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I. PŘEDPOKLADY

Tak jako kterýkoli jiný obor lidské činnosti, i biologie je podložena řadou zřídka vyslovovaných předpokladů, které se mohou stát přítěží, pokud o nich neuvažujeme a přijímáme je jako nezpochybnitelnou samozřejmost. Tak například využití nejrůznějších frakcionačních metod ke studiu nitrobuněčných dějů je zajisté přiměřené, avšak přesvědčivost výsledků získaných za pomoci in vitro technik by nás neměla ukolébávat k víře, že děje, které pozorujeme v homogenním roztoku ve zkumavce, jsou totožné s ději probíhajícími uvnitř živé buňky. Naopak: hodláme-li se zabývat buněčnou morfogenezí, musíme mít na paměti, že nitro buňky je složitě strukturované, anizotropní, v případě eukaryot členěné membránami – v žádném případě nejde o „polévku“, ve které namísto zavářky plavou ribozómy a kde se malé i velké molekuly pohybují toliko prostou difúzí  QUOTE "(Goodsell, 1991)" 
(Goodsell, 1991)
. 

Kromě této skutečnosti stojí za to připomenout další dvě východiska moderní biologie, která podstatně zasahují do předmětu našeho zkoumání. Jedním z nich je současný pohled na fylogenezi organismů, přispívající k vymezení míry obecnosti, na kterou si můžeme klást nárok. Druhým pak je buněčná teorie a s ní související úvahy o vztahu mezi morfogenezí na úrovni buněčné a organismální.

Fylogeneze eukaryot a relevance experimentálních modelů. Tradiční biologie, rozdělená žárlivě střeženou demarkační čarou na zoologii a botaniku, členila eukaryotní organismy na říši rostlinnou a živočišnou. Jednobuněční tvorové („nižší eukaryota“) byli pak víceméně uměle rozděleni mezi obě říše – ti, kteří fotosyntetizují, byli prohlášeni za řasy a tedy nižší rostliny, ti nezelení se na základě struktury buněčných povrchů dále dělili na houby s buněčnou stěnou (tradičně studované botaniky) a prvoky bez stěny (v působnosti zoologů). Terminologické odlišení „nižších“ a „vyšších“ organismů pak s sebou nese (zpravidla nevyslovovaný) předpoklad, že jedni by mohli být jakýmisi „zakonzervovanými předky“ druhých.

Zejména na základě molekulárně biologických studií (porovnávání sekvencí ribozomální RNA) lze však rekonstruovat fylogenezi hlavních skupin eukaryot způsobem, který svědčí  o neudržitelnosti tradičního členění zejména jednobuněčných organismů (Obr. 1). Uvažujeme-li např. o zobecňování poznatků získaných na modelu z říše hub (jako je kvasinka Saccharomyces cerevisiae), musíme mít na paměti, že náš model je – navzdory struktuře buněk, která jej tradičně řadila mezi rostliny – relevantní spíše pro živočišnou než pro rostlinnou buňku.
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Obr. 1. Schéma fylogeneze nejznámějších skupin eukaryot na základě analýzy sekvencí rRNA. Neoznačené větve „stromu“ odpovídají většinou protistům. Současný stav projektu rRNA taxonomie eukaryot najdete na http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Vztahy mezi buňkou, tělem a molekulami. Buněčná teorie je v současnosti chápána především jako konstatování, že mnohobuněčná těla jsou složena z buněk tak, jako se domy skládají z cihel. Alternativní vyjádření – totiž to, že těla se člení na buňky a delegují na ně některé své funkce – bylo však svého času pokládáno za veskrze přijatelné  QUOTE "(Němec, 1929)" 
(Němec, 1929)
 a předmětem seriózních diskusí zůstalo až do 60. let našeho století  QUOTE "(Sinnott, 1960)" 
(Sinnott, 1960)
. Mějme na paměti, že tento přístup nebyl nikdy zavržen na základě experimentálních důkazů. 

Aniž bychom brali v pochybnost neobyčejnou plodnost prvního uvedeného pohledu, bylo by škoda zapomínat na ten druhý, který může být zdrojem inspirace úvahám o morfogenezi. 

Analogii lze nalézt rovněž na úrovni vztahů mezi buňkou a jednotlivými molekulami či makromolekulárními komplexy, z nichž se skládá: je buňka složena z molekul jako dům z cihel, anebo si molekuly vydržuje a deleguje na ně některé své funkce? V tom případě by molekulární složení ještě nemuselo zaručovat vlastnosti buňky, a tím méně by je určoval genom, na který hledíme jako na příčinu molekulárního složení. I když nám taková představa může znít cize, je pozoruhodně blízká např. zcela současným úvahám japonského bioinformatika M. Kanehisy, který předpokládá druhově či buněčně specifickou informaci v prostorové struktuře buňky samé s tím, že genom poskytuje „jen“ instrukce k tvorbě materiálu, z něhož má být struktura vybudována  QUOTE "(Kanehisa, 1997; Kanehisa, 2000)" 
(Kanehisa, 1997; Kanehisa, 2000)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03405\15405 /id Kanehisa 2000\00\15\00 
.

Není „buněčná morfogeneze“ protimluv? Termín „morfogeneze“ se obvykle používá především v souvislosti s utvářením mnohobuněčných těl – ontogenezí – a tedy s děním na úrovni mezi buňkami a tělem. Pozorovaná strukturní složitost a rozmanitost (nejen) eukaryotních buněk nás však opravňuje, abychom mluvili o morfogenezi i při popisu procesů, které se odehrávají na úrovni mezi molekulami a buňkou. 

Morfogenezí mnohobuněčného organismu se zde zabývat nebudu; případné zájemce o přehledný český text odkazuji např. na dostupnou monografii  QUOTE "(Markos, 1997)" 
(Markoš, 1997)
.

II. ROZMANITOST BUNĚČNÉ ARCHITEKTURY

[image: image2.bmp]
Obr. 2. Schéma průběhu cytokineze u buňky pučivé kvasinky (a), živočišné buňky – třeba idealizovaného oplozeného vajíčka (b) a rostlinné buňky (c). Zatímco v (a) a v (b) se dceřinné buňky dělí „odškrcením“ – v jednom případě v krčku pupene, v druhém po kontrakci speciální cytoskeletální struktury – septinového prstence (tečkovaně), v (c) se přepážka buduje odstředivě – splýváním membránových váčků nesoucích prekurzory budoucí buněčné stěny. Směr transportu a místo fúze váčků určuje cytoskeletální struktura označovaná (spolu s přilehlou oblastí cytoplasmy včetně váčků samých) jako fragmoplast (čárkovaně). Membrána plnou čarou, buněčná stěna šrafovaně, šipky – směr růstu přepážky.

Tvarová pestrost živého mikrosvěta nedává hledání obecných rysů morfogeneze eukaryotní buňky mnoho naděje. Zejména buňky protist (ať už opatřených stěnou, jako třeba rozsivky, či nikoli – např. nálevníci) a buňky rostlinné jsou schopny utvářet neobyčejně komplexní a vysoce strukturované tvary. Nelze zde nevzpomenout krajkové schránky rozsivek či překrásně – a druhově specificky! – skulpturovanou exinu pylových zrn. Vzhledem k rozdílům ve složení a vlastnostech povrchových struktur buněk (glukanová a chitinová stěna hub, převážně celulózová stěna buněk rostlin či flexibilní, morfologicky nenápadné, leč chemicky vysoce komplexní glykoproteinové povrchy buněk živočišných) se zdá na první pohled málo pravděpodobné, že by spolu morfogenní procesy v buňkách evolučně vzdálených organismů mohly mít mnoho společného. 

Ostatně i procesy vedoucí ke vzniku buněčného tvaru – tedy především cytokineze (buněčné dělení) – vykazují podobnou rozmanitost jako tvar sám (Obr. 2). Případné obecné rysy bychom tedy měli hledat zejména v oblasti jednotlivých dílčích pochodů a molekulárních mechanismů.

Rozmanitost morfogenetických dějů přitom není podmíněna jen druhově. Např. u rostlin či hub, kde vzhledem k přítomnosti buněčné stěny můžeme morfogenezi buňky prakticky redukovat na regulaci růstu, lze i v rámci jediného jedince rozlišit prostorově či časově omezené úseky, které se liší způsobem růstu – expanze buněčné stěny (Obr. 3). 
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Obr. 3. Možné způsoby expanze rostlinné buňky. Ve všech případech stěna roste intususcepcí – rozvolňováním lokální sítě celulózových fibril a vkládáním nového materiálu mezi ně. (a) růst izodiametrický, (b) a (c) orientovaná expanze, (c) dlouživý růst, (d) růst vrcholový (tip growth), typický např. pro pylové láčky a kořenové vlásky. Plné šipky označují směr expanze; rostoucí část povrchu šrafovaně.

III. POVAHA MOŽNÝCH OBECNÝCH ZÁKONITOSTÍ

Obecné užití stavebních prvků. Poměrně lehce lze odhalit společné molekulární mechanismy, které jsou i u evolučně vzdálených organismů založeny na využití stejných „stavebních prvků“. Triviálním příkladem je třeba používání nukleosidtrifosfátů jakožto „konvertibilních měn“ buněčného metabolismu, jejichž universalita překračuje hranice eukaryotního světa. Mezi příklady méně triviální patří uplatnění evolučně konzervovaných proteinů, jako jsou třeba proteiny cytoskeletální, v nejrůznějších morfogenetických pochodech u eukaryot. 

Tak například místo budoucího dělení rostlinné buňky vyznačuje struktura označovaná jako „preprofázický pás“, která je sice zřejmě unikátní pro rostliny, avšak je – podobně jako základní „lešení“ fragmoplastu – založena na mikrotubulech, tedy univerzální součásti eukaryotního cytoskeletu. Na cytokinezi se univerzálně podílejí i další cytoskeletální proteiny a molekulární motory – např. aktin a myosin. Kontraktilní prstenec v místě dělení živočišné buňky (Obr. 2) obsahuje proteiny z rodiny septinů, jejichž homology jsou nezbytné pro normální morfogenezi krčku kvasinkového pupene a následné zdárné oddělení pupene od mateřské buňky. 

Podrobnou diskusi těchto a dalších podobných případů evolučně konzervativních mechanismů účastnících se cytokineze naleznete např. v  QUOTE "(Field et al., 1999; Hales et al., 1999)" 
(Field et al., 1999; Hales et al., 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03385\1E385 /id Hales, Bi, et al. 1999\00\1E\00 
, přehled současného stavu znalostí o cytoskeletu (byť i poněkud „animalocentrický“) v  QUOTE "(Kreis and Vale, 1999)" 
(Kreis and Vale, 1999)
.

Mikrotubuly jsou vodítkem také pro vkládání nových celulózových mikrofibril do rostlinné buněčné stěny, snad díky tomu, že mohou určovat směr laterálního pohybu celulózasyntázového komplexu v rovině cytoplasmatické membrány  QUOTE "(Fowler and Quatrano, 1997)" 
(Fowler and Quatrano, 1997)
. U kvasinek lze přinejmenším z existence husté sítě subkortikálních mikrotubulů usuzovat na možnost podobné souvislosti mezi funkcí mikrotubulárního cytoskeletu a utvářením buněčné stěny. Přestavba kortikálního aktinového cytoskeletu pozorovaná v kvasinkových buňkách těsně před začátkem pučení  QUOTE "(Schmidt and Hall, 1998; Ridley, 2000)" 
(Schmidt and Hall, 1998; Ridley, 2000)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03418\13418 /id Ridley 2000\00\13\00 
 naopak nápadně připomíná pochody, které bezprostředně předcházejí vzniku nové „větve“ jednobuněčných trichomů (chlupů na listech) u Arabidopsis thaliana  QUOTE "(Szymanski et al., 1999)" 
(Szymanski et al., 1999)
. 

Obecné užití signálních modulů. Kromě situací, kde můžeme prokázat uplatnění jednotlivých evolučně konzervovaných molekul v morfogenetických procesech u evolučně vzdálených organismů, existují i poměrně hojné případy konzervativního využití celých funkčních modulů, tak jak je v nedávno publikovaném zásadním článku definovali Hartwell et al.  QUOTE "(Hartwell et al., 1999)" 
(1999)
. 

Pro čtenáře předchozího dílu tohoto volného cyklu  QUOTE "(Cvrčková, 1998)" 
(Cvrčková, 1998)
 připomínám, že mezi autory citovaného článku jsou Leland Hartwell, který koncem 60. let svou převratnou prací o cdc mutantech u kvasinek zahájil éru moderní genetiky buněčného cyklu, a Andrew Murray, který se podobně zásadně zasloužil o „biochemickou“ větev bádání, které posléze vedlo až k současnému modelu regulace cyklu založené na CDK a cyklinech. 

Moduly rozumíme multimolekulární komplexy vykonávající funkce celých metabolických či signálních drah. Modulem je právě tak ribosom jako soustava promotorů a transkripčních faktorů rozhodujících o tom, zda bakteriofág vstoupí do lytického či lyzogenního modu své existence; zde se však budeme zabývat jen vybranými příklady, které mají bezprostřední vztah k buněčné morfogenezi eukaryot, zejména pak k její regulační stránce.

IV. PŘÍKLADY UNIVERZÁLNÍCH MODULŮ

Metodická poznámka. Využití mutací ke studiu složitých biologických dějů má dlouhou tradici. To, že značná část zde uváděných příkladů je čerpána z výsledků prací na kvasinkách, není náhoda – úspěch kvasinkového modelu je podmíněn právě snadností přípravy a analýzy mutantů v tomto organismu. Využití tohoto přístupu při studiu buněčného cyklu bylo diskutováno v předchozích příspěvcích  QUOTE "(Cvrčková, 1993; Cvrčková, 1995; Cvrčková, 1998)" 
(Cvrčková, 1993; Cvrčková, 1995; Cvrčková, 1998)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03168\15168 /id Cvrčková 1995\00\15\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03453\15453 /id Cvrčková 1998\00\15\00 
; zde si připomeňme, že mezi kvasinkovými cdc (cell division cycle) mutanty jsou kromě mutantů v centrálních regulátorech buněčného typu i takoví, u nichž primární poškození souvisí 

Tab. 1. Vybraní mutanti Saccharomyces cerevisiae vykazující defekty buněčné morfogeneze. V tabulce jsou uvedeni reprezentativní mutanti jednotlivých fenotypových tříd, u nichž jsou zároveň známé a dobře charakterizované homologní geny u živočichů nebo i rostlin. Odkazy na literaturu jsou uvedeny v navazující diskusi jednotlivých genů. t.s. – teplotně senzitivní mutace.

Gen
Mutace
Fenotyp
Protein
Funkce

SEC4
t.s.

letální zástava růstu buňky


Rab GTPáza
sekrece proteinů

SEC19/GDI1
t.s.
jako sec4
jako sec4
Rab GDI
sekrece proteinů

BUD1/

RSR1
delece

náhodná lokalizace pupene


GTPáza příbuzná Ras
signalizace, jedním z cílů je Cdc42p

CDC42
t.s.

neschopnost pučet při zachovaném růstu
GTPáza rodiny Rho
signalizace, jedním z cílů je aktin

CDC24
t.s.
jako cdc42
jako cdc42
GEF
kofaktor Cdc42p

CDC43
t.s.
jako cdc42
jako cdc42
prenyltransferáza
posttranslační modifikace Cdc42p

CDC12
t.s.

defekt v cytokinezi – oddělení krčku pupene
septin
součást cytoskeletální struktury v krčku pupene

PKC1
bodová

mutace

letální v hypotonickém prostředí – lyze stěny v růstové zóně
protein kináza C
signalizace, komunikuje s glukan syntázou prostřednictvím GTPázy Rho

s morfogenezí (např. neschopnost pučet). Další „morfogenetičtí“ mutanti byli získáni při studiu sekrece proteinů či cíleným vyhledáváním (často za použití složitě konstruovaných selekčních systémů zaměřených např. na hledání genů, jejichž produkty interagují s již známým genem). Několik příkladů kvasinkových mutací ovlivňujících buněčnou morfogenezi shrnuje Tab. 1.

Při analýze mutantů je však nutno mít na paměti, že poškození nějaké buněčné funkce může mít příčiny dvojího typu: mutací mohou být zasaženy buďto vlastní strukturní složky buňky – např. cytoskeletální proteiny, anebo elementy často i velice vzdálených signalizačních drah. Přijmeme-li metaforu buňky jakožto domu postaveného z molekul jako z cihel, abnormální fenotyp mutanta lze přirovnat ke špatně postavenému domu; je však podstatný rozdíl, zda je tento dům postaven podle správných plánů ze špatného materiálu, nebo naopak (Obr. 4).

Obr. 4. Je více způsobů, jak postavit špatný dům: (a) ze špatného materiálu, (b) podle špatných plánů (volně podle Victora Cida).

Funkční cyklus malých GTPáz. Klíčovou úlohu v mnoha morfogenetických dějích hrají malé GTPázy z nadrodiny (superfamily) Ras a jejich proteinové kofaktory  QUOTE "(Zerial and Huber, 1995; Zárský et al., 1997; Zárský and Cvrčková, 1999)" 
(Zerial and Huber, 1995; Žárský et al., 1997; Žárský and Cvrčková, 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\0213$13 /id Zárský, Cvrčková, et al. 1997\00$\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03384\1E384 /id Zárský & Cvrčková 1999\00\1E\00 
. 

Tyto proteiny procházejí funkčním cyklem (Obr. 5), který zahrnuje vazbu GTP, jeho štěpení za asistence proteinu označovaného jako GAP (GTPase activating protein), a výměnu vzniklého GDP za novou molekulu GTP za pomoci výměnného faktoru (GEF – GTPase exchange factor). Zmíněné kofaktory mohou být lokalizovány na různých buněčných strukturách, takže mezi nimi GTPáza putuje, a může se přitom aktivně podílet např. na transportu membránových váčků. Navíc jsou malé GTPázy posttranslačně prenylovány, což jim udílí schopnost být alespoň v některých úsecích funkčního cyklu periferními membránovými proteiny.

Uvedené kofaktory malých GTPáz ovšem nejsou jediné – za zmínku stojí i inhibitory disociace GDP (GDI – GDP dissociation inhibitor) či nedávno popsaný „GDI displacement factor“ (GDF –  QUOTE "(Dirac-Svejstrup et al., 1997)" 
Dirac-Svejstrup et al., 1997)
.

Z mnoha biologických funkcí malých GTPáz si připomeňme aspoň dvě, které mají bezprostřední vztah k našemu tématu.








Obr. 5 Funkční cyklus malé GTPázy na příkladu „sekrečního“ G-proteinu Rab.

Rab GTPázy a dráha sekrece proteinů. Většina našich znalostí o mechanismech vnitrobuněčného transportu makromolekul a supramolekulárních struktur je odvozena především ze studia kvasinkových a živočišných buněk. Centrem dlouhodobého zájmu je zejména dráha sekrece proteinů – systém zodpovědný za adresování a dopravu bílkovinných molekul do buněčných kompartmentů prostřednictvím membránových váčků. Počet známých proteinů účastnících se sekrece jde do stovek, a neustále jsou popisovány nové a nové  QUOTE "(Rothblatt et al., 1994; Anonymous1995)" 
(Rothblatt et al., 1994; Stillman, 1995)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03411\15411 /id Stillman 1995\00\15\00 
. Jednotlivé kroky sekreční dráhy sestávají z odštěpování membránových váčků z donorového kompartmentu, jejich transportu do cílového místa a fúze s cílovým kompartmentem. 

Váčky jsou při svém putování nitrem buňky doprovázeny malými GTPázami rodiny Rab, které jsou zřejmě nutné pro sekreci jako takovou (kvasinkové geny SEC4 a SEC19 jsou esenciální – viz Tab. 1.). Různé podtřídy Rab GTPáz jsou specificky spojeny s jednotlivými kroky transportu váčků (Obr. 6)  QUOTE "(Zerial and Huber, 1995)" 
(Zerial and Huber, 1995)
. Dělba práce mezi Rab proteiny je zřejmě záležitostí evolučně velice starou – u rostlin lze snadno identifikovat ortology jednotlivých živočišných Rab GTPáz   QUOTE "(Zárský and Cvrčková, 1997)" 
(Žárský and Cvrčková, 1997)
. 











Obr. 6. „Dělba práce“ mezi jednotlivými GTPázami rodiny Rab. Podle (Zerial a Huber, 1995).

Vlastní fúze váčků s cílovým kompartmentem závisí na vzájemném rozpoznání specifických proteinů na váčcích – v-SNAREs – a na cílovém kompartmentu – t-SNAREs  QUOTE "(Rothman and Wieland, 1996)" 
(Rothman and Wieland, 1996)
; kontakt v-SNARE/t-SNARE je dokonce postačující k fúzi váčků in vitro  QUOTE "(Weber et al., 1998)" 
(Weber et al., 1998)
. In vivo se však na fúzi zřejmě podílí i Rab GTPáza, i když není zcela jasné jak  QUOTE "(Lupashin and Waters, 1997)" 
(Lupashin and Waters, 1997)
. 

Poslední krok sekreční dráhy – vlastní exocytóza čili splývání váčků s cytoplasmatickou membránou – vyžaduje multiproteinový proteinový komplex označovaný jako Exocyst  QUOTE "(TerBush et al., 1996; Kee et al., 1997; Guo et al., 1999)" 
(TerBush et al., 1996; Kee et al., 1997; Guo et al., 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03431\1D431 /id Kee, Yoo, et al. 1997\00\1D\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03435\1E435 /id Guo, Roth, et al. 1999\00\1E\00 
. Ačkoli Exocyst byl až dosud biochemicky a geneticky charakterizován pouze u kvasinek a metazoí, analýza dostupných genomových sekvencí rostlinného původu svědčí o jeho přítomnosti v rostlinných buňkách (Cvrčková et al., rukopis zaslaný do tisku).

Až do nedávné doby se předpokládalo, že evoluční konzervace sekreční dráhy se týká jen jejích jednotlivých kroků, ne vždy však i celkové biologické funkce této dráhy. Zejména cytokineze byla pokládána za pochod výrazně diverzifikovaný (viz obr. 2), a předpokládalo se, že sekrece se na tomto ději podílí pouze u buněk, které vlastní buněčnou stěnu. Překvapením proto bylo zjištění, že sekreční dráha se účastní závěru cytokineze („odškrcení“ dceřinných buněk v místě kontraktilního prstence) i v živočišné říši, a že živočišná „midzone“ je tedy jakousi obdobou fragmoplastu. Není zřejmé, zda jde zejména o nutnost doručení specifických signálních molekul na místo cytokineze, nebo o vlastní dodávku membrány  QUOTE "(Bowerman and Severson, 1999)" 
(Bowerman and Severson, 1999)
. V každém případě však tento nález inspiruje k hledání homologů dalších kofaktorů a efektorů Rab GTPáz v organismech, v nichž nebyly dosud popsány. 

Rho GTPázy a aktinový cytoskelet.  Uspořádání sítě aktinových vláken je řízeno mimo jiné též signalizačním modulem, jehož jádrem jsou malé GTPázy rodiny Rho sensu lato. Patří sem zejména kvasinkové proteiny Cdc42 a Rho, živočišné GTPázy Rho, Rac a Cdc42, a rostlinné GTPázy označované jako Rop – „Rho of plants“. Jak se ostatně dalo očekávat, i pro tyto GTPázy byly identifikovány „standardní“ proteinové kofaktory GEF, GAP a GDI  QUOTE "(Zerial and Huber, 1995; Hall, 1998; Schmidt and Hall, 1998; Johnson, 1999; Bischoff et al., 1999)" 
(Zerial and Huber, 1995; Hall, 1998; Schmidt and Hall, 1998; Johnson, 1999; Bischoff et al., 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03237\11237 /id Hall 1998\00\11\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03324\1B324 /id Schmidt & Hall 1998\00\1B\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03333\14333 /id Johnson 1999\00\14\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03326(326 /id Bischoff, Molendijk, et al. 1999\00(\00 
. Další podstatnou složkou modulu jsou proteiny označované jako forminy (FH proteiny), původně popsané na základě myší mutace způsobující deformaci končetin, později však nalezené i v kvasinkách; geny kódující homology forminů byly identifikovány též v genomu Arabidopsis thaliana  QUOTE "(Frazier and Field, 1997; Wasserman, 1998; Cvrčková, 2000)" 
(Frazier and Field, 1997; Wasserman, 1998; Cvrčková, 2000)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03367\16367 /id Wasserman 1998\00\16\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03389\15389 /id Cvrčková 2000\00\15\00 
.
Na rozdíl od GTPáz rodiny Rab, kde lze snadno identifikovat ortologní proteiny i u evolučně vzdálených organismů, jsou Rho proteiny podstatně více diverzifikovány (což ostatně odráží i jejich terminologie). Strukturní rozmanitost malých GTPáz se odráží i v rozmanitosti funkcí – jediným jednotícím prvkem je zde zřejmě souvislost s aktinovým cytoskeletem.

Živočišné Rho GTPázy Rho, Rac a Cdc42 se účastní např. vrásnění cytoplasmatické membrány (membrane ruffling), tvorby filopodií, lamellipodií a „stresových vláken“  QUOTE "(Hall, 1998)" 
(Hall, 1998)
, kdežto Cdc42 a Rho kvasinek se podílejí na vzniku pupene – procesu, který rovněž zahrnuje reorganizaci kortikálního aktinu  QUOTE "(Chant, 1999; Ridley, 2000)" 
(Chant, 1999; Ridley, 2000)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03418\13418 /id Ridley 2000\00\13\00 
. U rostlin byla prokázána účast Rop GTPáz na udržování polarity vrcholového růstu pylové láčky  QUOTE "(Lin and Yang, 1997; Kost et al., 1999; Li et al., 1999)" 
(Lin and Yang, 1997; Kost et al., 1999; Li et al., 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03357#357 /id Kost, Lemichez, et al. 1999\00#\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03355\1C355 /id Li, Lin, et al. 1999\00\1C\00 
.

Je však nutno poznamenat, že regulace uspořádání a funkce aktinové sítě není jedinou funkcí Rho GTPáz. Tak například jeden z kvasinkových Rho proteinů je regulační podjednotkou glukansyntázy – enzymu, který se účastní budování buněčné stěny  QUOTE "(Drgonova et al., 1996)" 
(Drgonova et al., 1996)
. Dalšími efektory GTPáz rodiny Rho jsou protein kinázy typu PAK, septiny – evolučně konzervované proteiny, které jsou základem kontraktilního prstence podílejícího se na cytokinezi živočišných buněk i „krčku“ kvasinkového pupene, a dokonce i transkripční faktory  QUOTE "(Manser et al., 1994; Cvrčková et al., 1995; Minden et al., 1995; Simon et al., 1995)" 
(Manser et al., 1994; Cvrčková et al., 1995; Minden et al., 1995; Simon et al., 1995)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\0221)21 /id Cvrčková, De Virgilio, et al. 1995\00)\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03259 259 /id Minden, Lin, et al. 1995\00 \00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#c:\5Cprogram files\5Cwinrm8\5Cdata\5Cfatima\03\00\03227'227 /id Simon, De Virgilio, et al. 1995\00'\00 
. 

Signalizace zprostředkovaná Ca2+. Některé mutantní alely kvasinkové protein kinázy C (PKC1) interferují s regulací jednoho z klíčových enzymů syntézy buněčné stěny – glukan syntázy (jejíž regulační podjednotkou je GTPáza Rho – viz výše). To naznačuje možný význam signalizace zprostředkované vápenatými ionty pro ustavení směrovaného růstu  QUOTE "(Drgonova et al., 1996)" 
(Drgoňová et al., 1996)
. U větších buněk, jako jsou zygoty hnědé řasy Fucus či pylové láčky vyšších rostlin, lze přímo měřit iontové toky, a vskutku tam byla prokázána nezbytnost směrovaného gradientu cytoplasmatického Ca2+ s vrcholem v růstové zóně  QUOTE "(Feijó et al., 1995; Fowler and Quatrano, 1997; Franklin-Tong, 1999)" 
(Feijó et al., 1995; Fowler and Quatrano, 1997; Franklin-Tong, 1999)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03440\1E440 /id Fowler & Quatrano 1997\00\1E\00 

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03406\1A406 /id Franklin-Tong 1999\00\1A\00 
. Jedním z cílů signalizace zprostředkované vápenatými ionty je zřejmě sám proces sekrece  QUOTE "(Thiel and Battey, 1998)" 
(Thiel and Battey, 1998)
.


Obr. 7. Společné rysy polárního růstu buňky pučivé kvasinky (a), zygoty hnědé řasy r. Fucus (b) a pylové láčky vyšších rostlin (c). Hvězdičky: GTPáza rodiny Rho; trojúhelník – gradient či tok Ca2+; tečka – přestavby kortikálního aktinu.

Model obecného mechanismu ustavení buněčné polarity. Na základě výše uvedených příkladů lze – navzdory veškeré strukturní rozmanitosti eukaryotních buněk – identifikovat pravděpodobné společné rysy morfogenních pochodů v buňkách hub, hnědých řas a vyšších rostlin, které by mohly být základem obecného modelu platného snad přinejmenším vrcholový růst buněk vlastnících buněčnou stěnu (Obr. 7).  Takovými sjednocujícími prvky jsou zejména:

· funkce Ca2+ jakožto nositele signálu určujícího lokalizaci růstu v rámci buněčného povrchu či směr polarizace

· lokální aktivita malých GTPáz z rodiny Rho v místě růstu povrchu

· reorganizace kortikální aktinové sítě předcházející vlastnímu vrcholovému růstu

· účast sekreční dráhy na vlastní expanzi povrchových struktur.

IV. DODATEK: BUNĚČNÝ CYKLUS JAKOŽTO ONTOGENEZE A MORFOGENEZE

U jednobuněčných organismů, jako jsou například kvasinky, splývá ontogeneze s buněčnou morfogenezí a buněčným cyklem. Pučení buněk Saccharomyces cerevisiae je dobrým modelem pro studium vztahů mezi centrálními regulátory buněčného cyklu (CDK, cykliny) a „výkonnými funkcemi“, které v tomto případě mohou být lehce studovány na morfologické úrovni. Vždyť přece kvasinkový model vděčí za svůj úspěch mimo jiné i skutečnosti, že z velikosti pupene lze usuzovat na stadium buněčného cyklu.

Zájemce o problematiku regulace eukaryotního buněčného cyklu odkazuji na předchozí díly této série sborníků  QUOTE "(Cvrčková, 1995; Cvrčková, 1998)" 
(Cvrčková, 1995; Cvrčková, 1998)

 QUOTE ""  ADDIN REFMAN ˙\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00#C:\5CProgram Files\5CWinRM8\5CData\5CFatima\03\00\03453\15453 /id Cvrčková 1998\00\15\00 
; plný text lze získat též na http://www.natur.cuni.cz/˜fatima/.

Vskutku již identifikace „morfogenetických“ genů CDC24, CDC42 a CDC43 v rámci hledání mutantů s poškozenými funkcemi buněčného cyklu svědčí o těsném sepětí mezi buněčným cyklem a morfogenezí. Toto sepětí je zřejmě záležitostí obousměrnou: porucha pučení (např. u cdc24 buněk vystavených restriktivní teplotě) vyvolává dočasný nebo trvalý premitotický blok cyklu prostřednictvím inhibiční fosforylace proteinkinázy Cdc28 na Y19  QUOTE "(Lew and Reed, 1995a)" 
(Lew and Reed, 1995a)
.

Představu o možném mechanismu přineslo jednak zjištění, že pučení je podstatně citlivější k narušení funkce G1 cyklinů (Cln1, Cln2) než kupříkladu replikace DNA  QUOTE "(Cvrčková and Nasmyth, 1993)" 
(Cvrčková and Nasmyth, 1993)
, jednak pozorování, že G1 cykliny stimulují vrcholový růst charakteristický pro časná stadia vývoje pupene, kdežto cykliny typu B (působící v pozdějších stadiích cyklu) indukují izometrickou expanzi buňky  QUOTE "(Lew and Reed, 1995b)" 
(Lew and Reed, 1995b)
. Ačkoli obdobné situace u jiných organismů nebyly systematicky studovány, je pozoruhodné, že i jiné buňky zpravidla zahajují polární růst v G1 fázi, a např. pylová zrna tuto schopnost ztrácejí, pokud G1 opustí (Žárský et al., 1992). Podrobnější diskusi čtenář nalezne v přehledu  QUOTE "(Cvrčková et al., 1997)" 
(Cvrčková et al., 1997)
. 
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