulin; AtAuroral kinase; RanGTP; RanBP1; RCC1.
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Seznam zkratek

AtAuroral
AtTPX2
BSA

DAPI

DIC

GDP
GEF

GFP
GTP
MAP
MS
MTOC
MTSB
OD
PBS
PFA
Ran

RanBP1
RanGAP1
Ras proteiny

RCC1
RFP

TPX2
Xklp2

YEB

Auroral kinaza Arabidopsis thaliana
TPX2 protein WArabidopsis thaliana

Bowin serum albumin (h&gi sérovy albumin)
4'-6-Diamidino-2-phenylindole (barvivo vazdjge na DNA)
Differential interference contrast (diferenciéinterferegni kontrast —
technika  vyuZivajici & pro pdizovani
mikroskopickych snimk)

Guanosine diphosphate (guanosindifosfat)

Guanine-nucleotide exchange factor (faktor ypyménu nukleotidu
guaninu)

Green fluorescence protein (zeleny fluoreStegprotein)

Guanosine triphosphate (guanosintrifosfat)
Microtubule associated protein (protein vazae na mikrotubuly)
Murashige Skoog (médium na kultivaci rostlinmyaurek)
Microtubule organizing center (centrum orgajiid mikrotubuly)
Microtubule stabilizing buffer (pufr stabiligai mikrotubuly)

Optical density (optick& hustota)

Phosphate buffered saline (pufr z fosfatovydi) s
Paraformaldehyde (paraformaldehyd)

Ras-related nuclear protein (jaderny proteittiggado skupiny Ras
proteini)

Ran binding protein 1 (Ran vazebny protgin 1

Ran GTPase activating protein (proteirnvajkti Ran GTPazy)

Related proteins (skupina prdieschopna fenésSet signaly uviiit
burgk)

Regulator of chromosome condensation 1 (regulkondenzace
chromozoni 1)

Red fluorescence protetfefveny fluorescetni protein)

Targeting protein for Xklp2 (vazebny proteio Xkip2)
Xenopus plus end-directed kinesin-like protein 2 (k plusnki
smetujici protein kinesinového typu 2, popsany u Z&eyopus laevis
— drapatky vodni)

Yeast extract beef (médium na bakterie obsahkjiasnény a hoezi
extrakt)

polarizované



1 Uvod

Targeting protein for Xklp2 (TPX2 protein) Gzce s@i s bugcnym cyklem (O’Brien
a Wiese, 2006; Vost al, 2008), coZ je proces nezbytny pro Zivot orgaiisthvyssSich
rostlin jsou TPX2 protein a jeho funkce charakievémy jen omezen(Voset al,
2008; Evrardet al, 2009). Rozhodli jsme se TPX2 (AtTPX2) proteinoakat
u modelové rostliny huseikiu rolniho @rabidopsis thalianp Zan®fili jsme se na
lokalizaci AtTPX2 proteinu a jeji srovnani s lokalci rkolika dalSich proteiin
bunééného cyklu, jako jsou mikrotubulyy-tubulin, AtAuroral kindza a proteiny
RanGTPazové drahy (RanGTP, RanBP1 a RCC1).

2 Sowasny stavireSené problematiky

2.1 Cytoskelet

Cytoskelet tvéi pevnou a dynamickou oporu iiky. Pomaha udrzovat jeji tvar,
upewiuje jednotlivé organely na svém ngist v neposledmiadé hraje roli i v transportu
makromolekul a dalSich struktur vime, coz je @lezité v pabéhu celého bukného
cyklu. Cytoskelet tvd tri zakladni typy viaken — mikrotubuly, mikrofilament
a intermediatni filamenta, jejichz zastoupeni je&iwoc¢icht a rostlin fizné. Funkci
cytoskeletu dogiuje také znéné mnozstvi dalSich proteirfAlbertset al, 2008).

2.1.1Mikrotubuly

Mikrotubuly predstavuji duta vlakna tvena jednotlivymi heterodimery, sloZzenymi
vzdy z jednoho polypeptidu-tubulinu a jednoho polypeptidgrtubulinu a spojenymi
nekovalentnimi vazbami- i B-tubulin obsahuji vazebné misto pro jednu molekulu
GTP, ale jenom na polypeptidittubulinu mize dochazet k jeho hydrolyze na GDP,
cozZ je dilezity faktor hrajici roli v usp@dani mikrotubul (Albertset al, 2008).



Tubulinové heterodimery se skladaji do protofilameFinact €chto protofilament
utvori mikrotubulus. VIdkna mikrotubtiljsou orientovana od plus (+) k minus (-) konci
(Obrazek 1A). Minus (-) konec je stal#jgi nez plus (+) konec. Tato polarita je dana
.head-to-tail* usptddanim heterodimér v protofilamentu, jejich orientaci stéle
v jednom sniru (Goddarcet al, 1994), coz uuje snér polymerizace a depolymerizace
mikrotubulu (Obrézek 1).

(A) % g % (B) %oq, fo i

uspoiadani
"head-to-tail"

P; (fosfat)

| minus konec

2O

ukotvujici_ rozpadajici se

proteiny _‘%‘R- = .-;;;' saas mikrotubulus
= P 4 51
rostonci S0
mikrotubulus
mikrotubulus v klidovém stava
(nepolymerizuje se ani nedepolymerizuje)
) p-tubulin tubulinovy dimer tubulinovy dimer
© o-tubulin navizany na GTP naviazany na GDP
Obrazek 1:

Usparddani a dynamika mikrotubuli.

(A) model struktury mikrotubulu - ,head-to-tail* us@oani heterodimér
v protofilamentu od plus k minus konci, ukotvenikrotubulu pomociy-tubulinu
k proteinu na mikrotubuly organizujicim centru (MTP (B) model fistu a rozpadu
mikrotubuli — proces polymerizace a depolymerizace mikrotiulsel stida se stavem
klidu, na volnych heterodimerech dochéazi k fosfacylGDP na GTP.

(upraveno podle Conde and Céceres, 2009)



Pro mikrotubuly je typicka dynamicka nestabilitajykmikrotubulus rychle i@chéazi

z faze fistu do faze depolymerizace a rozpadu a naopak &bréB). Dany jev je
ovlivnén hydrolyzou GTP na GDP na podjednot@etubulinu. Pokud konec
mikrotubulu tvdi heterodimery s GTP n@-tubulinu, vznika GTPc¢epicka, ktera
podporuje pidavani dalSich dimér a tak mikrotubulus roste. Naopak, jestlize je GTP
hydrolyzovano na GDP, mikrotubulus se depolymeeizaj rozpada (Albertgt al,
2008).

Mikrotubuly maji vyznam pro udrzovani viii morfologie biiky a pro zachovani
vngjSiho tvaru bilkky (Goddardet al, 1994). Usptadani mikrotubul se dynamicky
meéni v prabéhu celého buktného cyklu. Mikrotubuly u rostlin twd kortikalni
mikrotubuly v paibéhu interfaze (Obrazek 2A),ébem profaze se twb predprofazni
svazek mikrotubull a perinuklearni mikrotubuly ¥$né blizkosti chromatinu (Obrazek
2B), v ptibéhu metafaze a anafaze mikrotubuly organizgijicd vieténko (Obrazek 2C)
a v telofazi formuji fragmoplast podilejici se meorteé nové bugcéné pepazky
(Obréazek 2D) — (Goddaret al., 1994).

(| mikrotubuly; ] jadro, chromatin; ] nove vznikajici bunééna prepazka

Obrazek 2:

Schematické znazorini organizace mikrotubuli v pribéhu bunééného cyklu
rostlinné bumky.

(A) interfaze — kortikalni mikrotubuly(B) profaze — pedproféazni svazek mikrotuliul
a perinuklearni mikrotubuly; (C) metafaze — mikrotubuly é&ticiho wreténka,
chromozomy s@zené v ekvatorialni rown (D) telofaze — mikrotubuly fragmoplastu
podilejici se na vzniku bdtné gepazky, no¥ vznikajici jadra budoucich digeych
bursk.

(upraveno podle Goddagd al, 1994)
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2.2 Burg¢ny cyklus

Bunéény cyklus je proces, ktery slouzi k r@ékehi matéské buky na de buiky
dceainé se shodnou genetickou informaci. Tento procesdzi vSechny zZive hiky.
Délenim se pet burgk exponencialé zvySuje az do doby, kdy bky dostanou signal
k diferenciaci, pestanou sedit a z G1 faze fejdou do stacionarni GO faze iného
cyklu (Obrazek 3). Diferencuji se a dokaji vyvoj rostlinnych pletiv a orgdn V této
dormantni GO fazi setrvaéisina bugk po zbytek Zivota organismu, ale kigmad
potteby (nap. pii patologickém ¢i fyziologickém poskozeni,éi dalSim vyvoji
organismu) se mohowkteré buiky vratit zpgst do aktivniho bu&ného cyklu a z&t se
znovu clit, tj. prejit znovu z GO do G1 faze btimého cyklu. Tato vlastnost,

regenerace aist, jsou zakladni podminky existence vSech Zivygfaisni.

Bunéény cyklus se #8i na c¢ast interfazni (G1, Sa G2 faze bamého cyklu),
mitotickou (mitdzu a cytokinezi) a postmitoticko®(@ stacionérni fazi bwtiného
cyklu) — (Obrazek 3).

kontrolni bod
metafize/anafize
kontrolni bod
G2/M L

A G0 stacionarni faze

kontrolni bod ‘
S faze kontrolni bod
GL/S

Obrazek 3:

YW o Z

Schéma pKibéhu bunééného cyklu.

Casové znazoemi jednotlivych fazi bu&ného cyklu,éasovy pondr G1, GO, S, G2
fazi a M (mitotické) faze, aetré priblizného umisini kontrolnich bof@l burg¢ného
cyklu (Cervené Sipky).

(upraveno podle http://homepage.mac.com/enognociploat.htm)
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V G1 fazi buika roste a ztSuje swj objem, dochazi ke kontrole a opravam DNA,
zvySené biosyntéze, bka se z¥tSuje a pipravuje se na vstup do S faze tvorbou
novych nukleotid. Nazev G1 pochéazi s anglického gap (= mezera,g)auzbo také
growth (= fist). Poté bitkka prechazi do S (synteticke) faze, ve které se re@ijagerna
DNA, dochazi ke zdvojeni chromozémtvorenych sesterskymi chromatidami
a syntetizuji se specifické proteiny asociujiciA(histony). Nasledna G2 faze, kdy
buinka opEt roste, pedchazi samotné mitéze. V G2 fazi btmeho cyklu je
syntetizovano velké mnoZstvi protéjrkteré jsou pdebné pro mitézu. Zdvojnasobuje
se pa@et organel a nukleuji se dalSi mikrotubuly. V&av této faze se formuje
piedprofazni svazek mikrotubiu{Morgan, 2007; Albertst al, 2008).

Bunécny cyklus je komplex#é regulovdn mnoha mechanismy. V jehailghu buika
prochazi wkolika kontrolnimi body (Obrazek 3), které kontndlspravny pébeh
procesi pred vstupem do dalSi faze iného cyklu. Zakladaji se naianych
signaliz&nich proteinovych drahach, ale mnohééchto proces nejsou dosud
objasrény. Jednim z kontrolnich bade G1 gred vstupem do S faze, dalSi pozorujeme
po replikaci DNA v S fazi, nasleduje kontrolni bed52 fazi ged vstupem do mitézy

a dalSi vyznamny kontrolni bod jé&i prechodu z metafaze do anafaze (Morgan, 2007;
Albertset al, 2008).
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2.2.1 Mitoticka faze (M faze)

Mit6za se dli na rekolik fazi — profazi, metafazi, anafazi a telofaznakonec dochazi
k cytokinezi, kdy se mateka butka komplet® rozcli (Obrazek 4).

mikrotubuly déliciho vieténka (hromatin

N

chromatin

m———————,

(A) interfaze (B) profaze (C) metafize (D) anafize (E) telofize

Obrazek 4:

Schéma jednotlivych fazi mitozy.

(A) interfaze — jadro;(B) profaze — zkondenzovany chromati(C) metafaze —
chromozomy s@zené v ekvatoridlni rown a napojené na mikrotubulyéliciho
vieténka; (D) anafaze — mikrotubuly &iciho wieténka, chromatin tazenyelatim
vieténkem k opmym pohm buiky; (E) telofaze — dekondenzujici se chromatin
u opa&nych poht buiky formujici nova jadra budoucich dogch burgk a now
vznikajici bugéna pepazka.

(upraveno podle http://lwaynesword.palomar.edu/lrrizkém)

V profazi dochazi ke kondenzaci chromatinu do clupomi a rozpadu jaderné
membrany (Obrazek 4B). Dokéume se tvorba igdprofazniho svazku mikrotuldl
ktery zn&i rovinu budouciho butného @leni, a zdina vznikat z&klad pro budouci
delici vieténko (Obrazek 2B). V zé&w profaze pedprofazni svazek zanika. V metafazi
je chromatin pla zkondenzovan do chromozémtvoienych d¥ma sesterskymi
chromatidami, které jsou usfgmany v ekvatorialni rovinbuiky (Obrazek 2C, 4C),
delici vieténko je jiz pl8 vytvoreno, jeho kinetochorové mikrotubuly jsou napojeny
na kinetochory (proteinovy komplex na centrégenechromozomu) jednotlivych
chromatid. U vysSich rostlin jegkici vieténko na rozdil od zZiwecht acentrozomalni.
V oblasti jeho pdl se nachazeji disperzni MTOC (centra pro organizakiotubuli),
jejichz sowésti je proteiry-tubulin, ktery se zde podili na nukleaci mikrotlibdliciho
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vieténka (Binarovaet al, 2006). Kinetochorové mikrotubuly tahnou jednali
chromatidy k opénym pohm buiky a interpolarni mikrotubuly spojuji oba polyitky.

V anafazi se kinetochorové mikrotubuly zkracujippak interpolarni mikrotubuly se
prodluzuji, tim dochazi ke #iSovani dliciho wieténka ajesunu sesterskych
chromatid k opgnym pohiim buiky (Obrazek 4D). Bhem telofaze se chromatin
dekondenzuje, dici vieténko zanikd, formuji se nova ind jadra a v oblasti
ekvatorialni roviny biikky se za&ina formovat mikrotubularni struktura typicka pro
rostliny — fragmoplast (Obrazek 2D). Fragmoplasuzl k transportu wku a dalSiho
materialu patebného pro tvorbu bétné gepazky, centrifugakhse roz§uje souldzne

s vytv&enim burcné pepazky, ktera od sebe adid obé buiky dcdiné, dochazi
k cytokinezi (Obrazek 2D, 4E) — (Morgan, 2007; Allset al, 2008).

2.3Vybrané proteiny dlezité pro buscny cyklus

Bunéény cyklus je komplexni proces, kterého séagini ifada dalSich protein

Zanxtili jsme se na studium nasledujicich z nich:

2.3.1y-Tubulin

y-Tubulin je protein charakteristicky pro Ziiéna centra organizace mikrotubul
(MTOC), je nezbytny pro nukleaci mikrotuliiulv rostlinnych biikach je lokalizovan
podél vSech mikrotubtij kde interaguje &- a p- podjednotkami tubulinu
(heterodimery).y-Tubulin tvai velké y-tubulinové komplexy podobné Zigénym

y-tubulin ring komplexm, které se vazi s membranami (Dibbayavedanal, 2001;

Drykovaet al 2003; Binarovét al, 2006).
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2.3.2TPX2

TPX2 protein (Argeting_potein for Xenopusplus end-directed kinesin-like protein 2
byl poprvé popsan jako transportér proteinu Xklp2Znikus koném mikrotubut
deliciho vieténka (Wittmanret al, 1998). V neaktivni forgh je sowasti komplexu

s importinema, a B, odkud je uvoldn a aktivovan pomoci RanGTP (Gruss and Vernos,
2004). V sodasné dob je na rozdil od rostlin TPX2 protein d&b prostudovan

V ZivoCiSnefisi.

Dulezitymi funkcemi TPX2 u Ziv&éichi jsou jeho dast na nukleaci mikrotubiulokolo
chromozond a u kinetochar v zavislosti na koncentraci RanGTP (Wittmaainal,
2000; Grusset al, 2001) a aktivace Aurora A kinazy a jejiepos k mikrotubuim
deliciho vieténka. Zarowveje protein TPX2 Aurorou A fosforylovan (Kufet al, 2002;
Bayliss et al, 2003). V interfazi TPX2 lokalizuje v j&l a hem mitézy se vaze
k mikrotububm cliciho vieténka (Obrazek 5), ne v3ak k mikrotubml astralnim
(Karsenti and Vernos, 2001; Gruss and Vernos, 20Kd)konci anafaze segsouva
do ekvatorialni roviny, kde je rychle odbouran (& and Fang, 2005). TPX2 byl
diive také povaZovan zaul@zity protein @astnici se na znovu vystan jaderné

membrany v z&ru mitdzy (O"Brien and Wiese, 2006).

Obrazek 5:

Lokalizace TPX2 proteinu u ziv&ichu.

Lokalizace TPX2 proteinu na mikrotubulech
anafazniho é&iciho weténka u Hela buk
znaena specifickou protilatkou. &fitko =
10 um.

(upraveno podle Kufegt al, 2002)

Na zaklad studia genorin v genomovych databazich bylo zjisb, Zze homologa
k TPX2 proteinu postradaji skupiny hub, hmyzu ¢arvai. Tyto organismy
pravdpodobré viibec nemaji gen pro produkci TPX2 proteinu (\éosl, 2008).
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V rostlinnych buikdch TPX2 protein interaguje s Aurora kinazami 2,ane vsak

s Aurora3 (Evrardet al, 2009). Bhem mitézy je TPX2 protein lokalizovan
s mikrotubuly weténka, je pdebny pro jejich nukleaci a pro nukleaci perinukigén
mikrotubuli. V pribéhu anafaze iffliS neinteraguje s mikrotubuly ve istni ¢asti
vieténka a nachazi sdepazr na zkracujicich se kinetochorovych mikrotubulech
(Voset al 2008). Protoze v pozdni anafazi az rané telofERX2 protein mizi,
piedpoklada se, Ze nesouvisi s tvorbou fragmoplastamtovnym vysta¥nim jaderné
membranygi s uspdadanim kortikalnich mikrotubail(Vos et al, 2008), coxaste&ne
vyvraci ffedchozi pedpoklady O Briena and Wiese (2006).

2.3.3Aurora kinazy

Aurora kinazy pdaf do rodiny serin-threoninovych proteinovych kindz.Zivocichi
byly popsanyii typy — AuroraA, B a C. Jejich vyskyt se vSak Ilezi jednotlivymi
druhy. AuroraA je onkogenni kindza nezbytna prooiggani mitotického #eténka.
Céasteéns se @astni dozravani centrozém(Glover et al, 1995). Je aktivovana
proteinem TPX2, ktery ji transportuje k gét vieténka. AuroraA fosforyluje TPX2
a zabréuje jeho zptné defosforylaci (Bayliset al, 2003) a aktivuje tak nukleaci
mikrotubuli z centrozom (Ducat and Zhang, 2004). Funkce proteinu Aurorpa&isa
piedevsSim v regulaci uspdani dliciho vieténka a interakci mezi kinetochory
a mikrotubuly. AuroraB kindza je lokalizovana naitimich centriolach a v oblasti
kinetochofi az do anafaze, nachazi se i na ramenech chroniio@tianget al, 2011).
AuroraB kinaza neni aktivovana TPX2 (Baylies al, 2003). AuroraC je naopak
omezena na liky délici se meioticky — spermatocyty (Tamg al, 2006) a oocyty
(Yang et al, 2010), kde je lokalizovana na centromerach ad@oxe stedni casti
deliciho vieténka (Tangt al, 2006; Yanget al, 2010).

U rostlin jsou znaméitAurora kindzy — Auroral, 2 a 3. Auroral a 2 shdm interfaze
nachazeji v jagk, pedevSim na jaderné memb&anv profazi slab dekoruji
piedprofazni svazek a perinuklearni mikrotubuly. Vtafézi jsou rostlinné Aurora
kinazy 1 a 2 lokalizovany na mikrotubulec#lidiho vieténka a pozgi v anafazi okolo
chromatinu. V telofazi Auroral vykazujerguevsim signal na vznikajici bitmé
piepazce (Kawabet al, 2005). Protein Aurora2 kindza vznikl prépddobré genovou
duplikaci Auroral, sekvence jejich aminokyselinzj®5% identicka (Kawabet al.,

2005), coz potvrzuje obdobné lokalizace a funkceuoproteiri v pribéhu burgéného
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cyklu. Oba proteiny Auroral i 2 interaguji s TPXRv(ard et al, 2009). Aurora3 je

v interfazi v cytoplazrd okolo jadra a &em mitdézy kolokalizuje s chromozomy
(Kawabeet al, 2005). Na rozdil od Auroral a 2, Aurora3 kinaeanteraguje s TPX2

(Evrardet al, 2009).

2.3.4RanGTPazy

Malé RanGTPazy jsou proteiny, kteréipalo rodiny Ras protein(proteini schopnych
prenaSet signdly uvrtitourgk). Malé RanGTPAazy jsou znamyepdevSim v souvislosti
s transportem mezi jadrem a cytoplazmou (Obrazek @ — (Macara, 2001; Joseph,
2006), ale hraji @lezitou roli také B nukleaci a organizaci mikrotubyl tvorbs
deliciho vieténka a organizaci jeho regtriéch faktoti (Obrdzek 6C — Dy (Clarke and
Zhang, 2008) a formovani nové jaderné membranyeflgs2006). P&t sem nafiklad
tyto proteiny: Ran, RanBP1, RCC1 a RanGAP1.

A) :
cytoplazma jadro
oporin
por
\ Ran
~ \U GTP
Ran — 1 iaderna Ran
GDP membrina GTP
(B) cytoplazma jadro
~.__por /7
Ran \
GDP = NV
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(C) nukleace (D) organizace (E)} vytvareni pola vieténka

TPX2 TPX2 (7)

B gradient RanGTP od vysoké koncentrace RanG¥ okolo chromatinu [l | po nizkou
koncentraci RanGTP a vysokou koncentraci RanGDH_] v oblasti cytoplazmy; = mikrotubuly

Obrazek 6:

Schéma funkce RanGTP gradientu pi transportu proteinu mezi jadrem
a cytoplazmou, [Fi nukleaci a organizaci mikrotubuli a pri formovani déliciho
vireténka v blizkosti chromatinu za spoludasti TPX2 proteinu.

(A) jaderny import — komplex importina genaseného proteinu putuje jadernym porem
do jadra, kde se pod vlivem RanGTP rozpada anuy@lpenaSeny proteir(B) jaderny
export — exportinovy komplex sgnasenym proteinem a RanGTP prochadsp
jaderny po6r do cytoplazmy, defosforylaci RanGTP wIni prenasSeny protein;
(C) nukleace mikrotubtl okolo chromatinu probiha zafimmnosti TPX2 proteinu
v blizkosti chromatinu, kdetrpvazuje RanGTP{D) organizace mikrotubil déliciho
vieténka nastava v blizkosti chromatinu, v oblastySené koncentrace RanGTP;
(E) formovani dliciho vieténka bez MTOC pomoci zafistani p6éh probiha ve
spolupraci s RanGTP/GDP gradientem a podili se éma pravd&podobrg i TPX2
protein.

(upraveno podle Macara, 2001; Gruss and Vernos})200

Transport mezi jadrem a cytoplazmou (Obrazek 6Apbfira diky gradientu
RanGTP/GDP, kdy Ran (Raelated nclear protein) protein v cytoplaznprevazuje
v defosforylované fortn RanGDP a vjag jako fosforylovany RanGTP.
K defosforylaci RanGTP v cytoplazndochazi za spolugobeni protein RanGAP1
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(protein aktivujici RanGTPazy) a RanBP1 (RBinding potein 1), ¢imZz se Ran
uvoluje z importinu3, a tak importin3 aktivuje k vytvéeni importinového komplexu
tvofeného hlavé importiny a a p a genadSenym proteinem. Dojde k zah§jerdnpsu
proteinu ges jadernou membranu, importu proteinu jadernynmemodovnit jadra.
Vjadie se na importinB navaze RanGTP¢imz se cely importinovy komplex
s p'endSenym proteinem stane nestabilnim a rozpadma gednotlivé slozky, a tak
dojde k uvolgni prenaSeného proteinu (Bischeff al, 1995; Macara, 2001; Yudin and
Fainzilber, 2009).

Obdobré probiha export proteinz jaddra do cytoplazmy (Obrazek 6B). K fosforylaci
RanGDP v jatk dochazi v blizkosti chromatinu pomoci RCC1 pratgiRegulator of
chromosome_andensation )1 ktery slouzi jako GEF_(@nine-nucleotide xehange
factor) pro Ran a vaZe se na chromatin. Transparfopeotein se uvnitjadra navaze
na exportinovy komplex, ktery je stabilizovan RaGTCely komplex prochaziigs
jaderny pér do cytoplazmy. V cytoplagmdochazi k defosforylaci RanGTP
na RanGDP, komplex se tak destabilizuje a rozpadnea jednotlivé slozkyimz se
pienaSeny protein uvolni do cytoplazmy (Yudin andnE#ber, 2009, Gruss and
Vernoss, 2004).

Tvorba dliciho vieténka, nukleace a organizace mikrotibulyuziva podobného
principu regulace na zakladosforylaci a defosforylaci Ran proteinu. Nékterych
Z chto proces se podili i TPX2 protein (Obrazek 6C — 6E), ktesg vaze
na mikrotubuly (Voset al 2008) a napomaha tvarlsvazki mikrotubuli (Schatzet al,
2003).

Zivogisny TPX2 protein je nezbytny pro bimy cyklus, aktivuje Aurora kinazy
a z oblasti studia Ziwicha je znamy podobnou lokalizaci jako mikrotubulérrotpiny
ay-tubulin, proto jsme se rozhodli studovat tento astlin mélo znamy protein

v burg¢né kulture Arabidopsis
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3 Cile prace

Predmeétem studia této prace byl aktivator Aurora kinAZ' RX2 protein. Cilem prace
bylo natransformovat bétnou kulturu pochazejici z modelové rostliny huskemi
rolniho @Arabidopsis thaliang pripravit GFP fuzi AtTPX2 proteinu, sledovat expresi
tohoto proteinu v gibéhu burgéného cyklu u Zivych butk a owiit lokalizaci AtTPX2
proteinu u fixovanych buik s vyuzitim specifickych antiGFP protilatek poskytych
Skolitelskym pracovigim. DalSim cilem bylo srovnat distribuci AtTPX2 pewiu

s lokalizaci ®kolika dalSich protein buré¢ného cyklu jako s mikrotubuly,
y-tubulinem, AtAuroral kindzou a s proteiny RanGT®Ré&zdrahy (RanGTP, RanBP1
a RCC1) a proveést srovnani lokalizace AtTPX2 prates AtAuroral kindzou pomoci
kolokalizatni analyzy. Pro ziskani vysleilk byly pouzity techniky butné

a molekularni biologie a imunodetekce. Na Skolkéls pracovisti byly poskytnuty
n¢které vhodné transformované ané kultury a protilatky a veSkeré chemikalie

a vybaveni nezbytné pro dosazeichto cili.

Prace byla provasa v Laborati burgéného cyklu a cytoskeletu rostlin na Ustavu
experimentalni botaniky AVCR, v. v. i. v Olomouci a byla podporovana projekty:
Otevena \eda Il (CZ.1.07/2.3.00/09.0034) a grantem (G 204/07/1169). Veskeré

pottebné chemikalie a Haeni mi byly poskytnuty na Skolitelském pracovisti

4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Pouzili jsme transformované btimé kultury husertku rolniho @Arabidopsis thaliana

kultivované pi teplot 23 ° — 25 °C se sételnym rezimem 10 h sWo, 14 h tma.

Bunécné kultury Arabidopsis (ekotyp Columbig a transformované bgéné kultury

s pislusnou jednoduchowi dvojitou expresi GFP/RFP vybranych profeirse

udrzovaly pravidelnou pasazi jedenkrat ®dm klasickém Zzivném médiu MS
(Murashige and Skoog, 1962),fipadre s gidanymi selektivnimi antibiotiky
kanamycinem (5Qg.mr%), hygromycinem (5@g.mr™).
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4.2 Priprava transformované béiné kultury

Pripravili jsme stabilni expresi AtTPX2-GFP v hitné kultue Arabidopsis thaliana
ekotypu Columbia podle protokolu Mathuet al (1998). Pouzili jsme N-koncovou
GFP-fuzi Gateway binarniho vektoru pK7WGF2,0 pr@RX2 protein (Karimiet al,
2002) zaklonovanou do baktergrobacterium tumefacienktera byla pipravena na
Skolitelském pracovisti a skladovana ve férnkonzervy" (bakterii dlouhodab

uchovavanych v glycerolu v -80 °C).

Nejprve jsme fipravili ,maly objem* pro prvotni aktivaci agrobakii. Do 4 ml média
YEB (0,05% (w/v) MgSQ.7 H,O, 0,5% (w/v) ho¥zi extrakt, 0,5% (w/v) pepton, 0,5%
(w/v) sachardza, 0,1% (w/v) kvasinkovy autolyzatl [7,2) bylo gidano 25 pl
bakterialni kultury z ,konzervy* a selski antibiotika (rifampicin, 25ug.mr;
gentamycin, 5Qug.ml; spectinomycin, 10Qug.ml™"). Takto fiipravenou kulturu jsme
nechali kultivovat narepace ges noc (16h)ip 28 °C/225 rpm.

Nasled® byl pripraven ,velky objem*, ktery slouzi pro vlastnfipravu bakterii pro
transformace businé kultury. Do 20 ml média YEB bylaigana selektivni antibiotika:
(rifampicin 25 pg.mi?*, gentamycin 5Qug.mi* spectinomycin 10Qug.mr*) a 150yl
bakterialni kultury z malého objemu. Bakterialnitita se nechalaist nikolik hodin
na tepa&ce ve tnd pii 28 °C/225 rpm. Pravidetn byly sledovany hodnoty OD
na spektrometru, a kdyz OD velkého objemu dosabtinbt mezi 0,6 az 0,8, s&nim
(10 min 4500 rpm/20 °C) jsme ziskali pelet baktediéry byl roztepan a ponechan 1 h
stacionarg v 0,5 ml média na butiné kultury i pokojové teplot. Bakteridlni kulturu
jsme poté fidali do 10 ml pipravené bu&iné kulturyArabidopsis(Columbig a gridali
jsme 100 uM acetosyringonu, ktery naruSuje kané sény rostlinnych budk

a umozuje agrobakteriim snadj napadnout rostlinné liky.

Z malého objemu byly rowz pripraveny Petriho misky s kulturami agrobakterii
kultivovanymi na pevném médiu, které byly pouzityg transformaci podle metody
Korolevaet al. (2005).

Z malého objemu jsme odebrali 150 bakterialni kultury, kterou jsme roZeti
na Petriho misky s pevnym YEB mediem (YEB mediumpiidavkem 1,5% (w/v)
agaru), a ve 28 °C jsmegs noc (16 h) nechali nest kolonie agrobakterii. Do bly

s rostlinnou bu&nou kulturou pipravenou pro transformaci (7 ml) jsmadali nékolik
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kolonii agrobakterii z kultury na Petriho misce @01uM acetosyringonu. Buna
kultura byla poté kultivovana 72 h ve 24 °C ve&tm

Kokultivace agrobakterii a rostlinnych hiknvedla k zakaleni, cozZ bylo prvni znamkou
mozné pozitivni transformace. Zakalena &imé kultura s agrobakteriemi byla nejprve
zkontrolovana pod mikroskopem, zda seibyudolre cli, jsou stale Zivotaschopné
a hlavie, zda se objevily asponckteré butky s AtTPX2-GFP signalem. Zakalenou
suspenzi jsme zbaviliétSiny agrobakterii pomoci opakovaného promyvaniétu
kultury kultivacnim médiem. Biiky jsme nechali usadit ve zkumavce ve 25 ml
kultivacniho média a médium jsme odsali. Tento proces goagovali kEhem jednoho
promyvani celkem 3x. Promyvani suspenzi bylo prénéddkazdy druhy azieti den,
podle mnoZstvi agrobakterii, coz jsme vzdy kontralona odebraném vzorku pod
mikroskopem. Pokud se v htimé kultde objevilo tSi mnozstvi buk

s AtTPX2-GFP signalem, po promyti jsme do kukivikho media zé&ali pridavat
claforan (100 pg.mlY), ktery eliminoval mnoZstvi agrobakterii v suspenz
a antibiotikum kanamycin (50g.mr?), které branilo deni burgk, u nichZ transformace
neprolghla. Po ®kolika cyklech promyvani jsmeigsli na pravidelnou pasaz této
suspenze, ale dognou @Fidavkem claforanu a kanamycinu stejné koncentralo fi
promyvani. Jakmile se v transformované &umé kultde pestala vyskytovat
agrobakteria a fevazily buiky s AtTPX2-GFP signalem, do kultiéaiho media se
piestal gidavat claforan a takto odvozena stabilni transtwama bui¢na kultura byla
nadale udrzovana pouze klasickou pasaziridapkem seletniho antibiotika

kanamycinu (5Qig.mi™) za EZného sételného reZimu pro butiné kultury.

Pro pozorovani a srovnani AtTPX2 proteinu s AtAafiokindzou byly pouzity dvoiit
transformované buiné kultury exprimujici satasré AtTPX2-GFP a AtAuroral-RFP
nebo AtTPX2-RFP a AtAuroral-GFP v iik&ch Arabidopsis thaliangptipravené na

kolitelském pracovisti UEB AY'R, v. v. i. v Olomouci.

4.3 Imunodetekce

Pro fluorescetni znaeni konkrétnich proteinpomoci protilatek byla pouzita metoda

negimeé imunodetekce upravena podle Drykaataal (2003): buky byly fixovany
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45 minut ve 3,7% paraformaldehydu (PFA) v MTSB puf& 0,4 M manitolem ip
pokojové teplat. Po promyti v pufru MTSB byly kiky opracovany enzymem (0,5%
celulaza, 1% driselaza a 0,025% pectolydza v MTZEBninut @i 32°C, po promyti se
bunky prenesly na  fedem pipravena podlozni skla pokryta
poly-L-lysinem. Buiky jsme nechali fisednout na skla 25 minut ve vihké ke
za pokojové teploty a postfixovali jsme je 10 mirl@0% methanolemip-20 °C.
Po oplachu v pufru PBS byly bkly promyvany 5 minut ve 100 mM roztoku chloridu
amonného v PBS pufru za pokojové teploty. Po 10utowém blokovani 3% BSA
v MTSB jsme na vzorky aplikovali primarni protiltk- anti GFP (mysi, 1:1000 —
Roche), anti GFP (krali, 1:3000 — Abcam), anti-tubulin (1:500 — Sigma-Aldrich),
anti y-tubulin (AthTU, 1:1000 — Drykoveaet al, 2003), anti TU32 (1:10 — ExBio),
anti RanGTP (1:1000), anti RanBP1 (1:1000) a a@CR (1:500 — Transduction
Laboratories). Skla s ikami Zistala ges noc ve vihké kofitce ve 4 °C, nasledrse
podpdilo navazani protilatek zaétim @i 32 °C po dobu 60 minut. Biky byly
promyty pufrem PBS a blokovany 3% BSA v MTSB 15 utina pokojové teploty. Na
skla byly aplikovany sekundéarni protilatky: FITC:5@), Cy3 (1:400), DyLight 488
(1:250) a DyLight 549 (1:250) — (Jackson ImmunoRede Laboratories). Po 1 hodin
ve vihké kontirce @i 32 °C jsme biikky promyli v PBS, obarvili jsme chromatin
pomoci DAPI (0,01ug.mlY), znovu promyli PBS pufrem a skla jsme uigv do

uzaviraciho média Mowiol.

4.4 Mikroskopicka pozorovani a obrazova analyza

Material byl zkouméan a vyhodnocovan mikroskopemnmyir Olympus (model IX81,
motorizovany invertovany vyzkumny mikroskop) s pibimx specifickych filtéi pro
piislusné fluorochromy, digitalni monochromatické leayn CCD (CCD-ORCA/ER)
a Micro Image Olympus optického softwaru. Ziskanémky byly poté zpracovany
a upraveny v programech CellR, CellD a Adobe Phuips/.0 CE.
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4.5Kolokalizani analyza

Kolokalizace proteifi, ktera byla hodnocena pomoci Pearsonova koefigienyla
provedena v programu NIH Image J da@plém ocasti nezbytné pro kolokalizace

Colocalization Finders (http://rsbweb.nih.gov/iligins, Nakamurat al, 2007).

Pearsofiv koeficient vyjaduje korelaci dvou protein Jeho hodnota se pohybuje od -1
do 1, gicemzZ ¢im je ¢islo blizSi 1, tim vice proteiny spolu koreluji iantje stupé

kolokalizace vyssi.

5 Vysledky

5.1Lokalizace AtTPX2 proteinu v zivych a fixovanych rach

Arabidopsis thaliana.

AtTPX2 protein byl lokalizovan v zivych lilkach bugcéné kultury Arabidopsis
thaliana exprimujicich AtTPX2-GFP v fib¢hu burécného cyklu (Obrazek 7A).
AtTPX2 protein byl vinterfazi v jag@ (Obrazek 7A). V profazi po rozpadu jaderné
membrany se AtTPX2 protein nachazel v oblasti clatimu. Od metafaze po anafazi
dekoroval AtTPX2 protein mikrotubuly mitotickéhdeténka (Obrazek 7A), v pozdni

anafazi se AtTPX2 protein &al vytracet a hem telofaze zcela vymizel.

Podobr byl AtTPX2 protein lokalizovan v gbéhu burgcného cyklu u fixovanych
burék burgénych kultur Arabidopsis thaliana(Obrdzek 7B). Bhem interfaze byl
AtTPX2 protein sougedn vjade (Obradzek 7B), po rozpadu jaderné membrany
v profazi Zistal v oblasti chromatinu (Obrazek 7B). AtTPX2 bidkalizovan

na mikrotubulech metafazniho a anafazniktictho vieténka az do pozdni anafaze
(Obrazek 7B). Vrané telofazi byl AtTPX2 protein zooovatelny na distalnéasti
fragmoplastu (Obrazek 7B, Sipky) a&smé blizkosti chromatinu a viiehu pozdni
telofaze AtTPX2 zcela degradoval (Obrazek 7B).
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Obrazek 7:

Lokalizace AtTPX2 proteinu v zivych a fixovanych buikach bunééné kultury
Arabidopsis thaliana

(A) interfaze — AtTPX2 v jaie; metafaze — AtTPX2 na kinetochorovych mikrotubhle
déliciho vieténka, anafaze — AtTPX2 na mikrotubulectioctho vieténka v blizkosti
chromatinu; (B) interfaze — AtTPX2 protein v jéd; profaze — AtTPX2 v oblasti
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kondenzujiciho se chromatinu; metafaze — AtTPXXinatochorovych mikrotubulech
déliciho wieténka, chromozomy jsou uspdany v ekvatorialni roviy anafaze —
AtTPX2 na kinetochorovych mikrotubulecklatiho vieténka, které tahnou jednotlivé
chromatidy k op&nym pohm buiky, a na interpolarnich mikrotubulech; rané telefaz
AtTPX2 se pesunul do oblasti distalnéasti fragmoplastu a doédné blizkosti
chromatinu, chromatin se dekondenzuje; pozdni detf— AtTPX2 je zcela
degradovan, doka@unje se formovani novych jader.¢kftko = 10um.

5.2Kolokalizace proteifi AtTPX2 a AtAuroral kindzy v buinych
kulturach Arabidopsis thalianaexprimujicich sotasré AtTPX2-GFP
a AtAuroral-RFP.

Studovali jsme moZznou spdleu lokalizaci AtTPX2 a AtAuroral kindzy vigehu
burgé¢cného cyklu. V interfazi byly oba proteiny v j@&d (Obrazek 8). Po zformovani
déliciho aparatu buik AtAuroral kinaza i AtTPX2 protein byly pozorovhié

na mikrotubulech &iciho wfeténka od metafaze az po anafazi (Obrazek 8).
V pozdni telofazi AtTPX2 protein zcela vymizel, imato AtAuroral kinza iesla

do ekvatorialni roviny a zgda now vznikajici bugénou gepazku (Obrazek 8, Sipka).

Kolokalizaci proteiti jsme potvrdili analyzou pomoci Pearsonova kérdleo
koeficientu (Rr), jehoz hodnoty blizké jedné uk&zalysokou miru kolokalizace
od interfaze po anafazi (Obréazek 8), v interfazablyodnota Rr = 0,74, v metafazi Rr =
0,94 a v anafazi Rr = 0,92.
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AtTPX2 AtAuroral sloZené DIC kolokalizace

anafize metafaze interfaze

pozdni
telofaze

Obrazek 8:

Kolokalizace proteini AtTPX2 a AtAuroral kinazy v bunéénych kulturach
Arabidopsis thaliana exprimujicich sowasné AtTPX2-GFP (-REP)
a AtAuroral-RFEP (-GEP).

Interfaize — AtTPX2 protein a AtAuroral v j& metafdze a anafdze — AtTPX2
a AtAuroral na mikrotubulecheticiho vieténka, pozdni telofaze AtAurora 1 kindza
relokalizovana do oblasti b&né gepazky (Sipka), zatimco AtTPX2 protein je jiz
zcela degradovan. &fitko = 10 um. Kolokalizace — vyjaiena graficky aciselrg
hodnotou Rr = Pearsw kolokalizani koeficient, hodnoty blizké 1 (0,74 0,94)
ukazuji na vysokou miru kolokalizace pro interfamgetafazi a anafazi, zatimco
v telofazi proteiny ibec nekolokalizuiji.

5.3 Srovnani distribuce AtTPX2 proteinu s lokalizaciikratubula
ay-tubulinu ve fixovanych btkach bugc¢né kulturyArabidopsis thaliana

pomocine@imé imunodetekce.

Porovnavali jsme lokalizaci AtTPX2 proteinu s distici mikrotubuii a y-tubulinu
v buice. V interfazi byl AtTPX2 v jatk (Obrazek 9), zatimco mikrotubuly tilg
kortikalni st a s AtTPX2 proteinem pragdodobrg nebyly v gimém kontaktu.
V profazi AtTPX2 lokalizoval v oblasti chromatinu aiedprofazniho svazku
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(Obréazek 9, Sipky). Od metafaze do anafaze se AET&&nachazel na mikrotubulech
déliciho vieténka (Obrazek 9). V anafazi AtTPX2 dekorowdiadl vieténko a pesouval
se doé&sné blizkosti chromatinu (Obrazek 9). Vrané tealbfayl AtTPX2 slak

v oblasti distalntasti fragmoplastu (Obrazek 9, Sipky) a v pozdrofédi byl AtTPX2
zcela degradovan.
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Obrazek 9:

Srovnani distribuce AtTPX2 proteinu s lokalizaci mkrotubul i ve fixovanych
bunikach bunééné kultury Arabidopsis thaliangpomoci negFimé imunodetekce.

Interfaze — AtTPX2 protein v j&d, fragmenty kortikalnich mikrotubiyl profaze —
AtTPX2 v oblasti chromatinu a na mikrotubulechiegprofazniho svazku (Sipky),
mikrotubuly gredprofazniho svazku; metafaze — AtTPX2 na mikroediu ctliciho
vieténka, chromozomy #&&eny v ekvatoridlni rovin anafaze - AtTPX2
na mikrotubulech &iciho vieténka, chromatin segsouva k pdim buiky; telofaze —
AtTPX2 v oblasti distalntasti fragmoplastu (Sipky), mikrotubuly tkioi fragmoplast,
now se vytvdejici jadra. Miitko = 10um.
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AtTPX2 v interfazi byl lokalizovan v ja&, zatimcoy-tubulin zde nevykazoval Zadny
signdl (Obrdzek 10). V profazi po rozpadu jadernémiorany AtTPX2 #staval

v oblasti chromatinu g-tubulin se sousédil okolo chromatinu (Obrazek 10). Oba
proteiny spoléné lokalizovaly na kinetochorovych mikrotubulech nfawiho dliciho
vieténka (Obrdzek 10). V ychu anafdze AtTPX2 spoluystubulinem dekoroval
delici vieténko,y-tubulin navic vyraz& obklopoval i chromatin (Obrazek 10, Sipky).
V prab¢hu celé telofaze-tubulin dekoroval mikrotubuly fragmoplastu a vyskyal se

v tésné blizkosti chromatinu, zatimco AtTPX2 proteiramé telofazi dekoroval distalni
¢ast fragmoplastu (Obrazek 10, Sipky). Vysledky wiiagpol&nou lokalizaci AtTPX2
proteinu s mikrotubuly a stubulinem na dicim vieténku v pitbéhu metafaze a rané
anafaze (Obrazek 9, 10).
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Obrazek 10:

Srovnani distribuce AtTPX2 proteinu s lokalizaci y-tubulinu ve fixovanych
bunikach bunééné kultury Arabidopsis thaliangpomoci negFimé imunodetekce.

Interfaze — AtTPX2 v jéigé, zatimcoy-tubulin se v blizkosti jadra neprokézal; profaze —
AtTPX2 v oblasti kondenzujiciho se chromatinu, pekiearni lokalizacey-tubulinu;
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metafaze — AtTPX2 g-tubulin dekoruji pevazré kinetochorové mikrotubulydiciho
vieténka, zkondenzovany chromatin v ekvatoridlni mgvi anafaze — AtTPX2
a y-tubulin se nachazeji naglecim vieténku, y-tubulin navic obklopuje chromatin
i v oblasti péti vieténka (Sipky), chromatin tazen kfdl buiky; rana telofaze —
AtTPX2 prevazuje v distalni¢asti fragmoplastu (Sipky)y-tubulin dekoruje cely
fragmoplast, chromatin formuje nova jadrasiitko = 10pum.

5.4 Srovnani lokalizace AtTPX2 proteinu a malych Ran@I PRanGTP,
RanBP1 a RCC1) pomoci némé imunodetekce ve fixovanych itkach
bunséné kulturyArabidopsis thaliana.

Srovnavali jsme AtTPX2 protein s malymi RanGTPazarRanGTP, RanBP1 a RCC1,
které v bugéném cyklu hraji dlezitou roli. Nebyla prokdzana vyrazna spol@
lokalizace mezi AtTPX2 proteinem a malymi RanGTdhaz — RanGTP, RanBP1
a RCC1. Lokalizace RanGTP, RanBP1 i RCC1 byi&imou cytoplazmaticka, signal
byl disperzni a slabzrnity (Obrazek 1t 13).

RanGTP protein se v interfazi vyskytoval v cytopigza slaks v okoli jadra (Obrazek
11), na rozdil od AtTPX2 proteinu nachazejicim senp v jade. V metafazi podokin
jako v anafazi, kde byl AtTPX2 lokalizovany n&lidim vieténku, byl RanGTP
lokalizovany v oblasti diciho vieténka, v metafaziipdevSim v jeho centralriiasti

a v anafazi i nepaténv celé cytoplazm (Obrazek 11), v gibéhu rané telofaze v deb
kdy AtTPX2 byl jeS¢ v oblasti distalnicasti fragmoplastu (Obrazek 11, Sipky),
RanGTP se vyskytoval v oblasti chromatinu (Obraidk Sipky) a nepatenv celé
cytoplazng.
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Obrazek 11:

Srovnani lokalizace AtTPX2 proteinu a RanGTP pomochepfimé imunodetekce
ve fixovanych buikach bunééné kultury Arabidopsis thaliana.

Interfaze — AtTPX2 protein v j&d, RanGTP protein v cytoplazma €sném okoli jadra;

metafaze — AtTPX2 na kinetochorovych mikrotubulekhiciho vieténka napojenych
na chromozomy v ekvatorialni roéinRanGTP v oblasti diciho vieténka; anafaze —
AtTPX2 na mikrotubulech diciho vieténka, RanGTP v oblasti¢latino vieténka

a slalg v celé cytoplaz@ chromatin pesouvan k opanym pohim buiky; rana telofaze
— AtTPX2 v oblasti distalnéasti fragmoplastu (Sipky), RanGTP v oblasti chramat
(Sipky) a slab v cytoplazng, chromatin formuje nova jadra.ditko = 10um.

RanBP1 protein byl v interfazi pozorovan slabcelé cytoplaza v okoli jadra, uvnit
kterého byl lokalizovan AtTPX2 (Obrazek 12). Mip&¢hu metafaze a anafaze na rozdil
od AtTPX2 proteinu, ktery #mo dekoroval mikrotubuly, byl RanBP1 protein
lokalizovany v oblasti éiciho vieténka jen velmi slaba difuzré a nepatré se
nachazel také v celé cytoplazn{Obrazek 12). V dah kdy AtTPX2 degradoval
v pribéhu telofaze a byl v pozdni telofazi pozorovan jesimi nepatrg caste&né
na distalnicasti fragmoplastu (Obrazek 12, Sipky), RanBP1 jmate vyskytoval jiz jen
slak jako disperzni a granulovany signal v oblasti finaglastu (Obrazek 12, Sipky)
a slak i v celé cytoplazia
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Obrazek 12:

Srovnani lokalizace AtTPX2 proteinu a RanBP1 pomocheprimé imunodetekce
ve fixovanych buikach bunééné kultury Arabidopsis thaliana.

Interfaze — AtTPX2 protein v j&d, RanBP1 protein v okoli jadra a v celé cytopl&zm
metafaze — AtTPX2 na kinetochorovych mikrotubuletiticiho vieténka, RanBP1
v oblasti dliciho wieténka a slab v cytoplaznd, chromozomy uspadané

v ekvatorialni rovig; anafaze — AtTPX2 na mikrotubulecklidiho vieténka, RanBP1
v oblasti a@liciho vieténka a slabv cytoplazng, chromatin seigsouva k pam buiky;
pozdni telofaze — posledni nedegradované zbytkyPX&T'v distalni¢asti fragmoplastu
(Sipky), RanBP1 slabv celé cytoplazms nevyraznou lokalizaci v oblasti fragmoplastu
(Sipky), dekondenzujici se chromatin formujici ngddra. Metitko = 10um.

RCC1 protein se podobiako pedchozi dé¢ RanGTPazy nachazel vigxhu interfaze
slak® v celé cytoplazm a také okolo jadra (Obrazek 13), uvriterého byl AtTPX2.
AtTPX2 v metafazi peSel na kinetochorové mikrotubulglidiho vieténka a dekoroval
delici vieténko také v anafazi, zatimco RCC1 shdm €chto fazi buacného cyklu
nachazel nepaténv celé cytoplazm a rovreZz disperza v oblasti celého diciho
vieténka (Obrazek 13). Vidiehu pozdni telofaze, kdy AtTPX2 jiz zcela degradoval
byl RCC1 protein lokalizovan uz jen velmi stabcelé cytoplazm (Obrazek 13).
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Obrazek 13:

Srovnani lokalizace AtTPX2 proteinu a RCC1 pomoci aprimé imunodetekce
ve fixovanych buikéach bunééné kultury Arabidopsis thaliana.

Interfaze — AtTPX2 protein v jdd, RCC1 okolo jadra a v cytoplagmmetafaze —
AtTPX2 na kinetochorovych mikrotubulecklidiho vieténka, RCC1 v oblastiliciho
vieténka, chromozomy usffmané v ekvatorialni rown anafaze - AtTPX2
na mikrotubulech &iciho wieténka, RCC1 v oblasti éiciho wieténka a v celé
cytoplazn€, chromatin sréujici k poim buiky; pozdni telofaze — AtTPX2 zde jiz
zcela degradoval, RCC1 velmi stabv celé cytoplaz®y chromatin v no¥ se
vytvarejicich jadrech. Mitko = 10um.

5.5Nadprodukce TPX2-GFP proteinu

V zivych buré¢nych kulturachArabidopsis thalianaexprimujicich AtTPX2-GFP jsme
pozorovali &sné po transformaci nadprodukci a s ni spojenou sioioifi lokalizaci
AtTPX2-GFP naiiznych mistech v hice. Tento jev byl pouze dasny, po Bkolika
dnech, maximakh jednom tydnu, se exprese proteinu a jeho lokatizacbukach
ustalila. Dany jev by mohl objasnit dalsi funkceTRX2 proteinu v bu&ném cyklu
a bude pedmeétem dalSich vyzkurin
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6 Diskuze

Protein TPX2 byl jiz éive zkouman u rostlin -Nicotiana benthamianatabak)
aTradescantia Virginiina(podnka virginska) — (Vos et al, 2008), Arabidopsis
thaliana (husendek rolni), Oryza sativa(ryZze seta) aVitis vinifera (réva vinna)—
(Evrard et al, 2009). My jsme se zaifili na studium lokalizace AtTPX2 proteinu
v pribéhu burécného cyklu ajeho srovnani s distribuci dalSichtgnd burg¢cného
cyklu. Ziskané vysledky mohou napomoci k obgsrfunkce TPX2 proteinu u vysSich

rostlin.

Podobnou lokalizaci, jako uvadi Vag al (2008) u bu&né kultury tabaku (BY2)
a burgk korenovych meristéfh u Arabidopsis jsme ukazali u buwné kultury
Arabidopsis(ekotyp Columbig. AtTPX2 protein Bhem interfaze lokalizoval v jé,
v profazi se nachazel v oblasti chromatinu a odafaee po anafazi dekoroval
mikrotubuly dliciho wreténka. V piibéhu telofaze se AtTPX2 proteinigsouval
do oblasti distalnéasti fragmoplastu a rychle degradoval az do komghetodbourani,
zatimco Stewart and Fang (2005) zaznameniasyn TPX2 proteinu do centralni
oblasti anafaznihoieténka u HelLa buwk a rychlé vymizeni TPX2 proteinu jizZbem
pozdni anafaze, kdy dochazi k rychlé reorganizalitiio vieténka. TPX2 protein je
jednim z hlavnich regulatbr pro usp#adani dliciho vieténka a jeho degradace
pii piechodu do cytokineze praygbdobrg pomaha omezovat formovani a aktivitu

deliciho vieténka pouze na mitézu (Gruetsal, 2002).

Predpoklad, Ze by AtTPX2 mohl interagovat s Auroraazami uArabidopsis(Vos et
al. 2008), vyraza podporuji i naSe pozorovani, prokazali jsme kdiakai AtAuroral
kinazy spolu s AtTPX2 proteinem viikhu burg¢ného cyklu buiéné kultury
Arabidopsisv metafazi a anafazi. NaSe vysledky jsou takéweaslu se zauwy Vos et
al. (2008), které tvrdi, Ze AtTPX2 spolu s Aurora&ami hraji kifovou ulohu pi
formovani dliciho vieténka, podokihjako je tomu u Zivéicha (Kufer et al, 2002).

TPX2 protein iniciuje nukleaci mikrotubuha kinetochorech a v blizkosti chromozZom
u HelLa bugk a vadZe se kmto mikrotubutim, chova se jako mikrotubuly asociovany
protein (MAP), ktery je lokalizovany s mikrotubulya dlicim vieténku, ale
mikrotubuly nestabilizuje podoknako jiné MAPs. Hraje tak pra¥godobrt jesS€ dalsi

dosud neznamou rolitpnukleaci mikrotubul u Zivaticht (Grusset al, 2002). Protoze
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u acentrozomalnich btk rostlin se na nukleaci mikrotuliulvyznamri podili
y-tubulin, ktery vSechny rostlinné mikrotubuly delm a funguje jako MTOC
(Binarova et al, 2003; Drykovéaet al, 2006), srovnali jsme lokalizaci rostlinného
AtTPX2 s lokalizaciy-tubulinu a mikrotubul pomoci imunodetekce. NaSe vysledky
ukazaly, Zze AtTPX2 se nachazi na mikrotubule¢hictho vieténka od metafaze po
pozdni anafézi a roed casteéné spole&né lokalizuje sy-tubulinem, coZz by mohlo

nazng&ovat podobny vyznam AtTPX2 pro nukleaci mikrotubul vysSich rostlin.

TPX2 v extraktech z vajek zZaby Xenopuslaevis (drapatky vodni) hraje roli ip
zahajeni nukleace mikrotuliill ktera je regulovana malou RanGTPazou RanGTP
a dalSimi proteiny RanGTPazové drahy (Gritsal, 2001). Zkoumali jsme tedy, zda se
AtTPX2 vyskytuje v biikach bug¢né kulturyArabidosisspolu s gkterymi vybranymi
proteiny ze skupiny malych RanGTPaz, jako RanGTRnBP1 a RCC1. NaSe
piedlEzné vysledky imunolokalizaci s pouzitim specifichkycprotilatek proti
ZivocisSnym RanGTPazam (RanGTP, RanBP1 a RCC1), ukazalyrmost RanGTP
jen slak v oblasti @liciho vieténka, kde jsme lokalizovali také AtTPX2 protein,
coz by mohlo byt, festoze RanGTP a AtTPX2 spoldirpo nelokalizovaly, jednim
z moznych dkazi, Ze i rostlinny AtTPX2 protein by mohl byt schopefzby

s RanGTP v pibéhu organizace diciho vieténka, podolf) jak popisuje Grusst al
(2001) pro TPX2 zextraktu vagk Xenopus Tyto pedkEzné vysledky budou
piednttem dalSiho studia.

Pri studiu bur¢né kulturyArabidopsisbyla pozorovana nadprodukce AtTPX2 proteinu

podobrg, jak se o tom zmiuji jiz diive Stewart and Fang (2005).

7 Shrnuti

Pripravili jsme transformovanou b&nou kulturu Arabidopsis thalianaexprimujici
AtTPX2-GFP protein a zkoumali jsme lokalizaci AtTPXproteinu v pitbéhu
buné¢ného cyklu u Zivych transformovanych kuni u fixovanych bugk. AtTPX2
protein se Bhem interfdze nachazel v j&d Bchem mitézy byl v profazi v oblasti
chromatinu a od metafaze po anafazi na mikrotubutliciho vieténka. V teloféazi byl
AtTPX2 postups odbouran. Podle ifpdpokladu AtTPX2 protein kolokalizoval
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s Auroral kindzou. AtTPX2 lokalizoval spoig s mikrotubuly a y-tubulinem

na mitotickém veténku v piibéchu metafaze a anafaze. Neprokazali jsme vyznamnou
spole&nou lokalizaci AtTPX2 proteinu a vybranych proteilRanGTPazové drahy
(RanGTP, RanBP1, RCC1).

8 Zavér

Ziskané vysledky pomohly objasnit lokalizaci AtTPXRoteinu v Zivych biikach
modelové rostliny husetku rolniho @Arabidopsis thalianpa jeho moznou spaieou
lokalizaci s gkterymi dalSimi proteiny @ezitymi pro burény cyklus (AtAuroral,
a-tubulin, y-tubulin, RanGTP, RanBP1, RCC1) wip¢hu burgéného cyklu. Tyto
vysledky mohou vést klepSimu pochopeni podéhadpribéhu burgéného cyklu
u acentrozomalnich bgk vysSich rostlin. DalSi studie AtTPX2 proteinu mah

podrobrji objasnit dalSi dosud neznamé funkce tohoto jomate
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