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ABSTRAKT

Rostlina, jakozto pfisedly organismus, nedisponuje velkymi moznostmi fyzického uniku a
s nepfizni prostiedi se vyrovnava pfizpisobenim. Jednim z mnoha rostlinnych smyslu
zasadnich pro zaznamenani zmén v prostfedi je mechanorecepce. Rostlina vnima a rozliSuje
mnoho mechanickych podnétd, které mohou mimo jiné ovliviiovat rostlinnou imunitu a
morfogenezi. Na mechanicky podnét reaguje cela burika a mechanorecepce se zfejmé ucastni
mnozstvi jejich struktur. Jakakoliv zmé&na na bunécné sténé — hranici mezi burikou a jejim
okolim — se pfenas$i na plasmatickou membranu a z ni je signal veden dale pfes cytoskelet,
potencialné i na daldi struktury. Jedna se o tzv. kontinuum bunééna sténa — cytoplasmaticka
membrana — cytoskelet a stézejnim tématem mé prace je vyuziti tohoto konceptu pro osvétleni

molekularnich mechanism{ mechanorecepce u rostlin.

Klicova slova: mechanorecepce, kontinuum bunééna sténa — plasmatickd membrana —

cytoskelet, vapnikova signalizace, cytoskelet.

ABSTRACT

Plant, as sedentary organism, does not have many possibilities to physically escape it's
unpleasant surroundings, instead it adapts oneself. One of many plant senses that are crucial
for tracking environment changes is mechanoreception. Plant senses and differentiates
between many mechanical cues, some of them affecting plant immunity and morphogenesis.
The whole plant cell reacts to mechanical cues and many cellular structures are involved in
mechanoreception. Any change in cell wall — a borderline between the cell and it's
surroundings — is transduced to plasma membrane, then to the cytoskeleton and potentially to
other structures. Concept of this cell wall-plasma membrane-cytoskeleton continuum and it's
use as an instrument to illuminate molecular mechanisms of mechanoreception in plants are

the key topics of my thesis.

Key words: mechanoreception, cell wall-plasma membrane-cytoskeleton continuum, calcium

signalisation, cytoskeleton.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ADF — Actin Depolymerazing Factor

BS-PM-C kontinuum — kontinuum buné&cné stény - plasmatické membrany - cytoskeletu
CaM — Calmodulin

Cdc12 — Cell division cycle12

CML — Calmodulin-like

Dia1 — Diaphanous1

EB1 — End Binding1

ER - endoplazmatické retikulum

FH — Formin Homology

GA - golgiho aparat

ILR — Integrin-Like Receptor

IQD — IQ67 Domain

MCA - Mid1-Complementing Activity1

MSC — Mechanosensitive channel

MSL — Mechanosensitive channel of Small conductance-Like
NDR — Non-race-specific Disease Resistance1

OPR3 - Oxophytodienoate Reductase3

TCH —Touch

WAK — Wall Associated Kinase

WT — wild type



2 Uvob

2.1 MECHANORECEPCE U ROSTLIN

Schopnost vnimat mechanické podnéty je pro rostliny kli¢ova, nebot zprostfedkovava

informace jak o bezprostifednim okoli, tak i o stavu samotného organismu.

Rostliny reaguji na velmi drobné a pfechodné podnéty, jako je dotyk jehlou, na néjz kultivované
bunky petrzele (Petroselinum crispum) odpovidaji pfesunem cytoplasmy a zvySenim produkce
kyslikovych radikalt (Gus-Mayer et al., 1998). Podobné se tyto buriky chovaji pfi napadeni
patogenni houbou Phytophthora infestans, ktera specializovanou hyfou penetruje bunétnou
sténu - pfesouvaji svou cytoplasmu a jadro pod misto penetrace (Gross et al., 1993). Dotek je

tak zfejmé zasadni pro registraci patogen.

| doteky vétSiho rozsahu, jako je napfiklad tfeni listd &i stonkd mezi prsty, zfejmé téz regulu;ji
rostlinnou imunitu — drazdéné rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) ziskaly
resistenci k oomyceté Botrytis cinerea (Chehab et al., 2012). Kromé imunity takové doteky
ovliviiuji celkovy habitus i ontogenezi rostliny — drazdéné rostliny mivaji mensi a robustnéjsi
vzrast, mimo jiné pozdéji kvetou (Jaffe, 1973). Tento jev se nazyva thigmomorfogeneze.
Mozny duvod pro existenci takového vyvojového programu je, ze mensi a mohutnéjsi rostlina

Iépe odolava seSlapu, lamani i rychlému vétru.

Samotny zakrsly vzhled mlze byt vysledkem jasmonatové signalizace, ktera souvisi jak se
systémovou imunitou, tak s thigmomorfogenezi. Ukazalo se, ze over-exprese genu pro OPR-
3, gen jehoZ produkt hraje roli v biosyntetické draze jasmonatu, vede k fenotypu, ktery u rostlin,
jichZ se nikdo nedotykal, vypadal velmi podobné jako thigmomorfogeneze u WT. Naopak
rostliny s defekty v syntéze jasmonatu na dotyk nereagovaly (Chehab et al., 2012). Dotek
kromé& jasmonatové signalizace ovliviuje i signalizaci ethylenovou, navic samotny efekt
ethylenu na rostlinu pfipomina thigmomorfogenezi (Mensuali-Sodi et al., 2006).
Fytohormonalni signalizace se pochopitelné vyskytuje i v pfipadé napadeni herbivorem, jako
je tfeba housenka. V této oblasti bylo nedavno zjisténo, Ze rostlina reaguje nejen na poskozeni

pletiv, ale i na specifické vibrace vyvolané rytmickym chroustanim larvy (Body et al., 2019).

Dalsi, tradi¢né;jsi, pfiklady makroskopické mechanorecepce jsou nékteré masozravé rostliny a
citlivka (Mimosa pudica), které po indukci dotykem dokazi vyvijet pohyby v pro rostliny
nevidaném tempu. Masozravka mucholapka venusina (Dionaea muscipula) sklapuje své pasti
na zakladé podrazdéni citlivych trichomud uvniti (Curtis, 1834). Sklapuje je ovSem pouze po
speficickém podrazdéni — na proud vzduchu, €i protékajici vodu nereaguje a rozeznava tak
rizné typy stimuld (Darwin, 1875a). Soucasna teorie tvrdi, Ze podrazdéni trichomul vede ke

vzniku akéniho potencialu v pfilehlych pletivech. Tento signal se Sifi az dojde k motorovym
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bunkam vyskytujicim se v blizkosti stfedniho Zebra listu na vnitfni i vnéjSi strané. Nasledné se
v motorovych bunkach oteviou iontové kanaly a pumpy, zméni se osmotické poméry, voda
aquaporiny opusti vnifni motorické burnky. Naopak vnéjsi motorické bufky nabudou na objemu
a past se sklapne. Podporou této teorie je fakt, Zze k zavfeni pasti dojde i po elektrostimulaci
(Volkov et al., 2007). Podobné jako mucholapka i rosnatka (Drosera rotundifolia) obtaci své

lepkavé listy kolem kofisti po patficné mechanické stimulaci (Darwin, 1875b).

Citlivka také sklapuje listky svého slozeného listu po doteku (Pfeffer, 1873). Mechanismus
sklapnuti je pododobny jako u mucholapky — ve specializované ztloustlé ¢asti fapiku tzv.
pulvinu, dojde vlivem pfenosu elektrochemického signalu ke zménam v turgorovych pomérech
a listky se sklopi (Roblin, 1982; Fromm a Eschrich, 1988).

Nékteré mechanické stimuly plsobi na rostliny neustale — jako napf. jeji vlastni vaha. Bylo
Zjisténo, Ze rostlindm husenicku sekundarné tloustnou stonky pod tihou vlastniho kvétenstvi.
Mnozstvi sekundarniho dieva pozitivné korelovalo pouze s délkou stonku, nikoliv napfiklad se
stafim rostliny. Ukazalo se také, Ze pfi pouZiti 2,59 agarového blo¢ku jako zatéZe pfipevnéné
na stoncich, dochazelo k sekundarnimu tloustnuti i u mladych rostlin s jinak kratkym stonkem
a zvysila se exprese genu indukovanych dotykem (Ko et al., 2004). Mechanismus kontroly
vlastni tihy mGze byt zasadni u ovocnych stromu, kde plody Casto dosahuji velké vahy a

nepfipravena vétev se pod ni snadno zlomi.

Dal$i neustale plsobici silou, je sila gravitacni, ktera by podle vSeho mohla byt rostlinou
vnimana jako mechanicky stimul. Statolitova hypotéza kofenové gravirecepce fika, ze pfi
zmeéneé orientace kofene dochazi ve specializovanych bunkach kofenové Cepicky — statocytech
— k sedimentaci tézkych, Skrob obsahujicich amyloplastl — statolitd — a tato zména v jejich
poloze je odecitana a signalizuje rostoucim vrstvam, které zajisti ohnuti kofenu ve spravném
sméru. Pfesny zplsob pfenosu signalu na molekularni urovni neni v sou€asnosti dostate¢né
objasnén a objevujici se vysledky ukazujici gravirecepci bez pfitomnych statolitd (Edelmann,
2018) vedou az ke zpochybriovani jeji platnosti (Richter, Strauch a Lebert, 2019). Studie vSak
naznacuiji roli aktinového cytoskeletu a ER. Cytoskelet, pfedevsim ten aktinovy, zfejmeé vytvari
v centralni oblasti sit, mozna napojenou na kortikalni mikrotubuly a mechanosensitivni kanaly,
kterou se padajici statolity prodiraji a méni tak tahové poméry a celkové napéti mezi t€mito
provazanymi elementy — tento koncept je uUstfedni v tzv. “tensegrity” modelu gravirecepce
(Yoder et al., 2002).

Aktinovy cytoskelet zfejmeé zprostfedkuje i onen rlst zajistujici ohyb organu. Je znamo, zZe pfi
gravistimulaci dochazi ke zménam v lokalni koncentraci ristového hormonu auxinu. Polarni
transport auxinu je zavisly na membranovych PIN (Pinformed) proteinech, jejichz lokalizace je

podminéna jejich na aktinu zavislém umistovani na membranu. Aktin je ve statocytech pfi



sedimentaci statolitd reorganizovan, coz mulze polarizovat transport PIN proteind na
membranu, tim dojde k polarizaci auxinového toku a elongaci pfilehlych bunék (Friml et al.,
2002).

Roli ER pak nahrava fakt, ze statocyty obsahuji kromé tubularniho ER, které se vyskytuje
hlavné ve stfedu bunky spole¢né s jadrem, diktyosomy a statolity, jesté tzv. nodalni ER. Tato
specializovana struktura ohraniCuje ve formé pevnych platovitych cisteren kortikalni oblast a
mozna ji chrani pfed disturbancemi a naruSenim moznych interakci mezi aktinovym
cytoskeletem a mechanosenzitivnimi kanaly cestujicimi amyloplasty. (Zheng a Staehelin,
2002).

Jak ilustruji vySe uvedené priklady, mechanické podnéty jsou vSudypfitomné a rostliny je
vnimaji a reaguji na né. Ovliviuji rostlinny rust kvalitativné i kvantitativné a modifikuji interakce
rostliny s okolim. Ruzné podnéty by se daly pfevést na tlak ¢i tah vyvijeny rdznymi prostiedky
na razné Casti celé rostliny, pletiv i rostlinné bunky, rostlina mezi nimi rozliSuje, odpovida na
né rlzné, zaroven maji mechanismy vnimani jednotlivych stimuld mnoho spole¢nych rysu.
Rozsah s jakym mechanorecepce ovliviiuje kazdodenni rostlinné byti neni zcela
zdokumentovan, zasahuje do déju na prvni pohled s mechanorecepci nesouvisejicimi a muze

tak stat v hierarchii rostlinnych smyslu vySe, nez se zda.

3 MECHANORECEPCE NA BUNECNE UROVNI

Jakakoliv signalizace se da rozdélit na nékolik fazi — pfijem, pfenos a pfeména signalu. Pfi
vhimani mechanického podnétu se zapojuje Siroké spektrum bunécnych struktur. Topologicky
stoji na po¢atku mechanorecepce bunééna sténa spolu s plasmatickou membranou jako prvky
na pomezi buriky a okolniho svéta. Plasmaticka membrana obsahuje mnozstvi receptort a
kanall umoznujicich pfijem a predani signalu (Monshausen a Gilroy, 2009; Monshausen a
Haswell, 2013), ackoli jen nemnoho z nich je dostate¢né prostudovano. Kanaly pfeménuji
mechanické zmény v plasmatické membrané na zménu iontovych, nasledné pfipadné i
osmotickych, pomeérl v cytoplasmé i apoplastu. Obménu iontd zaznamenavaji dalSi ¢lenové
signaliza¢ni kaskady, ktefi se mohou v disledku toho aktivovat/deaktivovat navazanim

ligandu, fosforylaci, zmé&nou konformace a pfenaset signal dal.

Jeden z modelt mechanorecepce uvazuje kontinuum bunécéné stény, plasmatické membrany
a cytoskeletu (dale jen BS-PM-C kontinuum), které je fyzicky i funk&né propojené (Liu, Persson
a Sanchez-Rodriguez, 2015), zmény v kterémkoliv jeho prvku se pfenasi na ty ostatni a ty
nasledné reaguiji proti jakémukoliv vySinuti v zajmu zachovani, obnoveni i nastoleni relativné

idealniho stavu.

V nasledujicim textu budou bliZe rozebrani jednotlivi aktéfi a propojeni v BS-PM-C kontinuu.
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Obzvlastni pozornost bude vénovana uloze cytoskeletu. Problematika souvisejicich jevi bude

vylozena stru¢néji a s ohledem na jejich zasazeni do ramce konceptu BS-PM-C kotinua.

3.1 RECEPTORY BUNECNE STENY

3.1.1 WAK

WAKSs (Wall-Associated Kinases) jsou transmembranové proteiny z rodiny RLKs (Receptor-
Like Kinases). Jednim z nejprozkoumangjsich je WAK1 z husenitku. Asociuje s buné&énou
sténou (He, Fujiki a Kohorn, 1996), je svou extracelularni doménou vazan na pektiny (Wagner
a Kohorn, 2001), pfesnéji na homogalakturonany (Decreux et al., 2006) a menSsi
oligogalakturonidy (Brutus et al, 2010). MensSi fragmenty pektind vznikaji hydrolyzou
pektinovych polymert pomoci pektinaz vylu¢ovanych patogenem ¢i pfi poranéni tvorfenych
samotnou rostlinou (Orozco-Cardenas a Ryan, 1999). Aplikace oligogalakturonidd ovliviiuje
expresi celé fady genl ucCastnicich se obrannych mechanismi, a dokonce za podminky
mechanické perturbace indukuje depozici kalézy (Denoux et al., 2008). Exprese AIWAK1 a ji
podobné AWAK 2 je zvySena v oblastech poranéni listd (Wagner a Kohorn, 2001), AWAK1
ovliviuje expresi PR 1 (Patogen Related 1) proteinu a nékteré pfibuzné WAKYy z ryze (Oryza

sativa) se u€astni obrany pfed houbovym patogenem (Delteil et al., 2016).
3.1.21LR

ILRs (Integrin-Like Receptors) je rodina kinaz podobna pravym zivociSnym integrinim, jejichz
homology v$ak u rostlin nenalézame. Zivodi$né integriny vazou RGD motiv (sekvence
aminokyselin arginin — glycin — asparagova kyselina) pfitomny na proteinech extracelularni
matrix a zajistuji tak adhezi bunék k substratu (Smith a Cheresh, 1990). Efekt RGD peptidu
byl pozorovan i na rostlinnych bunkach —shluky tvofené protoplasty v mediu se po pfidani

peptidu rozpustily (Zhu et al., 1993).

RGD peptid také rusi propojeni plasmatické membrany s bunécnou sténou (Carrasco et al.,
1998). Tato propojeni zaujimajicii formu tenkych provazcu natazenych mezi plasmolyzovanou
cytoplasmou a bunécnou sténou se nazyvaji Hechtovy provazce podle svého obijevitele.
Vychazeji jak z plasmodezmu — mezibuné€nych kanall skrz bunéénou sténu — tak i mimo né,
coz bylo dokazano u epidermalnich bunék cibule, které z jedné své strany nemaji sousedni
buriku a pfesto z této stény Hechtovy provazce vychazeji (Pont-Lezica, Mcnally a Pickard,
1993). V provazcich je pfitomno ER, které se u rostlinnych bunék vyskytuje kortikalné a muze
tak byt v tomto pfipadé soucasti spojky plasmatické membrany a bunécné stény. Dokonce
bylo pozorovano vétveni Hechtovych provazcu, které naznacuje roli téz vétveného ER jako
leSeni (Pont-Lezica, Mcnally a Pickard, 1993; Oparka, Prior a Crawford, 1994). Charakter
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pfipojeni Hechtovych provazcl neni uplné jasny, ale interakce s RGD peptidem poukazuje na
ILR.

Mutanti v genu pro NDR1 (Non-race-specific Disease Resistance1), integrin-like membranovy
protein, maji poruSenou adhezi plasmatické membrany k bunétné sténé pfi plasmolyze
(Obrazek 1) a jsou vic nachylini k infekci patogenni bakterii Pseudomonas siringae. V tomto
pfipadé samotny protein NDR1 nese RGD podobnou sekvenci NGD a mohl by tak signalizovat
dalSim proteinlm vazajicim RGD sekvenci. Mutace v tomto misté vSak nijak neovlivnila
asociaci s interagujicimi proteiny & s vlastnim oligomerem, zplsobila ov§em snizeni

resistence vUc¢i bakterialni nakaze (Knepper, Savory a Day, 2011).

A g 2 min

Col-0

ndrt-1

Obrazek 1: A) prubéh plasmolyzy epidermalnich bunék cibule WT a ndr1 rostliny s viditelné vétsi disociaci
protoplastu od bunééné stény u mutanta. B) mutantni bunka komplementovana fluorescenéné znatenym NDR1
proteinem, Sipky oznacuji Hechtovy provazce (Knepper, Savory a Day, 2011).

Kultivované kofenové buriky kukufice (Zea mays) maji pfi pfidani peptidu s RGD sekvenci
pozorovatelné odchlipnuti membrany od bunééné stény uz v kontrolnim mediu. V

hyperosmotickém roztoku pak je jejich plasmolyza mnohem zfetelnéjSi nez u kontrolnich
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bunék. Pouziti protilatek proti 31 podjednotce lidského integrinu ukazala na pfitomnost ILR na
membrané a v pfipadé plasmolyzy pfimo v mistech adheze mebrany ke sténé. Autofi se snaZili
objasnit mechanismus rozeznani nedostatku vlahy, ktery vede k signalizaci kyselinou
abscisovou a spekulovali nad moznym vlivem osmotického tlaku. Ukazalo se, Ze
plasmolyzované bufky maji za normalnich okolnosti zvySenou miru syntézy abscisové
kyseliny, to vS8ak neplati pfi pfidani RGD peptidu do media — obsah kyseliny se nezménil (LU
et al., 2007). Osmoticky gradient v tomto pfipadé zpusobuje snizeni turgoru, zménu
mechanickych pomért kontinua plasmatické membrany a bunécné stény, které rostlina

jednoznacné zaznamenava.

AT14a je dalSim kandidatnim proteinem zprostfedkovavajicim komunikaci mezi plasmalemou
a bunécénou sténou. Je lokalizovan na membranu a u mutant( |Ize v hypertonickém prostfedi
pozorovat ztratu spojeni membrany s bunéénou sténou. Buriky s over-expresi AT 14a vytvarely
shluky, mutanti nikoliv. Mutantni bufky byly oproti jinym pouzitym kmendm mnohem kulaté;jsi,

mély zfejmé defektni tvorbu bunééné stény a odliSné usporadani cytoskeletu (Lu et al., 2012).

Diverzita transmembranovych receptorll je obrovska, receptory se Casto uUCastni recepce
patogenu Ci signalizace spojené s imunitni odpovédi. PoruSena bunécna sténa znamena
otevienou branu patogenim a jeji celistvost zasadné snizuje riziko propuknuti nakazy, je proto
dulezité neustdle vSemi moznymi prostfedky sledovat jeji stav a mozné mechanické

poskozeni.

3.2 MECHANOSENSITIVNI KANALY

DalSim jiz zminénym prvkem potencialné stojicim na pocatku mechanorecepce jsou
transmembranové mechanosensitivni iontové kanaly (nékdy zkracovano MSC). Existuje
nékolik modelld zplsobu otevirani téchto kanall — “stretch-activated channels” se aktivuji v
didsledku pusobeni tahu napinané membrany, tento zpusob se jevi nejcastéjSi u soucasné
prozkoumanych rostlinnych mechanosensitivnich kanald; “tethered channels” jsou otevirany
tahem vyvijenym na vlakno pfipojené pfimo ke kanalu, Ci k pfilehlé membrané; obdobny
“trapdoor” model nabizi proteinovou doménu pfipevnénou k cytoskeletu, Ci néjaké slozce
buné&cné stény, ktera funguje jako dvirka pfipevnéna k provazku. Posledni dva modely jsou
spiSe spekulativni (Monshausen a Haswell, 2013), nepodafilo se mi nalézt konkrétni prace,

které by se jimi zabyvaly.
3.2.1 MSL

Mechanosensitivni jsou kandly z rodiny MSL (Mechanosensitive channel of Small

conductance-Like), homology bakterialniho kanalu MscS (Mechanosensitive channel of Small
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conductance), které v pfipadé bakterie E. coli slouzi k vyrovnani se s hypoosmotickym Sokem,
oteviraji se v reakci na zvySeny turgor buriky a upoustéji z ni osmoticky aktivni rozpusténé
latky (Levina et al., 1999). V pfipadé Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 10 ¢lenu rodiny liSicich
se svou lokalizaci a funkci v rostlinné burice. MSL2 a MSL3 se vyskytuji na plastidovych
membranach a pravdépodobné podobnym mechanismem, jaky funguje u E. coli, udrzuji
spravny tvar a velikost plastid(, které jsou u dvojitého null mutanta zvétSené, kulovité, jakoby
“nateklé” (Haswell a Meyerowitz, 2006). MSL8 se podili na zdarném vyvoji pylové lacky v
pribéhu opyleni, kdy podstupuje spoustu osmotickych zmén - voda vstupuje do
hydratovaného pylového zrna, lacka apikalné roste a je potifeba zajistit pravé takovy turgor,
aby KkliCila, ale pfedCasné nepraskla (Hamilton a Haswell, 2017). MSL9 a MSL10 byly
lokalizovany na plasmatické membrané kofenovych bunék, kde také podle patch-clamp
analyzy plni funkci mechanosensitivnich kanall aktivovanych tahem (Haswell et al., 2008).
Pfesna struktura rostlinnych MSL neni znama, ovSem usuzuje se na podobnost s témi
bakterialnimi, u kterych krystalografie ukazuje, Ze jde o homoheptamerni kanaly, jejichz
podjednotky maji 3 transmembranoveé domény a tvofi pomérné velkou cytosolickou doménu
(Bass et al., 2002). Specificita rostlinnych MSL neni do hloubky prostudovana, je znamo, Ze

MSL10 pUsobi eflux chloridovych aniontu.
3.2.2 MCA

DalSim relativné dobfe prozkoumanym mechanosensorem je MCA1 (Mid1-Complementing
Activity1), integrovany protein se zvlastni a mezi mechanosensitivnimi kanaly unikatni
strukturou — jedna podjednotka tetrameru ma jen jednu helikalni transmembranovou doménu,
ktera samotna pIné postacuje pro prenos Ca?*. Zbyla intracelularni ¢ast proteinu, zda se, slouzi

k regulaci této funkce (Nakano et al., 2011; Kamano et al., 2015).

Mca1-null mutanti Arabidopsis thaliana nebyli schopni rozpoznat rozhrani mékciho a tvrdSiho
rustového media a prorust do tvrdSiho svymi kofeny. U linii velmi silné over-exprimujicich
MCA1 dochéazelo k odumirani rotlin v rannych fazich vyvoje. Trochu mirné&jSi over-exprese
zpusobila, Ze mutanti rostli méné a pozdéji kvetli a plodili, coz pfipomina thigmomorfogeneticky
syndrom (Nakagawa et al., 2007). O tom, Ze by mohlo jit o mechanoreceptory svéd¢i fakt, Ze
pfi over-expresi MCA1 doslo také ke zvy3eni exprese genu TCH3 (Touch 3) — TCH3 je gen
pro jeden z CML (Calmodulin-Like) - Ca?* vazebnych proteinti (Sistrunk et al., 2007), u néhoz
byla doloZena zvy$ena exprese u mechanicky stimulovanych rostlin (Braam a Davis, 1990) —
a experiment s bufkami kfe¢&iho ovaria s vnesenym genem MCA1 reagujicimi na natahovani

zvy$enim vtoku Ca?*, coz naznacuje mozné otevirani tahem (Nakagawa et al., 2007).



3.3 VAPNIKOVA SIGNALIZACE

Vapnikaty kationt je obecnym nastrojem buné&cné signalizace, koncentrovany mimo cytosol —
u rostlin napf. v bunétné sténé, uvnitf ER, vakuoly — mlze byt otevienim pfisluSnych
vapnikovych kanall vyuzit pro rychly a pomijivy, ¢asoprostorové presny pokyn. Zména
cytoplasmatické koncentrace Ca?* provazi celou fadu udalosti (Zhu et al., 2013), mimo jiné i
téch mechanosensitivnich. Vapnikovy signal se Sifi jako vina s riznym trvanim a rdznou
pulzaci a mize se takto ladit na frekvenci potfebnou k aktivaci pfislusné signaliza¢ni drahy.
Napriklad pokud je jedina burika drazdéna jehlou, Ize pozorovat viévani Ca?* do cytoplasmy s
pouze jedinym maximem, pokud je vS8ak mechanicky podnét plosné vétsi, tfeba v podobé
ohnuti celého kofene, objevuji se maxima dvé (Monshausen et al., 2009). Stejné tak v pfipadé
gravistimulace byla zaznamenana dvé maxima, pfi¢emz druhé z nich zmizelo po pouziti
inhibitord mechanosensitivnich kanalt (Toyota et al., 2007) jejichz role v ovliviiovani

cytoplasmatické koncentrace Ca?* byla naznatena v pfedchozi kapitole.

Dale v této kaskadé stoji cytoplasmatické proteiny s Ca?* vazebnymi doménami, jako jsou
napfi¢ organismy velmi konzervované CaM (Calmodulin) a CML (Calmodulin-Like). U
Arabidopsis thaliana jsou nékteré geny koduijici tyto proteiny pfiznaéné oznacené jako Touch
(TCH) geny a to kvuli zvySené expresi v souvislosti s dotykem a jinou mechanickou stimulaci
(Braam a Davis, 1990; Lee, Polisensky a Braam, 2005; Sistrunk et al., 2007). CaM a jim
podobné proteiny mohou na zakladé zmény cytosolické koncentrace vapnikatych kationtu
rozsahle pusobit na pochody v burice diky CaM vazebné doméné vyskytujici se u mnozstvi
proteinl napf. kinaz (Picton, Klee a Cohen, 1980; Watillon et al., 1993), pump (Vorherr et al.,
1990; Ko, Merkle a Neuhaus, 1999) a protein( asociovanych s cytoskeletem (Sobue a Itoh,
1987; Narasimhulu a Reddy, 1998). Mutanti v genu TCH2, ktery kdduje CML24 odlisné
odpovidaji na mechanicky podnét zakouseny kofenem, ktery ma snahu rust ve smeéru vektoru
gravitace, ale nepenetruje naklonénou plochu tuhého agarového média. Ziejmé téz funguje

jako regulator mikrotubuld, nebot mutanti je méli odlisSné usporadané (Wang et al., 2011).

Mimo zprostfedkovaného efektu vapniku pomoci CaM a CML maji ¢asto proteiny pfimo Ca?*

vazebnou doménu.

Pfitomnost Ca?* ovliviiuje vazebné vlastnosti vySe rozebiraného receptoru bunééné stény
WAK?1 (Decreux a Messiaen, 2005). Pektiny, na které se udajné vaze, zaujimaji v prostiedi
bohatém na Ca?* tzv. egg-box konformaci pfipominajici tvar plata na vejce, kde kationt sedi

jako vejce v platu tvofeném dlouhymi fetézci pektint (Obrazek 2) (Grant et al., 1973).



® Ca™
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Obrazek 2: model egg-box konformace pektinli v pfitomnosti vapenatych iontd (podle G. Grant et al., 1973).

Vapnik je v ramci rostlinné signalizace témér nevyhnutelna kfizovatka a ackoliv v této kapitole
nebude vice rozebiran, dalsi pfiblizeni jeho funkci bude nasledovat v kapitolach souvisejicich

s cytoskeletem.

4 ROLE CYTOSKELETU V ROSTLINNE MECHANORECEPCI

4.1 STRUKTURY SOUVISEJiCi S MECHANORECEPCI

Cytoskelet je dynamicka prostorova sit zaujimajici znacné mnozstvi cytoplasmy, meazi
eukaryoty vysoce konzervovana. U prokaryot vzhledem k absenci vétSich endomembranovych
systému, které u eukaryot cytoskelet rozsahle spravuje, neni cytoskeletarni systém moc
rozvinut. Prokaryotické proteiny podobné eukaryotickym jsou vdak znamy — ParM podobny F-
aktinu, btubA a btubB monomery homologické tubulinu (Ent et al., 2002; Jenkins et al., 2002).

U rostlin tvofi cytoskelet aktinova filamenta a mikrotubuly, obé slozky maji spoleéné to, Ze se
skladaji z globularnich monomeru, které k polymeraci vyuzivaji NTP — aktin ATP a tubulin
GTP, jsou polarizované — konce oznacujeme jako (+) a (-) konec a jejich interakce se zbytkem
buriky jsou zprostfedkovany asociovanymi proteiny. Maji sté€Zejni tlohu v bunééném déleni a

polohy organel v burice, vackovém transportu, udavaji tvar bunky a dalsi.

Pro pochopeni molekularnich mechanismi mechanorecepce je dulezité poznavat i
molekularni mechanismy odpovédi na mechanicky stimul. Ta musi po mechanorecepci nutné
nasledovat a doplfiuje tak celou signalizaéni drahu od stimulu po odpovéd a proto se budu v

nasledujicim textu zabyvat i ji.
4.1.1 KORTIKALNI MIKROTUBULY

Kortikalni mikrotubuly jsou typ mikrotubularniho cytoskeletu typicky pro rostliny. Vytvareji v
prostoru pfiléhajicim zevnitf k plasmatické membrané rovnobézné provazce, podél nichz jsou
deponovana celul6zova vlakna. Ve sméru kolmém na celul6zova viadkna je pak burka schopna
elongovat. Celuléza je syntetizovana z UDP-glukézy komplexem proteinl celuléza syntaz
(CESA), prochazejicich skrz membranu, ty ovSem kopiruji svym pohybem uloZeni kortikalnich

mikrotubultd pod membranou. Burika tak muzZe regulovat strukturu a tim odolnost bunécné
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stény pomoci cytoskletalnich elementud. Cely syntetizujici komplex se sklada z nékolika dalSich
proteinll, napriklad CSI (cellulose syntase interactive protein) poutajici CESA k mikrotubuliim
(Li et al., 2012), nebo extracelularni transmembranovy COBRA spojujici buné€nou sténu s

plasmalemou (Fernandez et al., 2005).

Kortikalni mikrotubuly se orientuji na zakladé mechanického podnétu, tahového a tlakového
stresu v bunce, ¢imz ovliviuiji, jakym smérem mUze bunka rist a to jak roste, jak na ni pusobi
tah a tlak. Jedna se o zpétnovazebnou smycku regulujici morfogenezi nejen vrcholového

meristému, ale tfeba i vyvoj kaliSnich listki u Arabidopsis thaliana (Hervieux et al., 2016).

Pod tlakem vyvijenym na pletivo se kortikalni mikrotubuly orientuji napfi¢ burikami kolmo na
vyvijeny tlak, v pfipadé vytvoreni diry v pletivu zabitim jedné, nebo nékolika bunék uprostfed
dochazi k vytvofeni cirkularni struktury (Obrazek 3) (Hamant et al., 2008; Jacques, Verbelen
a Vissenberg, 2013; Berquand et al., 2014; Louveaux, Rochette, et al., 2016). Reorientace
mikrotubull u adzuki fazole (Vigna angularis) nastava u ohybu stonkl jak pfi mechanickém
ohnuti, tak pfi gravitropickém. V obou pfipadech se ukazalo, Ze inhibice mechanosensitivnich
tahem aktivovanych kanalu rusi i reorientaci kortikalnich mikrotubull, naopak inhibice auxinu
nema na mikrotubuly vliv (Ikushima a Shimmen, 2005). Dynamika mikrotubult je narusena
mutaci v genu pro protein katanin, ten je znam tim, ze v pfitomnosti ATP stfiha polymerujici
mikrotubuly (McNally a Vale, 1993). Mutantni rostliny v kataninu vykazuji snizenou reorientaci
kortikalnich mikrotubull a zménu v rUstovych vzorcich bunék vrcholového meristému v

odpovédi na mechanicky stres oproti WT (Uyttewaal et al., 2012).

U reorientovanych mikrotubull I1ze pozorovat zvySeni svazcitosti — oproti béZnym okolnostem
se jednotlivé vétvené mikrotubuly shluknou do orientovanych silngjSich svazka, tim vice pak
reorientace vynikne. Pfi pokusu o vytvofeni kvantitativhich metod, které by mohly slouzit pfi
vyzkumu kortikalnich mikrotubul( byla svaz&itost u vrcholovych meristému pod tlakem opravdu
navySena (Louveaux, Rochette, et al., 2016). Kromé& mutanta v kataninu byl pouzit i mutant ve
specificky rotlinném proteinu SPIRAL2, antagonistovi kataninu, regulujicimu tak kataninovou
stfihaci aktivitu (Wightman et al., 2013). Pouzité fluorescen¢ni markery vSak podle vSeho v
ohledu svazkovani zpUsobuji artefakty, navic cilem studie bylo ukazat funk&nost metody, ne
zmeény v mikrotubulech, k ¢emuz by se po nalezitém pfizplsobeni ovSem pouzit dala
(Louveaux, Rochette, et al., 2016).
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Obrazek 3: buriky apikalniho meristému husenicku s fluorescencné znacenymi mikrotubuly, na které je vyvijen tlak.
(e-g) jsou pfiblizené vyfezy z (a-c). (a, e) situace pred zapocetim tlaCeni, (b, f) situace 15 minut po odstranéni tlaku,
(c, g) situace 16 hodin po odtranéni tlaku. Hvézdicka znadi prasklou buriku. Méfitko = 30 uym (Louveaux et al.,
2016).

Pokus s jinym typem mechanického stimulu — tlakem vyvolanym pm wolframovou €i sklenénou
jehlou pfipominajicim penetrujici parazitickou hyfu, tzv. nanoindentacni experiment — ukazuje
jiné chovani mikrotubul(. Sit' kortikalnich mikrotubult v misté dotyku depolymerovala a utvoril
se oblak GFP-tubulinu, ktery se pfi pfesouvani jehly po povrchu pohyboval s ni. Oblak byl
zpocatku obklopen zénou bez signalu, ta jim byla v prabéhu palhodiny vyplnéna. Zéna bez
signalu je ve chvili své existence lemovana prstecem mikrotubull s pomérné silngjSim
signalem, coz by mohlo poukazovat na svazky (Hardham, Takemoto a White, 2008). Prstenec
je v tomto pfipadé mozna homologicky s cirkularnimi strukturami vyskytujicimi se u bunék
lemujici zabité buriky v ablacnich experimentech a mohlo by byt na misté i za timto jevem
hledat ¢innost kataninu. V in vitro pokusu byl ukazan negativni vliv Ca?* na stfihaci a
ATPazovou aktivitu. Sami autofi zmifuji, Ze tento vysledek jde proti pfedpokladim, Ze by
katanin mohl v dusledku otevieni mechanosensitivnich kanald a zvySeni koncentrace vapnika
byt aktivnéjsi a plsobit tak reorganizace mikrotubull. Jedno z vysvétleni, které nabizeji je, Ze
jde o mechanismus branici rapidni depolymerizaci mikrotubult pfi nahodném zvySeni

intracelularni koncentrace vapniku napf. v disledku poranéni (lwaya et al., 2012). Pozorovana
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pocatecni depolymerace by mohla byt homologicka depolymeraci mikrotubull pozorované u

houbou napadenych bunék petrzele (Gross et al., 1993).
4.1.2 PREPROFAZICKY PRSTENEC

Preprofazicky prstenec je vlastné zvlastni funkci kortikalnich mikrotubul(. Nez se burika vibec
zacne délit, Ize pozorovat prstenec mikrotubull (Burgess a Northcote, 1967), ktery posléze
zmizi a na jeho misté se ve fazi cytokineze objevi fragmoplast, pfechodna struktura, jejimz
nejvyraznéjSim prvkem jsou dvé antiparalelni fady mikrotubull tvofici centrifugalné rostouci
prstenec. Spolu s dalSimi elementy jako jsou aktinova filamenta, vacky plivodem z ER i GA
pak ve stfedu rozestupujiciho se prstence vznika bunééna deska, ktera nakonec oddéli nové
vznikajici bunky.

Kortikalni mikrotubuly reaguji na mechanicky podnét a ten tudiz mdze ovliviiovat i rovinu
bunécného déleni, jejiz proménna poloha je jednim ze zplsobl, jak dosahnout variabilni
morfologie — jak bylo zminéno vyse, v pfipadé rostlin zasadniho prostfedku pfizplisobeni se

prostiedi.

Kultivované buriky tabaku a jejich protoplasty zavedené do agaroveho blo¢ku, na ktery bylo
pusobeno silou, opravdu signifikantné ménily rovinu svého déleni tak, aby byla buné&na deska

orientovana v misté, kde hrozi nejmensi poSkozeni pasobicimi silami (Lynch a Lintilhac, 1997).

| v pfipadé bunék zasazenych do kontextu pletiva bylo ukazano, Ze je rovina déleni
rovnobézna se smérem nejvétsiho tahoveého stresu. Pfi ablaci bunék se orientace bunécné
desky sousednich bunék muize zménit od umisténi preprofazického prstence pred ablaci a
jeho role v urCovani roviny déleni a souvislost s mechanorecepci bude jesté tfeba vice

prostudovat (Louveaux, Julien, et al., 2016).
4.1.3 AKTINOVY CYTOSKELET

Na siti aktinovych filament zavisi struktura a pohyb jadra, endomembranového systému
(Marthur, Marthur a Hilskramp, 2002; Hasezawa et al., 2010), semiautonomnich organel, v

pripadé kofenovych viaskl a pylové lacky pak podstatné i tvar a rust buriky.

Pozorovani podobna tém s meristémy a v nich na tlak reagujicich kortikalnich mikrotubul(
nebyla u aktinu provedena a nelze tak srovnat jejich chovani v téchto pfipadech. K dispozici
jsou ale studie provadéné na burkach v kulturach, pro které byla mechanickym stimulem
zmeéna turgoru zpusobena pouzitim hyper- a nasledné hypoosmotického média. Vystaveni
bunky hyperosmotickému prostfedi vede k uniku vody z protoplastu, ke ztraté turgoru a
zmenSeni objemu protoplastu, ktery se odchlipuje od bunécné stény. Pfi velmi silné
plasmolyze zaujima jako zahusténa kulicka jen zlomek plvodniho prostoru, ale zustava k

bunécné sténé pfipojen mnozstvim tenkych Hechtovych provazcu (obrazek 4). Aktinova
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filamenta zUstala v pfipadé plasmolyzy pfipojena k bunécné sténé jako soucast Hechtovych
provazcu. Pri vpraveni bunék do destilované vody doslo k rychlému zvysSeni turgoru, coz vedlo
k rozsahlému cytoplasmatickému proudéni a nasledné i ¢aste¢né depolymeraci mikrofilament.
Mikrotubuly pfi plasmolyze depolymeruji, podobné jako v nanoindentacnich pokusech (Shi et
al., 2011).

Obrazek 4: bunka Arabidopsis thaliana ze suspenzni kultury po 5 minutach v hyperosmotickém roztoku 1mol/L
manitolu, fluorescenéné znaceny aktin vystupuje v mistech, kde jsou Hechtovy provazce (Shi et al., 2011).

Castgji je aktinovy cytoskelet zkouman v souvislosti s obranou pfed houbovymi a jim
podobnymi patogeny, které se aktivné ucastni (Hardham, Jones a Takemoto, 2007). Pouziti
aktinové drogy cytochalasinu u tabakovych BY-2 bunék zpulsobilo, ze nekompatibilni plisen
Erysiphe pisi za béznych okolnosti neschopna buriky penetrovat a nakazit tuto schopnost
ziskala (Kobayashi a Hakuno, 2003). Na funk&nim aktinovém cytoskeletu zavisi pozorované
pfesuny cytoplasmy u kultivovanych bunék petrZzele napadenych houbou Phytophthora
infestans — pfi penetraci bufiky se objevuje cytoplasmatické proudéni a jadro se i s okolni

cytoplasmou pfesouva pod misto praniku hyfy (Gross et al., 1993).

Nanoindentaéni experimenty na huseni¢ku s um wolframovou a sklenénou jehlou pfedvadéji,
jak aktinovy cytoskelet pfimo pod sklenénou jehlou vytvafi jakousi zaplatovitou strukturu (tzv.
actin patch) — oblast husté nahloucenych, “zamotanych” mikrofilament. V pfipadé pouziti
preciznéjsi wolframové jehly téz vznika, béhem 20 minut se vSak redukuje a lze pozorovat, jak
se svazky mikrofilamentl — aktinové “kabely” — koncentruji do mista kontaktu (Hardham,
Takemoto a White, 2008). Kvantifikace této odpovédi mikrofilament ukazuje, Ze se dostavuje
v fadech sekund az nékolika malo minut a v reakci na tlaky velikosti srovnatelnych s tlakem,
ktery vyviji hyfa (Branco et al., 2017).

Endomembranové struktury jako ER a peroxisomy v oblasti pod jehlou agregovaly. ER vytvafi
kruhovy difuzni signal, ktery nasleduje pohybuijici se jehlu a pfi jejim odstranéni rychle mizi.

Peroxisomy vytvafi pod mistem kontaktu diskrétni seskupeni (Hardham, Takemoto a White,
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2008). Bylo by zajimavé podivat se, jak spolu aktinova vlakna a na nich zavislé struktury

béhem takovych experimentd kolokalizuji.

Priblizeni organel, jako jsou ER, GA a peroxisomy s funkcemi jako je proteosyntéza, syntéza
komponent bunécéné stény, ¢i tvorba kyslikovych radikald k mistu pocitovaného tlaku, vytvari

prvni linii v boji proti fytopatogenu.

4.2 STYCNE BODY BS-PM-C KONTINUA

4.2.1 FORMINY

Problematika formint (FH proteinu) je kvdli jejich vyskytu napfi¢ eukaryoty, mnozstvi funkci a
forem ponékud komplikovana. Obecné je vSem formindm spolecna schopnost nukleace a
elongace aktinovych filament, pro mé zaméry je také dulezita zpUsobilost nékterych z nich
asociovat s membranami. VSechny forminy vlastni FH1 a FH2 (formin homology) domény.
FH1 je na prolin bohata, mimo jiné zprostfedkuje interakce s profilinem — proteinem vazajicim
se na aktinové monomery a modulujici tak elongaci a depolymeraci mikrofilament, FH2 se
vaze na (+) konec mikrofilamentu, kromé téchto dvou domén je mozné nalézt i dalsi jiné, jiz

specifické.

U rostlin nachazime forminy tfidy | a Il obecné a tfidy Ill u mechu a plavuni. Sekvence formind
tfidy | prozrazuje moznou transmembranovou domeénu (Banno a Chua, 2000; Cvrckova, 2000),

tfidy Il doménu se schopnosti vazat se na membranu periferné (Cvrckova et al., 2004).

PFi zaméfeni se na funkce FH1 a FH2 domén AtFH1, forminu tfidy | nalezeného v husenicku,
bylo zjisténo, Ze samotna FH2 doména se chova jako €epiCkujici protein, blokuje elongaci na
(+) konci a soupefi o vazebné misto s jinym znamym &epickujicim proteinem CP (Capping
Protein), v pfitomnosti FH1 domény se tato blokace umirfiuje na pouhé snizeni miry elongace.
FH1 zprostfedkovava nukleaci z aktin-profilinového komplexu, ziejmé je schopna se vazat na

mikrofilamentum z boku a ma tak i svazkujici funkci (Michelot et al., 2005).

AtFH1 také propojuje cytoskelet v cytoplasmé s prostorem apoplastu. Pouziti zkraceného
proteinu ukazalo, Zze ma AtFH1 pobliz svého N konce extracelularni doménu. FRAP metodou
bylo zjiSténo, Ze je cely protein jen velmi malo mobilni a k zajisténi této imobility postacuje
maléa na prolin a serin bohata ¢ast extracelularni domény (Martiniére et al., 2011), svym

SPPPP motivem podobna extesinu, extracelularnimu proteinu (Banno a Chua, 2000).
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Pfi over-expresi AfFH1 doslo ke zménam ve struktuife aktinového cytoskeletu — v pfipadé
tabakové (Nicotiana benthamiana) listové epidermis se namisto dlouhych aktinovych kabelt
objevila husta neusporadana sit' jednotlivych mikrofilament. Tato disturbance zpusobila i
snizeni pohyblivosti GA, kterou na aktinovém cytoskeletu zavisi (Martiniére et al., 2011). V
filament oproti WT, navic byly pylové lacky v mnoha pfipadech defektni, coz poukazuje na

porusenou exocytézu a nasledné chybnou tvorbu bunécné stény (Cheung, 2004).

Fluorescenéné znaceny AtFH1 je na plasmatické membrané lokalizovan difuzné, ovSem jsou
patrné prouzky bez signalu, které pak odpovidaji lokalizaci fluorescenéné znacenych
kortikalnich mikrotubulGt. Pfi depolymerizaci aktinu latrunkulinem B nenastaly zadné
pozorovatelné zmény, pfi depolymerizaci kortikalnich mikrotubuld pomoci oryzalinu
prouzkovani zmizelo. Vznik AtFH1 membranovych domén tedy nepodléha aktinovému
cytoskeletu (Obrazek 5) (Martiniére et al., 2011). Z vy3e popsanych pozorovani vidime, Ze je
spiS$ naopak struktura aktinové sité zavisla na stavu, v jakém se nachazi AtFH1 v burice a

zfejmé existuje asociace AtFH1 s mikrotubuly.

AtFH1-YFP CFP-TuAg

Obrazek 5: lokalizace fluorescenéné znaceného AfFH1 na mebrané (fialova) a kortikalnich mikrotubulll (zelend)
jsou komplementarni (Martiniére et al., 2011).

U forminu AtFH4 je interakce zaroven s aktinem a mikrotubuly |épe prostudovana. Tento formin
vlastni GOE doménu, usazenou v oblasti mezi FH1 a transmembranovou doménu. Jeji funkce
byla dlouho zahadou, az dokud se nezjistilo, Ze se proteinové konstrukty s viozenou GOE
doménou vazi k mikrotubulim in vitro a kompletni AtFH4 pak i in vivo. FH2 doména zde
nukleuje aktin. Model navrzeny v této studii pfedpoklada ukotveni rostoucich mikrofilament k

mikrotubulim a plasmatické membrané (Deeks et al., 2010).

Nékteré Zivocisné a kvasinkové forminy vyvolavaji svou Cepickujici/mikrofilamenta elongujici
¢innosti na mikrofilamenta tah a tato ¢innost je ovliviiovana i vnéjSimi zdroji tahové sily. Tyto
forminy jsou charakterizovany jako procesuijici (neboli kracivé) Cepickujici proteiny, v dimeru
se navazou na (+) konec mikrofilameta, ten obejmou jakousi sponou vytvofenou FH2

hemidoménami (Obrazek 6), ktera dovoluje pfipojeni formint k (+) konci, chrani ho tak pred
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jinymi Cepickujicimi proteiny, ale zarovefi umoznuje jeho elongaci, tim ze kra€enim uvolfiuje

(+) konec k navazani dalSich podjednotek (Zigmond et al., 2003; Otomo et al., 2005).

Conformational

change Polymerization
State  Blocked iy Accessible _Kr,  Blocked
Filament n —— n b n+t
Depuiyl:naization

length ey

Pointed (-) end

.
Barbed (+) end Y':‘ (Rmez ‘;

Polymerization i Depolymerization

Obrazek 6: model dynamiky (+) konce aktinového filamenta pod plsobenim FH2 domény procesujiciho forminu
(Otomo et al., 2005)

Mys$si formin mDia1 (Diaphanous1) podle matematického modelu kraci diky svym elastickym
vlastnostem, kdy pfipojeni aktinového monomeru zpUsobi elastickou deformaci spony a ta od
(+) konce oddali druhou ¢ast hemidimeru a udéla tak prostor nové podjednotce (Obrazek 7).
Model pfedpoklada schopnost forminu vyvijet tah a zvySovat tak miru elongace mikrofilament
(Kozlov a Bershadsky, 2004). V pozdéjSim pokusu byl mDia1 umistén do proudové komurky
— zafizeni v némz je formin ukotven k podkladu a kolem né&j proudi roztok, ktery tak tahne
vznikajici aktinové vlakno a vyvolava tah na jeho spojeni s forminem. Ukazalo se, Ze pfi
proudéni opravdu dochazi ke zvySeni miry elongace, navic tento formin pusobi proti
Romet-Lemonne, 2013). Se zvySujici se silou tahu se snizuje citlivost ke koncentraci profilinu
v roztoku, na které bézné zavisi mira depolymerace volnych (+) koncl (Jégou, Carlier a

Romet-Lemonne, 2013).

Studie kvasinkového (Schizosaccharomyces pombe) procesujiciho forminu Cdc12 (Cell
division cycle12), pouzila jinou metodu vyvolani tahu na aktinové vliakno a na néj napojeny
formin. Jedna se o soustavu dvou kuli¢ek, na jedné je pfipojen formin a na druhé jsou hlavy
myosinového motoru Myo2 (Myosin-2). Formin nukleuje a elonguje viakno, které je pozdéji
zachyceno myosinovymi motory a pfitahovano az do splynuti obou kulicek, coz napodobuje
splyvani prekurzor( kontraktilniho prstence zasadniho pro déleni bunék kvasinky. V pfipadé

forminu Cdc12 doSlo pfi plsobeni tahu k sniZzeni miry elongace, k tomuto efektu staci je velmi
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mald pusobici tahova sila, tak mala, Ze ani nenapina doty¢né aktinové vlakno.
Mechanosensitivnim prvkem je podle vseho FH1 doména Cdc12c. Ta podle pfedpokladu v
této konfiguraci vypada jako fetizek natazeny mezi kotvici ¢asti forminu a FH2 doménou
vazajici mikrofilamentum. PFi pusobicim tahu se tento fetizek také natahuje, ¢imz se méni jeho
vzdalenost od FH2 domény, které “podava” aktin-profilinové jednotky, a také se natahovanim
mohou odhalovat na prolin bohaté Useky a tim regulovat aktivitu FH1 domény (Vavylonis et
al., 2006; Zimmermann et al., 2017). V tomto pfipadé lze uvazovat dlivod pro snizeni miry
elongace — pokud je tfeba, aby se pfipojené prekurzory kontraktilniho prstence pfiblizily a

splynuly, nesmi se vlakno mezi nimi nadale prodluzovat (Zimmermann et al., 2017).

VySe zminéné priklady z jinych fisi, nez je ta rostlinna, mohou poskytovat inspiraci pro vyzkum
mechanosensitivnich vlastnosti rostlinnych formind. Aktualné byl nalezen procesujici formin i
u huseni¢ku. Tento formin tfidy Il zvany AtFH14 ma prokazatelnou svazkujici a nukleujici
aktivitu, CepiCkuje (+) konec mikrofilamentu, dokonce o né&j soupefi s jinym Cepickujicim
proteinemm ABP29 (Actin Binding Protein 29) a za pfitomnosti profilinu vlakno elonguje (Ren
et al.,, 2016). Zda i on pusobi na vlakno tahem a na tah jakkoliv reaguje, zUstava otazkou

dalSiho studia.

9| o8-
- a2 a3
.t-ﬂi:/ F Tv e
w h2 b3

Obrazek 7: stavy, kterymi prochazi spona forminu pfi elongaci aktinového vliakna se zohlednénim vlivu elastickych
deformaci. Az =2,75 nm - relativni vzdalenost, o kterou se vzdali hemidimery, Cervené Sipky znazornuji elastickou
silu zpUsobenou deformaci proteinu, modré Sipky tahovou silu, kterou plsobi hemidimer na mikrofilamentum
(Kozlov, Bershadsky, 2004).

Forminy pfedstavuji propojeni napfi¢ celym BS-PM-C kontinuem, propojuji extracelularni
prostory s membranou a cytoskeletem. Zfejmé jsou mistem, kde se setkava mikrotubularni
cytoskelet s aktinovym. Nahlédnuti do svéta zivociSnych bunék nabizi pfimou souvislost s

vnimanim mechanickych podnéta.
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4.2.21QD

IQD (1Q67 Domain) je rodina proteinll interagujicich s CaM, rozsahlost rodiny ilustruje pocet
¢lenu u nékolika vybranych rostlin - u huseni¢ku 33 ¢lent (Abel, Savchenko a Levy, 2005), 35
u ¢inského zeli (Brassica rapa ssp. Pekinensis) (Yuan et al., 2019), 29 u ryze (Oryza sativa)
(Abel, Savchenko a Levy, 2005), 29 u bambusu (Phyllostachys edulis) (Chen et al., 2017), 40
u topolu (Populus trichocarpa) (Ma et al., 2014) a dokonce 67 u soji (Glycine max) (Feng et
al., 2014).

Spole¢nym znakem vSech téchto proteinu je pfitomnost jedné Ci vice kopii IQ67 domény, jez
je zodpovédna za vazbu CaM k IQD proteinim (Abel, Savchenko a Levy, 2005). Co se tyce
vlivu Ca?* iontl na tuto vazbu, testované AtlIQD5 a AtIQD20 proteiny a CaM asociovaly i v
jejich nepfitomosti, zda se v8ak, Ze je mira asociace zvétSena pokud Ca?* ionty v mediu jsou
(Abel, Savchenko a Levy, 2005; Mitra et al., 2019). V pfipadé AtlQD1 je pak vazba proteinu s

CaM na Ca?* v mediu naprosto zavisla (Levy et al., 2005).

Rozsahla studie z roku 2017 ukazala, Ze jednotlivé 1QD proteiny z huseni¢ku exprimované v
tabakovych listech jsou rizné lokalizované na plasmatické membranég, v okoli jadra, pfimo v
jadfe a bez vyjimky na mikrotubulech. Over-exprese nékterych IQD proteinu se projevila na
fenotypu dale studovanych rostlin huseni¢ku. 1QD11 a 1QD16 byly na kortikanich
mikrotubulech lokalizovany podobné a jejich over-exprese zpUsobila elongaci epidermalnich
bunék i samotnych nadzemnich organ(, u nichz byla pozorovana téz spiralizace jednim
smérem. Over-exprese 1QD14, ktery byl vybran jako kontrola pro svij odliSny zpusob
organu bez jejich elongace. Jednotlivi ¢lenové rodiny také riznym zpisobem rekrutuji CaM do
bufky a mohou tak rizné vstupovat do vapnikové signalizace v burice (Burstenbinder et al.,
2017).

Z divodu velkého mnozstvi funkéné redundantnich proteind neni snadné ziskat null mutanty
s fenotypovym projevem. Mutanti huseniCku v 1QD5 v8ak vykazuji pozménény tvar
epidermalnich bunék. Ve srovnani s WT maji méné mél€ich lalokl a jsou celkové kulatéjsi a
to jak u déloh, tak i u pravych lista (Mitra et al., 2019). Mutace v IQD5 ma vliv na organizaci a
dynamiku kortikalnich mikrotubull (Liang et al., 2018) a podle letosni studie je fenotyp
dasledek redukované depozice celulézy do bunééné stény (Mitra et al., 2019). Jak jiz bylo vySe
zminéno, 1QD5 asociuje s CaM2 z huseniCku a obsazeni kortikalnich mikrotubuld CaM2 je
pfitomnosti IQD5 pfimo podminéné. Navic bylo zji$téno, Ze zvy$ena koncentrace Ca?* plsobi
na epidermalni bunky podobné jako mutace v genu pro IQD5 a jedna se tak zfejmé o
demonstraci vlivu vapnikové signalizace zavislé na CaM na morfogenezi epidermanich bunék.
(Mitra et al., 2019).
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IQD proteiny také figuruji v obrané pfed herbivory. Bylo zjisténo, ze 1QD1, téz prokazatelné
vazajici CaM, ma u husenicku vliv na syntézu glukosinolatt — latek s pesticidnimi ucinky, které
pfi poSkozeni bunék hydrolizuji a uvolfiuji tékavé latky neprijemné herbivoriim. Over-exprese
genu IQD1 zplsobila disregulaci syntézy glukosinolatl u huseni¢ku. Housenky kovolesklece
cizokrajného (Trichoplusia ni) zerouci na téchto rostlinach byly signifikantné mensi a vazily
méné nez ty, které zraly na WT a jinych mutantnich rostlinach s nefunkéim IQD1. Pfi snaze
zjistit, zda je exprese IQD1 ovlivnéna nékterym z fytohormon(, které vedou k hromadéni
nékterych glukosinolatl, se ukazalo, Ze je na nich nezavisla, ale za to reaguje svym zvySenim
na kontrolni podminky — postfik €istou vodou (Obrazek 8). ZvySena exprese byla pozorovana
i pfi napadeni semenackl msicemi, kde také dochazi k mechanickému podrazdéni (Levy et
al., 2005). QD1 je doposud jediny z genu IQD rodiny s pfimo doloZzenou souvislosti s
mechanorecepci, jak ale vySe zminéné prace ukazuji, IQD proteiny jednoznacné pusobi v

ramci BS-PM-C kontinua a integruji do n&j vapnikovou signalizaci.

1Qp1
a) 4h 8h b) 1QD1 ACT qRT-RCR
25 30 35 25 30 35 25 30 35 25 (-fold}

Untreated —— JEp— Untreated o l.| 1.0
Mock o — | — ;] Spraying =l ' Iq 1.8
IAA [~ - . | - Wounding | -' [. 2.7

SA — — — —
JA I - H — _I No aphids - |- 1.0
ACC End e — (+) aphids . |- 2.0

Obrazek 8: a) semikvantitativni RT-PCR analyza ukazujici stav exprese IQD1 mRNA v nadzemnich ¢astech — u
neosetfenych rostlin, rostlin postfikanych pouze vodou a dale roztoky rdznych fytohormona. b) semi- a kvantitativni
RT-PCR analyza ukazujici stav a fadovou zménu v expresi IQD1 mRNA a mRNA pro aktinovou podjednotku v

nadzemnich &astech rostlin po riznych mechanickych stimulech, €isla nad sloupci znaé&i pocet cykll (Levy et al.,

2005).
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4.3 DALSI PROTEINY SOUVISEJiCi S MECHANORECEPCI

4.3.1 ADF/COFILIN

ADF/Cofilin (Actin Depolmerizing Factor/Cofilin) je rodina eukaryotnich aktin vazajicich
proteinl (Bamburg, McGough a Ono, 1999). Vazba ADF/Cofilinu na mikrofilamentum
zpusobuje zménu v jeho torznich vlastnostech — vlakno se vice spiralizuje aniz by se vsak
zkracovalo (Obrazek 9) (Mcgough et al, 1997) a v mistech, kde je hranice mezi
spiralizovanéjsi ¢asti vlakna a ADF/Cofilinem neovlivnénou ¢asti, dochazi ke zlomim, resp.
ke stfihani vlakna cofilinem (Yu et al., 2009). Dalsi z vlastnosti ADF/Cofilinu je zvySeni
flexibility vlakna, jez je vysvétlovano snizenim vazebnych interakci aktinové podjednotky 2,
ktera vaze ADF/Cofilin, s ostatnimi aktinovymi podjednotkami (Yu et al., 2009). ADF/Cofilin téz
zpusobuje depolymerizaci obou koncl mikrofilamenta. Vaze se preferenéné na
ADP- a ADP-Pi-aktinové podjednotky a tak se uvazovalo hlavné o jeho depolymeraénim efektu
na (-) konec aktinového vlakna a zvySeni miry depolymerace pomoci stfihani viaken a
vytvareni vice (-) koncl. Ukaazalo se vSak, ze ve spolupraci s CP (Capping Protein),
depolymeruje i (+) konec. CP ¢epickuje (+) konec mikrofilamenta a znemozriuje tak jeho dalsi
polymerizaci, nemohou pfibyvat nové ATP-aktinové podjednotky a staré postupné disociuji az
na ADP-aktin, na ktery se navaze i ADF/Cofilin, CP odpadne a (+) konec také depolymeruje
(Wioland et al., 2017).

(a)

275nm

-

TPRA.

@ o

Obrazek 9: model efektu cofilinu na aktinové filamentum (Bamburg, McGough a Ono, 1999).

Zajimava je udajna funkce ADF/Cofilinu jako mechanosensoru. Ve studii z roku 2011 byla
vyuZita metoda optické pinzety, kdy byla jednotliva mikrofilamenta pomoci myosinu pfipojena
obéma konci ke kulickam — jedné vétsi ukotvené k podkladu a druhé mensi mobilni, se kterou
bylo pohybovano optikou pinzetou. Pfi vyvijeni tahu na vlakno tahanim za mensi kuli¢ku se
stfihani cofilinem opozdovalo, i téméf vibec nenastavalo a ¢im vétsi byl tah, tim spiSe ke
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stfihani nedoslo (Obrazek 10). Dale se ukazalo, Ze fluorescenéné znaceny cofilin preferenéné
asociuje s povolenymi vilakny oproti napnutym. Autofi tento fenomén diskutuji jako mozny
disledek zmény torze pfi napnuti viakna. Cofilin, jak je zminéno vySe, méni helikalni strukturu
vlakna a je pravdépodobné, Ze cofilinem zménéna spiralizace zvyhodriuje pfilehla mista k
vazbé dalSich cofilinovych jednotek, pokud by tomu tak bylo, po€ateéni vazba by byla diky
prirozené fluktuaci tvaru mikrofilamenu, které se rlizné ohyba a natahuje. Tato fluktuace maze
byt pfi mechanickém natazeni vyrazné snizena a znemozrovat tak vazbu “prvnich” cofilint

(Hayakawa, Tatsumi a Sokabe, 2011).

2o Cofilin Qm NEM-myosin

LA Actin filarment

Obrazek 10: Schéma metody vyuzijivaci optickou pinzetu a kulicky s myosinem. B snimek pfed zapocetim pokusu.
C snimek 16 vtefin po zacatku, je vidét ustfizené viakno (Sipka). V D a E je na vlakno plsobeno tahovou silou a ke
stfihani nedoSlo (Hayakawa, Tatsumi a Sokabe, 2011).

V letosni studii zabyvajici se podobnou problematikou byla mikrofilamenta umisténa v
komurce s nékolika vstupy, kterymi do zafizeni rizné silné proudily roztoky mimo jiné i s
cofilinem. Mikrofilamenta byla pfipevnéna k podlozZce bud jednim svym koncem, nebo obéma,
pfiemz se predpokladalo, Zze na viakna pfipevnéna ve dvou bodech budou v pribéhu
navazovani cofilinu puasobit torzni sily. Byla pozorovana vy$Si mira stfihani filament

pfipevnénych na dvou mistech oproti tém, kterd byla ukotvena jen v jednom bodé&. V dalSim
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experimentu byla aktinova vlakna pomoci proudéni ohybana a vyzkumnici zjistili, ze stfihani
je ohybem podpoieno. Co se tyCe plsobeni tahu, ktery také vyvijel na vlakna proud, tak se
zda, ze na stfihani nemél zadny vliv, Ci jej dokonce v nékterych pfipadech mirné indukoval.
Dale cofilin aktivné stifihal propojena zesitovana aktinova filamenta. Jelikoz jsou
mikrofilamenta stfihana v misté hranice mezi cofilinem okupovanou a volnou &asti vlakna,
zvySovani stfihaci aktivity torzi je mozny zpuUsob, jak zajistit stfihani kratkych filament, ktera
by jinak byla velmi rychle saturovana a ke stfihani by na homogenné pokrytém vlaknu jiz
nedoslo (Wioland, Jegou a Romet-Lemonne, 2019). Rozdilné vysledky v ohledu pasobeni tahu
na cofilinovou aktivitu mohou byt zpusobeny pouzitim rliznych metod, obé studie se vSak

shoduji na pozitivnim vlivu torze na stfihani aktinu.

V3echny vySe zminéné publikace o ADF/Cofilinu byly provadény na proteinech pochazejicich
z zivoCichu a z jednobunécénych organismd. U rostlin je ADF/Cofilin intenzivné studovan v
pylové lacce, kde byla u AtADF7 zjisténa stfihaci aktivita a jeho vliv na dynamiku aktinovych
kabell vyskytujicich se po bocich lacky (Zheng et al., 2013). V epidermalnich burikach
hypokotylu huseni¢ku ADF4 a ADF1 také stfihaji filamenta (Henty et al., 2011; Henty-Ridilla
etal., 2014). Podobné studie ukazujici mechanosensorické schopnosti aktin-ADF/Cofilinového

komplexu u rostlin zatim neexistuji.

V pfipadé ADF/Cofilinu Ize nalézt dikazy o snizeni jeho aktin-depolymerizujici aktivity pomoci
Ca?*. In vitro pokusy s ZmADF3 z kukufice ukazaly, Ze je fosforylovan v misté Ser6 proteinovou
kinazou a aktivita této kinazy je v pfitomnosti vapniku vyssi. Fosforylovany ZmADF 3 pak méné
vaze G- i F- aktin (Smertenko et al., 1998).

U epidermalnich bunék husenicku bylo zjisténo, Ze pfi doteku jehlou dochazi k narazovému
zvySeni extracelularniho a snizeni intracelularniho pH, to je podminéno funkéni vapnikovou
signalizaci (Monshausen et al., 2009). Aktivita ADF/Cofilinu by méla byt inhibovana pravé
niz§im nez neutralnim pH (Bernstein et al., 2000) a to by tak mohlo mit vliv na ADF/Cofilinovou
aktivitu a mozna na zmény pozorovatelné ve struktufe aktinu pfi nanoindentacnich
experimentech (viz kapitola 4.1.3 Aktinovy cytoskelet) (Hardham, Takemoto a White, 2008). U
pylovych lacek lilie (Lilium longiflorum) se ADF vyskytuje v misté subapikalni zasadité zony,
kde zfejmé ovliviiuje dynamiku k této zoné pfiléhajiciho aktinového prstence (Lovy-wheeler et
al., 2006).

Samotny aktinovy cytoskelet tak mize byt mistem mechanorecepce, kdy napéti F-aktinu
ovliviuje jeho interakce, objevuji se spekulace spojujici tuto vlastnost aktinu s gravirecepci
(Tatsumi et al., 2013). Nabizi se propojeni mechanosensitivnich kanall s cytoskeletem pomoci

Ca?* signalizace.
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4.3.2 EB1

EB1 (End Binding1) je protein asociovany s mikrotubuly (MAPs) vazajici se na (+) konec
mikrotubulu. Studie ukazuji jeho roli ve stabilizaci mikrotubull, & pfimo podpore jejich
polymerizace. Je detekovan jako soucast rlznych mikrotubularnich struktur napfi¢ fazemi
buné&ného cyklu — preprofazicky prstenec, délici vieténko bé&hem mitézy, fragmoplast,
kortikalni mikrotubuly (Morrison et al., 1998; Chan et al., 2003; Bisgrove et al., 2008).

Mutace ve varianté genu EB1b poukazuje na moznou spojitost s mechanorecepci kofenovych
pletiv. Pfi inserci T-DNA do genu pro EB1b a nasledném sniZeni jeho exprese doslo ve
srovnani s WT rostlinami k vyraznému staceni hlavniho kofene semenacku doleva a vytvareni
levotoCivych smycek (Obrazek 11). Staceni se navic umocriovalo s vétSim uhlem naklonéni
puvodné vertikalné stojici agarové misky, s nimz se zvySovala i mira mechanického podnétu
a zaroven gravitropismus zuUstal téméf neovlivnén. Mutanti vykazovali téz defekty v
gravitropické odpovédi — trvalo jim déle zareagovat na zménu orientace misky oproti WT

(Bisgrove et al., 2008; Squires a Bisgrove, 2013).

Ws

eb1b-1

Obrazek 11: WT a mutantni rostlinky huseni¢ku péstované na agarovych miskach pod rdznym uhlem (Gleeson,

Squire a Bisgrove, 2012).
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Ukazuje se také, Ze etiolované hypokotyly maji deformované buriky a Sroubovicovité se otaceji

kolem své osy (Sedbrook et al., 2014).

Pohled na samotné burky a fenotyp mutantnich semenackld by mohl naznacovat defekty v
dynamice &i struktufe kortikalnich mirotubull, coz by ovlivnilo smér elongace burniky, v pfipadé
preprofazického prstence i smér déleni bunék a mize tedy ovlinovat tvar bunék a otaceni
celého kofene ur€itym smérem. Tato Uvaha ale neni podpofena zadnym pozorovanim, naopak
mikrotubularni cytoskelet mutant(, jak se zda, neni signifikantné odliSna od soustavy WT
rostlin (Moulines et al., 2018).

Vypada to, ze EB1 mlze v odpovédi na mechanicky stimul fungovat jako jeji negativni
regulator. Pro toto tvrzeni hovofi i vysledky experimentu s dvojitym mutantem v genu pro EB1b
a TCH3. Mutanti v TCHS3 vytvareli smyCky a staceli své kofinky jesté o néco méné nez kontrola,
avSak dvoijiti mutanti vykazovali fenotyp mirou projevu na pul cesty mezi tch3 a eb1b. Analyza
potomstva u segreguijici populace ukazala, Ze tch3 je mutace recesivni. V pfipadé, Ze by EB1b
nebyl sou¢asti mechanoreceptivniho mechanismu, neméla by mit recesivni mutace tch3 na
fetnotyp vliv. Projev mutace eb1b by mohl byt dokonce disledkem disregulace exprimovaného
TCH3 (Gleeson, Squires a Bisgrove, 2012). EB1 tak zfejmé nestoji na pocéatku
mechanorecepce, ale muze ji regulovat. Pfesny mechanismus efektu EB1 muze spocivat v

jeho schopnosti zprostfedkovavat vazbu jinych proteind vazajicich (+) konec.

5 ZAVER

Ma prace shrnuje sou€asné poznatky o strukturach u€astnicich se mechanorecepce u rostlin.
StéZejnim konceptem je kontinuum bunééné stény, plasmatické membrany a cytoskeletu. Tyto
struktury jsou navzajem propojené signalnimi drahami i fyzicky (Obrazek 12). Kromé studii

pfimo o rostlinnych proteinech jsem vyuzila i poznatky o jejich homolzich u zivo€ichu a hub,

jejichz role v mechanorecepci je prozkoumana lépe.

Experimentalni vyzkum mechanorecepce je znesnadnén vSudypfitomnosti mechanickych
podnétl a mnozstvim zuc€astnénych struktur a jejich interakcemi. Cela rostlina je v pfirodé (ale
i v kvétinaci) neustale podrobovana mechanickym podnétiim, jako kontroly jsou v laboratornich
podminkach vS8ak Casto voleny rostliny, na které zadné vnéjSi podnéty neplsobi. Pouziti
naprosto nestimulovanych rostlin maze nepochybné pomoci odhalit struktury uc€astnici se
mechanorecepce, ale je otazkou, jak moc sensitivita rostlin a napfiklad zjiSténé hodnoty

exprese odpovidaji skuteCnosti v pfirodé.
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Obrazek 12: Schéma zahrnujici vySe zmifilované mechanorecepéni struktury a proteiny. Schéma nerozliSuje
jednotlivé proteiny a jejich funkce kddované riiznymi ¢leny genovych rodin, slouzi spi§ pro pfehled umisténi a

interakci struktur.

DalSim dudlezitym aspektem zkoumani molekularnich mechanismu, ktery je tfeba brat na
zietel, je izolovanost jevl v in vitro pokusech. Je tfeba si uvédomovat, Ze zjisténi ziskana in
vitro, specialné pak v pokusech s pouhymi molekulami, mohou in vivo, napf. diky proteinovym

interakcim, vypadat docela jinak.

Poznani molekularnich mechanism( mechanorecepce u rostlin zdaleka neni vy€erpano. Napf.
navrhovana role vapniku v BS-PM-C kontinuu neni Uplné jasna. IQD proteiny pfedstavuji jedno
z moznych propojeni, nebot vazou cytoskelet i CaM a to at uz CaM s navazanym vapnikem,
¢i bez néj. IntenzivnéjSi zkoumani IQD protein zapo€alo pomérné nedavno, jejich mnozstvi a
vzajemna redundance funkci naznacuji dulezitost téchto proteint pro buriku, pravé proto vSak

nebude snadné stanovit pfesné vztahy.

Ani znalosti o tom, co se déje pfi pfenosu podnétu z bunétné stény na membranu, nejsou
dostacdujici. Transmembranové proteiny forminy fyzicky propojuji buné&énou sténu,
plasmatickou membranu i cytoskelet, neni ale jasné, jakym mechanismem by byla zména na

bunécné sténé prenasena dal. V zivoCiSnych a houbovych bunkach jsou znamy procesujici
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forminy, které v disledku tahu aktinového vlakna reguluji jeho polymeraci, u rostlin byl

nedavno procesujici formin zjistén také, ale mechanosensitivni vliastnosti ¢ekaji na objeveni.

U cytosolickych proteint, jako ADF/Cofilin, jehoz stfihani mikrofilament je regulovano
mechanickymi podnéty, a EB1, ktery CepiCkuje mikrotubuly a reguluje mechanorecepci
semenacku, zase neni Uplné jasné kam v BS-PM-C kontinuu zapadaiji, mozna propojeni jsou

spiSe spekulativni.

S pokrokem molekularnich metod jsou objevovani dalSi ¢lenové BS-PM-C kontinua a jejich
role. Pro utvoreni celistvého modelu molekularnich mechanismi mechanorecepce je tfeba
hledat mezi jednotlivymi rolemi souvislosti a spojeni. Jedna se zfejmé o velmi delikatné

regulovany a interagujici systém s neoddélitelnymi pfesahy do dalSich pochodu v burice.
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