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ABSTRAKT

Translace mRNA je po transkripci dalsi diillezitou etapou genové exprese, a na jeji regulaci
zavisi skutecné mnozstvi syntézy jednotlivych proteint a nésledné fyziologické, ontogenické
a fenotypické jevy. U rostlin nabyva regulace translace znacného vyznamu béhem
progamické faze, oplozeni a biologie semen, kdy jsou sriznou mirou selektivity
translatovany jiz skladované molekuly mRNA. Ddle se regulace translace uplatni diky své
rychlosti a flexibilité¢ i v reakci na abiotické krizové situace, coz ma velky vyznam pro
schopnost pfeziti a adaptace rostlin jakozto pfisedlych organisml.. Globalni regulaci
doprovazi selektivni regulace exprese jednotlivych transkriptl, coz moduluje transla¢ni
odpovéd’. Nakonec je mechanismus translace, tak jako u jinych organismi, ter¢em virovych
napadenti, a to ¢asto za pozoruhodnych okolnosti a strategii ze strany patogena i hostitele.

Cilem této reSerSe je podat §ir§i obraz souCasnych znalosti regulacnich cest transla¢niho
aparatu u rostlin, nejnov¢jSich objevii a perspektiv. Molekuldrni a fyziologickd troven ve
vztahu k makroskopické realité¢ pribéhu zZivota a okolnim podminkdm oteviraji nové obzory
k pochopeni zékladt Zivotni strategie rostlin a bunéénych a molekularnich procest viibec.

Klic¢ova slova
Translace, regulace translace, rostliny, regulace genové exprese, mRNA, ribozom,
fosforylace, pyl, kliceni, ontogeneze, abioticky stres, virové napadeni

ABSTRACT

After transcription, mRNA translation represents further important step in gene expression
pathway. Translational regulation controls the abundance of synthesized proteins and the
subsequent physiological, ontogenic and phenotypical consequences. In plants, the
translational regulation takes on an even higher importance during the progamic phase,
fertilization and seeds biology, when the already stocked mRNA transcripts are being
translated with varying degrees of selectivity. Furthermore, translational regulation, which
allows for a quick reaction and a notable flexibility, a vital function during abiotic stress, is
essential for the adaptation and survival of sessile organisms like plants. Global regulation is
associated with selective regulation of the expression of individual transcripts, which allows
modulation of the response. Finally, similarly for all other organisms, the translation
mechanism of plants is a target of viral infections, which initiates interesting responses from
both the pathogen and the host.

This review presents the summary of our current knowledge of the regulatory means of the
mRNA translation system in plants, including the latest discoveries and perspectives. The
relation between the molecular and physiological level on one side, and the macroscopic
reality of life within the environmental conditions on the other side open up new horizons in
our understanding of fundamentals of plants’ survival strategies and, more generally, of
cellular and molecular processes.

Keywords
Translation, translational regulation, plants, gene expression regulation, mRNA, ribosome,
phosphorylation, pollen, germination, ontogenesis, abiotic stress, viral infection
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA: kyselina abscisova, abscisic acid

ATP: adenosintrifosfat

CRT: kalretikulin

DNA: desoxyribonukleova kyselina

dsRNA: dvoufetézova — double strand RNA

eEF: eukaryoticky elongacni faktor, eukaryotic elongation factor
ER: endoplasmatické retikulum

eRF: eukaryoticky uvoliovaci faktor, eukaryotic release factor
GTP: guanosintrifosfat

HSP: protein tepelného stresu — heat shock protein

mRNA: medidtorova ribonukleova kyselina

OREF: otevfeny Cteci ramec, open reading frame

PABP: polyA binding protein

RISC: RNA-indukovany umlcovaci komplex — RNA-induced silencing complex
RNA: ribonukleova kyselina

rRNA: ribozomalni ribonikleova kyselina

S: Svedberg

siRNA: mald interferenéni RNA — small interfering RNA
TMV: virus tabadkové mozaiky — tobacco mosaic virus

tRNA: transportni ribonukleova kyselina

UTR: neptekladand oblast, untranslated region

vsiRNA: mald interferencni RNA odvozena z viru — virus-derived small interfering RNA



UvVOD

V kazdé¢ bunice zivého organismu kéduji molekuly DNA (deoxyribonukleova kyselina)
mimo jiné strukturu proteind zajiSt'ujicich naprostou vétSinu bunéénych funkci. Sekvence
pari bazi molekuly DNA koédujici poradi aminokyselin tvoficich pfislusny polypeptid se
nazyvd gen. Pfi procesu transkripce strukturniho genu je sekvence jednoho zdvou
komplementarnich vldken DNA pfepsana pomoci enzymu DNA-dependentni RNA
polymeréazy II v jednovlaknovou molekulu mRNA (medidtorova ribonukleova kyselina), jez
po dodate¢nych Upravach slouzi jako templat k syntéze polypeptidu. Syntéza polypeptidu,
ktery se posléze stane funkénim proteinem, se nazyva translace. Disledkem kompartmentace
jsou v eukaryotické butice procesy transkripce a translace oddéleny mistné i Casové: DNA se
nachazi v bunééném jadre, kde je také prepisovana, avSak translace zralé mRNA, ktera opusti
jadro, se nasledné¢ odehravd v cytoplasmé builkky. Molekuly RNA mohou mit nejen
informacni, ale i katalytickou funkci. Translace je zajiSténa komplexem sloZzenym z rRNA
(ribozomalni RNA) a proteini zvanym ribozoém, ktery postupuje po molekule mRNA a dle
jejiho templatu polymerizuje aminokyseliny, pfichazejici ve vazbé stRNA (transferova
RNA). Vznika tak polypeptidovy fetézec, ktery dozraje ve funkéni protein.

Transkripce gent je piisné regulovanym procesem, aktivace a inhibice exprese
jednotlivych gent v bunkdch hraje klicovou roli pro vyvoj a zivot mnohobunécného
organismu. Regulace transkripce je proto piredmétem mnoha vyzkumil. Syntéza a zpracovani
mRNA je vSak energeticky a ¢asové ndro¢nym procesem, a neni tedy divu, Ze existuje fada
regulanich moznosti i v cytoplasmé, tedy co se tyce hospodafeni s mRNA, frekvence a
prabéhu jeji translace obecné, ¢i selektivné. Tato regulaéni Urovenn nabyva znacné role
zejména v pribéhu embryogeneze, kde hraje kli¢ovou roli jiz nasyntetizovand rezerva mRNA,
pak v situacich vyzadujicich rychlou specifickou reakci na konkrétni externi podminky, at’ se
jedna o bézné zmény podminek, ¢i o akutni reakci na ohroZeni a poskozeni pletiv.

Zaméfme se na situaci usedlych organismi, kterymi jsou rostliny. Mezi obecné
charakteristiky téchto organisml patii zaprvé autotrofie, zadruhé vazba na substrat, tedy
nemoznost pohybu. Zdalo by se, Ze jsou rostliny zna¢né¢ znevyhodnéné oproti zivocichiim,
kteti jsou schopni migrace, aktivni fyzické reakce na podnét a centralizované kontroly. Tato
Sifeni spor ¢i semen a dlouhé zivotnosti a odolnosti tohoto stadia. Ptisedly zplsob Zivota pfi
vegetativni a generativni fazi jde spolu s odolnosti a znacnou schopnosti adaptace: kontinualni
vegetativni rist a vyznamnéa schopnost reakce na zménu lokalnich podminek a krizové
situace. Spole¢n¢ s vzdy nezbytnymi faktory regulace transkripce DNA, regulace translace
mRNA nabyva tedy mimoradné dulezitosti v otazce regulace genové exprese u rostlin.
Predmétem této prace je popis procesu translace mRNA a jeho regulace se zaméfenim na
rostlinné organismy, vyzkum regulacnich mechanismii tohoto procesu u rostlin v kontextu
ontogeneze, abiotickych a biotickych faktort.



KAPITOLA PRVNI

Translace v eukaryotické burce

Je obecné znamo, Ze rostliny jsou mnohobunécné eukaryotické organismy; za¢neme tedy
z tohoto obecného hlediska. V prvni kapitole popiSeme procesy piedchazejicimi vlastni
translaci a proces translace mRNA v eukaryotické burnice. Tyto informace obecné plati pro

vSechny rostlinné bunky, jimz se budeme vénovat v dalsich kapitolach.

«» Zrani a export molekuly mRNA

V eukaryotické bunice podléhd molekula pre-mRNA fad€ posttranskripénich tprav, a to
jesté diive, nez opusti bunétné jadro. Jednd se o vyznamny rozdil oproti situaci
prokaryotickych bun¢k a bunéfnych organel prokaryotického pivodu, u nichz mRNA
neprochdzi vyraznéjSimi posttranskripénimi Upravami a translace je dokonce Casto zahajena
jesté pred ukoncenim transkripce. Neni tedy divu, Ze u eukaryotickych organismu je repertoar
posttranskripEnich regulaci vyrazné bohatsi.

Zréani Cerstvé nasyntetizované molekuly pre-mRNA zahrnuje zejména n¢kolik dé&ji, z nichz
dva maji viceméné obecnou platnost: jednd se o zajisténi stability molekuly, jejiz zivotnost by
se v opacném piipad¢ pocitala v fadu minut, a také o sestiih v podob¢ odstranéni nekddujicich
Casti gentl, zvanych introny (Bentley, 2014). Prvni z4sadni krok spocivé v pfipojeni Cepicky
na 5’ konec molekuly pre-mRNA. Tento proces se nazyva cepickovani (angl. capping) a
uskuteciiuje se pomoci tfi enzymil. Tato prvni posttranskripéni modifikace nastava jeste pred
dokoncenim transkripce a jedna se zaroven o kli¢ovy kontrolni bod (Galland et al., 2014).
Cepitka je tvofena nukleosidem 7-methylguanosinem, jeZ je navazan na prvni nukleotid
molekuly mRNA s interpozici tfech fosfatovych skupin neobvyklou vazbou 5°-5° (Bentley,
2014). Funkci €epicky je mimo ochrany molekuly RNA pted degradaci aktivitou exonukleaz
a kontrolou jejiho exportu do cytoplasmy i zajisténi iniciace translace (Bentley, 2014).

Dalsi posttranskripéni modifikaci je tzv. polyadenylace, pfi niZ je na 3’ konec molekuly
mRNA pfipojen poly(A) fetézec. Zatimco transkripce stale probiha, enzymaticky komplex
poly(A)ozomu odstiihne funkéni pre-mRNA od zbytku primarniho transkriptu (Bentley,
2014). Tentyz enzymaticky komplex obsahuje enzym poly(A) polymerazu, ktery pfipoji
fetézec 40 az 250 adeninovych nukleotidli k 3° konci novée syntetizované pre-mRNA (King,

2015). Rovnéz poly(A) fetézec hraje roli v ochrané¢ molekuly mRNA pifed degradaci a



umoziuje jeji transport z jadra do cytoplazmy a ma vyznam v iniciaci translace (M.W .King,
2015).

Dalsi upravou vedouci ke zralé molekule mRNA je sestfih (angl. splicing). Sekvence bazi
tvofici gen obsahuje totiz jednak dale vyuzitelné tiseky, exony, pferusované intervenujicimi
sekvencemi, introny, které jsou béhem upravy odstranény a nehraji tedy pii translaci a jeji
regulaci roli. Samotny sestfih je katalyzovan enzymatickym komplexem zvanym spliceozém,
ktery zajiStuje vystfizeni intronli a nasledné spojeni pfisluSnych exond, reakénim
mechanismem transesterifikace (Cui et al., 2014). Alternativni sestiih zvySuje variabilitu
zralych mRNA, ¢imz umoznuje dal$i Grovenn posttranskripcnich regulaci a tim dramaticky
zvySuje rozmanitost genové exprese. Uvadi se, ze u rostlin podstupuje vice nez polovina gent
alternativni sestfih, coz je méné&, nez napiiklad u savci, nicméné tento fenomén stale hraje
dilezitou roli v regulaci vyvojovych procesti (Cui et al., 2014).

Vysledkem postranskripénich uprav je tedy molekula mRNA (t€Z zvana transkript)
pfipravena k ptechodu do cytoplazmy s pomoci specifickych vazebnych proteinit (Muench et
al., 2012) a nésledné¢ k translaci. Ur¢itd frakce mRNA je vSak Casto skladovéna v cytoplasmé
a translace se dockd az pozd&ji. Naptiklad za stresovych podminek vede nutnost reakce a
Setfeni energie ke znacnému omezeni vétSiny obecnych translacnich procesti probihajicich
v buiice (Ueda et al., 2012), a to ve prospéch syntézy stresovych proteinli, o ¢emz budeme
jesté mluvit (viz jednotlivé piipady popsané v kapitole 4). Znacna ¢ast dotcenych molekul
mRNA neni bezprostiedné degradovéna, nybrz setrvava skladovana
v cytoplasmé pro naslednou intenzivni translaci po navratu do normélnich podminek (Stuger

etal., 1999).

«* Molekula tRNA

Molekula tRNA, jejiz roli jsme jiz zminili dfive, je dlouha v priméru 70 az 85 nukleotidi a
rovnéZz prochazi fadou posttranskripénich uprav, konkrétné podstupuje sestiih 5 a 3¢ koncti a
chemickou modifikaci fady bézi. Nasledn¢ zaujima komplexni sekundéarni strukturu
umoznénou vzajemnymi interakcemi jednotlivych ¢asti molekuly a konecné terciarni
strukturu, kterd ji davéa jeji charakteristické trojrozmérné uspotradani (Betat et al., 2014).
V cytoplasmé je k Cerstvé nasyntetizované, ¢i recyklované molekule tRNA pfipojena
esterickou vazbou odpovidajici aminokyselina pomoci extrémné specifického enzymu
aminoacyl tRNA syntetdzy. Proces aktivace tRNA se odehrava ve dvou etapach: nejprve je

aminokyselina aktivovana adenylaci za §tépeni ATP, poté je katalyzovan vznik jeji vazby k 3°



konci tRNA (Lu et al., 2014). Vznikly komplex aminoacyl-tRNA pak vstupuje do translace.
Proces aktivace tRNA aminokyselinami je pfisn¢ kontrolovdn, navdzani nespravné
aminokyseliny vede k degradaci celého komplexu (Lu et al., 2014). Jista zajimavost spoc¢iva
ve faktu, ze pocet variant tRNA je podstatné vyssi, nez pocet aminokyselin (20, u rostlin 18,
¢i 19), a to nejen kvili degeneraci genetického kodu, kdy jednu aminokyselinu mtuze kédovat

nékolik triplett (Cognat et al., 2013).

+»» Popis ribozému

Ribozom  je  katalytickym  komplexem
zajistujicim vlastni translaci za tcasti jiz
popsanych dalSich aktérii - aminoacyl-tRNA a
zralé mRNA. VétSinu ribozoOmi najdeme na
povrchu endoplazmatického retikula, jez hraje roli
v nasledujicich upravach polypeptidu, ovSem

mohou byt vcytoplazmé i volné ¢i vazany na

cytoskelet (Krupinska et al., 2003). Ribozém je 5 elongation factors
. binding and

obrovsky ribonukleoproteinovy komplex, sklada se  60S H8 GTPase activation

z proteinll a ze specializovanych molekul RNA, o ]
zvanych rRNA, jeZ tvoii vlastni katalytické jadro k. : o
ribozoému a zastdvaji tak katalytickou funkci pfi

vzniku peptidové vazby (Graifer and Karpova,

ul3 peptidyl
transferase
L14 center

2015). Proteinové komponenty hraji spiSe roli
strukturni a regulacni (Graifer and Karpova, 2015).

Eukaryoticky  ribozom se skladd sdvou g« ° }

podjednotek, o velikostech 40S a 60S (obr. 1), dle )
Obrazek 1: Struktura 40S a 60S

sedimenta¢niho koeficientu Svedberg, které se pii
& p podjednotek eukaryotického ribozému

iniciaci translace spoji a tvofi jednotku zajistujici - . .
zjejich styéné strany svyznadenim

katalyzu procesu. 40S podjednotka vaze molekulu iednotlivych ribonukleoproteind a jejich

mRNA a komplementarni antikodon tRNA, zatimco hlavnich funkei v procesech, které dale

60S podjednotka obsahuje tfi mista zajist'ujici vazbu popigeme. (Zdroj obrazku: Graifer and

komplexu  aminoacyl-tRNA  (aminoacyl site), rpova, 2015)

katalyzu polymerace (peptidyl site) a uvolnéni tRNA
(exit site) (Graifer and Karpova, 2015).



Velké 60S ribozomdlni podjednotka obsahuje tfi molekuly rRNA o velikostech 258S, 5,8S a
58S, zatimco mala 40S podjednotka obsahuje pouze jedinou molekulu 18S rRNA (Ben-Shem
et al., 2011). Proteiny sice nemaji ptfimou katalytickou cast na translaci, avSak zastdvaji
rizné funkce. Jsou vyrazné zastoupeny, nebot 60S podjednotka jich obsahuje 46, 40S
podjednotka 33 (Ben-Shem et al., 2011). Pfiblizné¢ polovina vazeb mezi obéma

podjednotkami je zajisténo praveé prostrednictvim proteint (Graifer and Karpova, 2015).

+ Iniciace translace

V eukaryotickych buiikdch se iniciace translace uc€astni mnoho proteinli zvanych

...........

se spoji faktor elF2 v komplexu s molekulou GTP, zatimco k 40S ribozomalni podjednotce se

vazi faktory elF1, eIF1A a elF3 (M.W.King, 2015). Jejich spojenim vznikne takzvany 43S

.....

Obrazek 2: Funkéni konfigurace 43S pre-iniciacniho komplexu.
Faktory elF1 a elF3 brani spojeni svelkou 60S ribozomalni

podjednotkou. Iniciacni faktor elF5 se nasledné navaze k43S

komplexu a hraje roli v asociaci s velkou podjednotkou (Luna et al.,

UAC
40s ribozomalni
podjednotka

2012) podobné jako pfitomnost iniciacni met-tRNA ,prednabité”

GTP nesenym elF2 (Hinnebusch, 2014).

yoe e e

.....

a 3’ konce mRNA, konkrétné cepicku a poly(A) fetézec (Kropiwnicka et al., 2015). Tyto dva
zminéné faktory vzajemné propoji elF4G (obr. 3), coz znamend, Ze je molekula mRNA je
cirkularizovana, coz usnadiiuje proces translace, konkrétné jeji (re)iniciaci (Kawaguchi and
Bailey-Serres, 2002). Molekula mRNA, spojena s faktory elF4E a elF4G, je jest¢ asociovana
s faktory elF4A a elF4B, vazané na elF4G v zoné propojeni Cepicky a poly(A)konce

(Kropiwnicka et al., 2015). )
Obrazek 3: Komplex mRNA a

UAG/
- UGA/ iniciacnich faktord, pfipraven
J'UTR  uaa
k asociaci s 43S re-iniciacnim
p

komplexem. Jak uvidime, vazba bude

Molekula mRNA
zajisténa faktorem elF4G.
5'UTR

Poznamka: trojice elF4E, elF4G a

AUG

elF4A je Casto nazyvana elF4F.
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.....

V tuto chvili skenuje podjednotka molekulu mRNA ve sméru 5‘—>3’, dokud nenarazi na start
kodon AUG, souvisejici s koncem tzv. 5’ neptekladané oblasti (5’UTR) a se zacatkem
otevieného cteciho ramce (ORF, angl. open reading frame), tedy skute¢né translatované
sekvence (Hinnebusch, 2014). Zminény sken by byl nemozny bez helikdzové aktivity faktoru,
1épe feceno helikazy, eIF4A ptsobici na molekulu mRNA a odstranujici sekundéarni struktury

5‘UTR (Martinez-Silva et al., 2012).

% Obrazek 4: 48S preiniciacni

scan komplex a sken mRNA.

40s ribozomalni
podjednotka

Inicia¢ni faktory jsou posléze uvolnény, k malé podjednotce se pfipoji velkd 60S
podjednotka, a tak za ucasti faktoru elF5 vznikne kompletni ribozém (Luna et al., 2012).
Inicia¢ni tRNA s methioninem je v tuto chvili lokalizovdana na P mist¢ 60S podjednotky a
elongace mize zacit (Hinnebusch, 2014).

Zejména u rostlin, na které se v této praci zamétime, hraje proces iniciace translace veétsi
regulacni roli, 1 kdyz elongace mize také podléhat regulaci. Dillezitost regulace transkripce
tim neni Uplné zastinovana, ovSem je mozno fici, Ze pocet syntetizovanych polypeptidi jiz
nemuze byt piimym indikatorem ucinnosti transkripce pfislusného genu (Kawaguchi and

Bailey-Serres, 2002).

+ Elongace a terminace translace

Elongace je proces syntézy polypeptidu nasledujici iniciaci translace. Informace tripletii
bazi otevieného Cteciho ramce (ORF) mRNA slouzi jako predloha k sekvenci aminokyselin.
Katalyza¢ni funkci polymerizace hraje velka 60S ribozomalni podjednotka (M.W .King,
2015). Tento proces vSak vyzaduje také ucast neribozomdlnich proteint, tzv. elongacnich

faktora.
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Iniciaéni aminoacyl-tRNA komplex obsazuje P misto a druhy komplex odpovidajici
druhému tripletu ORF nasedne na A misto ribozomu. Je k tomuto ucelu pouzit komplex
eEF1a-GTP, kdy GTP podlehne hydrolyze, vysledny komplex eEF1a-GDP se odstépi
(Sasikumar et al., 2012) a peptidyltransferaza 60S podjednotky (ribozym) katalyzuje tvorbu
peptidové vazby mezi methioninem a druhou aminokyselinou prostfednictvim své
peptidyltransferazové aktivity (M.W.King, 2015). Methionin je od své tRNA uvolnén.
Dodejme, Ze opétné nabiti eEFla je zajisténo komplexem eEF 1By (Sasikumar et al., 2012).

Nésleduje translokace, kdy se obé tRNA posunou, prvni z mista P na misto E a druhy
(spojen se syntetizovanym polypeptidem) z mista A na misto P. Jinak feceno se cely
ribozomalni komplex posune smérem 3’ o jeden triplet viici mRNA. Translokace vyZzaduje
elongacni faktor eEF2, opét za hydrolyzy GTP (Sasikumar et al., 2012). Misto A je nyni volné
k vazbé nového komplexu aminoacyl-tRNA a cely proces se opakuje - dvojice prvnich
aminokyselin se vaze k aminokyselin¢ tohoto nového komplexu, prvni tRNA je pfi nésledujici
translokaci vypuzena zmista E (M.W.King, 2015). Timto zplsobem pokracuje proces
translace mRNA a elongace polypeptidového fetézce. Nasledujici schéma (Obr. 5) shrnuje
veskeré procesy, o kterych jsme nyni hovotili (v€etné nabiti aminoacyl-tRNA popsaném na

samém zacatku této kapitoly).

Aminokyselina 7 Reaktivace katal.
+ tRNA /7 H2N eEF1By
/ Aminokyselina . ~
+ tRNA
Polypeptid + eEF1a-GTP

Prabéh translaéni
elongace (syntéza
polypeptidu) v

Katalyza tRNA / aup

syntetazou: _ eEF1a-GDP
PPi

Aminokyselina Amir})'acyl-AMP eUkaryotiCKé
w P, e bun
O % unce
|P o) Prisednuti tRNA za
k@_r.: ] hydrolyzy GTP
Volna t E P A

na reaktivaci

40S ribozomalni podj

Transfer, peptidicka
vazba diky katalyze
peptidyltransferazou

P
GDF, \y Reaktivace

N

Dalsi triplet je

60S ribozomalni
STOP kodon, ‘\ podjednotky
¢ekani na eEF2’-GTP
uvoliiovaci faktor eEF2-GDP ]

/7

Uskutecnéni translokace,
uvolnéni tRNA

Katalyza translokace za
hydrolyzy GTP

YL OLLY

Obrazek 5: Schématické shrnuti procesu translacni elongace.

Otevieny cteci ramec kondi tripletem zvanym STOP kodon (existuji 3 rGzné), za nimz

nasleduje 3’UTR. Tomuto kodonu neodpovida zddna molekula tRNA, nybrz ho rozpoznava
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tzv. uvoliovaci faktor (eRF, angl. release factor), ktery nasedne na misto A (M.W .King,
2015). Tento faktor vaze GTP a zplsobi katalyzu transferu polypeptidu z P mista k molekule
H,O pfi hydrolyze GTP (M.W.King, 2015). Nasleduje uvolnéni peptidu, posledni tRNA,
komplexu eRF-GDP a kone¢né rozpad samotného ribozému na obé podjednotky (M.W King,
2015). Jesté je nutno dodat, Ze kazda molekula mRNA mize mnohokrat opakované slouzit
k translaci, ale také muze byt pfedmétem nékolika simultdnnich translacnich procesi.

Komplex mRNA s né€kolika nasedlymi ribozomalnimi jednotkami se nazyva polyzoém.

Zavérecné slovo

Popsali jsme si vyznam, podstatu a mechanismus translace mRNA, jednoho z piliiG genové
exprese. Zaméfili jsme se na eukaryotické buiiky a nyni svou pozornost obratime k rostlinnym
organismim a k regulaénim mozZnostem, které charakterizuji proces translace. Za¢neme
souhrnem rostlinnych specifik a obecnych regulacnich mechanismii a poté se zamétime na

konkrétni situace.
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KAPITOLA DRUHA

Specificita translace a jeji regulace u rostlin

Proces translace u rostlin je do jist¢ miry totozny s procesem translace ostatnich
eukaryotickych bunék. Jsou mu ovSem vlastni jisté specifické charakteristiky, které, jak

pozdéji uvidime, mohou hrat roli v regulaci translace (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2002).

.....

fosforylace na globalni regulaci.

¢ Izoformy iniciaénich faktoru eIF4E a elF4G u rostlinné buiky

Zacnéme charakteristickym faktem: u rostlin maji faktory elF4E, vazici se na cepicku
mRNA, a elF4G, propojujici 4E a PABP, dvé mozné formy, zndmé navic pod ndzvem
elFiso4E a elFiso4G (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2002). I pfes totoZznou funkci je rozdil
mezi nimi dosti vyznamny, jelikoz elFiso4E jevi 50-55% odliSnost v sekvenci aminokyselin
oproti eIF4E. elFiso4G dosahuje dokonce az 65% rozdilnosti primarni struktury oproti svému
homologu (Kawaguchi and Bailey-Serres, 2002) a je neobycejné malé velikosti a atypické

sekundarni a tercidrni struktury (Cheng and Gallie, 2010). Inicia¢ni faktory eIF4E a elF4G

.....

Gallie, 2010). Rozdily disponibility téchto forem hraji roli v regulaci ¢etnosti iniciace, stejné
jako zavislost afinity komplexu elF4F a elF4isoF na sekundarni struktufe 5‘UTR molekuly
mRNA (Muench et al., 2012), jak jesté uvidime.

¢ Fosforylace a jeji vyznam v obecné regulaci translace

Fosforylace a defosforylace proteint spociva v kovalentnim pfipojeni/odstépeni fosfatové
skupiny pomoci enzymd, kterymi jsou protein kindzy a protein fosfatazy. Jedna se o jeden
z fundamentélnich procesii hrajicich roli v aktivaci a deaktivaci vazebnych mist proteind, tedy
v regulaci jejich interakéni a katalytické aktivity. Probereme si tedy tuto roli v rédmci

transla¢niho procesu v rostlinné burce.

.....

......

coz je zejména piipad u interakci mezi jednotkami elF1, elF5 a podjednotkou eIF3C, déle
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mezi podjednotkami elF3C a elF2p, a to pomoci fosforylace protein kindzou CK2 (Muench et
al., 2012). Zejména faktor eIF3C je viceCetnou fosforylaci podpofen ve vazb¢ s ostatnimi
proteinovymi faktory (Mulekar and Huq, 2014). Nasledujici schéma zobrazuje tyto interakce

a ilustruje vyznam fosforylace (Obr. 6).

Obrazek 6: Znazornéni interakci iniciacnich faktor( elF1, e1F2p,
elF3c a elF5, dle pokusU in vitro, pfi absenci 40S ribozomalni
subjednotky. Spojovaci ¢ary vyznacuji interakce mezi proteiny,
Cervené Cary vyznacuji ty interakce, které jsou posileny
fosforylaci enzymem CK2, coZ poukazuje na vyznamnou roli
fosforylace a zminéného enzymu pfi formovani translacniho
iniciacniho komplexu (Muench et al., 2012).

Faktory elF4 obsahuji také cetna fosforylacni mista. Na funkci téchto faktorti a jeji
efektivité, spolu s vySe popsanymi faktory 43S komplexu, je Casto zavisla celkova frekvence
ribozomalni podjednotky a mRNA je ¢asto nejpomalejsi etapou celé translace (Gingras et al.,
1999). Jako piiklad negativni regulace mizeme uvést helikdzu elF4A a podjednotku elF4G,
jejichz aktivita je regulovéana v reZzii represivnich fosforyla¢nich mist, jejichz defosforylace je
podminéna riznymi faktory (Boex-Fontvieille et al., 2013). Molekuldrni mechanismus neni
jesté zcela probadany, ovSem jsou znama fosforylacni mista specifickd pro tyto proteiny u
rostlin (Boex-Fontvieille et al., 2013).

Fosforylace se ti¢astni regulace translace i na rovni elonga¢nich faktorti. Faktor eEF2,
zodpovédny za translokaci, je u rostlin negativné¢ regulovan fosforylaci; pfi stresovych

podminkach navic dochézi k obecné represi elongace (Szick-Miranda et al., 2003).

» Fosforylace ribozomaélnich proteini

Proteiny tvofici spolu srRNA ribozomélni podjednotky také podléhaji regulaci.
Ribozomalni protein S6 (RPS6) zde hraje kli¢ovou roli, troven jeho fosforylace ma vliv na
uroven translace a tvorbu polyzému (Boex-Fontvieille et al., 2013). Ve hfe je protein kinaza
S6K, jez je sama pod kontrolou dalSich protein kindz (Boex-Fontvieille et al., 2013).
Intenzivni fosforylace C-konce RPS6 pod kontrolou signalnich kaskad umoziuje zejména
v kontextu abiotického stresu regulovat translacni iniciaci, vesmés se zde jedna o pozitivni typ
regulace (Muench et al., 2012). Dalsi regula¢ni fosforylace podminéna environmentalnimi

faktory se nachéazi na ribozomalnim proteinu S14 (Boex-Fontvieille et al., 2013).
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U vSech eukaryotickych bun¢k najdeme protein kinazu CK2, jejiz funkce pfi transkripci,
translaci a jinych bunéfnych procesech je predmétem mnoha vyzkumi, zejména v rdmci
ontogeneze, adaptace a reakce na stres u rostlinného organismu (Mulekar and Huq, 2014).
Vyzkumy u Triticum (pSenice) a Arabidopsis thaliana vkézaly, ze nasledujici proteiny mohou
byt substratem protein kindzy CK2: elF2a a elF2pB, elF3c, elF4B a elF5 (Dennis and
Browning, 2009), a to zejména v dusledku pozitivni regulace reakci na svétlo (Muench et al.,
2012). V ramci rostlinné cytologie se dale mimo jiné setkdvame s protein kindzou GCN2,
kterd mé funkci pii globalni represi translace v reakci na environmentélni stres (Muench et al.,
2012) a na xenobiotika (Faus et al., 2015). Dalsi z rodiny protein kindz je enzym S6K. U
rostlin hraje vyznamnou roli v signalni draze TOR s Gcasti TOR kindzy modulujici transla¢ni
aktivitu dle intenzity fotosyntézy (Muench et al., 2012). Jako shrnuti mechanismi fosforylace
popsanych v této kapitole uvedeme nasledujici schéma znézornujici dulezité drahy obecné

regulace transla¢ni iniciace v zavislosti na environmentélnich faktorech (Obr. 7).

Light Growth  Photosynthetic input Stress . sy L
B (auxin) ¥ At . Obrazek 7: Souhrn aktivacnich (Cerné) a
(photosynthate availability) Deprlvatlon -
represivnich  (Sedé) drah souvisejici s
cK2 fosforylaci béhem rlznych abiotickych
GCN2
CDK  PDK1 ; ' : A sdnv
TOR situaci se znazornénim zodpovédnych
protein kindz. Fosforylované proteiny jsou
elFasP v P C z h v dvk v e
IFAAP N\ Y * oznateny P. Cernda hvézdicka naznacuje
€ S6kp —— cIF4BP elF20.P
souvislost fosforylace s fotosyntézou, Seda
X PS6P ukazuje  na  souvislost  defosforylace
elF2B-catalyzec
GTP exchange s fotosyntézou a bild na nezavislost stupné
fosforylace na uUrovni fotosyntézy (Zdroj

v obrazku: Boex-Fontvieille et al., 2013).
translation initiation

Zavérecné slovo

Popsali jsme si vlastnosti translace u rostlin a hlavni regulaéni mechanismy, které vSak
k probadéani. Organismus neni stroj, je vysledkem dlouhodobé evoluce, kde se cetné procesy
prekryvaji, dopliluji, Gi€astni, ¢i netcastni dle fady faktord, a odpovéd na makroskopické
urovni je toho globalnim vysledkem. Proto se v nasledujicich kapitolach zamétime na rostlinu
z hlediska jejiho Zivota a situaci, které ji potkavaji, a na vyzkumy odhalujici tajemstvi, jez se

skryvaji za makroskopicky pozorovatelnou ranou ontogenezi, reakcemi a prezitim rostliny.
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KAPITOLA TRETI

Vvznam translace a jeji regulace v gametofytu a béhem ontogeneze

Proces translace hraje variabilni, av§ak diilezitou roli v procesu rostlinné ontogeneze. Mezi
dilezit¢ faze zivotniho cyklu rostlinného organismu patii gametogeneze, oplodnéni,
embryogeneze, tvorba semene a jeho kliceni. Tyto procesy jsou z hlediska hospodateni s
mRNA a translace velice pestré, proto se jim budeme podrobnégji vénovat, a to se zamétenim
na rostliny krytosemenné, jez jsou z tohoto hlediska nejlépe prozkoumany. V této kapitole se
podivame na stavajici znalosti tykajici se progamické faze, embryogeneze, kliceni a zacatku

vegetativniho rlstu.

+»» Pohlavni rozmnozovani (kryto)semennych rostlin obecné

Uvodem si zopakujme princip evoluéné Gsp&$ného systému rozmnoZovani
krytosemennych rostlin. Podivejme se na pribéh oplozeni sami¢iho gametofytu (zarode¢ného
vaku) svym samc¢im kolegou (pylovym zrnem) vcetné charakteristického dvojitého oplozeni.

Gametofyt je haploidnim stddiem Zivotniho cyklu rostlin, jez vznikd klicenim spor,
produktu redukéniho déleni, a je zodpovédny za zformovani gamet. Sporofyt je naproti tomu
diploidnim stadiem tvoficim veSkeré vegetativni a generativni orgdny rostliny (vyjma
vlastnich gametofytil). Pylova zrna vznikaji v prasnicich na ty€inkach kvéti a po svém
Opyleni je nasledovano progamickou fazi, rGstem pylové lacky, jez konci dvojitym
oplozenim. Jeho disledkem je vznik zygoty jako zarodku budouci sporofytické generace a
endospermu zodpovédného za vyzivu embrya ve zrajicim semeni (Obr. 8).

Zarodeény OObrézek 8: Obecné schéma opyleni a

Pylova Zrna dvojitého oplozeni krytosemennych

rostlin. Pylové zrno dosedne na bliznu

Blizna Polarni

jadra a vykli¢i, jeho spermatické bunky
2 spermatickeé

bunky (n)
Pylova lacka —

Pestik

Integument

2. spermaticka (vzniklé druhou pylovou mitézou) jsou
burka neseny pylovou lackou, kterd je ve
1. spermaticka  syém r(stu chemicky vedena pletivy
pestiku a nasledné synergidami

k otvoru klovému (mikropyle). Pylova
lacka se pres mikropyle dostane k
zarode¢nému vaku, jedna synergida

Synergidy degeneruje, coz umozni puknuti pylové
Vajeéna lacky, druha poté chemicky odpuzuje
burka (n) putuji daldi lacky, pripadné slouZi jako

rezerva pro druhy pokus o oplozeni,

Semenik Mikropyle
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pokud prvni selze (Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013). Pti vstupu do mikropyle a proniknuti pylové lacky do
synergidy pozorujeme uUcast nékolika proteinovych receptord, ligand( a iontovych kanall, zprostfedkujicich
interakci obou gametofyt( (Kessler and Grossniklaus, 2011). Jedna ze spermatickych bunék fuzuje se samici
vajeCnou bunkou a vznikne diploidni zygota, druhd fuzuje s dvéma polarnimi jadry, coz vede ke vzniku
triploidniho endospermu, jehoz roli bude vyZiva rostouciho embrya vzniklého ze zygoty.

s Samci gametofyt, vyznam a podstata translacni regulace

V nasi praci se zamétime se zejména na samci gametofyt, jelikoZ pfi obecném nedostatku
znalosti je z hlediska transla¢ni regulace prozkouman stale jest¢ podstatné dikladnéji, nezli
gametofyt samici. Pylové zrno je pozoruhodnou strukturou. Spolu se semenem se jedna o
jedno ze dvou stadii prochézejicich dehydrataci, metabolicky témér neaktivnim stavem, coz
souvisi se specifiky adaptace rostlin k suchozemskému Zzivotu. Prostorovd a casova
diskontinuita vlhkého prostfedi znemoznuje pfeziti, aktivni pohyb a samostatné parovani
hydratovanych brvitych/bi¢ikatych gamet, jak tomu je u fas, mechorosti a vytrusnych, na
vlhku zéavislych rostlin. Existence nepfiznivych obdobi a neschopnost aktivniho pohybu si
vynucuje existenci stadii, jez slouzi jako odolni poslové pii generativnim rozmnozovani a

Sifeni potomstva, a to i na velkou vzdalenost (Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013).

» Pylové zrno, jeho kliceni a rust pylové lacky, obecné informace

Cim proglo pylové zrno, nez nasedlo na bliznu? Po redukénim déleni na samém pocatku
projde pylové zrno fazi vyvoje a zrani v prasSniku, béhem niz pozorujeme zejména vyrazné
asymetrické déleni, prvni pylovou mitézu (PMI), jez d& vzniknout vegetativni a generativni
buiice, jeZz maji vyrazné odlisné osudy. Zatimco generativni butika jesté proliferuje a projde
jesté jednim bunéénym cyklem (PMII, druhd pylova mit6za), na jehoz konci jsou samci
gamety, spermatické bunky, vegetativni bunika bunéény cyklus opusti a pfipravuje se na svou
funkci, tvorbu a intenzivni rist pylové lacky. Mezi dilezit¢ faktory patii syntéza rezerv
(Bedinger, 1992). Posledni fazi dozravani pylu je jeho dehydratace, na jejimz konci je zralé
zrmo pripraveno prasnik opustit (Bedinger, 1992). Po dosednuti na bliznu nasleduje
rehydratace pylu, kli¢eni a rtst pylové 1a€ky a oplozeni, jak ukéazal obrazek 8. Pylové zrno
vramci metabolickych rezerv obsahuje i1 skladované dlouhovéké molekuly mRNA,
transkribované jiz béhem svého zrani, coz souvisi s nutnosti rychlého spusténi metabolismu
pfi zminéné rehydrataci, kdy by byl cely proces genové exprese od DNA k proteinu,
zdlouhavy (Honys et al., 2000). Syntéza proteinii béhem kliceni pylového zrna a nasledného
ristu pylové lacky jsou tedy z velké miry postaveny na posttranskripcnich déjich (Honys a

Twell 2004).

18



Rist pylové lacky je ptikladem apikalniho ristu zavislého na aktinovém cytoskeletu
(Cheung et al., 2008) a na gradientu vapnikovych (a jinych) iontl, coz jde ruku v ruce
s mechanismem skladovani Ca®" iontii v endoplasmatickém retikulu (Holdaway-Clarke and
Hepler, 2003). Jako pfiklad proteinu, v jehoz syntéze, rizné dle lokalizace a Casu, hraje
translaéni regulace podstatnou roli, si uvedeme kalretikulin. Ten véaze vapnikové ionty
v lumen endoplasmatického retikula a tim moduluje koncentraci ionti Ca**, nezbytnych v
procesech ristu pylové lacky, pii interakcich se sami¢imi organy a pii oplozeni (Lenartowska
et al., 2009; Lenartowski et al., 2014).

> Syntéza kalretikulinu aneb prostorova lokalizace translace

Jiz zminény protein kalretikulin (CRT) nam umoZzni popsat piipad lokalizace transla¢ni
aktivity spuSténé po opyleni. Jeho translace se odehrdva na ribozoémech asociovanych s
hrubym endoplasmatickym retikulem (Lenartowska et al., 2009), jak je tomu ¢asto u proteind
spojenych se signalizaci (Suwinska et al., 2015). Tabulka 1 znazornuje distribuci CRT

mRNA, proteinu CRT a 18S rRNA v pylu petunie béhem kliceni a riistu pylové lacky.

Molecule Germinating pollen Outgrowing pollen tube Elongating pollen tube

ga a ga a br a br psh dsh saz
CRT mRNA + + + + + + + + + +
CRT + + + + + + + + + +
18S rRNA + + + + - - - - + +

Tabulka 1: Lokalizace CRT mRNA, proteinu CRT a 18S rRNA v pylu petunie pfi kli¢eni, vyraseni a rlistu
pylové lacky na nékolika mistech, vzdy zleva doprava od vlastniho zrna (ga), pfes misto raseni lacky
(a), baze lacky (br), proximalni, distalni a subapikalni zony lacky (psh, dsh,saz), coz ukazuje organizaci
lokalizace mRNA a translace. Jak jsme uvedli, CRT moduluje koncentraci Ca*', je zde tedy patrna
prima korelace s kontrolou ristu (Zdroj tabulky: Suwinska et al., 2015).

Lokalizace translace na endoplasmatickém retikulu (dale ER) souvisi s existenci N-
terminalni signalni sekvence u proteinu CRT, jeZ je rozpoznana signalni rozpoznavaci ¢astici
(SRP), coz vede kratce po zacatku translace k vazbé na specificky receptor na ER. Po
translaci je protein transportovan do lumen ER (Lenartowski et al., 2014). Byl pozorovan
dalsi zajimavy efekt, nebot’ i samotna CRT mRNA se mize ocitnout ve vazbé s ER za tcasti
specifického proteinu vazaného s membranou ER (Suwinska et al., 2015). Apikalné-bazalni
distribuci, kterou ukazuje piedchozi tabulka, je pak moZzno castecné pfipsat i typické
cytoplasmatické cirkulaci, kterd pak miize byt sama mimo jiné regulovana i ptisobenim CRT
na organizaci aktinu prostfednictvim Ca®" iontd, i kdyz konkrétni mechanismus neni dosud

pfesné objasnén (Suwinska et al., 2015).
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> Selektivni ¢asovani translace a skladovani mRNA

Nyni se na piikladu genu n#p303 u tabaku podivame na docasné umlceni translace
specifickych transkripti béhem zrani pylového zrna a jeji opetovné spusténi po rehydrataci.
(Honys et al., 2000). Na rozdil naptiklad od transkriptu /at52, jez je aktivné translatovan
béhem zrani pylu navic s Gi€asti translacné zesilovaci funkce sekvence 5‘UTR (Bate et al.,
1996), pozorujeme u transkriptu genu ntp303 absenci translace doprovazenou jeho vyraznou
akumulaci ve velkych ribonukleovych komplexech (EPP) obsahujicich také rRNA a
ribozomalni podjednotky, coz zajistuje moznost skladovani mRNA ve stabilnich podminkéach
a jeho naslednou rychlou aktivaci po rehydrataci (Honys et al., 2009). Funkéné tvoii EPP
komplexy analogy zarode¢nych/germindlnich granuli Zivocicht, jejich slozeni je vSak
pravdépodobné komplexnéjsi (Hafidh et al., 2011). Tvorba komplexti EPP zac¢ina v raném
stadiu vyvoje pylu, kdy je transkripce skladovanych transkriptli nejsilngjsi a kdy jsou nékteré
transkripty asociovany s EPP a jiné jsou translatovany na polyzomech (Honys et al., 2000).
Pozdéji jiz polyzéml nepfibyva, nové transkripty se hromadi v transportni formé
ribonukleoproteini (mRNP) a v konené fazi dozravani jsou transkripty, volné, ¢i

polyzomalni, masivné asociovany s EPP (Honys et al., 2000).

stages 3->5 stages 5-> 6
\ mANPs free mRNPs

stage 6 -> mature pollen

\ @) [@J Obrazek 9: Cytoplasmatické hospodareni s mRNA

7

polysomes

A\

polysomes

béhem zrani pylového zrna, model transkriptu

genu ntp303. Blizsi popis v textu. (Zdroj obrazku:

Honys et al., 2000).

Role komplextt EPP nespociva jen v uskladnéni transkriptii, ale po rehydrataci také znacné
usnadiiuje transport mRNA a translaéniho materidlu do potiebnych mist, zejména do apikalni
casti rostouci pylové lacky (Honys et al., 2009). Pti spusténi translace se uplatituji i 5’UTR
translaéni zesilovace, jak bylo prokdzano v pfipadé¢ modelového skladovaného transkriptu
ntp303 (Hulzink et al., 2002). Specifické sekvence 5’UTR mohou vést ke tvorbé sekundarnich
struktur, které mimo vlastni ulohy pfi regulaci translace hraji také roli pii stabilizaci mRNA.

Na rozdil od transla¢nich zesilovact konstitutivnich transkriptu (viz lat52, Bate et al., 1996)
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umoziuje zminéna sekundarni struktura 5’UTR transkriptu n#p303 zesileni translace az po
rehydrataci, nikoli vSak b&éhem zrani, coz naznacuje existenci specifického vazebného
proteinu uplatiiujiciho se az po opyleni (Hulzink et al., 2002).

Béhem ristu pylové la¢ky pozorujeme Cetnost pfitomnosti a translace transkripti nékolika
stovek genti (Lin et al., 2014). N¢které maji specifickou funkci vyhradné v tomto stadiu a asi
150 je viceméné specificky silné translatovano v in vivo rostouci pylové lac¢ce (Lin et al.,
2014). Pozorujeme rozdil v ptipadé kli¢eni in vitro, kdy ocividné chybi ucast samicich
signaliza¢nich mechanisml na posttranskripéni genovou expresi (Lin et al., 2014). Budouci
vyzkumy na fyziologické a molekularni urovni mohou déle objasnit podstatu jesté

neprobadanych mechanismul.

+ Kliceni semen, vyznam a podstata translac¢ni regulace

Semeno je, obdobné jako pylové zrno, dehydratované stddium s omezenym metabolismem.
Diky své relativni dlouhove€kosti a zna¢né odolnosti mé dvoji roli, jednak zajistit pieziti
nevhodného obdobi (u efemérnich a jednoletych bylin toto stddium zajistuje preziti do dalsi
vegetacni sezony) a jednak slouzit jako vektor pro postembryonalni vyvoj nového jedince.

Jakmile je jednou rehydrataci spusténo, kli¢eni je nenavratnym procesem.

> Podstata mechanismu kli¢eni

Proces kliceni je zahajen, kdyz se setkaji vhodné podminky a semeno se jiz nenachazi
v dormantnim stadiu (Finkelstein et al., 2008). Z hlediska genové exprese mizeme fici, Ze
podobné, jako je tomu u pylového zrna, vétSina transkripcnich a maturacnich procesit mRNA
dilezitych pro kliceni probéhla béhem zrdni semene a po vykliCeni pievezme Zzezlo
regulovana translace skladovanych molekul mRNA (Galland et al., 2014).

Transkripce a jeji regulace hraji roli pfi udrzovani a ukonceni dormance semen; zde
muzeme piipomenout dobie popsanou roli kyseliny abscisové (ABA) a giberelind
(Finkelstein et al., 2008). Prvni fytohormon indukuje dormanci a zabrafuje kli¢eni, druhy ma
opacny efekt, stimuluje mobilizaci rezerv v semeni a kli¢eni (Finkelstein et al., 2008). Avsak
transkripéni regulacni mechanismy, majici v tomto stadiu relativizovanou roli, nevysvétluji
vSe ostatni (Layat et al., 2014). Béhem kliceni semeno kontrolované pfechazi do metabolicky
vysoce aktivniho reZzimu iniciované¢ho nasdvanim vody a pokracujicitho piipravnymi
specifickymi procesy, jez vyusti ve vlastni vykli¢eni semene emergenci radikuly, vSe za

intenzivni translace skladovanych molekul mRNA (Galland et al., 2014). Byla popsana
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variabilita translace riznych transkripti v riiznych orgénech, nikoli neptekvapivé, napiiklad
plati, Ze transkripty kodujici proteiny hlavnich metabolickych drah jsou ptednostné
prekladany v délohach (Ge et al., 2013). Polyzémy byly pozorovany jiz kratky cas po zacatku
rehydratace suchého semene (Bewley and Pramanik, 1997) a tento dynamicky proces dale
pokracuje v n€kolika etapach (Obr. 10).

Obrazek 10: Faze kliceni a proteosyntéza
u Arabidopsis thaliana. Nejprve vidime

Water uptake

A syntézu proteind odpovidajicim
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Intensity of translational activity (zdroj obrazku: Galland et al., 2014).

Jak je vidét, u nedormantnich semen probiha exprese existujicich (a nové prepisovanych)
transkript dle organizované¢ho scénare, pricemz transkripty prioritné redistribuované do
polyzomt koduji zejména proteiny ucastnici se bunécného transportu, regulace transkripce a
modifikace bunécéné stény (Layat et al., 2014). Do popsané¢ho schématu dobte zapada piiklad
exprese aktinu, nebot’ aktinovy cytoskelet se aktivné i€astni mobilizace rezerv v prvnich
fazich nasledujicich po rehydrataci, tedy na pocatku vegetativniho rustu, (Diaz-Camino et al.,
2005). Dokud je semeno suché, aktin je vzacny a nehraje vyznamnou roli béhem vlastni
rehydratace, ovSem zahy dochdzi k masivni translaci aktinovych mRNA, jez jsou jiz
pfitomny v embryu, nicméné jsou také de novo transkribovany; v neposledni fad¢ byla
pozorovana i Casova a mistni posttranskripéni regulace exprese riznych izoforem aktinu
(Diaz-Camino et al., 2005). U Arabidopsis thaliana je tak v raném stadiu nejvice exprimovan
aktin 7 (ACT7), jehoz exprese je pod kontrolou fytohormoni, zejména auxinu (McDowell et
al., 1996). Popsany systém tak predstavuje konkrétni piiklad translacni kvantitativni a
kvalitativni regulace dle casové a mistni lokalizace jednotlivych transkripti béhem

morfogeneze mladého klicku (Diaz-Camino et al., 2005).
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» Mechanismy selektivity translace béhem imbibice, v dormanci a rané ontogenezi

Nyni si rozebereme aktudlnich znalosti mechanismii selektivni translace dle vyvojovych
stadii semene a klicku. Rozdil mezi dormantnim a nedormantnim staddiem bc¢hem bobtnani
semen je zde zajimavym faktorem. V obou pfipadech pozorujeme vyraznou miru asociace
mRNA s polyzomy, avSak jejich distribuce se v obou piipadech 1isi dle jednotlivych
transkriptd, jak to ukazuji experimenty u Helianthus annuus (Layat et al., 2014) a Arabidopsis
thaliana (Basbouss-Serhal et al., 2015). Délka 5‘'UTR nehraje roli v regulaci distribuce
transkriptll mezi obéma stavy - translatovanym a netranslatovanym, pozorujeme vsSak korelaci
s frekvenci bazi G a C v této regulacni sekvenci. V dormantnim stadiu byly mRNA s nizkym
obsahem G a C v 5‘°UTR vyrazné ¢astéji pozorovany ve vazbé na polyzomy (Basbouss-Serhal
et al.,, 2015). Nékteré transkripty obsahuji kratké ORF v 5‘UTR (uORF, angl.. upstream
ORF), jejich ptitomnost a délka maji u rostlin represivni u¢inek na ucinnost translace. uORF
reiniciace, jiz se pravdépodobné tcastni elF3 (von Arnim et al., 2014). U dormantnich semen
je zastoupeni mRNA obsahujicich uORF vys$i nez u nedormantnich, u nichz naproti tomu
pozorujeme diskriminaci Cetnosti translace a asociace do polyzému dle délky uORF, pokud
jsou ptitomné, coz, spolu s obsahem G a C, hraje roli v selektivnosti translace. Piesny
mechanismus neni vSak zcela prozkouman (Basbouss-Serhal et al., 2015).

To, zda byla jista mRNA syntetizovana de novo po vykli€eni, ¢i byla skladovana v suchém
semeni, ma také svlj vyznam. Zrani pre-mRNA souvisi s ucasti proteini vazajicich se k
CepiCce v jadie a hrajicich roli vregulaci odpovédi na kyselinu abscisovou - ABA
(Hugouvieux et al., 2001). Nékteré transkripty jsou ve své expresi negativné regulovany prave
urovni ABA (Hugouvieux et al., 2001). ABA, sniZzeni jejiz koncentrace indukuje konec
dormance a indukuje schopnost kli¢eni, ma také prokazatelny Gcinek na aktivitu volnych, k
membrané a k cytoskeletu vazanych polyzomu s tim, kazda kategorie pfednostné translatuje
rizné funkéni kategorie transkripti (Szypulska and Weidner, 2011). Také byla
experimentalné prokazéna prednostni translace skladované mRNA jsou za ucasti jedné
z izoforem eIF4E, konkrétné elFiso4E (Dinkova et al., 2011).
jen na ptedchozi ptiklad, dale byly pozorovany rizné fenotypové projevy v ptipadé mensiho,
¢i vétsiho zastoupeni jedné z obou izoforem (Martinez-Silva et al., 2012). KIi¢ k této
variabilité lezi v 5’UTR, nebot’ elF4E se prednostné vaze k transkriptiim, jejichz 5’UTR je
delsi a obsahuje stabilni sekundéarni struktury (Martinez-Silva et al., 2012). Podobn¢ byla
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v pozdé¢jsich fazich ontogeneze, nebot’ elFiso4E je vice lokalizovan v oblasti mladého kotene,
coz se projevuje napiiklad selektivni expresi uréitych transkriptli v zavislosti na nutricnim
stavu (Martinez-Silva et al., 2012).

Kone¢né zminime regulacni propojeni procesti transkripce a translace, konkrétné zpétné
spojeni regulace translace s mechanismem transkripce ve formé pozitivni a negativni regulace
prostiednictvim selektivni translace mRNA genii kodujicich transkripéni faktory (Basbouss-
Serhal et al., 2015). Takto zprostfedkovand transkripéni regulace se Casto tykad signalizace
spojené s fytohormony, tedy fyziologickych procest nasledujicich po vykli¢eni dormantnich a

nedormantnich semen (Basbouss-Serhal et al., 2015).

Zavérecné slovo

Jedinec¢nost rostlinné reprodukce si vyzaduje specificka badani, nebot’ tvofi v mnoha
faktorech paralelni a méné znamy svét vedle mnohem vice probadané gametogeneze,
embryogeneze a rané ontogeneze zivocichll. Vyzkum neni vzdy snadny, zejména co se tyce in
vivo kli¢eni pylového zrna, a mnoho objevii vede spiSe k popsani k dalSich zdhad, novym
regulaénim procestim zasluhujicim probddani. Nyni pokrocime ve sledovani dalSich fazi
ontogeneze rostliny, kdy po zahijeni svého vegeta¢niho rastu bude muset Celit rychlym

zménam podminek, ne vzdy piijemnym, a ¢asto vyzadujicim okamzitou reakci.
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KAPITOLA CTVRTA

Regulace translace u rostlin reakci na vliv klimatickych faktori

Nyni se podivejme na vyznam translacnich regulaci pro rostlinu béhem vegetativni a
generativni faze. JelikoZ rostlina nemé ve vétSin€ ptipadit moznost rychlé fyzické reakce na
zménu vlivu prostedi, spiSe vyuziva rychlé adaptace riistovych a biosyntetickych procest k

pfizplsobeni se a k prekondni zmény.

+»» Podstata problematiky

Zatimco je vétSina dlouhodobych morfologickych a fyziologickych adaptaci pfedmétem
transkripéni regulace, kratkodobé faktory vyzadujici okamzitou odpovéd spadaji casto do
domény translace, coz bude tématem nasledujici Casti. Stresové situace obecné vedou
k celkové represi translace, krychlému piechodu aktivné translatovanych mRNA
k sekvestrované vazb¢ v utvaru stresovych granuli, tvofenych zejména za ucasti elF4E a
specifickych mRNA-vazebnych proteinii (Weber et al., 2008), avSak rezistence a pieziti si
vyzaduji naopak selektivni zvySené zastoupeni specifickych proteint a piislusné regulacni
mechanismy jsou na posttranskripcni urovni ¢etné a riznorodé. Jelikoz se jedna o extrémné
polymorfni mechanismus, ktery zdaleka neni pln€ prozkoumaén, u¢inime zde rozbor nékterych
vyznamnych pfikladd ndlezicim nckolika typickym stresovym situacim, jez byly

experimentalné prokazany.

¢ Regulace translace v kontextu osvétleni a fotosyntézy

Autotrofie rostlin souvisi s nutnosti rychlych regulaci stavu fotosyntetického aparatu ve
fotosyntetizujicich pletivech. Tyto regulace implikuji zejména reakce na intenzitu osvétleni a
na fotosynteticky rezim chloroplasti (Floris et al., 2013). Intenzita svétla a mnozstvi CO,
faktori (Boex-Fontvieille et al., 2013). Konkrétné u Arabidopsis thaliana byl prokdzan vliv
osvétleni nebo fotosyntetické aktivity (tedy mnozstvi CO;) nebo obojiho na (de)fosforylaci
deviti fosforylacnich mist u ribozomalnich proteinii a tfinacti téchto mist u translac¢nich

Nyni se podivejme na konkrétni adaptacni situaci, zejména za souvislych stresovych
podminek. Svétlosbérny komplex LHC, ktery absorbuje dopadajici svétlo, potfebuje zejména

moznost rychlé¢ adaptace na piesvétleni, coz se promitd do intenzity translace nckterych
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transkripti kddujicich proteiny tohoto komplexu. Pfislusné proteiny jsou kédovany jadernymi

geny, coZ transla¢ni regulaci umoziuje (Floris et al., 2013).

Lhcb4.3 ELIP2

6 40
4.5 30

3 20
1.5 — 10

0 b 0 at - =

total RNA polysomal RNA total RNA polysomal RNA

HL/CL ratios: 1.2 52 52 349

Obrazek 11: Celkové mnozistvi mRNA a mnozstvi mRNA v polyzomdlni frakci, znazornéno pfi

slabém osvétleni (svétle Sedd), béZzném osvétleni (stfedné Seda) a silném osvétleni (tmavé Sedd).

(Zdroj obrazku: Floris et al., 2013).
Pii nadbytku svétla je znacn€ napadné zvyseni translacni trovné genti Lhcb4.3 a ELIP2 (Obr.
11, Floris et al., 2013). Neni se ¢emu divit, nebot’ protein ELIP2 se ucastni mechanismu
fotoprotekce diky své funkci transientniho pigmentového pienaSece (Adamska, 1997) a
v disipaci Skodlivého prebytku energie. Protein Lhcb4.3 ma také silny, byt méné
prozkoumany vliv na vlastnosti LHC v této situaci (Klimmek et al., 2006). Rychld modulace
genové exprese pravé na posttranskripéni Urovni se zde tedy jevi jako nezbytna. Byla
prokéazana existence signaliza¢ni drahy ze strany chloroplastu, ptisobici na regulaci translace
jednotlivych mRNA, avsak jest¢ zbyva konkrétné€ objasnit jeji mechanismus (Floris et al.,
2013).

¢ Reakce rostlinného organismu na zmény teploty

Na pocasi a klimatu zalezi nejen osvétlenost, ale také teplota a dostupnost vody. Teplota a
jeji rychlé ¢i pomalé zmény predstavuji v pfirodé jeden z klicovych faktorti ovlivitujicich
schopnost pfeziti a adaptacni strategie zivych organismi véetné rostlin. Odpovédi na rychlé
a/nebo extrémni teplotni variace jsou predmétem cCetnych vyzkumi. Z hlediska translace

mRNA se budeme zajimat spiSe o kratkodobé&;jsi krizové situace.

» Reakce a obranné mechanismy rostlin za vysokych teplot

Jak je typické pro stresové situace, celkova translacni uroven se pii tepelném stresu snizuje
(Ueda et al.,, 2012). Typicky globalni inhibi¢ni mechanismus translace spocivajici ve
ob¢ izoformy eIF4E jsou nepostizené¢ (Bailey-Serres, 1999). Naopak byla pozorovana
globalni fosforylace faktoru elF4A a defosforylace faktoru elF4B (Bailey-Serres, 1999).
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komplexem (Boex-Fontvieille et al., 2013; Szick-Miranda et al., 2003). Naproti tomu
defosforylace elF4B snizuje jeho interakci s PABP, cozZ je v neprospéch translacni reiniciace
(Boex-Fontvieille et al., 2013). Kone¢né¢ byla prokdzana defosforylace ribozomalniho
proteinu S6 (Bailey-Serres, 1999), coz opét hraje roli v transla¢ni represi (Beltran-Pena et al.,
2002). Translace tady transkriptii je tedy sniZzena ve prospéch Uspory energie, kterou by
spotiebovala syntéza proteinil, jez nejsou kratkodobé nezbytné, a proto se inhibice tyka
cetnych metabolickych funkci véetné naptiklad syntézy ribozomalnich proteinti (Ueda et al.,
2012). Transkripty jsou v ptipadé tepelného stresu viceméné (dle vazebnych mist transkriptu)
mRNA) skladovany za tvorby agregatl specifickych stresovych granuli, obsahujici mimo jiné
tzv. proteiny tepelného stresu (angl. heat shock protein — HSP) z rodiny HSP20 a HSP70
(Weber et al., 2008).

Tvorba polyzémii asociovanych s konkrétnimi mRNA je naopak zvySena, a to ve prospéch
selektivni syntézy specifickych proteinti, které usnadni odolnost a pieziti organizmu (Ueda et
al., 2012). Cast vysvétleni selektivni translace spo&iva v charakteristikdch vlastnich molekul
mRNA. Na rozdil od normalnich teplot, je za zvySené teploty u rostlin faktorem pfednostni
translace délka kodujici casti mRNA s potencidlni roli v usnadnéni cirkularizace transkriptu
béhem iniciace (Yanguez et al., 2013). Co se ty¢e 5’UTR sekvence mRNA, zde byly
pozorovany faktory podminujici prioritni translaci za stresovych podminek, zejména nizsi
obsah bazi G a C (Yanguez et al., 2013). Vysoky obsah G a C bazi naopak znesnadiluje
iniciaci diky snaz$i tvorbé sekundarnich struktur (Kozak, 2005). Dale, konkrétni 5’UTR
sekvence specifickych transkripti kodujicich proteiny tepelného stresu umoziiuji silnou
selektivni translaci, jak je tomu napf. u HSP81 (Matsuura et al., 2008). Nejednd se o
alternativni formu translacni iniciace, nybrz o selektivni podporu jinak umlcené iniciace za

vysoké teploty (Matsuura et al., 2008).

> Reakce a obranné mechanismy rostlin za nizkych teplot

Druhd situace, se kterou se seznamime, bude vliv nizkych teplot, jeZ nastavd nejen
v zimnim obdobi, ale i kratkodobé ptfi rannich mrazech, apod. Podivime se na procesy
souvisejici s aklimatizacnimi procesy a s kratkodobymi adaptaénimi mechanismy, které nalezi
k naSemu tématu.

Za nizkych teplot byla prokdzdna vyznamna role specifickych proteint, které se vazi
k mRNA a zajist'uji regulaci jeji translace. U rostlin bylo popsano né¢kolik RNA vazebnych
proteinti, spojenych s krizovou situaci nizkych teplot (Juntawong et al., 2013), vysoce
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konzervovanych mezi rostlinnymi druhy (Karlson et al., 2009). Pfikladem jsou proteiny CSP1
az 4 u Arabidopsis thaliana, jejichz koncentrace stoupa za chladu s riiznou rychlosti, napft.
Pomalejsi akumulace CSP2 je oc¢ividné vice spojena s dlouhodobé;jsi aklimatizaci (Juntawong
et al., 2013; Kim et al., 2009; Sasaki et al., 2007). Byla pozorovéana jejich cilend vazba ke
specifickym molekuldam mRNA asociovanym s polyzoémy (Juntawong et al., 2013); naptiklad
protein CSP1 se pfednostné vaze s transkripty, kodujici proteiny UcCastnici se zejména
energetického metabolismu a geneze ribozoma (Juntawong et al., 2013). VSechny zminéné
proteiny vykazuji vu¢i transkriptim chaperonovou aktivitu se schopnosti eliminovat
sekundéarni struktury mRNA vzniklé v disledku chladu (Juntawong et al., 2013; Kim et al.,
2009; Sasaki et al., 2007). Selektivnost vazby je podminéna zejména motivy v 5‘'UTR mRNA,
podminujicimi také schopnost tvorby sekundarnich struktur (Juntawong et al., 2013).
Dokonce se spekuluje o tom, zda existuje korelace s procesem transportu mRNA z jadra
interakci s mRNA helikdzami, coz by mohlo hrat roli v kontextu konformacnich zmén

postihujicich metabolismus mRNA za nizkych teplot (Kim et al., 2009).

+ Reakce rostlinného organismu na variace dostupnosti vody

Druhy neptedvidatelny a z hlediska rostlin ¢asto rozhodujici faktor, kterym je ¢etnost a
distribuce srazek, jejich nerovnomeérnost, stiidani obdobi sucha a zéplav, je viceméné spojen
s tim prvnim, v dobrém i ve zlém. Sucho a zaplaveni ovliviluji v pfirod¢ Zivot mnoha rostlin a

jsou dilezitymi faktory ovliviiujicimi zemédélstvi, ale také preziti pokojovych rostlin.

> Reakce a obranné mechanismy rostlin v situaci dehydratace

Kdyz jsme se vénovali o vysokym teplotam, jisté nds napadne také problém sucha, i kdyz
oboji nemusi byt nutné¢ spojeno. Dehydratace znamenajici osmoticky stres je jednou
z nejveétsich hrozeb pro suchozemské rostliny. Vyssi rostliny, i sukulentni a adaptované na
dlouha obdobi sucha, nemohou fyzické vyschnuti svych pletiv piezit, jsou takzvané
homoiohydrick¢ (Heber et al., 2006); maji vSak cCasovou rezervu danou schopnosti
plazmolytické reakce a regulacnich prostfedkli na molekularni urovni umoziujicich déle
pretrvat v nadéji, Ze zaprsi (€1, ze budou zality). Osmoticky stres mize vzniknout i v jinych
situacich, vyznamna je napiiklad zvySena salinita.

Abiotické stresy doprovazeji veskeré faze zivota rostliny, a to jiz v raném obdobi, o kterém
jsme v minulé kapitole hovofili. Dehydratace byva vtomto stadiu Castym problémem,

nasledujici fakta je ovSem do jisté miry mozno zobecnit na dalsi stresové situace (Swigonska
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et al.,, 2014). Pfedné ma tento abioticky stres jako nasledek obecné snizeni translace
nasledované prednostni translaci urCitych transkriptti (Kosowska et al., 2004). Dalsi vyzkum
ukazal podil volnych a vazanych polyzomii, coz nepiedstavuje pouhou obecnou reorganizaci
translaéni masinerie, nybrz to svéd¢i o selektivité translace specifickych mRNA (Obr. 12),

jelikoz jednotlivé typy polyzému do jisté miry koreluji s funkci syntetizovaného proteinu

(Krupinska et al., 2003).
Obrdzek 12: U kli¢icich semen
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Zde vidime navozeni preference pro polyzémy vazané na membranu a cytoskelet, jejichz
existence byla u rostlin prokadzéna (Klyachko et al., 2000), coz ukazuje na moznou roli
proteintl vazanych s témito strukturami v promoci translaéni aktivity (Swigonska et al., 2014).
Dale byla experimentalné zjiSténa zvySena stabilita polyzoémua selektivné vytvotfenych za
abiotického stresu (Swigonska et al., 2014), coz jde ruku vruce slogikou situace,
nejstabilngj§imi jsou pravé polyzémy asociované s membranou a cytoskeletem (Brosowska-
Arendt and Weidner, 2011).

V kontextu stresové situace nemiizeme vynechat regulaéni mechanismus spocivajici
v interakci transkriptl s molekulami malych interferencnich (angl. small interfering) RNA.
Tyto siRNA funguji mimo jiné jako translacni inhibitory, ve vazbé s proteinem

ARGONAUTE se vazi ke komplementarni mRNA, coz vede k represi ¢i k roz§t€épeni mRNA

(Chen, 2009).
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al., 2012).

Control Drought
Gen /AR3 ma u Cetnych rostlin nezbytnou funkci pfi zvySeni tolerance k vyschnuti (Kinoshita

et al., 2012), jak ukazuje nésledujici pokus (Obr. 13). Protein IAR3 hraje roli zejména
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v morfologickych modifikacich nastavajicich za osmotického stresu a translace ptislusného
transkriptu je za normalnich podminek reprimovana interakci s molekulou siRNA zvanou
miR167a, coz vede k rozstépeni transkriptu. Vyssi zastoupeni miR167a tedy koreluje
s niz§im zastoupenim transkriptu /4AR3 a naopak (Kinoshita et al., 2012). Zavér je jasny:
regulaénim mechanismem je sniZeni tvorby a koncentrace miR167a, coz bylo experimentalné
prokézano za osmotického stresu a nastavajici béhem dehydratacni krize (Kinoshita et al.,
2012). Snizeni irovné¢ miR167a umoziuje zvySeni exprese genu I4R3, ve prospéch adaptace
rostliny, zvySujici Sanci na pteziti (Kinoshita et al., 2012). Vidéli jsme tedy pekny piiklad

experimentalniho ditkazu ucasti siRNA v translacni regulaci v odpovédi na abioticky stres.

» Reakce a obranné mechanismy rostlin v situaci zaplaveni a nasledné hypoxie

Hospodateni s vodou a schopnost ptizpuisobeni se suchu tvoifi komplexni problém.
Podivejme se nyni na opacnou situaci, je-li pfebytek vody v substratu a nasledné i v pletivech
kotene a prytu. Tato situace je bézna pii silnych srazkach, zaplavach, klasickém scénaii
prelévani pokojovych rostlin a existuje dlouhodobéji v n€kterych ekosystémech. Zptsobuje
jednak poruSeni homeostaze a jednak anoxii s moznym vaznymi nasledky pro metabolismus
rostliny (Lin et al., 2015) nemluvé o zvySeném riziku biologického napadeni. ZnemoZznéni
oxidativni fosforylace v podminkach anoxie také zasadn€¢ omezuje dostupnost ATP
(Shingaki-Wells et al., 2014), coz nas zajiméd pfi pruzkumu translacni regulace, kterd se
v podobnych limitnich pfipadech uplatni. Rostliny s adaptaci na casto zaplavené a malo
provzdusnéné pudy nejsou nutné tolerantnéjsi k anoxii, spiSe se u nich vyvinula schopnost
transportu kysliku na vétsi vzdalenost (Vartapetian, 2006).

Procesy anaerobni glykolyzy a etanolové fermentace nastavajici v situace hypoxie a anoxie
vyzaduji preferencni vyskyt specifickych enzymut (Vartapetian, 2006). 1 kdyz globalné méa
anoxie za nasledek redukci poctu polyzému a tim redukci Grovné translace, pozorujeme
ptesny opak v pripad¢ transkriptd koédujicich zminéné specifické enzymy pattici mezi
takzvané stresové proteiny (Szick-Miranda et al., 2003). Napiiklad u kukufice, je timto
zpusobem zesilena exprese genti kodujicich alkohol dehydrogenazu 1 a 2, sachardza syntazu 1
a 2, aldolazu a enoldzu (Szick-Miranda et al., 2003).

Nyni se podivejme na molekularni podstatu translacnich regulaci. Faktor elF4B a
ribozomalni protein S6 jsou za anoxie defosforylovany (Szick-Miranda et al., 2003), coz oboji
vede k represi translace (Beltran-Pena et al., 2002; Boex-Fontvieille et al., 2013), jak jsme jiz
uvedli v ptipadé tepelného stresu. Podobn¢ helikaza elF4A, ktera je za podminek anoxie také
do 60ti minut fosforylovand (Fennoy and Bailey-Serres, 1995), a PABP maji v téchto
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jeho stabilita snizena (Boex-Fontvieille et al., 2013; Szick-Miranda et al., 2003). Anoxie
rovnéz zpusobuje snizeni U€innosti interakce faktori eIF4A a PABP s faktorem elF4G ¢i
elF2a, jez zabranuje jeho reaktivaci vymeénou GDP za GTP (Muench et al., 2012) a kterou
v situaci anoxie pozorujeme (Li et al., 2011). Podobné je tomu i v ptipadé fosforylace
elongacniho faktoru eEF2 (Li et al., 2011).

Vidéli jsme tedy pficiny celkového uml€eni translacni aktivity, nyni se budeme vénovat
schopnosti selektivni iniciace translace transkripti kodujicich stresové proteiny. Molekuly
mRNA stresovych proteini mohou jevit vyS§i stabilitu, coz je zvyhodnuje
v konkurenceschopnosti pfi iniciaci translace ve zminénych podminkach (Fennoy and
Baileyserres, 1995). To vSak nevysvétluje vse, nebot’ vétsi roli hraje sekvence nukleotida
mimo ORF, napfiklad v zavislosti na izoforméach faktorii eIF4F a elF4isoF. Forma elF4isoF
(skladajici se zelF4isoE a elF4isoG) neumoziiuje, na rozdil od své kolegyné, translaci
transkripti  obsahujicich vyrazné sekundarni strukturni motivy v 5’UTR (Gallie and
Browning, 2001). Pii anoxii, pfesnéji fe€eno v diisledku snizeného pH charakteristického pro
tento stav, je hyperfosforylovan faktor eIF4E, nikoliv vSak jeho izoforma elF4isoE, jejiz stav
se neméni (Szick-Miranda et al., 2003). Fosforylace méni vazebnou afinitu faktord (Khan and
Goss, 2004), ¢imz jsou selektivné vice ovlivnény transkripty vyzadujici komplex elF4F.

Co se ty¢e 5’UTR sekvence, u nékterych transkriptii pozorujeme také piipad silného
translacniho aktivatoru, o to uc¢inngjsiho, ¢im blize start kodonu se vyskytuje. Transkript genu
kodujici pro alkohol dehydrogendzu obsahuje specifickou sekvenci pobliz start kodonu, ktera
je vysoce ucinna (Satoh et al., 2004).Tato sekvence neovliviiuje stabilitu, tedy akumulaci
transkriptl (Satoh et al., 2004) a nema zvlastni vyznam za aerobnich podminek (Mardanova et
al., 2007), avSak umoznuje vyhnuti se globalnimu translacnimu umlceni a tedy efektivni

translaci za situace hypoxie (Mardanova et al., 2007).

Zavérecné slovo

Jak jsme vidéli, rostliny vyuzivaji k pfeziti a adaptaci abiotickym stresim panoplii
regulanich moznosti, které transla¢ni masSinerie nabizi: vlastni struktura molekuly mRNA
tvofici transkript, regulace transkripénich faktord, jiné interagujici molekuly. Mizeme se jen
tésit, az nam budouci vyzkumy popisi konkrétni mechanismy s jeSt¢ bohatSimi detaily a
odhali dalsi tajemstvi. V dal§i kapitole se znovu setkdme s podobnymi jevy, tentokrat

v kontextu jejich zneuziti virovym patogenem a sebeobrany hostitele.
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KAPITOLA PATA

Regulace translace u rostlin v situaci virové infekce

Nepftiznivé abiotické podminky nejsou jedinou hrozbou, které musi rostlina celit. Virové
infekce, at’ spontanni ¢i oportunistické, jsou pro rostliny potencidlnim vaznym ohrozenim.
Podstata virové infekce je zndmd. Virus se vyznacuje zavislosti na transkripénim a

translaénim aparatu hostitelské buiiky pro syntézu vlastnich proteint.

«* Obecné o virové infekci

Virus postrada vlastni translacni mechanismus a pronikne do hostitelské buiiky za Gcelem
vlastniho rozmnozovani, replikace svého genomu (riznymi mechanismy, jejichz podrobna
charakteristika sah4 nad rdmec této prace) a syntézy vlastnich proteinii, vétSinou v omezené
mife a s vyznamnymi specifickymi funkcemi (Csorba et al., 2015), mezi néz patii zadsahy do
signalnich a regulacnich drah hostitelské buniky, ¢imz je dale oslaben obranny systém
hostitele (Walsh and Mohr, 2011). Viriony se také mohou snadno rozsifit do okolnich bun¢k
az do celého organismu, u rostlin z bunky do buiky prostiednictvim plasmodesml a na
velkou vzdalenost pfes floém (Csorba et al., 2015). V ramci koevoluce virti a rostlin se
vyvinulo, jak je tomu ¢asto u interakci patogenti a hostiteld, mnozstvi Gtoénych a obrannych

mechanismt (Csorba et al., 2015).

** Virové infekce u rostlin a jejich strategie vyuZiti transla¢niho aparatu hostitele

Nyni se budeme vénovat zneuziti translace ze strany virti, obvykle intenzivnimu vzhledem
k rychlému replika¢nimu cyklu viru (Gao et al., 2014). Uved'me n¢kolik znamych vektort a
jejich strategii, které se li§i zejména dle typt virovych patogeni a specificitou k rostlinnému
hostiteli (Csorba et al., 2015). Zaméfime se na pozitivni jednofetézové RNA viry tvofici

nejvyznamnéjsi skupinu rostlinnych patogenti (Ghoshal and Sanfacon, 2015).

> 5° Omega faktor: znamy priklad translaé¢niho zesilovace u rostlinného viru

Virus tabakové mozaiky (TMV) je pozitivni RNA virus, jehoz molekula RNA obsahuje
v 5°UTR oblasti specifickou sekvenci, zndmou pod ndzvem Omega (Q2) leader (Gallie, 2002).
Molekula RNA tohoto viru obsahuje 5° ¢epicku, avSak postrada poly(A) fetézec, nicméné i
presto nebo prave proto je efektivné translatovana (Gallie, 2002). Q leader umozituje zahajeni

translace doprovazené rozpadem proteinti virionu spojenych s molekulou RNA v fadu minut
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po vniknuti do hostitelské buiky a néasledovné i translaci volnych virovych RNA
v cytoplasmé hostitele (Gallie, 2002). V TMV RNA pozorujeme nejen absenci sekundarni
struktury 5’UTR, ale také specifickou poly(CAA) sekvenci, kde Q leader rekrutuje hostitelsky
protein HSP101 (Wells et al., 1998). Nasledné¢ jsou vazany faktory elF4G a elF3, coz
umozni vazbu 40S ribozomalni podjednotky bez nutnosti ucasti dalSich podjednotek,
napiiklad helikdzy elF4A (Wells et al., 1998). Specificka sekundarni struktura na 3° konci
TMV RNA, jez mimikuje strukturu tRNA hraje roli v translacni iniciaci, nebot’ takto
umoziuje interakci s 5’ koncem a pfitomnymi faktory (Dreher and Miller, 2006). Za zminku
stoji, ze 3’UTR TMV RNA se neutcastni prvniho kola translace po priniku viru do bunky
(Gallie, 2002).

> 3° translaCni aktivatory nezavislé na ¢epicce

Viry si v mnoha pfipadech pfivlastiuji translaci svych molekul mRNA vyuzitim komplexu
elFAF nezavisle na cepicce, jez jejich mRNA casto postrada (Simon and Miller, 2013).
Rovnéz mulze chybét poly(A) fetézec na 3° konci a 3’UTR miize obsahovat aktivacni
sekvenci, coz je Castou strategii u rostlinnych virli, zejména pozitivnich jednofetézcovych
RNA virtt (Nicholson and White, 2011), z nichz mizeme zminit vyznamnou rodinu vird
Tombusviridae (Gao et al., 2013). Prokazal to pokus se satelitni mRNA viru nekrdézy tabaku
ze zminéné rodiny, kde odstranéni 120 nukleotidd v 3°UTR téméf znemoznilo translaci
(Simon and Miller, 2013). To je rozdil oproti zivo¢isSnym viram, kdy u necepickovanych
molekul mRNA byva pro iniciaci translace vyznamna spiSe 5’UTR sekvence (Gao et al.,
2013).

Zminéné sekvence se vyznacuji schopnosti tvofit sekundarni struktury v mRNA (kratkymi
spoji komplementarnich tsekll), kdy 3'UTR sekvence tvoii smycku, jez interaguje s apikalni

vlasenkovou strukturou na 5' konci (Simon and Miller, 2013) poté, co tato navazala translaéni

.....

.....

misto, coz je mechanismus viceméné specificky pro rostlinné viry (Gao et al., 2014). Timto
mechanismem translacni iniciace nezavislé na ¢epicce mohou jednotfetézové pozitivni RNA
viry zajistit syntézu vlastnich proteinti na tikor proteosyntézy hostitele (Nicholson and White,

2011).
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+»» Umléeni mRNA jako obranny mechanismus rostlin

Poté, co jsme vidéli v minulé kapitole, je ziejmé, Ze umlceni mRNA je uziteCnym
mechanismem negativni regulace genové exprese i na posttranskripcnich urovnich, naptiklad
u rostlinnych pozitivnich jednotetézovych RNA virt (Ghoshal and Sanfacon, 2015).

Prvni fazi je vyuziti virovych dvoufetézovych RNA objevujicich se u jednotetézovych
RNA virt béhem replikace (Zhu and Guo, 2012) ¢i v pfipadech sekundarnich struktur (Ding
and Voinnet, 2007), které nejsou u téchto RNA vzacnym jevem. Po rozpoznani DICER-like
enzymy je virovd dsRNA rozstépena na malé interferencni RNA, zvané vsiRNA (virus-
derived small interfering RNA) (Ma et al., 2015).

V dal$i fazi umlcovani vstupuji do hry proteiny ARGONAUTE, dosti konzervované u
eukaryotickych organismi (Mallory and Vaucheret, 2010). Tento protein se ve spojeni
s dal$imi proteiny vaze k vsiRNA molekule a vytvoii komplex RISC, jehoz cilem je virova
RNA (Mallory and Vaucheret, 2010). Funkci komplexu RISC je umlceni cilové virové
molekuly RNA diky komplementarité specifickych sekvenci (Zhu and Guo, 2012). Virova
RNA je nasledné rozStépena, fragmenty mohou sekundarné slouzit amplifikaci, tedy k tvorbé

dalsich molekul vsiRNA prostfednictvim rostlinné RNA-dependentni RNA polymerazy a

H{S‘R"”;OH DICER-like enzymu (Zhu and Guo, 2012).
HO Dicer-like X T . T
Rozst RNA d
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Obrazek 14: Obecné schéma umlceni virové
[ Arg. | mRNA jejim rozStépenim komplexem RISC

Virova ssRNA tvofenym vsiRNA a proteinem ARGONAUTE.
Blizsi popis v textu.

rrrri
Argonaute

Zavérecné slovo

Znalosti a poznatky o reakci rostlin na napadeni virovymi patogeny by si zaslouzily
samostatnou praci, zde jsme se z prostorovych diivodii omezili jen na omezené mnozstvi vyse
popsanych piipadi. Mechanismy, se kterymi jsme se zde setkali, vSak odhaluji dalsi krok
k poznani Cetnosti vyznami procesu translace mRNA pro rostliny a uctyhodného bohatstvi a
zajimavosti transla¢niho mechanismu vibec. Z praktického hlediska se mechanismy interakci

virt s hostitelem navic daji ¢etné€ vyuzivat k riznym experimentiim.
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ZAVER

Predlozena resSerse nds provedla pestrym svétem translace mRNA v rostlinné buiice, takto
vyznamného regulaéniho apardtu syntézy proteinli dopliujiciho selektivni aktivaci a represi
transkripce jednotlivych gen. Na turovni ontogeneze je tato regula¢ni hladina casto
zastinovana nezbytnou a dominantni regulaci transkripcni, avSak nékteré vyvojové faze a
procesy, napiiklad oplozeni a klieni semen vcetné rané ontogeneze, jsou na vyuziti jiz
transkribované a dale skladované mRNA vysoce zavislé. Dale jsme probrali reakci rostlin na
abioticky stres, pfi kterém rostlina bez moznosti pohybu z mista na misto ziskava timto typem
regulace zna¢nou vyhodu rychlé reakce na nastalou situaci. Spole¢n¢ s moduldrnim zptisobem
rstu je prave schopnost rychlé reakce pro rostlinu nezbytna. Kone¢né¢ jsme stru¢né zminili 1
reakci rostlinného organizmu na napadeni patogenem, zejména virovou infekci, kdy se
uplatiiuji specifické a velice zajimavé molekularni mechanismy jako vysledek dlouhych
spole¢nych zavodu ve zbrojeni patogenti a hostiteltl.

Studium hospodafeni s mRNA a regulace translace dava nikoli Uplnou, avsak velice
obsahlou pfedstavu o komplexité a zajimavosti vyvojovych a regula¢nich procest rostlin na
fyziologické a molekularni urovni. Z cetnych vyzkumt a ziskanych znalosti muizeme
usuzovat na podstatu veci. Soucasné rostliny jsou vysledkem dlouhodobého nezéavislého
vyvoje, jejichz spolecnym piedkem, ktery je spojuje i s zivocichy, byl pied stovkami miliond
let jednobunécny organismus. Vyzkum dne$nich mechanisml regulace a ontogeneze vsak
nemuze nez vykazovat znacnou divergenci vyplyvajici z odlisné organizace mnohobunééného
téla i z rozdilnych zivotnich strategii. AvSak vzdaleny spole¢ny piivod a obdobnost n¢kterych
podnétli, jakymi jsou napiiklad virova napadeni a abiotické stresové situace, vysvétluje
nezanedbatelné podoby pozorovanych mechanismu u rostlin s ostatnimi vyvojovymi liniemi.
Cetna podoba spojena s kvalitativnimi a kvantitativnimi rozdily svédéi o logice véci. Je
velice zajimavé pozorovat procesy regulace genové exprese na posttranskripcnich trovnich,
jez jsou vysledkem dlouhého pragmatického i ndhodného uc¢inku evoluce, kterd umoznila
obrovsky uspéch rostlin jako pfisedlych autotrofnich organismu.

Vyzkum fyziologie a cytologie rostlin ma pied sebou Sirokou perspektivu. Z Cisté
védeckého hlediska zbyva jest€¢ hodné objevit a pochopit k objasnéni tajemstvi podstaty
zivota a jeho vyvoje. Bez rostlin bychom tu nebyli, a to nejen proto, ze produkuji kyslik, ale i
proto, Ze jsou i primarnimi producenty potravniho fetézce, a tak je pro nds jejich vyzkum
neméné dilezity nez vyzkum v oblasti biologie ¢lovéka a humanni mediciny. A to nejen z
ekonomického hlediska. Pochopeni rostlin a jejich biologie bude dfive ¢i pozdéji stat na
jednom z ptednich mist, co se tyce zajisténi budoucnosti lidstva a nasi planety, nasi vyzivy,
ochrany ptirody, pestrého a bohatého prostfedi, kdy pivodné védecky zdjem v sobé spoji
uzitecné a ptijemné. Nikdo sice nevi, co pfinese budoucnost a kterym smérem se vyzkum
bude ubirat, avSak s touto perspektivou méa experimentalni biologie rostlin budoucnost pied
sebou a mame se tedy opravdu na co tésit.
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