Shrnuti disertacni prace

Bunécné déleni je jednou z elementdrnich vlastnosti vSech Zivych organismu. Zakladni
mechanismy regulujici proces buné€éné proliferace na molekularni drovni jsou evolu¢né
konzervovany napii¢ eukaryotickou fi§i. Bunéény cyklus se standardné déli na Ctyfi
nésledné faze, pfiCemz hlavni regulacni kroky se soustfed’uji do dvou kontrolnich bodi, na
ptechodu G,/S a Go/M faze.

Kli¢ové regulacni proteiny, cyklin-dependentni kindzy (CDK), iidi postup celym
bunéénym cyklem. Jejich funkce je striktn¢ zavisld na katalytické cyklinové podjednotce.
Odpovidajici cyklinovy partner interagujici s CDK totiZ ur¢uje dobu aktivity konkrétniho
CDK/cyklinového komplexu v jednotlivych fazich cyklu. Pro ziskani tdplné aktivity
vyZaduje komplex dalsi posttranslaéni modifikace, mezi které patii i aktivaéni fosforylace
a defosforylace CDK na specifickych aminokyselinovych reziduich.

Rostlinny bunéény cyklus disponuje vedle evoluéné konzervovanych mechanismi i
dalSimi regulaénimi procesy, které souviseji s odliSnou Zivotni strategii rostlin. Prichod
G1/S kontrolnim bodem je siln¢ zavisly na signalech z vné&jStho a vnitintho prostiedi,
pfedevsim fytohormonech a metabolitech, burika tak monitoruje pfiznivost podminek pro
dokonéeni celého bunééného cyklu. Limitujicim faktorem pro priichod Gy/S fazi je D
cyklin, jehoZ exprese je pod kontrolou cytokinind a sacharidii (Riou-Khamlichi ez al.,
1999; Riou-Khamlichi et al., 2000). Regulace G»/M piechodu rostlinného bunééného cyklu
vSak zlstdvd nadile pon€kud nejasnd. Builkka vtomto kontrolnim bod€ primarné
monitoruje, zda byla zcela dokonCena replikace DNA. U ostatnich eukaryot nasledné
dochdzi k aktivaci CDK fosfatdzy Cdc25, jez slouzi jako definitivni signdl stimulujici
zahdjeni mitézy (napt. Moreno et al., 1990; O'Farrell, 2001). Pfes velkou snahu
identifikovat rostlinny homolog Cdc25 fosfatdzy, bylo pétrani po proteinu zodpovédném
za aktivaéni defosforylaci rostlinné CDK v G,/M fézi zatim nedspé&$né. Pfesto vSak bylo
opakované prokdziano, Ze tato regulace u rostlin probihd a je pod pozitivni kontrolou
cytokininli (Zhang et al., 1996; Zhang et al., 2005). V neddvné dob¢ se pfi prohledavani
genomovych sekvenci Arabidopsis a ryZe podafilo objevit maly gen kédujici katalytickou
podjednotku Cdc25 fosfatdzy, jez vSak neni schopna komplementovat kvasinkové CDC25
mutantni kmeny (Landrieu et al., 2004). Nadexprese tohoto genu v rostlinich navic
nevyvoldvd fenotypické zmény (Sorrell et al., 2005). Na zédkladé téchto vysledkt

prezentovali Boudolf a kol. (2006) novou originalni pfedstavu o mechanismu regulace
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Go/M faze rostlinného bunééného cyklu, kde nastinili moZnost, Ze rostliny postradaji
Cdc25 fosfatazu a Ze jeji role by mohla byt evolu¢n€ nahrazena regulacni drahou fizenou
CDKB kinézou. Tato pfedstava vSak opomiji dileZity fakt, Ze pro prichod G,/M fazi je
nutnéd defosforylace CDK a Ze inhibice tohoto kroku (napf. aplikaci lovastatinu - inhibitoru
syntézy izoprenoidnich cytokinin) vede k zastaveni bun€k v G, fézi (Laureys et al.,
1998). Je také nutno pfipomenout, Ze G,/M specificki CDKB velmi pravdépodobné
podstupuje (de)fosforylaci na evolu¢n€ konzervovanych aminokyselinovych reziduich
podobné jako CDKA (Sorrell et al., 2002; Orchard et al., 2005). VSechny tyto skute¢nosti
spolu s faktem, Ze u vysSich rostlin byla opakované€ prokdzana existence inaktivacni Weel
kindzy fosforylujici stejnd aminokyselinovd mista na molekule CDK (Sun et al., 1999;
Sorrell et al., 2002; Gonzalez et al., 2004), podporuji rozhodujici dlohu aktivaéni
defosforylace CDK u rostlin pfi vstupu do mitézy. JelikoZ se dosud nepodatilo
identifikovat rostlinny homolog tohoto proteinu, je studium rostlin s introdukovanym
cizorodym cdc25 genem stéile opodstatnéné a aktudlni a skytd moZnost studovat vliv tohoto
regulaéniho kroku na rist a vyvoj rostlin. Vysledky ziskané pomoci rostlin s vnesenym
cdc25 genem z poltivé kvasinky (modelovy organismus pro studium regulace buné¢ného
cyklu) (Spcdc25) potvrdily, Ze kvasinkova fosfatdza je funkéni v rostlinnych burikach a
plni stejnou regulacni roli jako v donorovém organismu (Bell et al., 1993; Zhang et al.,
1996; Zhang et al., 2005).

Vychdzime-li z poznatki, Ze nadexprese Spcdc25 fosfatdzy u rostlin ovliviluje délku G,
faze a urychluje vstup do mit6zy, lze pfedpokladat, Ze budou ovlivnény jakékoli procesy
zavislé na regulaci bunééného déleni. Bell et al. (1993) transformovali tabdk Spcdc25
cDNA z poltivé kvasinky a v orientaCnich experimentech zaznamenali vyznamné zmény
rostlinného habitu a vyvojové posuny vyvolané nadexpresi Spcdc25. Tato zjisténi vedla
nasi pracovni skupinu k mySlence testovat ovlivnéni dalSich vyvojovych procesd
spojenych se zménou intenzity bunéného de€leni, doplnit tak mozaiku vyvojovych,
morfologickych a biochemickych zmén vyvolanych expresi mitotického aktivitoru a na
zdkladé t€chto dat vytvofit ndvrh moZnych interakci s rostlinnymi regula¢nimi drahami.
Experimenty uvedené v piedloZené prici byly zaméfené na zhodnoceni vlivu exprese
Spcdc25 na vybrané riistové a vyvojové procesy v podminkach in vitro, a to na odli$nych
urovnich organizovanosti kultury, tj. zakladani organl de novo (publikace 1), regulaci
nastupu kveteni (publikace 3) a charakteristiky bunéénych kultur (publikace 4, 5). Do
uvedené prace byl zafazen i ¢lanek tykajici se nového metodického ptistupu vyuZzitého pii

detekci Spcdc25 transkriptu (publikace 2).




Hlavni zavéry vyplyvajici z disertani prace
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% Zmény v de novo organogenezi vyvolané expresi Spcdc25 simuluji vliv cytokinind;
exprese Spcdc25 podporuje zakladéni prytil a potlaCuje rhizogenezi.
% Spcdc25 a sachar6za pusobi synergicky na kvétni indukci, a potvrzuji tak rozhodujici

o

ulohu bunééného déleni a sacharidd v pfepnuti vyvojového programu.

¢ Urychleni ndstupu mitézy vyznamné ovliviluje orientaci buné¢ného déleni a buriky s

expresi Spcdc25 se stavaji pii prichodu G/M fazi nezavislé na cytokininu.
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Exprese Spcdc25 vedle zmén v rychlosti a orientaci buné¢ného déleni vyvolatelnych
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cytokininem meéni i sacharidovy status buriky, coZ nasvédCuje komplexnim

interakcim bunééného cyklu s rostlinnym metabolismem.

» V souhrnu vysledky piinaseji dalSi dikaz pro existenci a vyznamnost aktivaéni
defosforylace CDK v G»/M fazi rostlinného bunééného cyklu a podporuji i model
regulace tohoto kroku cytokininem. Zaroven naznacuji i moznost, Ze rozhodnuti o

vstupu do mitézy generuje signal vysilany smérem do metabolismu buiiky.




