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ABSTRACT

Tubulin is the basic building block of microtubules which ensure intracellular
transport, morphological changes, the connection of proteins of metabolic pathways, the
segregation of chromosomes during mitosis and many other essential processes in plant
cells.

The localization of tubulin regarding nucleus is strictly controlled and during the
interphase, tubulin is usually not present in the nucleus. As we previously showed, one
of the exceptions of the presence of tubulin in the nucleus is the cold stress condition.
Also, we discovered several plant-specific nuclear export sequences (NES) in tubulin
molecules: one in a-tubulin and two in B-tubulin.

In this work | found that double mutation of both functional B-tubulin NESes cause
slight accumulation of the protein in the nuclei. However, the phenotype of the
transgenic plants expressing B-tubulin with mutations is probably not affected by the
presence of the mutated protein.

The effect of the expression of the mutated 3-tubulins was observed in Nicotiana
tabacum BY-2 cells as well. The expression of 3-tubulin carrying a single NES3 mutation
or double mutation of both NESes bring changes of the division activity of the cells, while
the NES2 mutation does not have any effect.

Furthermore, it was discovered that the 0T cold treatment does not cause
massive accumulation of tubulin in the nuclei of the cells of whole Arabidopsis thaliana
plants. This information adds to our previous findings of tubulin accumulation in cold
treated nuclei of the plant suspension cells.

In an effort to elucidate the mechanism of B-tubulin export from the nucleus, we
tested the effect of nuclear export inhibitor leptomycin B. We found out that the growth of
the BY-2 suspension cells was steadily halted, however the growth of Arabidopsis
thaliana plants was not affected at all. The reasons for this resistence of Arabidopsis
thaliana are discussed.

We also tested the function of a- and B-tubulin NESes in fusion with GFP in
animal HelLa cells. We found out that the GFP type used was not suitable for expression
in these cells.



ABSTRAKT

Tubulin je zékladni stavebni jednotkou mikrotubuld, které zajiStuji vnitrobunéény
transport, morfologické zmény, propojeni proteini metabolickych drah, segregaci
chromozoému béhem mitézy a mnohé dalSi nezbytné procesy v rostlinnych burnkach.
Lokalizace tubulinu vzhledem k jadru je vSak pfisné kontrolovana a béhem interfaze se
v jadfe tubulin bézné nevyskytuje. Jak jsme dfive ukazali, jednou z vyjimek pfitomnosti
tubulinu v jadfe je chladovy stres. Zaroven jsme v molekulach tubulind odhalili nékolik
rostlinné specifickych jadernych exportnich sekvenci (NES): jednu v a-tubulinu a dvé
v B-tubulinu.

V této praci jsem zjistil, ze mutace obou funkénich NES v B-tubulinu zéroven
zpUsobuje slabou akumulaci tohoto proteinu v jadrech. Fenotyp transgennich rostlin
exprimujicich B-tubulin s mutacemi vSak pravdépodobné neni pfitomnosti mutovaného
proteinu ovlivnén. Vliv exprese mutovanych B-tubulind byl sledovan i u bunék kultury
Nicotiana tabacum BY-2. Exprese B-tubulinti nesoucich mutace v jednom z NES (NES3)
¢i vobou NES zpUsobuje zmény v délivé aktivité bunék, zatimco mutace v NES2 vliv
nema.

Dale bylo zjisténo, Ze chlad 0T nezp dsobuje masivni akumulaci tubulinu
v jadrech rostlinnych bunék v kontextu celych rostlin Arabidopsis thaliana, ¢imZ jsou
rostlinnych suspenznich bunék.

Ve snaze objasnit mechanismus exportu B-tubulinu z jadra jsme testovali vliv
inhibitoru jaderného exportu leptomycinu B. Bylo zjiSténo, Ze rlst suspenznich bunék
BY-2 byl spolehlivé zastaven, avSak rast rostlin Arabidopsis thaliana nebyl vibec
ovlivnén. Duvody odolnosti rostlin Arabidopsis thaliana vi¢i tomuto inhibitoru jsou
diskutovany.

Testovana byla téZz funkénost jadernych exportnich sekvenci a- a B-tubulinu ve
fuzi s GFP v Zivocisnych burikach Hela. Bylo zjisténo, Ze pouzita forma GFP nebyla

vhodna pro expresi v burikach HelLa.
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SEZNAM ZKRATEK :

ANES: jaderna exportni sekvence mutovana tak, ze jeji exportni funkce je
eliminovana

GFPNES: GFP fazovany s jadernou exportni sekvenci NES

HelLa: Henrietta Lacks, darce bunék karcinomu epitelu cervixu

lepB : leptomycin B

MI: mitoticky index

B-tub : vektor pER8-GFP-AtTUB6

NES2: vektor pER8-GFP-AtTUB6 A NES2

NES3: vektor pER8-GFP-AtTUB6 A NES3

NES23: vektor pER8-GFP-AtTUB6 A NES23

PCR: polymerazova fetézova reakce

TRITC: tetramethylrhodamin isothiokyanat

wt: wild type; v pfipadé Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia, neni-li uvedeno
jinak
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. CiLE PRACE

. Otestovat funk&nost jadernych exportnich sekvenci a- a B-tubulinu v ZivociSnych
bunkéach.

Otestovat vliv exprese B-tubulini nesoucich mutace v jadernych exportnich
sekvencich na bunky tabakové kultury BY-2.

Zjistit lokalizaci mutovanych tubulin v rostlinach Arabidopsis thaliana.

Otestovat vliv exprese mutovaného tubulinu na rostliny Arabidopsis thaliana.
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2. LITERARNI PREHLED
2.1. Mikrotubularni cytoskelet

Cytoskelet je silné konzervovana struktura eukaryotnich bunék, zajistujici mnoho
zakladnich procesu — vnitrobunéény transport, morfologické zmény, déleni buriky,
prostorové propojeni proteint metabolickych drah, aj. V rostlinnych bufikach nachazime
dveé hlavni slozky cytoskeletu: mikrotubuly a aktinova mikrofilamenta.

Ve vSech eukaryotnich burnkach mikrotubuly zajiStuji predevSim transport
membranovych vacku, pozici jadra a segregaci chromosomu béhem mitosy, cytokinezi a
“leSeni” pro proteiny stejnych metabolickych drah. Aktinova mikrofilamenta se taktéz
podileji na transportu membranovych vackul, cytokinezi a lokalizaci enzyma; aktin je
zaroven dulezitou soucasti procesu zmény morfologie, pohybl a mechanorecepce.

Mikrotubuly jsou vysoce dynamické polarni struktury slozené z lateralné
spojenych protofilament, polymerd heterodimeru a- a B-tubulinu; B-tubulin je vzdy
konsensualné na + konci protofilamenta, kde dochézi k rychlejSi polymeraci nez na
opacném konci. Protofilament je v mikrotubulu nejCastéji 13, v helikdlnim uspofadani. a-
a B-tubulin jsou 55 kDa proteiny vazajici GTP, pfiemz B-tubulin ma schopnost toto
GTP hydrolyzovat. Hydrolyza GTP probiha spontanné, a jeji produkt, B-tubulin-GDP, ma
destabilizaCni efekt na mikrotubulus. Tato skute€nost, spolu s pfitomnosti mnoha
proteinl  modifikujicich  stabilitu  mikrotubulll, reprezentuje silnou dynamiku
mikrotubularniho cytoskeletu. VétSina mikrotubularnich struktur existuje pouze kratkou
dobu, avSak Ize nalézt i velmi stabilni mikrotubuly, napf. v Fasinkach a bicicich. Treti
neopomenutelnou molekulou se vztahem k mikrotubulim je y-tubulin, ktery se ucéastni
prvni faze vzniku mikrotubuld, tzv. nukleace.

NejznaméjSi mikrotubularni strukturou, pfitomnou pravdépodobné ve vSech
eukaryotnich burikéach, je délici vieténko (Obr. 3). Tato polarni struktura zajiStuje
segregaci chromosoml do budoucich dcefinnych jader (Maiza, 1961). V prubéhu
bunécného cyklu jsou v rostlinnych burkach vytvareny dalSi mikrotubularni struktury,
typické pouze pro buriky rostlin. Jednd se o Kkortikalni mikrotubuly, pfedprofazovy

prstenec a fragmoplast. Kortikalni mikrotubuly jsou typickou rostlinnou strukturou, ktera
12



udava smery, kterymi burika mize expandovat svoji bunécnou sténu, potazmo celé své
télo. Tyto mikrotubuly jsou pfimo asociovany s celulosa-syntdzovymi komplexy (Li et al.,
2012), které ve sméru usporadani kortikalnich mikrotubuld deponuji celulosove
mikrofibrily do bunééné stény; bunka muze riast predevsim ve sméru kolmém na svazky

téchto celulosovych mikrofibril (Paredez et al., 2006; pro ilustraci viz obr. 1).

Obr. 1: Kortikalni mikrotubuly bun &k ko Fene Arabidopsis thaliana.

Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primarni protilatka) pomoci TRITC
konjugovanym se sekundarni protilatkou. A. PFiéné usporadani kortikalnich mikrotubuld,
longitudalné rostouci bunka. B. Kortikalni mikrotubuly uspofadané do rlznych smérli, bunka

rostouci vSemi sméry. Fotografie pofizeny konfokalnim mikroskopem.

Predprofazovy prstenec (Obr. 2) predstavuje specifické obrucovité usporadani
mikrotubuld, aktinovych mikrofilament a dalSich komponent kolem jadra v ekvatorialni
roviné bunky na konci G2 faze bunécného cyklu. Znamymi funkcemi predprofazového

prstence je orientovani mitotického vieténka do spravné pozice, "oznaceni” mista v
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cytoplasmatické membrané pro budouci fragmoplast a Gu¢ast na organizaci mitotického
vieténka (Mineyuki 1999; Ambrose and Cyr, 2008).

Fragmoplast je dalSi unikatni rostlinnou mikrotubularni strukturou (avsak lze jej
najit i u nékterych Bryophyt a fas, Lopéz-Bautista, 2003), ktera je zodpovédna za zdarné
rozdéleni buriky. Fragmoplast je velmi dynamické uspofadani mikrotubull, aktinovych
mikrofilament, endoplasmatického retikula, Golgiho aparatu a dalSich struktur.
Komponenty fragmoplastu syntézou sloZzek buné¢né stény a jejich transportem zajistuji

centrifugalni rist nové bunécné stény mezi dcefinnymi burikami (Asada et al., 1994).

Obr. 2: Optické Fezy predprofazovym prstencem bun ék kalusu Nicotiana tabacum
BY-2.

Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primarni protilatka) pomoci TRITC
konjugovanym se sekundarni protilatkou. Prvni fez zleva je na povrchu jadra, posledni fez je
uprostfed jadra. Fotografie pofizeny konfokalnim mikroskopem.

Polymerace mikrotubull vyZaduje struktury, které zajiStuji jejich nukleaci —
mikrotubuly nukleujici struktury (MTOC z angl. microtubules organizing centre).
Zivogidné burky obsahuji jedinou mikrotubuly-nukleadni strukturu, tzv. centrosom
(Karsenti et al., 1984). Centrosom se sklada z dvou ortogonalné orientovanych centriol
obklopenych pericentriolarni matrix (PCM). Centrioly jsou sloZeny z deviti trojic
mikrotubulG. V PCM dochazi ke vzniku y-TURC (y-tubulin ring complex) z y-TuSC (y-
tubulin small complex) a dalSich proteind. K nukleaci mikrotubuld s nejvyssi
pravdépodobnosti dochazi pravé v y-TuSC (Kollman et al., 2010).

Rostlinné bufky a vétSina hub centrosom nemaji a jsou proto nazyvany

acentrozomalni organismy. Navzdory absenci konkrétniho centrozému burfky vysSich
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rostlin jsou samoziejmé schopné mikrotubuly nukleovat. Procesu nukleace rozumime u
téchto bunék méné, nicméné se zda, Ze molekularni mechanismus je totoZzny
s mechanismem nukleace na centrozomu. Hlavni roli hraje y-tubulin a komplexy, které
vytvari s vysoce konzervovanymi proteiny — y-tubulin ring komplexy (Zheng et al., 1995).
VySSi rostliny vytvareji nové mikrotubuly v zavislosti na fazi bunééného cyklu bud na
povrchu jadra, nebo v kortikélni vrstvé pod cytoplasmatickou membranou na zakladé
interakce y-tubulinu s jiz existujicimi mikrotubuly (Shimamura et al., 2004, Murata et al.,
2005). Decentralizovany zplsob nukleace mikrotubul( 1ze vidét i u typického déliciho
vieténka rostlinnych bunék (Obr. 3). V souc€asnosti je mechanismus rostlinné nukleace
mikrotubul jen malo objasnén; je znama pouze Ucast y-tubulinu, dale proteinu
homologniho k Spc98p, ktery je u centrosomalnich organismd soucasti y-TuSC, a
nékolika dalSich proteint (Erhardt et al., 2002; Binarova et al., 2006; Wiese a Zheng,
2006).

Obr. 3: Mitotické v Feténko Zivo €iSnych a rostlinnych bun  ék.

A. Centrosomalni mitotické vfeténko lidskych bunék tumoru cervixu HelLa. EGFP-a-
tubulin exprimovany transformovanou bunkou. B. Typické acentrosomalni difuzni mitotické

vieténko suspenznich kalusovych bunék Nicotiana tabacum BY-2. Imunologicky oznacen a-
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tubulin  (anti-a-tubulin  primarni protilatka) pomoci TRITC konjugovanym se sekundarni

protilatkou.
2.2. Kompartmentace tubulinu vbu nce

o-/B-tubulin je béhem interfaze vyluéné cytoplasmaticky protein a jeho vztah
k jadru je vétSinou vazan na mitosu. Existuji tfi typy mitosy: mitosa, pfi které dochazi
k celkovému rozpadu jaderné obalky (otevifena mitosa), uzaviena mitosa, béhem které
se vSechny mitotické déje odehravaji v jadfe s neporusenou, celistvou jadernou obalkou,
a treti, pfechodny typ, polo-oteviena mitosa, pfi které se jadernd obéalka rozpada jen
z Casti (de Souza a Osmani, 2007). Pfitomnost a-/B-tubulinu v jadre, €i v misté
chromatinu bez jaderné obalky u oteviené mitosy, je nutnd z duvodu segregace
chromosomu kinetochorovymi mikrotubuly. Po ukon&eni mitosy a rekonstituci jaderné
obalky je tubulin opét lokalizovan vylu¢né v cytoplazmé. U primitivnéjSich eukaryot
S uzavienou mitosou, jako napf. u nékterych protist, hub a fas (review Heath, 1980), se
musi a-/B-tubulin, spolu s nékterymi komponenty MTOC, tésné pred mitosou importovat
do jadra, jelikoz nedochéazi k rozpadu jaderné obalky (Aspergillus nidulans Ovechkina et
al., 2003, Saccharomyces cerevisiae Pereira et al., 1998) a po ukon&eni mitdzy opét
exportovat do cytoplasmy. De Souza a Osmani, 2007 navrhuji moznost importu tubulinu
do jadra skrz ¢astecné rozlozené NPC, podrobnéjSi mechanismus transportu tubulinu do
jadra pfed mitézou a z jadra po mitdéze vSak zlstavd nezndmy. Rychly export tubulinu
z jadra po mitéze (Ovechkina et al., 2003) naznacuje, Ze pfitomnost tubulinu v jadie
béhem interfaze je peclivé regulovany proces.

Akumulace B-tubulinu v jadfe byla pozorovana i v pripadé polo-oteviené mitosy
v embryich Caenorhabditis elegans, a to po tzv. permeabilizaci jader na za¢atku mitosy,
kdy se jaderna obalka rozpada jen z Casti a mitotické vieténko se formuje uvnitf

permeabilizovaného jadra (Hayashi et al., 2012).

Vzhledem ke striktné cytoplasmatické lokalizaci tubulinu je vhodné prozkoumat
mozné interaktory a-/B-tubulinu v jadfe; jejich interakce s tubulinem by béhem interfaze
mohla mit fatalni nasledky. V interfazovych jadrech savcich bunék byl nalezen y-tubulin

asociovany s jadérky a tumor-supresorovym proteinem C53 (HorejSi et al., 2012). y-
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tubulin se vyskytuje béhem interfaze i u rostlinnych bunék — u Vicia faba je y-tubulin
pfitomen v jadrech v G2 fazi (Binarova et al., 2000). V tabakovych burikach BY-2 byla
dokazana schopnost histonu H1 nukleovat mikrotubuly na vnéjSim povrchu jadra, neni
vSak vylouceno, Ze je H1 schopen nukleovat mikrotubuly i uvnitf jadra (Hotta et al.,
2007).

Protein TPX2 (Targeting protein for Xklp2, ¢len rodiny kinesint €.15), ktery se
bézné vyskytuje v interfazovych jadrech Arabidopsis, se pfed rozpadem jaderné obalky
pfi nastupu mitosy pfimo Uc¢astni nukleace mikrotubult (Wittmann et al., 2000; Gruss et
al., 2001; Perrin et al., 2007; Vos et al., 2008). Déle byla v sav€ich burnkach prokazana
schopnost monomerniho a-/B-tubulinu asociovat s jadernou obalkou a inhibovat vazbu
Heterochromatin Proteinu 1  na jadernou obalku (Kourmouli et al., 2001). V neposledni
fadé byla dokdzana interakce jaderného proteinu HMG1 (High mobility group)
s tubulinem a DNA (Briolay et al., 1994).

Existence téchto jadernych proteini a jejich interakci s a-/B-tubulinem implikuje
nutnost pfisné kontrolovat transport a-/B-tubulinu mezi jadrem a cytoplasmou, vzhledem
k fazi bunécéného cyklu. Tuto predstavu podporuje i skutecnost, Ze tubulin je béhem
mitosy vzdy v pfimém kontaktu s nukleoplasmou.

| pfes uvedené skuteCnosti jsou znamy vyjimky, kdy se a-/B-tubulin v interfaznich
jadrech vyskytuje. U mySi bunécné linie SV3T3 nalezen byl tubulin v jadrech
nemitotickych bunék (Menko and Tan, 1980). a-/Bll-tubulinové heterodimery byly
nalezeny i v interfazovych jadrech potkanich mesangialnich ledvinovych bunék (Walls et
al., 1999) a lIze je reverzibilné z jader odstranit vinblastinem (Walls-Bass et al., 2003).
Bli-tubulin v téchto burnkéach interaguje s komponentou signalni drahy Notch, kter4 hraje
dalezitou ulohu pfi proliferaci, apoptose a diferenciaci (Yeh et al., 2004). Il isoforma
tubulinu s jadernou lokalizaci se zaroven bézné vyskytuje u riznych typu rakovinnych
bunék, v€etné HelLa (Xu et al., 2002). U rostlin byly pozorovany vnitrojaderné svazky
mikrotubuld v kambialnich burikach a jejich derivatech ve stoncich Aesculus
hippocastanum L. (Barnett, 1991).

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze pfitomnost tubulinu v jadrech je pfisné

regulovana v prabéhu buné&ného cyklu. NaSe skupina vSak ukazala, Ze pFitomnost
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tubulinu v jadfe muze byt zplsobena i specifickymi stresovymi podminkami. Poprvé byl
tento jev pozorovan v rostlinnych burikach BY-2 (Schwarzerova et al., 2006). V sérii
experimentd ve jmenované publikaci byla prokazana reverzibilni depolymerace
mikrotubuld a akumulace tubulinu v jadrech bunék BY-2 oSetfenych chladem 0T po
dobu 7-8 hodin (Obr. 4). Po navraceni bunék do pavodni teploty byl tubulin z jader
rychle exportovan zpét do cytoplasmy a mikrotubularni cytoskelet byl rekonstruovan.
Tyto poznatky vedly k otdzce, jakym mechanismem je tubulin importovan do jadra a jak
je exportovan z jadra. V této souvislosti je vhodné zminit pozorovani Hicks et al., 1996,
akumulaci fuzniho proteinu O2-HSA (lidsky serum albumin s bipartitnim NLS /jadernym
lokalizacnim signalem/ kukufiéného proteinu O2) v jadrech protoplastd Nicotiana
tabacum: v ledu byla pozorovana akumulace proteinu v jadrech po 2x delSi dobu nez pfi
teploté 23T (2 hodiny).

Prozkoumanim sekvence o-/B-tubulinu bylo objeveno 5 sekvenci, které
odpovidaji konsenzu jaderné exportni sekvence (NES, obr. 5, Schwarzerova et al.,
2006).

0-4°C, 7h

——

Obr. 4: Pasobeni chladu na lokalizaci tubulinu v suspenznich bunkach BY-2.

Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primarni protilatka) pomoci TRITC
konjugovanym se sekundarni protilatkou. Vlevo: buriky za normalnich podminek. Uprostied:
bunky po oSetfeni chladem, zfetelna akumulace tubulinu v nukleoplasmé. Vpravo: navraceni do
pavodnich podminek, rychla exkluze tubulinu z jader a repolymerace mikrotubull
(Schwarzerova et al., 2006).
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p-tubulin (Arabidopsis thaliana)
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Obr. 5: Jaderné exportni sekvence (NES) a- a f3-tubulinu.
Cervené jsou znazornény NES specifické jak pro rostliny tak Zivogichy, zelené rostlinné-
specificky NES a modre zivocisSné specificky NES (Schwarzerova et al., 2006).

Nasledné byly nalezené NES podrobeny testu exportni aktivity ve fazi s GFP
v rostlinnych bunkéach BY-2. Exportni aktivitu prokazaly u a-tubulinu rostlinné i Zivo&isné
specifické NES1 a u B-tubulinu NES2 a NES3. Dale byla potvrzena ztrata exportni
aktivity mutacni zménou téchto NES v sekvenci, kterd jiz neodpovidd NES konsensu
(Obr. 6, Schwarzerova et al., nepublikovana data). Je tedy mozné, Ze rychly export
tubulinu z jadra, pozorovany béhem recovery periody, byl zaloZen na existenci funkénich
NES v molekulach tubulinu.
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Obr. 6: Test exportni aktivity NES a zruSeni exportni aktiv ity NES a- a B-tubulinu.

Sekvence NES ve fuzi s GFP, exprese v burikach BY-2. Potvrzeni exportni aktivity a-
tubulin NES1 a B-tubulin NES2 a NES3 (levé fotografie). ZruSeni exportni funkce NES mutaci
(fotografie vpravo, mutace znazornény v kazdém druhém fadku, Schwarzerova, nepublikovana
data)

Podobny jev byl pozorovan u lidskych bunék HelLa; u bunék oSetfenych chladem,
nocodazolem a inhibitorem jaderného exportu leptomycinem B byla demonstrovana
akumulace tubulinu v jadrech. Autofi dale popisuji akumulaci jaderného tubulinu,
uvéznéni v GO-G1 fazi a hynuti bunék transformovanych B-tubulinem s mutovanym
NES1, z ¢ehoz lze usoudit moznost interference tubulinu s kritickymi procesy v jadre
(Akoumianaki et al., 2009).
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Mechanismus importu tubulinu do jadra neni znam. a/B- tubulin neobsahuje
znamy NLS (Schwarzerova et al., 2006). Mze byt vSak do jadra transportovan pomoci
jiné molekuly, kterd obsahuje NLS. Podobnym zpusobem je do jadra transportovana
napf. y-tubulin, ktery je pfes jadernou obalku transportovan v komplexu Tub4p (y-tubulin
Tub4p, Spc98p, Spc97p), pficemz lokalizace do jadra je zprostfedkovana NLS v
proteinu Spc98p (Pereira et al., 1998). a/f tubulin maze také ,uviznout v jadfe béhem
rekonstituce jaderné obalky po mitose. V pfipadé jaderného importu Bll-tubulin isotypu
(bézné pritomen v jadrech mesangialnich bunék ledvin potkana), Walls-Bass et al., 2001
dokazuji €asovou vazbu transportu Bll-tubulinu do jadra na mitosu a konstatuji
pravdépodobnost souvislosti importu tohoto tubulinu s GTPazou Ran, ktera je zcela
integrovanou soucasti nukleocytoplasmatického transportu.

DalSi voditko k objasnéni importu tubulinu do jadra poskytuji Ishiguro et al., 2011;
v lidskych T-lymfocytech byla prokézana interakce proteinu NFAT (Nuclear factor of
activated T-cells) a importinu-B pfes a-tubulin (avsak ne B-tubulin). Vysledny ternarni
komplex, v€etné a-tubulinu, je transportovan do jadra. Interakce tubulinu s NFAT a

importinem-f3 je potlacena acetylaci tubulinu-a na lysinu 40.

2.3. Jaderny transport

Jaderny transport u eukaryotnich bunék probihd skrz NPC (nuclear pore
complex). NPC je cca 40-60 MDa velky proteinovy komplex (Rout et al., 2000),
skladajici se zcca 20-30 druhG proteind (Nup, nukleoporiny), prostupujici celou
jadernou obélkou. Pfesnd funkce vétSiny nukleoporind neni popséana. Rostlinny a
Zivocisny NPC jsou si zna¢né podobné, avSak obsahuji také mnoho rozdilt (Obr. 7). Asi
nejvyznamnéjsim znamym rozdilem jaderného transportu rostlin a ZivoCicha je

lokalizace a funkce RanGAP (RanGTPase-activating protein, Meier, 2000, viz dale).
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Obr. 7: Srovnani rostlinného a Zivo  €iSného NPC.

Vyjma WIP/WITWPP/RanGAP1 a NUA(AtTPR)/ESD4 komplex( (v modrém), vSechny
lokalizace a asociace byly odvozeny od savéich homologu. Rostlinné Nups indentifikované
pouze na zakladé sekvenéni podobnosti jsou bilym pismem; barvy rameckl znazornuji
homologni komplexy, odvozené na zakladé sekvenéni ¢i funkéni podobnosti (Meier a Brkljacic,
2009)

Nukleocytoplasmaticky transport je proces, ktery je specificky jak vzhledem
k organismu ¢&i organu, kde probiha, tak vzhledem k nakladu, ktery je transportovan. Jak
jiz bylo fe€eno, proteiny o velikosti zhruba 40-60 kDa NPC propousti pasivné, difuzi;
vétSi proteiny podléhaji pfisné kontrole transportu, ktera obvykle vyZaduje v pfipadé

importu do jadra NLS, v pfipadé exportu NES sekvenci.
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Jednim z nejvyznamnéjSich ucastniku jaderného transportu je GTP4za Ran (Ras-
related nuclear protein). Podle vyuziti Ran v daném transportnim procesu lze
nukleocytoplasmaticky transport rozdélit na Ran-dependentni a Ran-independentni.
Transport je dale ve vétSiné pfipadu spojen s proteiny skupiny importind a exportinu;
importiny reguluji transport do jadra, exportiny reguluji transport z jadra do cytoplasmy.
Transport za UCasti téchto proteint v nékterych pfipadech nevyZzaduje pfitomnost Ran,
avsak vétsinou je s Ran spojen.

Jednim z nejvyznamnéjSich a nejCastéji pouzivanych exportind je protein
Crm1/Xpol, jehoZ exportni funkce je inhibovana leptomycinem B, a ktery rozpoznava
klasické hydrofobni NES. Tyto NES byly nalezeny pravé v a- a B-tubulinu (viz kap. 2.2.).
Neuber et al., 2008 predstavili fyzické propojeni Crm1/Xpol se SPB (spindle pole body,
MTOC Saccharomyces cerevisiae), tedy souvislost exportinu s nukleaci mikrotubuld u
uzaviené mitosy. V neposledni fadé je zndma interakce importinu-a s mikrotubuly a
aktinovymi mikrofilamenty (Smith and Raikhel, 1998).

Ran-dependentni transport je nejcastéjSim zplsobem nukleocytoplasmatického
transportu. Ran ma slabou GTP&zovou aktivitu, ménici vazané GTP na GDP, pficemz
obé formy Ran pfedstavuji pro dalSi Ucastniky transportu vyrazné odliSné molekuly.
GTPazova aktivita Ran je vyrazné modifikovana dalSimi proteiny, diky ¢emuz je
vyznamné rozsSifeno spektrum moznosti regulace transportu. Mezi tyto proteiny patfi
zejména vysSe zminény RanGAP, ktery zesiluje GTPazovou aktivitu Ran az 100000x
(Bischoff et al.,, 1995); je dulezité zminit, Ze RanGAP se vyskytuje pouze ha
cytoplasmatické strané jadra. Druhym vyznamnym spoluhra€em Ran je RanGEF (Ran
guanine exchange factor), ktery zajistuje rychlou vyménu GDP za GTP na Ran a je
pfitomen v jadie v komplexu s histony H2A a H2B (Bischoff a Postingl, 1991).
Lokalizace RanGAP a RanGEF vede k asymetrické distribuci obou forem Ran: GDP
forma Ran je pfitomna predevSim v cytoplasmé, koncentrace RanGTP je naopak
nejvyssi v jadre (Sorokin et al., 2007).

Ran-dependentni nukleocytoplasmaticky transport probiha za ucasti importina Ci
exportini a RanGTP, pficemz vzdy dochazi k hydrolyze GTP vazaného na Ran na

cytoplasmatické strané jadra, a to jak v pfipadé exportu, tak importu, pomoci RanGAP.
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V jadfe je GDP na Ran vyménéno za GTP pomoci RanGEF, ¢imz je jaderny pool
RanGTP regenerovan.

Ran-independentni transport je zcela specificky vzhledem k translokované
molekule; muze probihat jak pomoci exportind ¢i importind, tak nezavisle na nich.
Pfikladem muaZe byt transport STAT proteind (z angl. signal transducers and activators
of transcription): STAT1 muze opustit jadro i bez pomoci Ran &i exportinu, nebot maze
pfimo interagovat s nukleoporiny Nup153 a Nup214 (Marg et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno, asi nejvyznamnéjSim znamym rozdilem jaderného
transportu Zivocichu a rostlin je lokalizace a funkce RanGAP: v zZivociSnych bunkych je
RanGAP asociovan pfimo s NPC pfes Nup358; tato vazba je umoznéna SUMOylaci
RanGAP. Rostlinny RanGAP neobsahuje sekvenci, ktery by mohla byt SUMOylovana, a
zaroven, rostlinné NPC neobsahuji Nup358, tudiz RanGAP musi s NPC ¢i jadernou
obéalkou asociovat jinym zpusobem. Meier, 2000 ukazuje, Ze RanGAP Arabidopsis se
nevaze primo na NPC, ale na jadernou obalku interakci své WPP domény s WIP (WPP-
domain interacting protein), ktery je ukotven v jaderné obalce transmembranovymi

doménami.

2.4. Shrnuti

Tubulin je, az na nékolik vyjimek, vyluéné cytoplasmaticky protein. Jeho
pritomnost v jadfe je u sav€ich bunék projevem vazneho naruseni proliferacni kontroly
bunék. Na z&kladé dostupnych informaci je zcela evidentni, Ze transport tubulinu mezi
jadrem a cytoplasmou je vysoce kontrolovany a regulovany proces, vazany predevsim
na mitosu. Vyzkum naSi skupiny pFedstavil vyjimku ¢&i poruSeni této kontroly, a to
reverzibilni akumulaci tubulinu v jadrech interfaznich rostlinnych bunék za chladovych
stresovych podminek (Schwarzerova et al., 2006). Podle dosavadnich vyzkum( nasi
skupiny nemaji a-tubulin ani B-tubulin zndmé jaderné lokalizani sekvence, avSak
obsahuji dokonce nékolik funkénich klasickych hydrofobnich NES. Biologicky vyznam
importu tubulinu do jadra a jeho exportu z jadra neni dosud ziejmy.

Pro objasnéni role exportu tubulinu z jadra jsem v této préaci testoval vliv exprese
rostlinného B-tubulinu se zruSenymi NES v rostlinach Arabidopsis thaliana a z mensi
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¢asti v suspenznich kalusovych burikach Nicotiana tabacum BY-2. Byla pouZita
indukovatelna exprese, pfiemZz mutovany tubulin byl oznaten GFP molekularni

znackou pro snadné sledovani lokalizace tubulinu v burikach.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material
3.1.1. Rostlinny material

Pro transformaci rostlin jsem pouzil rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp
Columbia. Transgenni kalusy byly ziskany transformaci tabakovych bunék BY-2
(Schwarzerova et al., nepublikovano) odvozenych z rostlin Nicotiana tabacum Bright
Yellow-2 (BY-2, Nagata et al., 1992). Tyto transgenni kultury jsem jiz meél k disposici.
Jako reprezentativni suspenzni buriky Arabidopsis thaliana byly pouZity suspenzni
buniky ekotypu Landsberg Erecta (May et al., 1993).

3.1.2. Bakterialni material

Pro transformaci rostlinného materidlu jsem pouzil Agrobacterium tumaefaciens,
kmen C58C1 s pomocnym plastidem pGV2260 (Deblaere et al., 1985). Pro klonovani a
mnoZeni plasmidu jsem pouZil Escherichia coli, kmen XL-1 blue (Sambrook and Russel,
2001).

3.1.3. DNA
3.1.3.1. Plasmidy

pDrive klonovaci vektor (Obr. 8, Qiagen)

Binarni konstrukt pER8 (Obr. 8, Zuo et al., 2000), 17-B-estradiolem indukovatelny
promotor P35S ve fuzi s transaktivatorem XVE, rezistence na hygromycin (rostliny),
rezistence na spektinomycin (bakterie)

Binarni konstrukt pEGFP-Tub (Obr. 8, Ebiotrade), rezistence na neomycin a
kanamycin (bakterie)

Binarni konstrukt pBIN19 (Obr. 8, Ueda et al., 1999), rezistence na kanamycin
(bakterie)
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Testované fuzni proteiny v rostlinném materialu:

Vektor pERS:

GFP

GFP-AtTUBG6 (fuze na C-konci GFP; NC_003076; lab Prof. Hashimoto)
GFP-AtTUB6 A NES2 (NES2, ICFRTLKL, mutovana na SCARTLKL)
GFP-AtTUB6 A NES3 (NES3, LNSDLRKLAV, mutovana na SNSDARKLAV)
GFP-AtTUB6 A NES23 (NES23, uvedené mutace NES2 a NES3 zaroven)
Vektor pBIN19:

GFP-AtTUAG6 (Ueda et al., 1999)

Testované fazni proteiny v Zivo€iSném materiélu (vektor pTub):

YFPcitrine (Heikal et al., 2000)

smrsGFP-BNES2 (soluble-modified red-shifted GFP, GenBank: AAB16958.1)
smrsGFP-BNES3

smrsGFP-rst aNES1 (rostlinné specifickd NES a-tubulinu, LGSLLLERLSV)
smrsGFP-zoo aNES1 (zivocisné specifickd NES a-tubulinu, IGKEIIDLVL)
smrsGFP-A BNES2

smrsGFP-A BNES3

smrsGFP-Arst aNES1 (LGSLLLERLSV mutovana na LGSLASERLSV)
MGFP5-Azoo aNES1 (mGFP5, GenBank: AAB47998.1; NES IGKEIIDLVL
mutovana na IGKEASDLVL)

Pokud neuvedeno jinak, pouZité vektory byly pfipraveny RNDr. Katefinou

Schwarzerovou, Ph.D. (nepublikovano).
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Obr. 8: Pouzité vektory pDrive, pPEGFP-Tub, pER8 a pBIN19.

3.1.4. Kultiva éni media

LB (lysogeny broth) medium:

pepton (Serva) 10 g/l, yeast extract (Serva) 5 g/l, NaCl 10 g/l

YEB (yeast extract and beef) medium:

pepton 5 g/l, yeast extract 0,5 g/l, sacharosa (Lach-Ner) 2,5 g/l, MgSO, 1 g/l
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MS (Murashige a Skoog) medium pro buriky kalusu Nicotiana tabacum BY-2 a
bunky kalusu Arabidopsis thaliana Landsberg Erecta:

MS soli 4,517 g/l (Sigma), 30 g sacharosa, 200 mg/l KH,PO,4, 100 mg/l inositol
(MP Biomedicals), 0,2 mg/l 2,4-D (Sigma), 1 mg/l thiamin (Sigma), pH = 5,8

MS minimalni medium pro rostliny Arabidopsis:

2,2 g/l MS soli, 10 g/l sacharosa, 12 g/l agar (Duchefa Biochemie), pH = 5,7

SOC (super optimal broth with catabolic repression)
2% pepton, 0,5% yeast extract, glukosa 20 mM, 10 mM NaCl, KCI 2,5 mM,
MgCl,.6H,0 10 mM, MgS0,.7H,0, sterilizace filtraci

D-MEM (Dulbecco modifikované Eagle medium, vyrobce Gibco): esenciélni a
neesencialni aminokyseliny bez glutaminu (0,2-0,8 mM), CacCl, (1,8 mM), Fe(NO3); (0,2
uM), KCI (5,37 mM), MgSO, (0,08 mM), NaCl (110 mM), NaHCO; (44 mM) NaH,PO,
(0,91 mM), glukosa (25 mM), cholin chlorid (29 pM), i-inositol (40 uM), kyselina folova (9
pUM), niacinamid (33 puM), pyridoxal-HCI (12 uM), riboflavin (1 pM), thiamin (12 uM), bez
fenolové Cervené. Dodatky: pfidan glutamin 4 mM, antibiotikum dle potfeby, 10% FBS
(Gibco). Trypsin pro uvolnéni bunék 0,25-0,5% (Gibco).

3.2. Metody
3.2.1. Kultivace bun ék HelLa

HeLa buriky byly kultivovany v mediu D-MEM pf#i 37C a 5% CO ,, pasazovani 1-
2x tydné (zahrnuje trypsinaci bunék: 0,25-0,5% trypsin 10 min, zastaveni D-MEM s 10%
FBS).
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3.2.2 Transfekce tumorovych bu nek epitelu cervixu Homo sapiens Hela
vektory pTub-GFPNES

Bunky HelLa jsem transfekoval Zivoc¢iSnymi konstrukty pTub kédujicimi GFP s C-
terminalnimi fazemi se vSemi zminénymi variantami jadernych exportnich sekvenci
BNES2, BNESS3, rst aNES1, zoo aNES1, APBNES2, ABNES3, Arst aNES1 a A zoo
oNESL1. Jako kontrola byl pouzit pTub-YFP citrine. Tato kontrolni varianta GFP byla jiz
dfive v bufkach HelLa UspésSné testovana. pTub-YFPcitrine byl darovan RNDr. Lenkou
Libusovou, Ph.D. z Katedry buné&né biologie PFFUK.

Nejprve bylo potfeba pFeklonovat GFPNES z pDrive do ZivociSného vektoru
pTub. Od Skolitelky jsem mél k disposici pDrive kodujici varianty BNES2, BNES3, rst
oNES1, ABNES2, ABNES3, Arst aNES1 a Azoo oaNES1. pDrive-GFP-zoo aNES1
jsem pfipravil pomoci PCR (3.2.2.1.).

3.2.2.1. Priprava vektoru pDrive-GFP-zoo aNES1

PCR fuzi GFP se zoo aNES1 jsem provedl na templatu kodujicim smrsGFP
pomoci primerd
5'-CTACAACACAAGGTCAATGATCTCCTTGCCAATGTATTTGTATAGTTCATCCATG-
3' (C-konec GFP s NES) a 5-ATGAGTAAAGGAGAAGAAC-3' (N-konec GFP). Pro PCR
byl vzdy pouzit cycler MJ Research PTC-200.

PCR smés: 5 pl pufr, 3 ul MgCI2, 1 pl dNTP, 37,5 pl H20, 1 ul forward primer, 1

ul reverse primer, 0,5 pl polymeraza Taq, 1 pl templatové DNA.

PCR cyklus:
1) denaturace DNA 94T 3’
2) denaturace DNA 94<C 30*
3) nasednuti primerd 50C 45*
4) polymerace 72T 45*
5) opakovat bod 2) 30x
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6) dosyntetizovani nedokoncenych vliaken 72<C 5
7) 4T

PCR produkt jsem nanesl na 1,2% agarosovy gel a pfipojil zdroj s nastavenim
100 mV a 50 mA. GFP-zoo aNES1 jsem z gelu izoloval kitem Qiagen gel extraction kit
(150) a spolu s pDrive podrobil restrikénimu Stépeni enzymy XBal a BamHI (oba
enzymy v poméru k pufru Tango 1:2, pufr k celkovému objemu 1:10, inkubace 2h pfi
teploté 37TC). Produkty restrik ¢niho Stépeni byly elektroforézou separovany a izolovany.
GFP-zoo aNES1 a otevieny pDrive jsem néasledné ligoval T4 ligazou (enzym v pomeéru
k pufru 1:50, pufr k celkovému objemu 1:10, pfes noc pfi teploté 4C). Koncentrace DNA
byly méfeny spektrofotometrem Thermo Spectronics BioMate 5. Liga¢ni smési jsem
transformoval E. Coli (transformace viz 3.2.2.2.) a pDrive-GFP-zoo aNES1 namnozil
kitem Wizard Plus SV Minipreps (Promega).

Spravné provedenou ligaci plasmidu jsem potvrdil pomoci kontrolni PCR se
stejnymi primery, které jsou pouzil k syntéze GFP-zoo aNES1. Elektroforézou jsem na
zakladé mnozZstvi a porovnani délky PCR produktu s otevienym pDrive potvrdil inserci
GFP-zoo aNES1 do pDrive.

3.2.2.2. Transformace Escherichia coli metodou heat shock

1) Rozmrazit heat shock kompetentni E. coli XL1-Blue na ledu

2) Pridat 3-4 pl ligani smési Ci jiné DNA, lehce zamichat pohybovanim Spi¢ky
pipety

3) Nechat inkubovat 30 minut na ledu

4) 425 po dobu 1 minuty bez michani

5) 2 minuty na ledu

6) Pfidat 1 ml SOC media (rt)

7) Nechat rst na tfepacce 1 hodinu pfi 37C

8) Vysit na agarové LB medium s pfislusnym selekénim markerem
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3.2.2.3. Priprava vektor G pTub-GFPNES

VSechny varianty GFPNES v pDrive byly pfeklonovany do pTub néasledujicim
zplsobem: pDrive-GFPNES a pTub byly namnozeny v E. Coli. Plasmidy nasledné byly
restrikCné Stépeny enzymy Nhel a BamHI (oba enzymy v poméru k pufru 1:2, pufr
k celkovému objemu 1:10, inkubace 2h pfi teploté 37<C). Produkt restrik ¢niho Stépeni
byl elektrofézou na agarozovém 1,2% gelu separovan; z gelu jsem vyfizl otevieny pTub
a GFPNES, izoloval a ligoval varianty GFPNES do pTub T4 ligazou (enzym v poméru
k pufru 1:50, pufr k celkovému objemu 1:10). Liga¢ni smési jsem transformoval E. Coli a
plasmidy namnozil. Nakonec jsem ovéfil spravnou délku konstruktd po ligaci na

elektroforéze.

3.2.2.4. Transfekce bun ék HelLa

Transfekce byla provedena metodou lipofekce, kitem Lipofectamine 2000
(Invitrogen) do 0,5 ml bunék ve 24-jamkovych desti¢kach, cca 0,8 ug DNA a 2,0 ul
Lipofectamine na variantu, dle navodu dodaného vyrobcem. Po transfekci byly burky
ponechany kultivaci 24 hodin pfi 37C a 5% CO,, a néasledné byly mikroskopovany
konfokélnim mikroskopem (Leica TCS NT, Heidelberg, Spolkova Republika Némecko).
Veskera dalsi mikroskopick& prace byla provedena timto mikroskopem, neni-li uvedeno

jinak.

3.2.3. Kultivace kalus a a suspenznich bun ék Nicotiana tabacum BY-2 a

Arabidopsis thaliana Landsberg Erecta

Kalusy byly udrZzovany pasazovanim do c&erstvého agarového MS media
s cefotaximem (0,1 mg/ml, Sandoz) a hygromycinem (0,025 mg/ml, MP Biomedicals) se
subkultivaénim intervalem 3 tydny. Podobnym zplsobem byly udrZzovany suspenzni
buriky Nicotiana i Arabidopsis v tekutém MS mediu, subkultivacnim intervalem 1 tyden,
na orbitalni tfepacce (IKA KS501, IKA Labortechnik, Staugen, Spolkova Republika
Némecko; 120 rpm; pramér orbity 30 mm). Oba typy kultur byly kultivovany ve tmé pfi

26<T.
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3.2.4. Sterilizace semen, stratifikace a kultivace rostlin Arabidopsis
thaliana

Pro in vitro experimenty jsem semena Arabidopsis vzdy sterilizoval nasledujicim

zplsobem:

1) Nasypat do 2 ml mikrozkumavky cca 100 yl semen

2) Pfidat 1 ml sterilizacniho roztoku (Savo: ethanol 96% : Triton X-100 (Serva)
v pomérul:5:0,003)

3) Trepat 10 minut

4) 2x promyt 1 ml ethanolu 96%

5) Odsat maximalni mnoZstvi ethanolu a ,rozetfit“ semena po sténé mikrozkumavky

6) Nechat ve flowboxu vyschnout, az se semena k sobé nebudou lepit. Nesusit déle
nez 2h. Semena jsou pfipravena k vysevu ¢i uskladnéni.

Po sterilizaci byla semena vyseta na MS minimalni medium, stratifikovana
minimalné 2 dny pfi teploté 4C a poté kultivovana p fi fotoperiodé 16/8 a teploté 23T.
Ex vitro byly rostliny Arabidopsis kultivovany v raSelinovych valeccich jiffy (Jiffy Products

International) ve stejné kultivacni mistnosti.

3.2.5. Transformace Arabidopsis thaliana wt vektory pERS8-tubulin
metodou “floral dip“

Pfed samotnou transformaci Arabidopsis bylo potfeba nejprve transformovat
Agrobacterium tumaefaciens prislusnymi inducibilnimi pER8 vektory (B-tub, GFPfree,
NES2, NES3 a NES23, jiz jsem mél k disposici) a ovéfit pfitomnost genu v bakteridlnich

transformantech pomoci PCR.
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1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)

3.2.5.1. Transformace Agrobacterium tumaefaciens elektroporaci

Kompetentni bufiky rozmrazit na ledu

Kyvety zachladit na ledu

Nastaveni elektroporéatoru: 25 pF, 2 kV, 200 ohm (BioRad Gene Pulser)

Pfidat 1-4 ul DNA k 40 ul suspenze bunék a inkubovat 1 minutu na ledu

Pfenést bunky do kyvety a aplikovat el. puls

Po pulsu rychle pfidat 1 ml YEB media do kyvety a pfepipetovat do zkumavky
Nechat rust 2-3 hodiny ve 28C

Vysit 100-200 pl na pevné YEB medium s rifampicinem (0,1 mg/ml, MP
Biomedicals) a spectinomycinem (0,1 mg/ml, MP Biomedicals). Nechat 2 dny rust
pfi 28C

3.25.2. PCR ovéfeni pfitomnosti genu pro GFP-tubulin

v transformantech Agrobacterium tumaefaciens

PCR smés:

2 ul pufr, 1,5 pl MgCl2, 0,5 dNTP, 14,5 pl H20, 0,5 pl forward primer (5'-

CCTCGAGATGAGTAAAGGAGAAG-3' pro B-tubuliny a volné GFP), 0,5 ul reverse

primer

(5-CACTAGTTCACTCATGATCCAATATC-3' pro  P-tubuliny a 5'-

CACTAGTTTATTTGTATAGTTCATC-3' pro volné GFP), 0,2 ul polymeraza Tagq,

bakterie ze Spicky namocené v kolonii transformanta

1)
2)
3)
4)
5)

PCR cyklus:

denaturace DNA 94C 3’
denaturace DNA 94T 30"
nasednuti primerd 55T 30"
polymerace 72T 2,5
opakovat bod 2) 30x
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6) dosyntetizovani nedokoncenych vliaken 72<C 5
7) 4T

PCR produkt na gelu z elektroforézy se shodoval s kontrolnim plasmidem, kterym
jsem Agrobacterium transformoval, postupoval jsem tedy dale.

3.2.5.3. Transformace Arabidopsis thaliana metodou “floral dip®

(Pfevzato ze Zhang et al., 2006) Bakterialnimi klony, jejichz transformaci jsem
ovéfil pomoci PCR, jsem inokuloval 300 ml YEB media srifampicinem a
spectinomycinem — inokulum tvofilo 0,6 ml bakterialni suspenze rostouci pfes noc.

Suspenze byla kultivovana pfi 28C do druhého dne.

Druhy den:

1) Centrifugovat bakterialni suspenzi 15 min, 3700g, 4, ve 250 ml kyvetach.

2) Vylit supernatant, resuspendovat sediment ve zbytku media a poté v 5%
sacharose

3) Pridat smacedlo Silwet (AgroBio Opava) do konecné koncentrace 0,05%

4) Ostfihat z rostlin SeSule a oteviené kvéty

5) V suspenzi ve vhodné nddobé naméacet po dobu 3-5 vtefin celé nadzemni ¢asti
rostlin

6) Zabalit do igelitového pytle, nechat pres noc a pfenést do kultivacni mistnosti

7) Po dopéstovani rostlin do semen selektovat transformovana semena na

hygromycinu (0,025 mg/ml)

3.2.6. Transformace kalusu Nicotiana tabacum BY-2 vektory pERS8-tubulin

pomoci Agrobacterium tumaefaciens

Jiz jsem mél k disposici, bylo provedeno metodou popsanou v An, 1985.
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3.2.7. Klonovani bun ék kalusu BY-2

Jelikoz buriky kalusu BY-2 postupem casu ztraci expresi GFP, je nutno kulturu
pred pokusem klonovat, tedy ziskat kulturu pochazejici z dobfe exprimujici ancestorové
bunky. Pro Gcely mych pokusl jsem optimalizoval protokol klonovani kalust BY-2

publikovany v Nocarovéa a Fischer, 2009.

Postup:

1) Smichat 1,5 ml 6-denni suspenzni wt BY-2 kultury s 400 ul ¢erstvého MS media

2) Piidat 25 pl 3-denni kultury, kterou klonujeme, dobfe promichat

3) Napipetovat 500 ul na kazdou ze dvou stfednich Petriho misek s tuhym MS a
hygromycinem (0,025 mg/ml). Ne“hokejkovat“, pouze rozlit, roztfepat po povrchu
plotny. Od kazdé varianty tedy budou dvé misky, kazdd s 500 pl smeési.
Hrudkovitost smési neni na zavadu.

4) Nechat rast 3-4 tydny; jednotlivé klony se vétSinou vyznaluji rastem smeérem
nahoru a jsou svétlejsi, prahlednéjsi.

5) V pfipadé inducibilniho vektoru je nutno vzdy polovinu jednotlivych kolonii prevést

v suspenzi, indukovat a opticky selektovat pod fluorescen¢nim mikroskopem.

3.2.8. Vybér rostlin dostate €né exprimujicich pER8-GFP-tubulin

Selekci transgennich rostlin exprimujicich GFP-fuzni proteiny jsem provadél na
rostlinach indukovanych 2 pM 17-B-estradiolem po dobu 5 dnd pomoci fluorescenéniho
mikroskopu Provis (Olympus Provis AX 70; Olympus Optical Co., Ltd., Japonsko).
Selektovany byly rostliny, kterym v kofenech svitilo vice nez 50% bunék. Tyto rostliny

byly pouzity pro experimenty.

3.2.9. Chladové experimenty s Arabidopsis thaliana

Provedl| jsem pét testd vlivu chladu na kompartmentaci tubulinu v kofenech 7-

dennich rostlin Arabidopsis, po dobu 4,5h, 6,5h, 11,5h, 12h a 16h pfi teploté 0C. Po
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oSetfeni chladem jsem vrostlinAch imunologicky oznacil o-tubulin (3.2.10.) a
vizualizoval chromatin barvivem Hoechst 33258 (0,5 pg/ml). Pfi mikroskopii jsem se
zaméfil na kofenové Spicky a elongaéni zonu korend, jelikoz do téchto pletiv fixaz a
protilatky snaze penetruji. V pfipadé suspenznich bunék Arabidopsis jsem vyzkouSel vliv
8h chladu 0T na 4-denni suspenzni bu fky rostouci v MS mediu, odvozené ze stonku
Arabidopsis thaliana Landsberg Erecta. Burnky byly imunologicky barveny dle postupu
v kap. 3.2.11. sfixazi vychlazenou na 0C. Chromatin jsem opét oznacil barvivem
Hoechst 33258.

Pfi vSech chladovych experimentech byly rostliny naagarovém mediu a
suspenzni buriky v tekutém mediu zcela ponofeny v ledové vodé (T=0T) ve vodot ésné
uzavienych plastovych miskach. S rostlinnym materialem déle bylo nasledné zachazeno
vyhradné pomoci nastroji a nadob vychlazenych na 0C, a to v chladové mistn osti, tj.

pfi teploté vzduchu 8-10<C.

3.2.10. Imunologicka vizualizace a-tubulinu v ko Fenech Arabidopsis

Metoda imunofluorescenéni vizualizace byla provedena jak popsano v Krtkova et
al. 2012. Pro pokus byly vzdy pouzity 3-5 dni staré rostliny kultivované in vitro, mezi

jednotlivymi kroky byly rostliny pfenaseny v koSickach s nylonovym propustnym dnem.

Pouzité roztoky:

Mikrotubuly stabilizujici pufr (MTSB): 50 mM PIPES (MP Biomedicals, LLC), 5mM
EGTA (Sigma), 5mM MgS0..7H,0, 0,1% TRITON-X100, pH 7,0

Fixaz: 4% paraformaldehyd (PFA, Serva) v MTSB

Enzymova lazen: 0,05% pektolydza Y-23 (Duchefa Biochemie), 0,4M manitol
(Sigma) v MTSB, inhibitory proteaz: 0,3 mM PMSF, 10 uM leupeptin, 1,25 uM pepstatin

Fosfatovy pufr (PBS): NaCl 8 g, KCI 0,2 g, KH,PO, 0,158 g, NaHPO,4.12H,0 2,31
gnal litr
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Protilatky: primarni: monoklonélni mysi anti-a-tubulin, klon DM1a (Sigma), fedéni
1:1000; sekundarni: anti-mysi Ig-TRITC (Sigma), fedéni 1:300

Postup:

1) fixace ve 4% PFA v MTSB za tlaku 400-500 hPa, 1,5 h
2) promyt MTSB 3x10 min

3) inkubovat v enzymove lazni 20 min

4) promyt v MTSB 3x10 min

5) inkubovat v methanolu pfi -20C, 15 min

6) zavodnit v PBS, 10 min

7) blokovat v 2% BSA (MP Biomedicals) v PBS, 30 min
8) inkubovat v primarni protilatce v PBS pfes noc ve 4C
9) promytv PBS 3x5 min

10) inkubovat v sekundarni protilatce v PBS, 2 hod. ve 37C
11) promyt v PBS 5x5 min

12) zhotovit preparéat za pouZziti 50% glycerolu

3.2.11. Imunologicka vizualizace  a-tubulinu v suspenznich rostlinnych

burikach

Imunofluorescencéni vizualizace byla provedena jak popsano v Krtkova et al.
(2012).

Pro pokus byly vzdy pouzity 3-denni bunécné kultury, mezi jednotlivymi kroky byly
bunky pfenaseny v koSi¢kach s nylonovym propustnym dnem.
Pouzité roztoky:

Stabilizujici pufr (ASB): 100 mM PIPES (MP Biomedicals, LLC), 5mM
MgCl.6H,0, 10 mM EGTA, pH 6,4.
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ASB fixaz: 400 uM MBS v ASB

PMSF fixaz: 2% PFA, 1% glutaraldehyd, 0,05% TRITON-X100 v ASB fixazi,
inhibitory proteaz (300 uM PMSF, 5 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin)

Enzymova lazen: 0,05% pektolyaza Y-23 v ASB + inhibitory proteaz

Inkubacni pufr: 1% BSA, 0,1% TRITON-X100 v PBS

Protilatky: primarni: monoklonalni mysi anti-a-tubulin, klon DM1a (Sigma), fedéni
1:1000; sekundérni: anti-mysi Ig-TRITC (Sigma), fedéni 1:300

Postup:

1) fixace v ASB fixazi, 20 min

2) fixace v PMSF 30 min

3) promyt ASB 2x10 min

4) inkubovat v enzymove lazni, 20 min

5) promyt ASB 3x10 min

6) inkubace v methanolu v -20C, 10 min

7) zavodnit v PBS, 10 min

8) blokovat v 1% BSA v PBS, 30 min

9) inkubovat v primarni protilatce v PBS pfes noc ve 4C
10) promyt v PBS 3x5 min

11) inkubovat v sekundarni protilatce v PBS, 2 hod. ve 37C
12) promyt v PBS 3x5 min

13) zhotovit preparéat za pouZziti 50% glycerolu
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3.2.12. Indukce exprese 17- B-estradiolem a oSet Feni leptomycinem B

17-B-estradiol (Sigma) byl vzdy aplikovan v koncentraci 2 uM (Zuo et al., 2000),
zasobni roztok 20 mM v DMSO). Leptomycin B byl aplikovan v koncentracich 10, 100 a
500 nM (zasobni roztok 22 pg/ml v metOH, Sigma).

3.2.13. Pogéitani mitotickeého indexu a mnozstvi bun €k suspenzni kalusové
kultury BY-2

Pro pocitani mitotického indexu jsem jadra vizualizoval barvivem Hoechst 33258
(0,5 pg/ml, 0,1% Triton X-100). Bunky byly kultivovany ve tmé v MS mediu na orbitalni
trepaCce. Mitoticky index jsem pocital u kazdé varianty ve tfech nezavislych odbérech
bunék. Celkem bylo v jedné varianté pocitdno cca 1000 bunék.

Bunky z odebranych vzorka byly ponechany sedimentovat, medium bylo odséato a

bunky byly fixovany smési ethanol : kyselina octova 3 : 1 pfi 4C aZ do doby po &itani.

PFi pocitdni mnoZstvi bunék v testu Gc€inku leptomycinu B na preZziti/bunécny
cyklus bunék BY-2 jsem pro lepSi vizualizaci bunék taktéz pouzil Hoechst 33258.
Pocitani jsem proved! v Fuchs-Rosenthalové pocitaci komurce (plocha 4x4 mm, hloubka
0,2 mm, objem 3,2 mm?®. MnoZstvi bunék v celé komirce tedy odpovida mnoZstvi
bunék v 3,2 ul. V pokusu s 10 nM leptomycinu B byla pocitana v kazdém odbéru jen ¥4
celé pocitaci komarky, v pokusu se 100 nM leptomycinu B celd pocitaci komarka.
V obou pokusech byla kazda varianta pocitana ve Ctyfech nezavislych odbérech bunék.
Celkem bylo v kazdé varianté spoc¢teno cca 500-1000 bunék. VSechna mikroskopicka

prace uvedena v této kapitole byla provedena pouZzitim mikroskopu Provis.

40



3.2.14. Analyza fenotypu transgennich rostlin ~ Arabidopsis thaliana

Semena rostlin wt, GFPfree, B-tub, NES2, NES3 a NES23 selektovanych na
resistenci vici hygromycinu, jsem vysel na MS minimalni medium a stratifikoval 4 dny
pfi 4C. Po 7 dnech kultivace jsem polovinu kli ¢nich rostlin pfesadil na MS minimalni
medium bez estradiolu a polovinu na medium s indukci.

Po cca 42 hodinach indukce jsem zkontroloval expresi indukovanych rostlin. Pro
analyzu jsem vybral jen rostliny, kterym svitila pod fluorescenénim mikroskopem vétSina
kofenu intenzivnéji nez poloviné vSech exprimujicich rostlin.

Nasledné jsem tyto kli¢ni rostliny projasnil pomoci natrium jodidu (viz nasledujici
kapitola).

Po uzavieni preparati do Nal jsem porovnal (mikroskop Provis) existenci a
architekturu trichomu, orientaci bunék hypokotylu, zastoupeni a charakter pruduchd,
charakter kofenovych vlaska, tloustku kofenl v misté zapoceti diferenciace kofenovych
vlasku, strukturu apikalniho meristému hlavniho kofene a jakékoliv znatelné aberace
indukovanych rostlin oproti neindukovanym rostlindm a oproti wit.

V8echny jmenované struktury byly pozorovany za ucelem odhaleni odchylek
reprezentujicich mozné dopady mutovanych tubulind na stabilitu mikrotubularniho
cytoskeletu nebo na regulaci bunééného cyklu. Zaroven jsem pozoroval jakékoliv dalsi
aberace a fenotyp variant kontrolnich, véetné GFPfree, z divodu eventualnich
netuSenych dopadi napf. samotnych DNA konstruktd, pouZitého GFP a 17-B-estradiolu
na rlst a vyvoj studovanych rostlin.

Vychozi pFedlohou pro tuto analyzu jsou parametry rostlinnych struktur
z mikrofotografii varianty wt. Zaroven jsem zhodnotil, zda se neindukované varianty

nelisSi od wt.
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3.2.15. Projasn éni kli €nich rostlin  Arabidopsis natrium jodidem

(RNDr. Ale§ Soukup, Ph.D.)

Pouzité latky:

Aceton, fosfore€nanovy pufr Soerensen (39 ml 0,2 M NaH,PO, + 61 ml 0,2 M
Na,HPO, + 200 ml H20, pH 7,0), glycerolova fada 15%, 30%, 50% a 65% v DMSO,
projasfiovaci roztok (0,04 g Na,S,03 ve 20 ml 65% glycerolu, po rozpusténi pfidano 17
g Nal a 0,4 ml DMSO)

Postup:

1) Kiliéni rostliny vlozit na 30 minut do acetonu vychlazeného na -20C

2) 2x promyt fosfore€nanovym pufrem pfi laboratorni teploté

3) Odvzdusnit pfi 0 Pa, 1 hodina

4) Odvodnit v glycerolové fadé po 30 minutach

5) Zavieni do projasnovacicho roztoku na sklicka (aspori 100 ul roztoku na skli¢ko,

kryci sklo Ize podlozit napf. parafiimem)

3.2.16. Analyza mnozstvi fluorescen €niho signalu v jadrech a cytoplasm &

Analyza byla provedena programem ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). V pfipadé

experimentd v kap. 4.3.3., 4.3.4. a 4.4. jsem ze série mikrofotografii optickych prafezi
koreny/burikami u kazdé buriky vzdy vybral centréini fez jadrem a jadérkem. V tomto
fezu jsem oznacil kruhovou oblast (Elliptical selection), ktera sahala od jaderné obéalky
k hranici jadérka, tj. Cast nukleoplasmy vyjma jadérka. Zméfil jsem integrovanou hustotu
signalu (Measure, integrated density) a tutéz masku oznaceni jsem pfesunul do takové
oblasti cytoplasmy, ktera byla nejjasnéjSi a zaroven nejhomogenngjsi, tj. idealné bez
organel a bez mikrotubull. Zde jsem proved! totéz méfeni.
Nasledné jsem vydélil integrovanou hustotu signalu v cytoplasmé& hodnotou
signalu z jadra a ziskal €islo reprezentujici pomér signalu v cytoplasmé a jadre.
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4. \/YSLEDKY

4.1. Studium funk énosti NES z molekul tubulin @ v Zivo éiSnych bu fkach

Prvnim ukolem v ramci mé diplomové prace bylo studovat lokalizaci proteinu GFP
s pfipojenymi sekvencemi NES z molekul tubulind v Zivoc¢iSnych burkach. Jako
modelové byly vybrany buriky HeLa. Pouzit byl vzdy pTub vektor, ve kterém byl tubulin-
YFPcitrine nahrazen GFP-NES fuzemi.

Vysledek transfekce variant GFP-zooaNES1, BNES2, BNES3, rst aNESI,
ABNES2, ABNES3 a Arst aNES1 byl ve vSech pfipadech transfekce podobny, buriky
vétSinou malo exprimovaly, podstoupily apoptosu €i pfestaly adherovat k podkladu a byl
u nich Casty tzv. blebbing (tvorba kulatych atvart cytoplasmatické membrany, bézné
pozorovanych u umirajicich bunék typu Hela, obr. 10). U kontrolni varianty pTub-
YFPcitrine exprimovala transgen mnohem vétSi ¢ast bunék (alespon tfetina) a buriky
nevykazovaly vySe zminéné aberace (obr. 9).

Vysledky transfekci Azoo oNES1, ktery obsahuje mGFP5 byly v porovnani
s ostatnimi nekontrolnimi konstrukty uspésnéjsi a vétSinou dochazelo k akumulaci GFP
Vv jadrech, vice nez v kontrolnich burikach (obr. 11).

Bylo tedy zjisténo, Ze varianta GFP smrsGFP, ktera byla pouZita na konstrukci
GFP-NES vektorl s vyjimkou A zoo aNES1 pro expresi v HeLa burikach, neni vhodna
pro expresi v ZivoCisSném systému. Nahrazeni nevhodné varianty GFP za variantu
vhodnou pro expresi v zivo¢iSnych bunkach bylo provedeno v ramci mezikatedrové
spoluprace RNDr. Lenkou Libusovou, Ph.D. (Katedra buné&fné biologie), a v této
diplomové praci jsem se dale expresi v zivo€isnych bunkach nezabyval.
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Obr. 9: Kontrolni HeLa bu nky exprimujici YFPcitrine

Zobrazené bunky jsou v dobré kondici, typicky adheruji k podkladu a jsou tak velmi zplostélé,

vysilaji panozky, jadra (vyznacna) dobfe viditelna.
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Obr. 10: Blebbing, HeLa bu nfka exprimujici GFP- A BNES3.

45



10 pm A0 pum

10 pm

10 pm

Obr 11: Vysledky transfekce HeLa bun &k konstrukty pTub-zoo aNES1 (A), BNES2 (B), rst
aNESL1 (C), Arst aNES1 (D) a A zoo aNESL1 (E).

Malym pismenem vzdy vyznacena kontrola YFPcitrine. Bunky s GFPNES vétSinou umiraji,
neadheruji, podstupuji blebbing anebo maji Spatné viditelna ¢i disintegrovana jadra. Varianty BNESS,
A BNES2 a A BNES3 nezobrazeny. Cetnost transfekce A zoo aNES1 nebyla u Hela bunék tak &asté jako

u kontroly, avSak buriky vypadaly méné poSkozené nez v pfipadé ostatnich variant s smrsGFP. Fotografie
pochézeji ze 4 separéatnich transfekci, z toho ddvodu je vickrat zobrazena kontrola.
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4.2. Studium exprese B-tubulinu nesoucim mutaci v NES sekvencich vbu  fikach
BY-2

U transgennich bunék BY-2 exprimujicich B-tub, NES2, NES3 a NES23 ve
vektoru s indukovatelnou expresi, které jsem mél k disposici, postupem ¢asu dochazi

k umi€ovani exprese, bylo tedy nutno klonovat intenzivné exprimujici buriky (3.2.3).

4.2.1. Lokalizace pB-tubulinu nesouciho mutaci v NES sekvencich v
bunkach BY-2

Pro ilustraci uvadim fotografie indukovanych bunék BY-2 variant p-tub, NES2,
NES3 a NES23 (Obr. 12). Pfipravu bunék a pozorovani zajistila Skolitelka.

B-tubulin

B-tubylin ABeta3

w
17

+

Obr. 12: Transgenni BY-2 variant -tub, NES2, NES3 a NES23 in vivo.
Je vidét, Ze nemutovany [B-tubulin tvofi neporuSeny mikrotubularni cytoskelet; mutace NES2
(ABeta2) zpusobuje zhorSeni inkorporace tubulinu do mikrotubuld, pficéemz mutace NES3 (ABeta3) a

NES23 (ABeta2+3) inkorporaci rusi.
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Lokalizace varianty [B-tub je vyluéné v mikrotubulech, NES2 tvofi frakci

monomerniho tubulinu, ktery neni soucasti mikrotubuld. NES3 a NES23 se do
mikrotubull neinkorporuiji.

4.2.2. Mitoticky index po indukci

Pro studium vlivu exprese mutovanych tubulind na bunéény cyklus jsem u
indukovanych variant transgennich BY-2 hodnotil mitoticky index (Ml), jakoZto bézné
pouzivany ukazatel pribéhu bunééného cyklu. K 3 dny starym suspenznim kulturdm
BY-2 B-tub, NES2, NES3 a NES23 jsem pfidal indukéni agens a pocital mitoticky index
po 12 hodinach az do 60 hodin po indukci, v celkem péti odbérech. Po celou dobu byly

bunky tfepany. Mitoticky index jsem stanovil jak pro indukované kultury, tak pro kultury
kontrolni bez indukce.
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Obr. 13: Srovnani pr amérnych mitotickych index @ transgennich BY-2 u indukovanych a

kontrolnich variant.
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Data ziskana zpocitani mitotického indexu indukovanych transgennich
suspenznich kultur kalusu BY-2 nasvédcuji tomu, Ze 17-B-estradiolem indukovana
exprese GFP-B-tubulinu vyznamné neinterferuje s frekvenci mitéz suspenznich bunék.

Vysledky jsou dale diskutovany v kap. 5.2.1.

4.2.3. Efekt leptomycinu B

Za Ucelem naruSeni jaderného exportu a retence mutovanych tubulinG v jadfe
jsem pouzil drogu leptomycin B, ktery v koncentraci 10 nM u zivociSnych bunék
interferuje s jadernym exportem vSech molekul pouZivajicich nejobecné&jSi exportni
cestu pomoci exportinu Xpol/Crml a zpusobuje zastavu bunécného cyklu (Yoshida et
al., 1990). Proved! jsem test vlivu leptomycinu B na rostlinné buriky kalusu BY-2.

K 3-dennim bunkam BY-2 jsem pfidal leptomycinem B do vysledné koncentrace
10 nM. Po 5 dnech byla hodnocena hustota bunék pomoci pocitani v pocitaci komurce.
Vysledek viz obr. 14.

Jelikoz vysledek aplikace 10 nM leptomycinu B na BY-2 nasvédcCoval
zanedbatelnému &i jen slabému vlivu drogy na bunéény cyklus, pokus jsem opakoval. 7-
denni bunky jsem prenesl do Cerstvého media a zaroven jsem aplikoval 100 nM

leptomycin B. Hodnoceni hustoty bunék jsem provedl po tfech dnech inkubace.

49



Primémé mnoistvi bunék po aplikaci Primérné mnozstvi bunék po aplikaci
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Obr. 14: Vliv 10 nM a 100 nM leptomycinu B nar Ust suspenznich bun ék BY-2 wt.

Vlevo 10 nM lepB aplikovany na 3-denni kulturu po dobu 5 dni, vpravo 100 nM lepB aplikovany na
7-denni kulturu po dobu 3 dni. Vysledek aplikace 10 nM lepB je nejasny, proto byla zvolena vySSi
koncentrace drogy, kde je jasné znéat zastaveni déleni bunék.

Leptomycin B v koncentraci 100 nM zcela prikazné interferuje s bunécnym
cyklem suspenznich bunék kalusu BY-2, tato koncentrace drogy tedy byla pouzita pro
studium vlivu mutovanych tubulini na celé rostiny Arabidopsis thaliana.

V experimentu s 10 nM leptomycinem B pravdépodobné doSlo k zaneSeni
vyrazné chyby pocitanim pouze ¥4 pocitaci komarky, tim vysvétluji nepravdépodobné
vysoké pocty bunék v prepoctu 1 pl. K uvédomeéni si této chyby doslo az poté, co jsem

provedl experimenty se 100 nM leptomycinem B.

4.3. Studium exprese B-tubulinu nesouciho mutaci v NES sekvencich v

Arabidopsis thaliana

Pro experimenty jsem pouzival rostliny z prvni generace transformovanych
rostlin. K expresi GFP-tubulint v rostlinach transformovanych konstrukty NES2, NES3,
NES23 a [B-tub dochazelo pouze u nékterych jedincd, s €etnosti cca 1:4 az 1:10.
Zaroven, mira exprese byla mezi rostlinami zna¢né rliznoroda a ¢asto mozaikovita (obr.

15). Rostliny exprimujici NES23 vykazovaly vétSinou nejvysSi miru exprese ve veétsiné
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bunék. Postup, kterym jsem se vzdy fidil pfi vybéru rostlin pro kazdy experiment Ci
pozorovani, je popsan v kapitole 3.2.8. Je vzdy nutno brat zfetel na skute¢nost, Ze
v pfipadé mutovanych tubulini se v kazdém experimentu pokus odehravd na pozadi

velkého mnozstvi endogennich tubulin a pod vlivem indukéniho &inidla 17-B-estradiolu.

Obr. 15: Priklad mozaikovitosti exprese konstruktu NES2 v ko feni Arabidopsis thaliana.
Kofenova Spic¢ka hlavniho kofene 5-denni rostliny rostouci na indukci. Podobné exprimujici

rostliny byly vyfazeny jako nevhodné pro experiment.

4.3.1. Lokalizace GFP-tubulin G v bunkach Arabidopsis po indukci

Bylo zjiSténo, Ze mutace v molekule tubulinu vyznamné ovliviiuje schopnost
tubulinu inkorporovat se do mikrotubulu.

In vivo nebyla u indukovanych rostlin NES2, NES3 a NES23 inkorporace
mutovanych tubulind do mikrotubul( viditelna (Obr. 16). V pfipadé rostlin NES2 vSak jiny
¢len naSeho tymu slabou inkorporaci pozoroval. Pro lepSi rozliSeni a moznost studia
kolokalizace GFP s endogennim tubulinem jsem vizualizoval mikrotubuly téchto rostlin
pomoci imunofluorescence (Obr. 17).
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Obr. 16: Kortikalni vrstva bun &k ko fene Arabidopsis in vivo, exprese GFP-tubulin 0.
Vlevo dole na kazdém obrazku symbol varianty NES2, NES3, NES23 a B-tub. In vivo je

inkorporace do mikrotubuld zfetelna pouze u varianty 3-tub.
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Obr. 17: Optické Fezy kortexem ko Fenovych bun ék Arabidopsis indukovanych variant  B-tub,
NES2, NES3, NES23 exprimujicich GFP-tubuliny, s imu  nologicky ozna €enymi mikrotubuly.

V ¢erveném kanalu (vrchni buriky) oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primérni protilatka) pomoci
TRITC konjugovanym se sekundarni protilatkou. V zeleném kanalu (spodni bunky) exprese GFP-tubulind.
Varianta NES3 a NES23 se do mikrotubull zfejmé viabec neinkorporuje. U varianty NES2 je inkorporace
znat, avSak velka ¢éast tubulinu je pfitomna v monomerni formé; totéz lze pozorovat u nemutovaného (-

tubulinu.

Jaderna lokalizace mutovanych tubulind in vivo se nijak vyrazné neodliSuje od

nemutovaneho B-tubulinu (Obr. 18).
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Obr. 18: Jaderna lokalizace nemutovaného  B-tubulinu a NES2, NES3 a NES23 tubulin d in
vivo.

Na kazdém obrazku vlevo dole &islo varianty. Je zfetelné, Zze GFP-tubulin vZdy pronik& i do jadra,
do jadérka témér vibec. Vyjimkou je NES23, u posledniho obrazku Ize vidét pfitomnost GFP-NES23-
tubulinu v ¢asti jadérka, pravdépodobné v jadérkové vakuole (vyznaéeno Sipkou).

Z pozorovani plyne, Ze lokalizace mutovanych tubulind v bunkach kofenové
Spicky Arabidopsis thaliana je in vivo majoritné cytoplasmaticka. V nukleoplasmé je

GFP-tubulin vzdy také v mensi mife pfitomen, v jadérku vSak neni skoro vlbec, aZ na
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vyjimku NES23, kde lIze ve vétSiné bunék nalézt NES23 tubulin v ¢asti jadérka,
pravdépodobné v jadérkové vakuole.

Pro tuto préaci je zcela zasadni skute€nost, Ze mutace NES2, NES3 ¢i dvojita
mutace NES23 nezplsobuji vyraznou retenci GFP-B-tubulinu v jadfe téchto bunék.
Konstrukt NES23 je v jadrech vSak pfitomen ve vétSi mife, neZ nemutovany a-tubulin
(viz obr. 22, str. 61). Jako kontrola nemohl byt pouzit nemutovany B-tubulin, jelikoz nebyl
k disposici dostatek dobfe exprimujicich rostlin.

Do mikrotubult se inkorporuje pouze nemutovany B-tubulin a z menSi ¢asti NES2
tubulin. NES3 a NES23 tubulin nelze v mikrotubulech nalézt ani po fixaci bunék a

imunologické vizualizaci mikrotubularniho cytoskeletu.

4.3.2. Fenotyp transgennich rostlin ~ Arabidopsis

Dalsim Ukolem bylo nalézt jakékoliv zmény fenotypu rostlin exprimujicich B-
tubulin nesouci mutaci v NES sekvencich. Analyzovany byly 9-denni rostliny indukované
po dobu 48 hodin a pro analyzu byly vybrany pouze rostliny s dobrou expresi transgenu.
Pfed analyzou byly rostliny projasnény. Hodnoceny byly zmény ve struktufe trichomd,
tvar bunék hypokotylu, charakter kofenovych vlasku a struktura apikalniho meristému
rostlin.

Nebyly zjistény 2zadné strukturni odchylky vtvaru trichomu, hypokotylu,
kofenovych Spi¢ek a kofenovych vlasku. V pfipadé NES2 a kofenové Spicky NES23
chybi pfislusné struktury kontrolni neindukované rostliny, tudiz je objektivita vysledku
sniZzena. Volné GFP pouzité v konstruktech p-tub, NES2, NES3 a NES23 ziejmé& nema
na fenotyp rostlin Zzadny makroskopicky znatelny vliv.

Byla hodnocena Sifka kofenu kofenl v misté pocCatku diferenciace kofene (obr.
20). Béhem prace srostlinnym materialem vSak doSlo k vyrazné ztraté rostlinného
materidlu a hodnoty uvedené v tabulce tedy nejsou statisticky hodnotitelné. Analyzu

bude tfeba zopakovat.
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Trichomy:

56



Hypokotyly:
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Kofenové vlasky:
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Kofenové Spicky:
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Kofeny v misté pocatku diferenciace kofenovych vlasku:

20X 20 uym

20X 20 uym

10x 20 pm
Obr. 19: Trichomy, hypokotyly, ko Fenové vlasky, ko fenové Spi €ky a diferencia €ni zony
indukovanych a neindukovanych rostlin Arabidopsis NES2, NES23, GFPfree a wt.

Pro obrazky bez vyznaceného méfitka vzdy plati méfitko 10x. Pfipona _i znaci indukovanou
rostlinu, pfipona _k znaéi kontrolni, neindukovanou rostlinu. U vSech struktur NES2_i chybi kontrola.
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rocsI:IIi(; , | GFPfree i | GFPfree k| wt | NES2i | NES23i| NES23 k
1 123.1 1213 1232 | 1114 | 1502 | 1025
2 107.9 144.0 1211 | 1253 | 126.1
3 1447 1114 | 89.8 | 1233
4 71.1
5 106.3
6 1383

Primér os;:h c:\t/za Rozsah | Median

GFPfree_i | 125.22 18.48 10.67 36.78 123.10

GFPfree_k | 132.65 16.01 11.32 22.64 132.65

wt 118.54 6.27 3.62 11.75 121.05

NES2_i 107.04 24.17 9.87 67.26 108.87

NES23_i 133.22 14.75 8.52 26.84 126.14

NES23_k | 102.46 - - - -

Obr. 20: Sitka kofend v misté pocatku diferenciace kofene transgennich a wt Arabidopsis.

4.3.3. Efekt leptomycinu B

V této sérii pokusu jsem studoval makroskopicky a mikroskopicky znatelné
odliSnosti rostlin Arabidopsis rostoucich na leptomycinu B oproti kontrole. Cilem
experimentl bylo otestovat hypotézu, Ze tubulinové NES vyuZivaji k exportu z jadra
nejcastéjSi exportni cestu, tedy pomoci exportinu Crm1/Xpol, jeZ je leptomycinem B
kovalentné modifikovan. V prvnim pokusu jsem sledoval vyvoj rostlin rostoucich 5 dni na
100 a 500 nM leptomycinu B. V druhém pokusu jsem rostliny exponoval 500 nM
leptomycinu B po dobu 23 dni (oba pokusy viz obr. 21).
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Obr. 21: Vliv leptomycinu B na  Arabidopsis thaliana wit.

Rostliny v hornim obrazku jsou 5 dni staré, expozice leptomycinu B po stejnou dobu; rostliny
v dolnim obrazku byly na 500 nM leptomycinu B kultivovany po dobu 23 dni. Je evidentni, Ze leptomycin
B, i v 50-ndsobku koncentrace, kterd je letalni pro zivociSné buriky, nemé makroskopicky viditelny vliv na
rostliny Arabidopsis.

Na mikroskopické Urovni jsem testoval vliv 5-denni expozice 100 nM leptomycinu
B na kompartmentaci GFP-a-tubulinu (konstrukt pBIN19) a GFP-NES23-3-tubulinu in
vivo. Porovnal jsem pomér fluorescenéniho signalu v jadfe ku signalu v cytoplasmeé
v bunkach kofenové Spi¢ky rostlin Arabidopsis oSetfenych leptomycinem B a rostlin

kontrolnich. Postup analyzy je popsan v kapitole 3.2.16.
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Pomér signalu cytoplasma x jadro
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Obr. 22: Primérna hodnota pom éru signal & v cytoplasm € a jadfe sledovanych bun ék.

aT zna¢i GFP-a-tubulin, NES23 je GFP-NES23-B-tubulin. Vzhledem k velikosti standardni
odchylky hodnot Ize obtizné s vySSi pfesnosti hodnotit vliv drogy, avSak ke slabému zadrzeni zadrzeni a-
&i B-tubulinu v jadrech kofenovych buné&k Arabidopsis oSetfenych leptomycinem B dochazi. Cislo P udava

pravdépodobnost, Ze rozdil je nahodny.

Vysledky nasvédCuji tomu, Ze leptomycin B v koncentraci 100 a 500 nM
neovliviiuje rychlost rastu, ani nezplsobuje makroskopicky znatelné morfologické zmény
bunék kofenové Spicky Arabidopsis thaliana. Leptomycin B vSak zplsobuje retenci
konstitutivné exprimovaného (ve vektoru odliSném k vektordim nesoucim mutované
tubuliny) GFP-a-tubulinu ¢i GFP-NES23-tubulinu v jadfe, byt jen ve velmi slabé mife.
Pravdépodobnost, Ze rozdil mnozstvi tubulinu v leptomycinem oSetfenych a kontrolnich
jadrech je dan pouze nahodou, je 2,2% (a-tubulin) a 1,6% (NES23), rozdil je tedy

statisticky vyznamny.
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4.3.4. Lokalizace tubulinu po chladovém stresu uro  stlin Arabidopsis
thaliana wt

Jelikoz predchozi experimenty prokazaly, Ze chlad zpusobuje akumulaci tubulinu
v jadie v bunkach tabaku (Schwarzerova et al. 2006), byl proveden pokus, kde rostliny
wt rostliny Arabidopsis thaliana byly exponovany chladu. Tyto rostliny byly posléze
fixovany a imunofluorescenéné oznaceny protilatkou proti a-tubulinu a byla studovana
akumulace tubulinu v jadrech bunék téchto rostlin. Byly provedeny pokusy s expozici
rostlin chladu po dobu 4,5, 6,5 h, 11,5 a 12 h a 16 h. Imunofluorescen¢ni vizualizace
byla uspokojujici v pokusu, kde expozice trvala 4,5 a 11,5 hodin.

Pldsobenim chladu na rostliny po dobu 4,5 h téméf nedochazelo k akumulaci
tubulinu v jadrech (Obr. 23). Byla proto prodlouZzena doba puasobeni na 11,5 h.
Pasobenim chladu na rostliny po dobu 11,5 h byla zaznamenana mirna akumulace
tubulinu v jadrech bunék rostlin. Hodnotil jsem 66 bunék chladem oSetfenych rostlin a 27

bunék kontrolnich rostlin. Analyzu dokumentuje graf v obr. 24, ukazka bunék tamtéz.

64



10 pm

Obr. 23: Buiiky ko fenové 3pi €ky Arabidopsis thaliana — chladem o3et fené bunky (Chlad,
0T po dobu 4,5h) a bu riky kontrolni (K).

Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin priméarni protilatka) pomoci TRITC (Eerveny kanal,
vlevo) konjugovanym se sekundarni protilatkou. Uprostfed fluorescence Hoechst 33258 (modry kandl),

vpravo oba kanaly dohromady.
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Pomaér signalu cytoplasma
X jadro

Kontrola Chlad

Obr. 24: Graf: Pomér primérné hodnoty pom éru signdlu vjad fe a cytoplasm & v chladem
oSet fenych bu nkach ko fene Arabidopsis.
Obréazek: Bu nky ko fenové Spi €éky Arabidopsis thaliana oSetfenych 11,5h chladu 0T a

bunky kontrolni.
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Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primarni protilatka, ¢ervené) pomoci TRITC (vlevo)
konjugovanym se sekundarni protilatkou. Uprostied fluorescence Hoechst 33258 (jadra, modre), vpravo

oba kanaly dohromady.

4.3.5. Lokalizace tubulinu po chladovém stresu u su  spenznich bun ék

Arabidopsis thaliana wt

ProtoZze plusobenim chladu na rostliny Arabidopsis bylo dosaZzeno pouze mirné
akumulace tubulinu v jadfe, zjistoval jsem dale, zda akumulace tubulinu v jadfe vlivem
chladu nebude vyznamnéjSi v izolovanych burfkach Arabidopsis thaliana, jelikoz by
jadernd akumulace tubulinu mohla byt jevem pfitomnym pouze v izolovanych
suspenznich burikach. B&éhem imunofluorescenéni vizualizace tubulinu v suspenznich
burikach doSlo k poSkozeni rostlinného materialu do té miry, Zze hodnoceno mohlo byt
jen 8 chladem oSetfenych a 7 kontrolnich bunék, u kterych bylo mozno s vyssi pfesnosti
porovnat TRITC signél v jadrech a cytoplasmé (Obr. 26).

Hodnocen byl pomér signalu mezi cytoplazmou a nukleoplazmou. Je vidét mirna
akumulace signalu v jadrech chladem oSetfenych bunék, naméfené hodnoty vSak
neumoziuji vyloucit moznost, Ze rozdil mezi chlazenymi a kontrolnimi jadry je dan
pouze nadhodou. Vysledek neni statisticky vyznamny (pravdépodobnost, Ze se mnozstvi

tubulinu v jadrech nelisi, je 21,1%).
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Obr. 25: Primérna hodnota pom éru signal i v cytoplasm é a jadfe sledovanych bun ék.

Cislo P udava pravdépodobnost, Ze rozdil je nahodny.



.

br. 26: Suspenzni bu fky Arabidopsis thaliana o3et Fené 8h chladu 0C (C) a bu nky
kontrolni (K).

Imunologicky oznacen a-tubulin (anti-a-tubulin primarni protilatka) pomoci TRITC (Cerveny kanal,

vlevo) konjugovanym se sekundarni protilatkou. Vpravo fluorescence Hoechst 33258 (modry kanal).
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5. DISKUSE

Cilem mé préace bylo objasnit roli transportu tubulinu mezi jddrem a cytoplasmou.
Dfive zminéné prace a dobfe zndma funkce tubulinu v mitose jasné ukazuji, Ze tubulin
je v uzkém vztahu s jadrem, pravé kvuli segregaci genetického materialu do dcefinnych
jader. NaSe skupina vSak ukazala, Ze v bunkach Nicotiana tabacum BY-2 vztah tubulinu
k jadfe neni vazan pouze na mitosu, ale i na stresové déje béhem interfaze, konkrétné
chlad 0C. Pozorovani rychlé exkluze tubulinu ze zotavenych chlazenych jader bunék
BY-2 bylo insipiraci pro prozkoumani molekul a- a - tubulinu, pfi¢emz bylo odhaleno
nékolik jadernych expornich sekvenci (NES) v téchto proteinech (Schwarzerova et al.,
2006). Existence téchto sekvenci a potvrzeni jejich exportni aktivity blize podporuje
pfedstavu, Ze transport tubulinu mezi jadrem a cytoplasmou musi byt striktné regulovan.

Pro objasnéni vztahu tubulinu k jadru jsem otestoval tubulinové NES ve fazi
s GFP i v sav€ich bunkach, abych ovéfil, zda pozorované jevy nejsou pouze vysadou
fiSe Plantae. V celych rostlinach Arabidopsis jsem pak sledoval vliv poskozeni
schopnosti B-tubulinu byt exportovan z jadra, coz je pro dosazeni hlavniho cile velmi
cenna informace. Pro pfipad, Zze by zruSeni funkce NES bylo letalni, byl pouzit 17- 3-
estradiolem inducibilni promotor XVE ve vektoru pERS8, ktery by umoznil v pfipadé
velkého posSkozeni rostlin expresi mutovaného tubulinu pozorovat prvni expresi
mutovanych tubulind az ve vzrostlych rostlinach. V praci jsou pouzil B-tubuliny se
zruSenymi NES2 a NES3, jelikoz u téchto NES byla v rostlinnych bufkach potvrzena
exportni aktivita; NES1 exportni aktivitu v rostlinnych burikach neprokazala.

5.1. Studium funkce NES v zZivo ¢€iSnych bu fAkach

Testy exprese GFPNES vbunkdch Hela provazel zasadni problém -—
v konstruktech BNES2, BNES3, rst aNES1, zoo aNES1, ABNES2, APBNES3 a Arst
oNES1 byla pouzita varianta GFP smrsGFP, ktera, jak se ukézalo, je pro buriky HelLa
toxicka. Kontrolni bunky byly ve vétSiné experimentt v porfadku, tudiz je vylouceno, Ze
Slo o Spatné provedenou transfekci ¢i nevhodné kultivaéni podminky. Konstrukt A zoo

oNES1, v kterém byla pouzita GFP varianta mGFP5 (viz vySe), byl pro buriky méné
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N1

Skodlivy, Cetnost transfekce byla vySSi a bunky byly ¢asto v dobré kondici, jako buriky
kontrolni. Zaroven u téchto bunék nebyl viditelny export z jadra, coz naznacuje, Ze
Zivocisné specificka zoo aNES1 nesouci mutaci v sav€ich burikdch neni aktivni. Protoze
v8ak chybi srovnani s nemutovanou verzi zoo aNES1, nelze v tuto chvili usuzovat na
aktivitu nemutované verze. Je samozfejmé nutné provést test znovu s verzi GFP
vhodnou pro expresi v zZivo€isSnych bunkach a taktéz provést mutacni analyzu vSech
NES a testovat lokalizaci takového proteinu v bunkach, tedy zplsobem, kterym jsem
postupoval u mutovanych NES v burikach BY-2 a celych rostlinach (4.2., 4.3.).
Akoumianaki et al., 2009 ukézali, Ze B-tubulinovd NES1 je aktivni v sav€ich
bunkach Hela, respektive Ze jeji zruSeni zpusobuje retenci tubulinu v jadfe. Tento
funkéni rozdil (v naSi zmifované publikaci byla tato NES1 v rostlinnych burnkéach
neaktivni) muaze byt zplsoben jak c¢aste¢né odliSnymi proteiny Gcastnicimi se
nukleocytoplasmatického transportu, tak ¢aste¢né odliSnymi sekvencemi B-tubulinu, a
predevSim odliSnou stavbou jadernych p6ru v rostlinnych a sav€ich burikdch (Meier a
Brkjlacic, 2009). Ve zmifované publikaci (Akoumianaki et al., 2009) vSak autofi
neprovadéli klasicky jaderny exportni test, pouze konstatovali akumulaci tubulinu
nesouciho mutaci v daném misté. Nelze tedy vyloucit, Ze mutace proteinu silné
konzervované struktury, jako je tubulin, mohla vést k jeho akumulaci v jadfe nepfimo
skrze jiné poSkozeni burky, nezavisle na pfimeé interakci tohoto NES s jadernym

transportnim systémem.

5.2. Studium exprese WT a mutovanych tubulin @ v bu nkach BY-2
5.2.1. Mitoticky index po indukci

V pfipadé kultury NES2 je pravdépodobné, Ze mutace tubulinu v NES2 nemé na
pribéh bunééného cyklu vliv. Je vSak nutno vzit v potaz, Ze obé kultury NES2,
indukovana i kontrolni, se v porovnani s ostatnimi variantami pomalu délily (viz vySe, Ml
v obr. 14).

Po indukci exprese NES3 doSlo k pocateCnimu zvySeni a naslednému snizeni
mitotického indexu. U kultury NES23 je znatelné mirné zvySeni mitotického indexu.

ProtoZze tento vysledek byl zjiStén opakované i dalSimi ¢leny tymu, lze tento efekt
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povazovat za vyznamny. Bude tfeba dale testovat, co je pfic¢inou zvySeni Ml u bunék
exprimujicich GFP-AtTUBG6ANES23. V (vahu pfichazeji dva scénare: Bud burky
prochazeji mitézou pomaleji, coz zpusobuje akumulaci bunék v mitéze v kultufe, nebo
exprese transgenu urychluje prabéh bunéénym cyklem, proto v daném case lze
pozorovat vice bunék v mitéze. Tyto dvé hypotézy bude mozné testovat pomoci
synchronizace bunécné kultury a tedy porovnanim délky bunécného cyklu u bunék s

indukovanou expresi a bez ni.

5.3. Studium exprese WT a mutovanych tubulin @ v Arabidopsis thaliana
5.3.1. Lokalizace GFP-tubulin @ v bufikach po indukci

PFi sledovani kompartmentace mutovanych tubulind jsem se soustfedil pfedevsim
na dvé mista vyskytu GFP signalu — lokalizace vzhledem k jadie a inkorporace do
mikrotubuld. Schopnost mutovanych tubulind inkorporovat se do mikrotubull Ize do jisté

v v/

miry povazovat za meéfitko toho, do jaké miry se dany tubulin odliSuje od svého wt
prot&jsku. Cim vice je molekula odlisn&jsi od wt, tim vice Ize o&ekavat nefyziologické
jevy, které jsou dany pouze skute¢nosti, Ze je molekula proteinu pozménéna. Tyto jevy
mohou byt zplsobeny zcela novymi epitopy pozménéného proteinu, které mohou
interagovat se strukturami, s kterymi wt protein nikdy neinteraguje. SpiSe Ize vSak
oCekavat u vysoce konzervovaného proteinu, jakym je tubulin, ztratu jeho schopnosti
polymerovat v mikrotubulus, a interagovat s dalSimi proteiny.

In vivo je inkorporace mutovanych tubulind do mikrotubul( viditelna pouze u
varianty B-tub a z menSi €asti u NES2; u NES3 a NES23 neni inkorporace zfetelna
vibec. Jelikoz neni pozorovanim in vivo vylouéeno, Ze lokalizace tubulinG v
mikrotubulech je maskovana velkym mnoZzstvim monomerniho tubulinu v cytoplasmé, u
rostlin vSech variant jsem oznacil mikrotubularni cytoskelet protilatkou konjugovanou s
fluoroforem TRITC a sledoval kolokalizaci. Barveni zaroven redukuje mnozstvi
monomerniho tubulinu v cytoplasmé, tudiz pfipadné kolokalizace mutovanych tubulind s
mikrotubuly by méla byt patrnéjSi. Vysledky vSak ukazaly, Ze k stabilni inkorporaci do
mikrotubult dochazi skuteéné pouze u varianty wt 3-tub a z&asti u NES2. Mutace NES3

a dvojita mutace NES23 tedy zfejmé méni topologii molekuly B-tubulinu natolik, Ze se
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nemuze inkorporovat do mikrotubul(. Druhym vysvétlenim tohoto jevu muze byt, Ze
tubuliny NES3 a NES23 se sice do mikrotubuld mohou inkorporovat, ale se sniZzenou
afinitou, tudiZz je do mikrotubult vélenovan prfedevSim wt tubulin. Pfitomnost GFP C-
terminalné fuzovaného s tubulinem inkorporaci proteinu do mikrotubult nebrani, jak Ize

vidét u mikrofotografii indukovanych variant 3-tub a NES2.

Pozoruhodnym vysledkem je lokalizace mutovanych tubulind vzhledem k jadre.
Tubuliny NES2, NES3 a NES23 nejsou v jadrech bunék kofenové Spi¢ky vyrazné
zadrzovany. Konstrukt NES23 je v jadrech vSak pfitomen ve vétSi mife, nez nemutovany
a-tubulin (viz obr. 22, str. 61). Jako kontrola nemohl byt pouZit nemutovany B-tubulin,
jelikoz nebyl k disposici dostatek dobfe exprimujicich rostlin. Skute¢nost, Ze nedochazi
k vyraznéjSimu zadrzeni tubulind s mutovanymi NES v jadre, Ize vysvétlit nékolika
zplUsoby. Prvni moznosti je, Ze mutace NES zpusobuje takovou zménu tvaru molekuly,
Ze je NES maskovan a neni pfistupny exportnim faktordm. Tato moZnost je
pravdépodobnéjSi u NES3 a NES23, které se obtizné inkorporuji do mikrotubull, avSak
neni ani u NES2 vylou¢ena. Druhou moznosti je, Ze abnormalni topologie mutovanych
tubulind znemoZfiuje vazbu exportnich faktor na NES. Treti, a zfejmé
nejpravdépodobnéjSi moznosti je skutec¢nost, Ze B-tubulin tvofi heterodimery s a-
tubulinem, pfic¢emz NES pfitomny v a-tubulinu, jehoz aktivita byla v naSich pfedchozich
experimentech dokazana (viz obr. 6), maze byt dostacujici pro export heterodimeru wt
o-tubulin/mutovany B-tubulin  z jadra. AvSak zaroven je nutno vzit v potaz
pravdépodobnost, Ze mutace NES3 a NES23 zplsobuji tak dramatickou zménu
molekuly, Ze proteiny nejsou vabec schopny vytvofit heterodimer s a-tubulinem. Takova
skute¢nost by mohla mit i zcela zasadni vliv nejen na schopnost vélenit se do
mikrotubulu, ale i import proteinu do jadra, jelikoz samotny [-tubulinovy monomer by
mohl byt schopen importu do jadra difuzi pfes jaderny por, bez nutnosti interakce

s dodate¢nymi importnimi faktory.
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5.3.2. Fenotyp transgennich rostlin exprimujicich B-tubuliny mutované v

NES sekvencich

Abnormalni morfologie apikalniho meristému kofene by mohla indikovat vliv
mutovanych tubulinG na bunéény cyklus, bud pfes moznou signalni funkci tubulinu
v jadfe, pres kinetochor, mitotické vieténko ¢i zménénou dynamiku mikrotubull
vinterfazi. V pfipadé destabilizace mikrotubularnino cytoskeletu jsem ocekaval
napriklad sta€eni bunék hypokotylu jako v pfipadé mutace LEFTY, kde je taktéz
cytoskelet destabilizovan (Abe et al., 2004), dale odliSnou morfologii prdduchovych
bunék, trichomid a kofenovych vlaskd, nebo jinou tloustku kofene zplsobenou
aberantnim longitudalnim ristem bunék, danym pfedevSim pozménénym usporadanim
kortikalniho mikrotubularniho cytoskeletu.

Je nutno vzit v potaz, Ze veSkeré vlivy mutovanych B-tubulin se odehravaly na
pozadi velkého mnoZzstvi endogennich tubulin. Z analyzy fenotypu vyplyva, Ze mutace
NES2 a NES23 B-tubulinu pravdépodobné nemaji vis-mikroskopii pozorovatelny vliv na
charakter trichomd, hypokotylu a kofenové Spicky. TaktéZz nedochazi napfiklad ke
krouceni kofenovych vlaskul, avSak redukci délky vlasku po indukci exprese mutovanych
tubulind NES2 a NES23 nelze vylougit. S malou pravdépodobnosti Ize vyvodit, Ze
pfitomnost B-tubulinu s mutovanou NES2 ma za pfi€inu tvorbu kofenud s mensi Sifkou.
Analyzu je v8ak vzhledem k malému mnoZstvi rostlinného materidlu nutno opakovat.
Volné GFP pouzité v konstruktech B-tub, NES2, NES3 a NES23 ziejmé& nema na
fenotyp rostlin Zddny makroskopicky znatelny vliv. Tato skute¢nost redukuje moznost, Ze
by pfipadné aberace rostlin exprimujicich mutovany tubulin byly zpusobeny toxicitou €i

signaliza¢ni funkci pouzitého GFP.

5.3.3. Lokalizace tubulinu po chladovém stresu u Ar  abidopsis thaliana wt

Cilem téchto experimentd bylo zjistit, zda se v kontextu celé rostliny po
chladovém stresu lokalizace tubulinu vzhledem Kk jadru zméni, podobné jako u
suspenznich bunék BY-2 vuvedené publikaci nasi skupiny, kde byla ukazana

akumulace tubulinu v interfazovych jadrech. V pfipadé akumulace tubulinu v jadre
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vlivem chladu by pak bylo mozno testovat vliv mutace v jednotlivych NES na export
tubulinu zpét do jadra béhem zotaveni z chladového pasobeni, jak bylo popsano ve
Schwarzerové et al., 2006. V mych chladovych experimentech s rostlinami Arabidopsis
jsem sice zaznamenal slabou akumulaci tubulinu v jadrech bunék kofenové Spicky
oSetfené 11,5h teploty 0C, avSak v mnohem mensi mife, nez v pfipadé zmifované
publikace.

Vysvétleni odliSnosti vysledku je nékolik; prvnim vysvétlenim muize byt
skute¢nost, Ze suspenzni burky izolované od kontextu celého organismu mohou byt
mnohem nachylnéjSi ke chladovému stresu, nez kdyby byly sou¢asti uceleného organu,
respektive rostliny. Druhym vysvétlenim je fakt, Ze Arabidopsis thaliana, na které jsem
experiment provedl, je rostlina mirného pasu, kter4d bézné roste na jafe v nizkych
teplotach, i v arktickych oblastech, a je relativné odolna vaé&i chladu (Zhen a Ungerer,
2008). Oproti Arabidopsis, Nicotiana tabacum je rostlina subtropickd; pfi vystaveni in
vitro kultivovanych bunék tabaku, izolovanych od celého organismu, zcela nepfirozenym
teplotdm bodu mrazu, tedy lze oCekavat nefyziologické jevy. Nicméné, je nutno zminit,
Ze samostatné buriky BY-2 v experimentu teplotni stres pfezily a byly schopny tubulin
z jader exportovat zpét do cytoplasmy a rekonstruovat mikrotubularni cytoskelet. Je
potfeba prozkoumat jadernou lokalizaci tubulinu v bunikach kofenu tabaku vystaveného
nizkym teplotam.

K akumulaci tubulinu v jadrech bunék kofenové Spicky rostlin Arabidopsis
oSetfenych chladem dochazi (jadra bunék chladem oSetfenych rostlin obsahovala
primérné o 22% vice signalu, nez jadra bunék rostlin kontrolnich), a je otazkou,
z jakého divodu tento jev existuje a jakym zplsobem se tubulin dostane do jadra,
jelikoZ neobsahuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS).

Zpusob, jakym se tubulin importuje do jadra, neni zndm. Nabizi se pfedstava, Ze
chladem dochazi k poSkozeni jaderné obdlky, jelikoZz biologické membrany jsou
poSkozovany chladem (Kacperska, 1999). Tubulin jisté také muiZze do jadra byt
transportovan jako interaktor pfi transportu jiné molekuly, ktera NLS obsahuje (napf.
v interakci s proteinem NFAT, Ishiguro et al.,, 2011), nebo jinym, neznamym, NLS-

nezavislym zpusobem.
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5.3.4. Efekt leptomycinu B

Leptomycin B byl pouzZit jako nastroj pro otestovani hypotézy, Ze tubulin,
respektive jeho NES, pouziva obecnou Crm1/Xpol exportni cestu.

Ve vysledku testu leptomycinu B v suspenznich bufkach BY-2 neni vzhledem
k velikosti standardni odchylky poctu bunék vylou€eno, Ze uz 10 nM koncentrace
leptomycinu B m& na buriky BY-2 zna¢ny vliv. V dalSich experimentech byla vSak
pouzita 10-nasobn& koncentrace drogy, ktera prokazala jasny dopad na bunéc¢ny cyklus.

Vysledek aplikace leptomycinu B na juvenilni rostliny Arabidopsis je velmi
prekvapujici; nejen Zze semena bez problému Kkli¢i, ale neni znatelny rozdil oproti
kontrolnim rostlinam, a to ani v koncentraci drogy 500 nM, tj. v 5-kréat vétSi koncentraci,
nez v té, ktera spolehlivé zastavuje mnozeni suspenznich bunék BY-2.

Leptomycin B ochromuje nejCastéjSi exportni cestu, tedy exportin Crm1/Xpol,
kovalentni modifikaci cysteinu 529 v centralni konzervované doméné tohoto proteinu
v Schizosaccharomyces pombe (Kudo et al., 1999). Vzhledem ke skute¢nosti, ze
jaderny transport je zcela zékladnim procesem spoleCnym pro vSechny eukaryotni
bufky, lze se domnivat, Ze Arabidopsis nemda natolik odliSnou architekturu
nukleocytoplasmatického transportu (napfiklad odliSny exportin Crm1/Xpo1l), Ze by byla
z tohoto duvodu resistentni k leptomycinu B. Pro ilustraci, aminokyselinové sekvence
exportinu Crm1/Xpol Arabidopsis thaliana a Glycine max jsou z 85% identické, z 92%
obsahuji alespon podobny typ aminokyseliny. Sekvence Crm1/Xpol Nicotiana tabacum
neni znama. Sekvence Crm1/Xpol Arabidopsis thaliana a Homo sapiens (bunky HelLa)
jsou z 49% identické, z 68% obsahuji alespori podobny typ aminokyseliny. Sekvence
Crm1/Xpol Schizosaccharomyces pombe, Homo sapiens a Arabidopsis thaliana jsou
identické jak v Cys529, tak ve dvou pfilehlych aminokyselinach (motiv Leu-Cys-Glu). Je
tedy mozno vyvodit, Ze vzhledem kvysoké evoluéni konzervovanosti exportinu
Crm1/Xpol a k ucinku jak na burfiky Homo sapiens, tak na bunky Nicotiana tabacum,
leptomycin B UCinkuje i na bunky Arabidopsis, avSak tento Ucinek je neutralizovan.
Inhibiéni ucinek leptomycinu B na jaderny export v rostlinAch Arabidopsis, byt pfi
kratSich dobach expozice, byl jiz nékolikrat prokazéan (Tillemans et al., 2006; Vos et al.,
2008; Tam et al., 2010).
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Proto se pfiklanim k hypotéze, Ze leptomycin B je v bufikach Arabidopsis
neznamym zpusobem vychytavan a napfiklad izolovan ve vakuole jako xenobiotikum, Ci
je z bunék vyluCovan. Je znamo, Ze rostliny jsou schopné metabolizovat mnoho druhd
xenobiotik (Sandermann et al., 1992). Pfikladem takové resistence k leptomycinu B
muze byt protein houby Magnaporte grisea, pmdl, ktery patfi do rodiny ABC
transporterd typu B (Dean et al., 2005), kterych je genomem Arabidopsis kédovano 28
(Kang et al., 2011). Droga také maze mit afinitu k néjakému proteinu, ktery je pfitomen
v Arabidopsis, nikoliv vSak v Nicotiana tabacum, pfi¢emz je schopnost leptomycinu B
interagovat se strukturami nukleocytoplasmatického transportu neutralizovana.

Na zakladé predchozi mySlenky Ize obtizné interpretovat vysledek aplikace
leptomycinu B v koncentraci 100 nM na rostliny exprimujici NES23 tubulin a a-tubulin.
Vzhledem k moznosti, Ze je efekt leptomycinu B néjakym zplsobem v burikach
Arabidopsis neutralizovan, nelze z nevyrazného efektu leptomycinu B na tyto rostliny
usoudit, Ze NES2 a NES3 exportuji tubulin z jader pfes obecnou Crm1/Xpol exportni

cestu.

5.5. Monomer ¢&i heterodimer?

Do avah o vlivu mutovanych tubulind na bunky a celé rostliny Arabidopsis je
nutno zapodcist i samotny fakt, Ze v bufikach dochazelo k cizi expresi B-tubulinu, bez
ohledu na mutace v NES. V pfirozenych podminkach je v cytoplasmé presné vyvazené
mnozZstvi a- a B-tubulinu, a mnozZstvi proteinu je pfisné regulovano. Je zndmo, Ze v
pfipadé zvySeni koncentrace tubulinovych heterodimerd v cytoplazmé napf. vlivem
pusobeni MT-destabilizujici drogy oryzalinu dochazi k okamzité odezvé v podobé
shiZeni syntézy a- i B-tubulinu na proteinové urovni (Giani et al., 2002). ProtoZze dochazi
ke sniZzeni koncentrace obou podjednotek, existuje pravdépodobné velmi pfFisna
vzajemna kontrola mnozZstvi obou proteind v burfce. Vskutku je znamo z pokusu s
expresi transgenniho a- nebo B-tubulinu, Ze rostliny netoleruji nepomér mezi mnozstvim
0- a B-tubulinu v cytoplazmé (Anthony a Hussey, 1998). Je tedy velmi pravdépodobné,
Ze exprese transgenniho tubulinu v rostlinach je doprovazena adekvatnim zvySenim

exprese endogenniho a-tubulinu, ¢i snizenim exprese endogenniho B-tubulinu tak, aby
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pomér mezi obéma podjednotkami zustal stejny. Pozorovany GFP-B-tubulin v mych
pokusech tedy pravdépodobné byl ve formé heterodimeru. Tuto hypotézu je vSak
samoziejmé nutno oveéfit pomoci stanoveni obsahu endogenniho a- a B-tubulinu v

cytoplazmé transgennich rostlin.
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6. ZAVER

1. Testoval jsem expresi fuznich proteind smrsGFP s -tubulinovymi jadernymi
exportnimi sekvencemi BNES2, BNES3, rst aNES1, zoo aNES1, A BNES2, ABNES3 a
Arst aNES1 a mGFP5-A zoo aNESL v lidskych bufkach HelLa. Ukézal jsem, Ze exprese
chromoforu smrsGFP je témito bufikami Spatné snasena. Protein mGFP5 v konstruktu
A zoo aNES1 byl bunkami snaSen lépe, nez smrsGFP. Pokusy je nutho opakovat s

vhodnou verzi GFP.

2. Otestoval jsem vliv exprese B-tubulinu AtTUB6 mutovaného v NES2, NES3 a
obou NES zéaroven na mitoticky index suspenznich bunék kalusu Nicotiana tabacum BY-
2. Exprese B-tubulinu a B-tubulinu s mutovanou NES2 pravdépodobné nema na
mitoticky index téchto bunék vliv. Exprese B-tubulinu s mutovanou NES3 zpusobila
pocateCni zvySeni a nasledné sniZzeni mitotického indexu. Exprese [-tubulinu s
mutovanou NES23 zpusobila zvySeni mitotického indexu a exprese tohoto vektoru tedy

zfejmé ovlivnila pribéh bunééného cyklu.

3. Vpfipadé B-tubulinG s uvedenymi mutacemi v NES3 a NES23 vlbec
nedochazi v burikdch kofenové Spicky Arabidopsis thaliana k inkorporaci tohoto proteinu
do mikrotubull. B-tubulin s mutaci v NES2 se do mikrotubult z malé &asti inkorporuije.
Mutace v NES3 a NES23 tedy topologii molekuly B-tubulinu méni natolik, Ze tato maze
byt zna¢né nefyziologicka.

Vyrazna akumulace tubulinu v jadfe u jmenovanych variant nebyla pozorovana,
avSak varianta NES23 obsahuje v jadrech vysSi mnozZstvi tubulinu, nez varianta
exprimujici a-tubulin. Je tedy mozné, Ze mutace obou NES2 a NES3 zaroven zplUsobuje
slabou retenci tubulinu v jadrech. Vhledem k malému mnoZstvi rostlin uspokojivé
exprimujicich nemutovanou variantu B-tubulinu nemohly jmenované varianty byt

porovnany s (-tubulinem.
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4. Provedl jsem analyzu fenotypu vySe transgennich rostlin exprimujicich
mutovany B-tubulin. Mutace NES2 a NES23 [-tubulinu pravdépodobné nemaji vis-
mikroskopii pozorovatelny vliv na charakter trichoma, hypokotylu a kofenové Spicky.
TaktéZz nedochazi ke krouceni kofenovych vlaskl, avSak redukce délky vlaskd po
indukci exprese mutovanych tubulind NES2 a NES23 neni vylouc¢ena. Vzhledem k velké
ztraté materialu béhem pfipravy rostlin bude tfeba vysledek potvrdit opakovanim

experimentu.

5. Plsobeni chladu 0T zp Gsobovalo slabou akumulaci endogenniho tubulinu v
jadrech kofenu rostlin i kultivovanych bunék Arabidopsis thaliana. Tento vysledek tedy
nepotvrdil hypotézu, Ze masivni akumulace tubulinu v jadrech je obecnou reakci rostlin

na chlad.

6. Aplikace leptomycinu B, inhibitoru exportinu Crm1/Xpol, zplUsobuje zéstavu
déleni suspenznich bunék tabaku BY-2, avS8ak nemd& zfejmy vliv na rlst rostlin
Arabidopsis thaliana po dobu 23 dni. Leptomycin B zpUsobuje pouze slabou retenci -

tubulinu nesouciho mutace v pozici NES2 a NES3 v jadre.
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