Souhrn
Forminy jsou multidoménové proteiny obsahujici konzervovanou FH2 doménu
(forminhomology
2 domain), ktera je schopna katalyzovat nukleaci aktinovych filament de novo.
Funkce forminu, stejne jako jejich regulace, byly podrobne studovany predevsim u kvasinek
a
zivocichu, zatimco mnohem méne je znamo o rostlinnych forminech, které se od
kvasinkovych i zivocisnych zastupcu znacne lisi v doménovém usporadani. Forminy vyssich
rostlin se deli do dvou skupin, tridy I a tridy II a experimentalni udaje jsou doposud k
dispozici pouze pro prvni skupinu. V této dizertaci predkladam vysledky z experimentalni
studie nekolika zastupcu velké rodiny forminu u Arabidopsis, vcetne charakterizace forminu
AtFH16 z tridy 1.
Genom Arabidopsis obsahuje 21 genu kodujicich forminy, a prestoze se hladina a rozlozeni
jejich exprese znacne lisi, vsechny jsou transkripcne aktivni. V celkem 14-ti forminovych
genech jsme ziskali 17 homozygotnich mutantu s T-DNA inzerci. Za standartnich
kultivacnich podminek jsme nenasli zjevné odlisnosti ve fenotypech mutantu v porovnani s
kontrolami. Abychom vyradili z funkce dva dominantni pylové forminy, pripravili jsme
dvojitého mutanta atfh3atfh5, avsak i v tomto pripade se vyvoj mikrospor a nasledné kliceni a
rust pylovych lacek nezmenily. Stejne tak nedoslo k naruseni polarizovaného rustu pylovych
lacek u tabaku pusobenim antisense oligonukleotidu (ODNs), které byly smerovany na
forminy tridy I. Mimo to jsem provedla klonovani cDNA genu AtFH3 a upravila jsem jeho
stavajici predikce (Cvrckova et al., 2004).
Abychom mohli studovat lokalizaci pylove specifického AtFH3, dalSich forminu a
regulatoru bunecné polarity in situ, pripravili jsme a nasledne testovali sadu krysich
polyklonalnich protilatek proti syntetickym oligopeptidum konjugovanym s KLH. Nicméne
vetsina protilatek rozeznavala u Arabidopsis a tabaku tentyz antigen, ktery jsme pojmenovali
KRAP (KLH-related antigen of plants), a ktery jsme charakterizovali co do velikosti a
bunecné lokalizace. Také jsme zkoumali mozné priciny, jez zpusobily nezdar vetsiny
imunizaci (Oulehlova et al., 2009).
Podrobneji jsme charkterizovali formin AtFH16 z tridy II, ktery ma neobvyklé doménové
usporadani. Za urcitych pominek (na tvrdém nakloneném agaru nebo v permanentni tme) se
fenotyp mutanta atfh16 odlisoval od kontrol; predevsim doslo ke zkraceni a zvineni
etiolovanych hypokotylu, coz se jeste zvyraznilo po pusobeni cytoskeletalnich drog. Tyto
vysledky naznacuji, ze v semenaccich Arabidopsis se AtFH16 nejspise podili na bunecné
expanzi. Krome toho jsem naklonovala kompletni cDNA genu AtFH16. In vivo jsme
pozorovali a nasledne popsali bunecnou lokalizaci variant odvozenych z AtFH16. Z
kolokalizacni studie vyslo najevo, ze AtFH16 muze asociovat s vlaknitymi cytoskeletalnimi
strukturami; v nekterych pripadech znaci stabilizované aktinové svazky prostrednictvim
sveho
N-konce, avsak predevsim AtFH16 dekoruje mikrotubuly. Dale jsme zjistili, ze k lokalizaci
na mikrotubuly je nezbytna pritomnost konzervované domény FH2.
Nase vysledky naznacuji, ze forminy tridy I nemusi byt nezbytné pro vyvoj mikrospor a pro
polarizovanay rust pylovych lacek. Dale, formin AtFH16 z tridy II je schopny asociovat s
mikrotubuly a mohl by potencialne propojovat cytoskeletalni struktury.



