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Seznam zkratek

AUXL/LAX oo transportér auxinu do buniky (AUXIN-RESISTANT 1/LIKE AUX1)
PIN e transportér auxinu z buniky (PIN-FORMED)
PGP fosfoglykoprotein, transportér auxinu z bunky
MDR.....ooiiieieieieceeeeens transportér auxinu z bunky (multidrug resistance)
ABCB.......ccoi transportér auxinu z bunky (savci)
ARF-GEF.......ccccoviiiiin auxin response factor guanin exchange factor
PID..ooovieieeee e serin/threonin protein kinaza (PINFORMED)
AP actin related protein

ROP....ooiiee e RHO-related proteins from plants

NPA. ..., 1-naftylftalamova kyselina (1-napthylphthalamic acid)
TIBA. oo 2,3,5-trijodbenzoova kyselina (2,3,5-triiodobenzoic acid)
PBA......o e 2-(1-pyrenoyl)benzoova kyselina (2-(1-pyrenoyl)benzoic acid)
ABP...o aktin vazebny protein (actin binding protein)
ADF....ccooviiiiiici e, aktin depolymeraéni faktor (actin depolymerization factor)
ARPC.....ocviviieeee e, podjednotka Arp2/3 proteinového komplexu
WASP/SCAR/WAVE......... rodiny proteini aktivujici Arp2/3 komplex
CRIB....oooiee doména WASP/SCAR proteinti

GAPS....c.oovcece e, GTPasa activating proteins

GEFS. ..ot guanine nucleotide exchange factors
GDIS....oiiiiecen guanine nucleotide-dissociation inhibitors
CKu e, cytokinin

IAA e indol-3-octova kyselina

24D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

NAA .. naftalen-1-octova kyselina

GFP..ooiiie e zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
GNOM......ooviiiiiiiiieiee ARF-GEF kompartment

SNARE.......ccooieieieiens membranové proteiny

H+ATPasa..........ccocevvvrnenee. protonova pumpa, translokuje protony pfes membranu
Pl-4,5-P2....oveeeeiiiiiiciinenn, fosfatidylionositol 4,5-bisfosfat

PIN - oznaceni genu

Pin1, Pin - oznaceni proteinu

pinl - oznaceni mutantni alely
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1. Abstrakt

Rostliny vyuzivaji k fizeni fyziologickych a vyvojovych procesu signalni molekuly zvané
fytohormony. Mezi né patii i auxiny, které se podileji na regulaci procest, jako jsou
embryogeneze, organogeneze, tvorba pletiv a tropizmi. Auxiny jsou V rostlinach transportovany
polarné. K jejich distribuci slouzi floém a specializované membranové transportni proteiny,
v men$i mife auxin difunduje pfes plasmatickou membranu. Auxl/Lax pienaSece transportuji
auxin do bunky, z buniky ho transportuji hlavné PIN pienasece, které udavaji smér toku auxinu.
Asymetrické rozmisténi PIN proteinti v membrané je zavislé na dopraveé vackl z Golgiho aparatu
do plasmatické membrany. Transport se uskuteciiuje podél aktinovych vladken, kterd se
dynamicky ptestavuji diky regulacim, ¢imz je zajistovano nerovnomérné rozmisténi proteind.

PIN proteiny cykluji dynamicky v buiice mezi endosomy a plasmatickou membranou.
Cyklovani je regulovano ARF-GEF proteiny a serin/threonin protein kinazou (PID, PINOID).
Nové syntetizované PIN proteiny jsou nejprve rovnomérné rozmistény v membrang, posléze jsou
pfemistény do danych mist. Regulace tvorby a pfestaveb aktinovych vldken je zadsadnim faktorem
pro transport vackt s PIN proteiny. Existuje mnoho proteind, které se podili na vzniku
aktinovych vlaken, polymeraci, vétveni, depolymeraci, ... ASi nejvice regulacim podléha
samotna nukleace aktinu, které se ucCastni fada proteinl, jako Arp2/3 proteinovy komplex,
forminy, Spire a Cordon-Bleu regulatory, leiomodin a dalsi. Ty jsou regulovany ROP proteiny,
které se ucastni vSech piestaveb aktinového cytoskeletu, ale i morfogeneze, cytokineze, pohybu
vackd, transkripce, bunécného cyklu, apoptdzy a odpovedi na stres, ...

Interakce auxinu a aktinu jsou studovany na zakladé ¢etnych pokusu. Sleduji se vlivy
riznych typl auxind v riznych koncentracich na aktin. Poté se vyuZiva inhibitori transportu
auxinu, napt. l-naftylftalamové kyseliny (NPA), 2,3,5-trijodbenzoové kyseliny (TIBA) a 2-(1-
pyrenoyl)benzoové kyseliny (PBA). Pouzitim specifického toxinu latrunculinu B, ktery efektivné
depolymeruje F-aktin, bylo odhaleno, ze aktin neni jedinym kritickym regulatorem polarniho

rastu rostliny. MiZeme se domnivat, Ze zde hraje roli i tubulin.

KliCova slova: transport auxinu, aktinovy cytoskelet, PIN proteiny, polarita auxinu, inhibitory

auxinu, Arabidopsis thaliana



2. Abstract

Phytohormones are signalling molecules directing physiological and developmental
processes in plants. One of them, auxin, is involved in the diverse regulation of plant processes,
e.g. embryogenesis, organogenesis, vascular tissue formation and tropisms. Auxin transport is
polar. Auxin isdistributed via the phloem, utilizing specialized membrane transport proteins;
small amount diffuse also through the membrane. Aux1/Lax transporters mediate auxin entry into
the cell, auxin efflux is mediate mostly by PIN transporters, which are the crucial factors in
determining the directionality of auxin flow. Asymmetric localization of membrane PIN proteins
depends on vesicle transport from Golgi to the plasma membrane. Vesicles are transported along
actin filaments which are dynamically rebuilted by regulators. They are maintaining asymmetric
cellular localization of the auxin transport proteins.

PIN proteins are cycling between endosomes and plasma membrane. Cycling is regulated
by ARF-GEF proteins and serin/threonin kinase (PI1D, PINOID). Newly synthesized PIN proteins
are equally distributed in the plasma membrane, afterwards they are asymmetrically redistributed.
Regulation of actin filaments formation and remodelling is the crucial factor for transport of
vesicles with PIN proteins. Many proteins which regulate actin  nucleation,
polymerization/depolymerization, branching, ... exist. Actin nucleation is one of the most
controlled processes. Arp2/3 protein complex, formins, SPIRE and Cordon-Bleu regulators,
leiomodin and others participate in nucleation; these regulators are also regulated by ROP
proteins. ROP proteins participate in all of actin remodelling, also in morphogenesis, cytokinesis,
vesicle motion, cell cycle, apoptosis, stress responses, ...

Interactions between auxin and actin are being characterized by many experiments.
Effects of many auxin types and auxin concentration on actin are observed. Auxin transport
inhibitors like 1-napthylphthalamic acid (NPA), 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA) and 2-(1-
pyrenoyl)benzoic acid (PBA) are often used. Experiments with latrunculin B, toxin which
depolymerizes F-actin, suggest that actin is not the only critical determinant of polarized plant

growth. We can assume that tubulin participates as well.

Key words: auxin transport, actin cytoskeleton, PIN proteins, polar auxin, auxin inhibitors,

Arabidopsis thaliana



3. Uvod

Auxin, IAA neboli indol-3-octova kyselina je jednim z zivotné dulezitych fytohormont
rostlin. Jeho nazev je odvozen zfteckého slova auxein, coz v piekladu znamend nartstat,
zvétsovat se, nabyvat, a to také vypovida o ucinku této latky na rostlinu. Spole¢né s dal§imi
fytohormony, jmenujme napfiklad cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou nebo etylén, tidi
auxiny rostlinny rust a vyvoj. VSechny hormony jsou syntetizovany v ur¢itém misté rostliny a
pak transportovany vodivymi pletivy do mist, kde ovliviluji rizné fyziologické procesy.

Auxin se syntetizuje hlavn¢ v mladych nadzemnich ¢astech rostliny a je transportovan
zejména floémem smérem k bazi rostliny, odtud miize byt transportovan floémem zase
akropetaln¢ nebo vstoupit do bunc¢k a byt piesné¢ sméfovan k cili. Do bunék vstupuje jednak
pasivné difuzi, ale ve vétsi mife aktivné pomoci pienaseét Auxl/Lax, z buniky poté pienaseci
PIN nebo PGP. NejzndméjSim ucinkem auxintl je stimulace prodluzovani buné¢k a apikalni
dominance, dale se ucastni napt. vétveni a rlstu kofent,.... Auxin je po rostlin€ transportovan
polarné, diky nerovnomérnému rozmisténi pienaSect v membrané (Friml and Palme 2002).
Proteiny transportujici auxin pfes mebrany jsou zavislé na dynamice transportu vackt po
aktinovych vlaknech (Muday and Murphy 2002). Proto jsou i auxiny a s nim souvisejici procesy,
které tidi, z&vislé na bunécném cytoskeletu. Naopak také cytoskelet je v mnohych piipadech silné
ovlivnén nebo poskozen pii poskozeni transportu auxinu.

Pfi studiu vlivu auxinu na cytoskelet je vyuzivano inhibitorQ transportu auxinu, jako jsou
napt. l-naftylftalamova kyselina (NPA), 2,3,5-trijodbenzoova kyselina (TIBA) a 2-(1-
pyrenoyl)benzoova kyselina (PBA) (Dhonukshe et al. 2008a, Tanaka et al. 2006, Petrasek et al.
2003). Ne ve vsech ptipadech je polarita ristu rostliny narusena pii naruseni cytoskeletu. Toto
bylo popsanu u latrunculinu B, ktery depolymeruje F-aktin (Baluska et al. 2001). Mechanismy,
kterymi jsou auxinové pienaSece lokalizovany do membrany, jsou pro nés stale nejasné. Vime, Ze
v distibuci PIN proteint hraje vyznamnou roli protein kinaza PID (PINOID; Friml et al. 2004).
Samotna lokalizace PIN proteinti v membran¢ je na aktinu nezavisla (Rahman et al. 2007).

S aktinem a celkové s cytoskeletem souvisi transport membranovych vackd, pomoci nichz
jsou dopravovany samotné proteiny po buiice z mista na misto. Exocytdza a endocytdza jsou
zakladnimi mechanismy utvareni celkové dynamiky transportu auxinu a s nim tizce souvisejiciho
cytoskeletu. Nesmime zapominat, Ze samotna regulace utvareni a piestaveb aktinovych vlaken je

nesmirné slozitd a v mnohych ohledech prozatim nevyjasnéna. Ve své praci jsem se na zacatek



obsirnéji zaméftila praveé na vystavbu aktinovych vlaken a jejich regulacim. Nadale, pii pojednani
o interakcich mezi aktinem a auxinem, jsem se vzhledem k Siroce studovanému tématu u

odlisnych organismli zaméfila na prace tykajici se kotfenu Arabidopsis thaliana.

4. Aktin

4.1 Aktin se u€astni mnohych zivotné dulezitych bunéénych procesu

Velka cast dnesnich poznatkii o aktinu prameni z vyzkumii provadénych na svalovych
aktomyosinovych komplexech u Metazoi. Nesvalovy aktin se ale ucastni také mnohych zivotné
dilezitych procesi v bunééné morfogenezi eukaryot, pohybu améboidnich bunék a v neposledni
fadé¢ hlavné v intracelularnim transportu. O aktinu nevime zdaleka vSe a je predmétem
intenzivniho vyzkumu.

Ptestavby aktinovych filament se podili na konkrétnich procesech jako je tvorba filopodii,
lamellipodii a membranovych zahybt (membrane ruffles) u zivo¢isnych bunék (Small et al.
2002). Takzvané aktinové "komety" mohou organelami a bunéCnymi patogeny pohybovat
Vv cytoplasmé (Goldberg 2001, Pollard and Borisy 2003).

Je nepostradatelny pro bunéény cyklus. Konkrétné cytokineze je zévisla na dopravé
exocytotickych vacka (Field, Li and Oegema 1999). U Metazoi se aktin podili na tvorbé
aktomyosinového cytokinetického kruhu (Hales et al. 1999).

Dale se aktin ucastni napiiklad puceni kvasinek (Pruyne et al. 2004b). U rostlin hraje
vyznamnou roli v tvorbé rostlinnych trichomti (Szymanski 2005), vrcholovém rustu kofenovych
vlaskt zavislém na F-aktinu (Baluska et al. 2000) nebo ve vyvoji pylového zrna (Vidali,
McKenna and Hepler 2001). Aktinova filamenta slouzi mimo jiné jako transportni draha pro
vacky- hlavné exocytotické. Ty jsou dopravovany do expandujicich mist bunééného povrchu

nebo u nepohybujicich se bun€k do mist ristu.

4.2 Aktin je konzervovany v eukaryotech

Aktin je vysoce konzervovany protein u eukaryot. Tvofii riznorodou rodinu, kde jsou i ty
nejvice odlisné proteiny z cca 85% identické. Jeho izoformy naopak nachazime u rtiznych typt
organismu, napiiklad 1 gen koduje aktin u pucicich a délicich se kvasinek, u ¢loveka je kodovan
6 geny, u rostlin existuje az 100 aktinovych izoforem.

U mnohych organismu (napt. Dictyostelium discoideum) dochazi pii odpovédi na rizné
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stresové situace k fosforylaci Tyr-35 aktinu, ktera pravdépodobné zamezi polymeraci (Jungbluth
et al. 1995). U spor D. discoideum dochazi k fosforylaci pravdépodobné jako reakce na hladovéni
a ucastni se navozeni dormance (Kishi et al. 1998). Mechanismy téchto posttranslaénich
modifikaci nejsou zatim znamy, voditkem by mohly byt neddvno objevené defosforylacni
proteiny z gend skupiny 11, jejichZ exprese nariista v pribéhu bobtnani semene (Xu et al. 2004).
U A. thaliana bylo objeveno né¢kolik gent aktinu, které se lis§i v Casovém a prostorovém
usporadani exprese, ty mizeme délit na dvé fylogenetické skupiny-vegetativni a generativni, a

1181 se také funkeci.

4.3 Aktinova vlakna

Aktin je zfejmée esencialni pro zivot eukaryotnich bun¢k. Jeho polymeraci vznikaji vlakna,
kterd tvofi vnitini mechanickou podporu bunky, udavaji tvar bunky, utvaii drahy pro pohyb
bunécného materidlu do mista urceni a ucastni se motility buiky V piipad¢, Ze nema bunécnou
sténu. Aktin se v eukaryotnich bunkach vyskytuje ve dvou formach, jednak jako rozpustny
globularni G-aktin a jako vlaknity F-aktin. V bufice je mezi témito dvéma formami udrzovana
rovnovaha pomoci interakci s dal§imi proteiny Gi€astnicimi se pfestaveb aktinu. Proteiny vazajici
se s G-aktinem kontroluji dostupnost aktinu a vazbu s nukleotidem, ovliviiuji tak rychlost
polymerizace na rostoucim (+) konci (=barbed end) stejné jako rychlost depolymerizace na
nerostoucim (-) konci (=pointed end).

Reorganizace a dynamika aktinu je fizena aktin vazebnymi proteiny (ABPs). Dvémi
hlavnimi modulatory aktinové dynamiky jsou univerzalné rozsifené proteiny profilin (Carlsson et
al. 1977) a depolymeracni faktor ADF/cofilin (Nishida, Maekawa and Sakai 1984). Specifickymi
modulatory naptiklad pro Metazoa jsou thymosin-p4(Tp4) a pro Toxoplasma toxofilin (Safer,
Golla and Nachmias 1990, Poupel et al. 2000).

4.4 Profilin a ADF/cofilin se vazi na aktin
4.4.1 Profilin

Profilin je v buiice vSude se vyskytujici protein, ma podil na vazbé monomerniho G-
aktinu s ATP (Mockrin and Korn 1980) a napomaha tak polymeraci aktinu. Kromé vazby na
aktin se profilin u A. thaliana vaze k dal$im proteiniim, jako jsou prolin bohaté fosfoproteiny a

Arp2/3 komplex. Vaze se téz k malé signalni molekule fosfatidylionositol 4,5-bisfosfatu (PI-4,5-



P,). Podil ma také na recyklaci G-aktinu oddéleného z + konce vlakna za ucasti ADF/cofilin
proteint (Maciver and Hussey 2002).

Polymerace se i¢astni ¢epi¢kovaci (capping) proteiny, které zajist'uji dostupnost + koncii
aktinovych vlaken. Jejich mutaci zptisobenou piemirou profilinu je polymerace inhibovana
(Hopmann and Miller 2003). V neposledni fadé je profilin soucasti signalizac¢nich drah
(v cytoskeletu) a jeho aktivita je regulovana pravé Pl-4,5-P;, (Lassing and Lindberg 1985).

Izoformy profilinu se vyskytuji u mnoha organismu, jsou ale méné konzervovany nez
aktin, ale jejich strukturni a funkéni homologie je zna¢na. Napiiklad profilin pylu Zea mays je
specificky pro danou rostlinu a evolu¢né vzdaleny od profilinu D. discoideum, jeho expresi
Vv mutovaném (obsahuje dvé mutace profilinu) D. discoideum dochazi k nahrazeni defektnich
funkci (Karakesisoglou et al. 1996). Tento jev vypovida pravé o homologii profilini u riznych
organismu, prestoze jsou sekvencné specifické pouze z 34-44%. Jeho dilezitost byla ovéfena na
pylu (Vidali et al. 2001) a kotenovych vlascich, kde vyrazné ovlivnil vrcholovy rist (Baluska et
al. 2000). Vyssi exprese profilinu u A. thaliana zptsobuje rust kofenovych vlaskt, naopak nizsi
exprese vegetativni profilinl isoformy zptsobuje sniZzeni elongace hypokotylu, inhibici rustu
kotenovych vlaskii a necitlivost k svétlu. Translaci antisense RNA je redukovana bunécna
elongace a jiné vyvojové zmény (Ramachandran et al. 2000, McKinney, Kandasamy and
Meagher 2001).

Neékteré zmény jako napiiklad navozeni kveteni zatim nelze pfimo ptitknout aktivité
aktinu, pfestoze snizena exprese ADF, ktery se piimo s profilinem tcastni na polymeraci aktinu,
pravdépodobné zplsobuje pozdni kveteni (Dong et al. 2001). Vzhledem k mnohym poznatkiim
by se dalo predpokladat, ze cytoskelet netvoii pouze transportni cesty pro rizné vacky, ale
pravdépodobné se 1 aktivné i€astni signalizace. Tomuto fenoménu by mohly napovidat naptiklad
intenzivni piestavby F-aktinovych siti v bufice, kterou lze chapat jako ,,multisenzorovou®,
protoze na zakladé vyhodnoceni vnéjSich podnéth jako svétlo nebo mnozstvi vody tidi zavirani

pruduchti, mechanickym kontaktem nebo pii opravach zranéni (Volkmann and Baluska 1999).

4.4.2 ADF/cofilin
ADFs (aktin depolymerujici faktory) a cofilin patifi do rodiny proteini preferencné
vazajicich rozpustny nebo vlaknity ADP-aktin. Fosforylaci Ser zbytkt na N-konci téchto proteinii

vede u savci a Acanthamoeba castellanii ke snizeni vystavby aktinovych filament (Agnew,



Minamide and Bamburg 1995). Tento mechanismus je dobie dokumentovan také u rostlinnych
bun¢k. Mnozstvi proteinti je striktné regulovano, zvySend exprese a n¢které mutace cofilinu jsou
letalni (lida and Yahara 1999, McKim et al. 1994).

U D. discoideum existuji dva typy cofilind, které se lisi funkci. Cofilin-1 je pfitomen ve
vegetativnich bunikach a v ranych fazich vyvoje. Pro buriku je esencialni, vaze a depolymeruje
aktinova filamenta, diky nému dochazi k ptestavbam aktinovych siti (Aizawa, Sutoh and Yahara
1996). Cofilin-2 narozdil od prvého postrada regulacni sekvenci a nevyskytuje se v jeho
spolecnosti. Vyskytuje se hlavné¢ v mistech agregace, jeho funkce jsou raznorodé, ale jeho
specificka hlavni funkce nam zatim unika (Aizawa et al. 2001). A. thaliana ma nejméné 6 ADF

izoforem (McCurdy, Kovar and Staiger 2001), které jsou regulovany fosforylaci.

4.5 Vznik aktinovych viaken

Aktinova vldkna jsou prednostné prodluzovdna na neocepickovanych + koncich jiz
existujicich vldken nebo mohou vznikat de novo tzv. nukleaci. Cepitka na konci vlakna brani
jeho prodluzovani. Od¢epi¢kovat vlakno nebo oddélit F-aktin z konce vlakna mohou aktin
vazebné proteiny severin, gelsolin nebo proteiny z ADF/cofilin rodiny. Gelsolin také mlze dat
vznik zcela novému vlaknu (Yin et al. 1981). V ptaci zalude¢ni svaloviné byl pied nékolika lety
objeven protein fesselin, ktery se také tcastni jak prodluzovani, tak vzniku vlakna de novo (Beall
and Chalovich 2001).

K nukleaci miize dochazet nékolika zplsoby, napi. za ucasti Arp2/3 proteinového
komplexu, formint, pomérné nedavno objevenych SPIRE a Cordon-Bleu regulatora (Renault,
Bugyi and Carlier 2008), leiomodinu, ... Arp2/3 komplex se sklada ze 7 proteini Arp2, Arp3 a
ARPCs, tyto podjednotky byly a jsou nadale pfedmétem vyzkumu u vysSich rostlin (Mathur
2005). U A. thaliana byly na zéakladé¢ deformace listovych trichomi klasifikovany geny
DISTORTED. Mezi nimi se nachazeji také geny CROOKED, DISTORTED1 a WURM, které
koduji vysoce konzervované podjednotky aktinového Arp2/3 komplexu (Mathur et al. 2003b,
Mathur et al. 2003a). U mutanti v téchto genech byly pozorovany deformace hypokotylu,
déloznich listki a kofenovych vlaskt. V trichomech byly pozorovany piestavby jednak
v aktinovych sitich, ale i mikrotubulech (Mathur and Chua 2000).

Komplex Arp2/3 se vaze na ,,bok* existujiciho vlakna a podili se na vzniku nové ,,vétve*.

U A. thaliana jsou geny Arp2/3 komplexu piepisovany naptiklad u pylu a prekurzorti xylému,
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tedy v bunikach, kde dochazi k velkym zménam struktury (Klahre and Chua 1999). K aktinové
nukleaci de novo dochéazi diky forminim. Tato rodina proteini obsahuje vzdy minimaln¢ dvé
domény FH1 a FH2 bohaté na prolin (Evangelista et al. 2002). Vazbou profilinu na FH1 doménu
je nukleace regulovana. U vysSich rostlin existuji dvé skupiny formint, prvni skupina obsahuje

vétsinou proteiny lokalizované v membrané a druhé cytoplasmatické proteiny.

4.6 Regulace nukleace aktinu a pfestaveb aktinového cytoskeletu

Vsechny mechanismy nukleace aktinu podléhaji regulaci mnoha dalSimi proteiny. Jednu
Z hlavnich roli v regulaci Arp2/3 komplexu hraji proteiny z rodiny WASP/SCAR (Symons et al.
1996, Bear, Rawls and Saxe 1998). Tyto proteiny byly identifikovany u D. discoideum,
Saccharomyces cerevisiae, zivo¢ichti a v neposledni fadé také u vyssich rostlin A. thaliana a
kukutice (Frank et al. 2004), zde se pouziva oznaeni WAVE. Arp2/3 komplex je samostatné
neaktivni, WAVE komplex zprostiedkovava signaly RHO GTPaz (RAC/ROP; viz nize) pies
svou podjednotku Scar jako aktivacni pro Arp2/3.

Protein CARMIL (¢epickovaci protein, linker Arp2/3 a myosinu), dosud identifikovany u
Acanthamoeba castellanii, D. discoideum, savci, aktivuje nukleaci a vaze ¢epiCkovaci protein
nebo SH3 doménu myosinu | (Jung et al. 2001). Coronin, ktery se vyskytuje u vSech zkoumanych
eukaryot vyjma rostlin, asociuje s Arp2/3 komplexem a inhibuje nukleaci a muze podporovat
tvorbu aktinovych siti smérovdnim komplexu na ,,boky* filament. Tohoto proteinu je potieba
také v chemotaxi, cytokinesi a endocytoze (de Hostos et al. 1991).

Forminy se také ucastni regulace tvorby aktinovych vlaken. U nékterych Zivocichii a hub
interaguji se signalnimi molekulami RHO GTPéazami nebo Src proteiny, které ovliviuji
reorganizaci aktinu. Forminy se také podileji na interakcich mezi aktinem a mikrotubuly nebo na
bunééné polarité pii puceni kvasinek (Lee et al. 1999, Pruyne et al. 2004a).

RHO GTPazy jsou regulacni proteiny, které se ucastni vSech procesi prestaveb
aktinovych vlaken. Kromé toho se vyskytuji v regulacnich drahach v celé buiice- v endocytoze,
chemotaxi, vystavbé mikrotubulli, morfogenezi, cytokinezi, pohybu vackd, transkripci, bunécném
cyklu, apoptéoze a odpovédi na stres, ... (Johnson 1999). Jsou velkou skupinou proteint
vyskytujicich se u vSech eukaryot, ktera se na zakladé¢ podobnosti sekvenci a funkci déli na
podrodiny Ras, Rho, Rab, Ran a Arf. V ramci podrodiny Rho se mtizeme setkat s délenim na tfi
vétve - Rho, Rac a Cdc42 (Kahn, Der and Bokoch 1992). U A. thaliana se nevyskytuji malé
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GTPazy ze skupiny Ras, které se nachazeji napi. u S. cerevisiae ¢i savca (Vernoud et al. 2003).
RHO proteiny rostlin ROPs (RHO-of-plants) se akumuluji do mist rustu buiky. Studium ROP
proteinti se provadi napiiklad na buiikéch tvoticich kofenové vlasky, které zajistuji piijem zivin a
vody z pidy nebo interakce se symbionty a obranu proti patogenim. ROP proteiny jsou
akumulovany do mist ristu kofenového vlasku a zvySenim Rop2 aktivity je rapidné stimulovan
rast vlaskt (Jones et al. 2002). Rop2 také reguluje reorganizaci kortikalniho aktinu v rostoucich
bunkach. Exprese dominantni inaktivni alely (,,dominant negative® mutace) tohoto proteinu u A.
thaliana inhibuje polarni rast bunék epidermis, exprese hyperaktivni mutantni isoformy
zpusobuje buné¢nou expanzi V pribéhu rané faze rostlinné organogeneze (Fu, Li and Yang
2002).

ROP GTPazy interaguji s n€kolika specifickymi rostlinnymi efektory, jako jsou Ric
proteiny s doménou CRIB nebo komponenty syntazy kalézy. GTPazy se nachazeji ve dvou
moznych stavech, bud’ v aktivni formé s navazanym GTP, nebo v neaktivni form¢ s navazanym
GDP. Stav GTPazy je regulovan GAPs (GTPasa activating proteins) a GEFs (guanine nucleotide
exchange factors), ktery katalyzuje disociaci GDP. Dal§im kofaktorem jsou GDIs (guanine
nucleotide-dissociation inhibitors), které reguluji cyklovani RHO GTPaz mezi membranou a
cytoplasmou. U rostlin konzervované dvé tiidy GDIs a GAPs maji unikatni regula¢ni funkce a
GEF byl donedavna znam jen jeden u A. thaliana, pomérné nedavno byla objevena nova skupina
specifickd pro rostliny RHO-GEFs (ROP-GEFs, PRONE-GEFs; Berken, Thomas and
Wittinghofer 2005).

5. Cytoskeletarni drahy pro vacky

Mnoho véci, které zname o cytoskeletu, pochazi z vyzkumt provadénych na kofenovych
vlascich, které se nachdzeji ve vrcholové prodluzujici se zoné. V téchto rostoucich buiikach tvoii
cytoskelet silna filamenta, ktera jsou po dokonceni vyvoje buiiky nahrazena jemnou aktinovou
siti (Baluska et al. 2000). Cytoskelet se ucastni transportu latek a organel na del$i vzdalenosti. U
A. thaliana jsou do transportu vacku pii prodluzovani kofenovych vlaski zapojeny motorové
proteiny myosiny XI (Ojangu et al. 2007, Prokhnevsky, Peremyslov and Dolja 2008).

Mikrotubuly u rostlin kontroluji smér riistu, jejich poskozeni napt. oryzalinem zplsobuje
u Medicago truncatula zvinéni kofenovych vlaskt (Sieberer et al. 2002). Navic determinuji

umisténi sekre¢nich domén v neexpandujicich bunkach a také de novo umisténi Pinl v kortexu
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na rozhrani kotfenovych bunék po dokonceni cytokineze. Aktin ma funkci kontroly exocytozy a
kortikalni aktin mtze slouzit jako bariéra pro vacky v danych mistech membrany, kde neprobiha

endo/exocytoza, kdezto mikrotubuly pro né tvoii spletité priichozi transportni cesty.

6. Auxin

6.1 Vyvoj a architektura kofenu jsou regulovany fytohormony

V soucasné¢ dobé€ jsou studie hormonalnich mechanismt, které kontroluji/reguluji rist,
diferenciaci, vyvoj a architekturu bun¢k, zaméfeny mimo jiné na vyzkum kotfenového systému.
Vzhledem k rozsahlosti problematiky se na né€j soustfedime i my. Hlavnimi fytohormony, které
se zde ucastni bunécné signalizace, jsou cytokinin (CK) a auxin (IAA).

Oba hormony mohou byt produkovany bufikami v kofeni i V nadzemni ¢asti (Nordstrom
et al. 2004) a to v zavislosti na umisténi burniky v rostlinném téle, vyvojovém stadiu a vnéjsich
faktorech. Mladé nadzemni organy jsou hlavnimi misty produkce auxinu u A. thaliana a
kofenovy vrchol je mistem syntézy cytokininu (Aloni et al. 2003, Aloni et al. 2004). Primarné
jsou cytokininy syntetizovany Vv bunkach kofenové ¢epicky a jsou transportovany symplastem do
mist prodluzovani a z diferencovanych buné¢k xylémem do jednotlivych organt (Aloni et al.
2004, Aloni et al. 2005). V kofeni jsou cytokininy negativnimi regulatory ristu a diferenciace
(Werner et al. 2003). Polarni transport auxinu hraje podstatnou roli v diferenciaci, vyvoji a

gravitropnim rustu kofenti hlavniho i postrannich (Sabatini et al. 1999).

6.2 Chemiosmoticky model transportu auxinu

Snad nejvice probadanym asymetricky rozloZzenym proteinem v rostlinné burice je
pfenasSe¢ auxinu, ktery kontroluje polarni transport auxinu. Auxin se transportuje mezi buiitkami
ze vzrostného vrcholu k bazi rostliny. To zptisobuje hromadéni auxinu v oblastech intenzivni
elongace (Ortufio et al. 1990).

Pohyb auxinu za do bunky zprostiedkovavaji dva proteinové komplexy-pienase¢ do
bunky (Aux1/Lax) a pienase¢ z bunky (PIN), navic jsou v plasmatické membrané piitomny jeste
ATP dependentni transportéry, které transportuji auxin taktéz z bunky. V 70. letech minulého
stoleti byl formulovan chemiosmoticky model, znazorfujici transport auxinu v burice (obr. 1).

Transport auxinu zavisi na odlisném pH v extracelularnim prostoru a cytoplasmé, které je

generovano H+ATPasou. V bunécné sténé€ je pH 5,5 a auxin je ¢astecné protonovan, proto miize
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voln¢ difundovat ptes plasmatickou membranu do buiky, uvniti které¢ je pH 7, v dusledku
disociace proto auxin spontann¢ neunikd pfes membranu. Kromé volné difize mize auxin do

bunky vstupovat pies transmembranové prenasece Auxl/Lax a z bunky pies prenaseCe PIN a

transportéry ABCB/PGP.

AUX1/LAX Cell wall
\T% pHes #
Cytoplasm O
PH7 =
= M PP

| Cell-to-cell IAAH
PIN w w polar

IAAH= |AA- + H* auxin

UX1/LAX| transport
o

IAAH '\ PGP transporters
= “ jPGP &
------ e H+—-> AUX1/LAX auxin
== influx carriers
m PIN auxin efflux
PIN AAR carriers

Obr. 1 : Chemiosmoticky model, ktery je zaloZeny na rozdilném pH mezi apoplastem (prostor bunéné stény) a
cytoplasmou. Protonovany auxin — indol-3-octova kyselina/IAAH — muze difundovat skrze bunéénou sténu do
cytoplasmy nebo miiZe byt transportovana Aux1/Lax transportnimi proteiny do bufiky. Uvnitf buitky IAA disociuje a
posléze mize byt transportovana PGP nebo PIN proteiny z buniky. Asymetrické rozmisténi téchto proteini fidi a

udava tok auxinu mezi butikami (Robert and Friml 2009).
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6.3 Transportéry auxinu
6.3.1 Auxl/Lax

Diky modelovému organismu A. thaliana je také dobie prostudovana molekularni
podstata téchto proteini. Auxl/Lax byl identifikovan diky mutantu Arabidopsis auxinl(auxl),
jehoz kofeny byly odolné vué¢i auxinu, membranové nepropustnému derivatu auxinu 2,4-
dichlorfenoxyoctové kyseliné (2,4-D) a ethylenu a vykazoval agravitropni rast kofene (Maher
and Martindale 1980, Pickett, Wilson and Estelle 1990).

AUX1 gen koéduje protein homologni k aminokyselinovym permeazam (Bennett et al.
1996). Auxl protein je asymetricky umistén v riznych typech bunék, zejména v horni ¢asti
mladych kofenovych bunék. U A. thaliana 3 typy proteini rodiny LAX (LIKE AUX1) plni, jak
se zda, podobnou funkci jako Auxl, napiiklad reguluji fylotaxi (Bainbridge et al. 2008). Aux1

. . . v ~ % 7 7 +
protein transportuje auxin do bunky ptfes bunéénou membranu pomoci symportu s H".

6.3.2 ABCB/PGP/MDR

Fosfoglykoproteiny (PGPS) z rodiny transportnich proteint, které maji ATP vazebnou
kazetu, se také ucastni transportu auxinu (Geisler et al. 2005). N¢které z nich se 0castni
transportu auxinu z burniky podobné jako PIN proteiny. Tyto exportni proteiny mohou fungovat
bud’ soucinng, nebo i antagonisticky v riznych vyvojovych procesech (Blakeslee et al. 2007).

Vyuzivaji odlisné transportni mechanismy. Paklize se oba proteiny vyskytuji na polarni
bunécéné doméné, mohou spolu interagovat synchronné, ¢imz je regulovan PIN v membranové
mikrodoméné (Titapiwatanakun et al. 2009). PGP se muize vyskytovat na nepolarni doméné,
nezavisle na PIN, a miZe zprostfedkovavat nepolarni transport auxinu z bunky, kterd ho

syntetizuje (Mravec et al. 2008).

6.3.3 PIN

Proteiny rodiny PIN jsou zasadni pro transport auxinu, nebot’ udavaji polaritu toku
auxinu. Funkce PIN byla demonstrovana na tabakovych BY-2 bunkach, kvasinkach a sav¢ich
HeLa bunkach (Petrasek et al. 2006, Okada et al. 1991, Galweiler et al. 1998). Jsou asymetricky
rozlozeny V plasmatické membrané a UuCastni se embryogeneze, organogeneze, vyvoje

kotfenového meristému, diferenciace cév nebo tropickych pohybu.
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Dulezité jsou zmény v umisténi PIN proteind v buikach v pribéhu vyvoje rostliny,
napiiklad u A. thaliana jsou v ¢asném stadiu vyvoje Pin7 lokalizovany na horni strané
suspenzorovych bun¢k, které zprostiedkovavaji transport auxinu Kk mladému embryu.
V pozdgjsich fazich vyvoje jsou Pinl a Pin7 lokalizovany ve spodni ¢asti bun¢k a transportuji

auxin smérem od embrya ke kofeni (Friml et al. 2003).

6.4 Kontrola polarity a mnozstvi transportovaného auxinu

Mechanismus, jakym je kontrolovan polarni transport a mnozstvi auxinu béhem ristu a
vyvoje rostliny, je nejasny. Zatim existuji pouze domnénky, které mozna povedou k objasnéni
této problematiky. Aktivita mnoha proteinli je v riznorodych organismech regulovdna
de/fosforylaci zprostfedkovanou protein kindzami a protein fosfatdzami, tak by tomu mohlo byt 1
Vv tomto piipadé. Analyzy mutanti vedly k nalezim protein kinaz, které mély roli v regulaci
transportu auxinu a jeho redistribuci, ale i v dalSich procesech. Prozatim nezname cile
de/fosforylace. Dal$sim moznym aktérem v ustanoveni polarity auxinu jsou samotné vacky
cyklujici uvnitf buriky. Po optisobeni inhibitorem, ktery snizuje sekreci vackt Golgiho aparatu, je
snizen transport auxinu (Sally and David 2004). V neposledni fadé se polarita auxinu méni na

zakladé¢ vné&jsich podnétt (Evans 1991).

7. Interakce mezi auxinem a aktinem

7.1 Vliv auxinu na aktinovy cytoskelet

Asymetrické rozlozeni auxinovych transportéri v buiice je zaloZeno na dynamice
transportu vackt po aktinovych vlaknech (Muday and Murphy 2002). Kdyz byly auxin IAA,
syntetické auxiny NAA a 2,4-D aplikovany v riiznych koncentracich do média a na ném byly
péstovany rostlinky A. thaliana, byly pozorovany specifické fenotypové zmény. Cim vyssi
koncentrace auxinu, tim pomaleji kofen nartstal v porovnani S kontrolni rostlinou, pouze u 30
nM 2,4-D koten po 3 dnech kultivace vykazoval klidovy stav a u NAA po tiech dnech doslo
k rapidni inhibici elongace. Aktin byl vizualizovan pomoci GFP (green fluorescent protein), u
bunék optisobenych TAA a NAA doslo ¢aste¢né k zesileni a zhoustnuti vldken, ale 2,4-D zpisobil
naruseni cytoskeletu (Rahman et al. 2007).

17nM latrunculin B, inhibitor aktinu, inhibuje prodluzovani kofene az na 50% a

zpusobuje obdobna poskozeni cytoskeletu jako 2,4-D, avSak bez vyskytu “tecek* (puncta).
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Latrunculin B a 2,4-D ma negativni vliv také na cytoplasmatické proudéni v buice, které je

fizeno aktomyosinovym systémem (Rahman et al. 2007).

7.2 Interakce inhibitort polarniho transportu auxinu s aktinem
7.2.1 NPA, TIBA, PBA

Jakym ptesné zplisobem ovliviiuje auxin dynamiku aktinového cytoskeletu, mizeme
pozorovat, kdyz narusime jeho polarni transport inhibitory. Casto se vyuziva 1-naftylftalamové
kyseliny (NPA), 2,3,5-trijodbenzoové kyseliny (TIBA) a 2-(1-pyrenoyl)benzoové kyseliny
(PBA).

TIBA a PBA maji vliv na transport vacki, blokuji reverzibilné endocytézu a pohyb
Golgiho aparatu a endosomu a indukuji tak snizeni dynamiky cytoskeletu (Dhonukshe et al.
2008a). Typickym projevem stabilizace aktinového cytoskeletu jsou tlusté svazky vlaken
(patches). TIBA nebo aktin-stabilizujici latka jasplakinolid zptsobuje defekty ve vyvoji kofene,
jeho ristu, zaklddani postrannich kofenli a gravitropnim ristu, které jsou typickymi znaky pro
mutanty s poruchou transportu auxinu (Tanaka et al. 2006). 10uM davka NPA a 40uM TIBA u
A. thaliana inhibuje elongaci kofene asi o 50%. NPA naruSuje vlaknity aktin a dava vznik
aktinovym teckam, obdobné jako 2,4-D, u tabakovych buné¢k PNA vliv na aktin nema (Petrasek
et al. 2003), a TIBA zpusobuje tzv. svazkovani filament podobné jako IAA/NAA. TIBA a NPA
jsou jiz po pul stoleti zndmy jako inhibitory transportu auxinu. Mechanismus, jakym ob¢ latky
meéni strukturu aktinu, neni doposud jasny.

Po porovnani kofene optuisobeného NPA(nebo 2,4-D) s mutantem auxl a kontrolou je
zfejmé, ze tyto dva inhibitory neplsobi pfimo na auxinové transportni proteiny, ale narusuji aktin
jinym zpusobem. IAA, NAA a TIBA zpomaluji kofenovy rlst zmensenim elongacni zony
v koteni, 2,4-D, NPA a latrunculin B zptsobuji zpomaleni rustu snizenim déleni buné€k v kofeni
pomoci depolymerace aktinu, blokuji vnitrobunéénou dynamiku PIN proteind, ale nemaji vliv na

rozmisténi (tedy polaritu) Pinl a Pin2 (viz. nize; Rahman et al. 2007).
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7.2.2 Latrunculin B

Latrunculin B je vysoce specificky toxin izolovany z moiské houby, ktery efektivné
depolymeruje aktinova filamenta u vSech zkoumanych eukaryot. Latrunculin B po hodiné
pusobeni na semenacek A. thaliana zputsobil depolymeraci vétSiny F-aktinovych filament
Vv kofenovych bunkach (Baluska et al. 2001). Paklize je semenacek piimo péstovany na médiu
s latrunculinem B az do doby, kdy je dokonéen jeho postembryoticky vyvoj, bud’ za svétla, nebo
tmy, dochazi u rostlinky k takzvanému dwarfismu, kdy je rostlina po morfologické strance
relativné v poradku, ale je extrémné malého vzristu. To dokazuje, Ze F-aktin neni pro spravny
polarni rust rostliny nezbytny (Baluska et al. 2001). Zda se tedy, ze transport vacki a nasledna

exocytdza miize byt zprostredkovana také tubulinovym cytoskeletem.

7.3 Role aktinu v lokalizaci a cileni Pin1, Pin2, Auxl

U vzrostného vrcholu A. thaliana se Pin2 vyskytuje ve stfedni, podélné vnitini Casti
epidermalnich bun¢k, u kofenového vrcholu v kortikalnich buiikach. IAA, NAA, NPA ani 2,4-D
nemély zadny vyznamny vliv na rozmisténi Pin2, ale vlivem latrunculinu B vznikala
V epidermalnich bunkach velka inklusni téliska (Rahman et al. 2007). U Pinl po kratkém
opusobeni inhibitory aktinu nedoslo k zadnym viditelnym zménam v lokalizaci (Geldner et al.
2001), po dlouhém vlivu inhibotor také ne. U Pin2 byly provedeny obdobné experimenty.
Z vysledku plyne, Ze lokalizace Pinl a Pin2 je nezavisla na aktinu (Rahman et al. 2007). Auxin se
pohybuje celou rostlinou pomoci transmembranovych proteind, do kterych patii i PIN proteiny,
které jsou pro né&j esencialni, ale mechanismus jejich lokalizace je stale nejasny.

PIN proteiny se v kofeni A. thaliana pohybuji dynamicky mezi plasmatickou membranou
a endosomy. To bylo demonstrovano vyuzitim brefeldinu A (Geldner et al. 2001), ktery
zablokuje exocytozu zavislou na G-proteinu typu ARF (prostfednictvim ARF-GEF). Bazalni
recyklovani Pinl v pokozkovych buikach kofene vyzaduje k pohybu ARF-GEF GNOM citlivy
k brefeldinu A a apikalni cyklovani Pin2 je zprostfedkovavano ARF-GEF proteiny odolnymi vici
brefeldinu A (Obr. 2; Geldner et al. 2003).

V kortexovych burnikach jsou Pinl i Pin2 pfitomny na stejné, bazalni stran¢ membrany.
Aux proteiny cykluji mezi membranou a endosomy také prostfednictvim ARF-GEF proteind,
které jsou odolné vuci brefeldinu A (Kleine-Vehn et al. 2006). Rozhodujici pro distribuci PIN
proteint je serin/threonin protein kinaza PID (PINOID; Friml et al. 2004). S vyssi aktivitou PID
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byl indukovan ptesun PIN proteinti z bazalni na apikalni stranu kofenovych bunék u A. thaliana
(Friml et al. 2004).
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Obr. 2 : Model funkce PIN proteint jakoZto kli¢ového regulatoru dynamického umisténi PIN v buné&éné membrané.
PIN proteiny cykluji mezi endosomem a plasmatickou membranou prostiednictvim exocytézy a clathrinem
zprostiedkované endocytozy. Toto cyklovani vyZzaduje ARF-GEF proteiny, specificky pro PIN jsou ARF-GEF
proteiny GNOM. PIN na bazdlni membrané butiky vyzaduje brefeldin sensitivni ARF-GEF GNOM pro
zprostiedkovani exocytozy. PIN na apikalni membrané vyzaduje brefeldin rezistentni ARF-GEF GNOM. Transport

PIN proteinti mezi obéma membranami je zajistén transcytézou. PID protein slouzi k fosforylaci PIN, uréeného pro
endocytozu. Aktivita PID je ovlivitovana Ca®* ionty (Robert and Offringa 2008).
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8. Exocytéza jako hlavni mechanismus bunééné morfogeneze

Exocytotické vacky Ize chéapat jako membranové piepravniky, které jsou schopné fuzovat

s plasmatickou membranou, a tak do mist ur¢eni pfepravovat riizné slozky membran.
Tyto vacky mohou vznikat v riznych membranovych kompartmentech, v zavislosti na bunééném
typu, a také cesta vacku muze byt rozmanita. Napiiklad u A. thaliana jsou SNARE (obsahuji
tento typ receptoru) vacky vedeny minimalné tfemi cestami (Uemura et al. 2004, shrnuto v
Zarsky et al. 2009).

Jednim z kompartmentt, ktery davé vzniknout vackim, je trans-Golgiho systém. Ten
pravdépodobné slouzi navic jako casny endosom a recyklujici endosom. Prvnim dobie
charakterizovanym recyklujicim endosomem byl na ARF-GEF (auxin response factor guanin
exchange factoru) GNOM zavisly kompartment, ktery se ucastni cyklovani PIN proteint
(Geldner et al. 2003). Tyto PIN proteiny se dovnitt buniky dostavaji clathrinem zprostfedkovanou
endocytozou (Dhonukshe et al. 2007). Nasledna doprava PIN proteint k plasmatické membrané
je zavisla na piitomnosti inhibitoru exocytozy-brefeldinu A.

Dalsi dulezitou soucasti rostlinné membrany je Auxl pifenaSec, ktery je transportovan

SNX1/pozdnim endosomem.

9. Cyklujici domény v rostlinnych bunkach

VétSina soucasti plasmalemy plné diferencovanych rostlinnych bunék kontinualné cykluje
uvnitt  samotné builky. Mohou cyklovat rychle nebo pomalu, dle typu vacku, naptiklad
clathrinové vacky cykluji s polocasem cca 50 s. U Metazoi maji Ca®* ionty vliv na zménu mezi
rychlym a pomalym cyklovanim v bufice, obdobné by tomu mohlo byt i u rostlin. Nejlépe
prostudovanymi recyklujicimi doménami u rostlin jsou ty, které se ucastni polarniho transportu
auxint, napt. PIN transporter, jehoz endocytdza je regulovana samotnym auxinem (Geldner et al.
2003, Paciorek et al. 2005).

Vliv auxinu a ROP proteinii na endocytézu by mohl mit souvislost s aktivaci auxinu
prostfednictvim drahy receptor ser/thr kinazy PRONE-GEF (Zarsky and Fowler 2009). Nékteré
proteiny jsou polarizovany pravé diky endocytdze. Nové nasyntetizovany Pinl se u A. thaliana
nachazi ve vSech mistech plasmalemy kotenovych bunék, ale posléze je smérovan endocytdézou
pies pozdni endosom do danych mist (Dhonukshe et al. 2008b). Transport PIN a AUX proteint

do mist membrany je také zavisly na sterolovém slozeni membrany (Souter et al. 2002).
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10. Zaver

V pribehu polarniho rastu a morfogeneze se musi buiika prestavovat a ptizptisobovat na
zaklad¢ ristovych signalt, jednim z nich je i fytohormon auxin. Ten hraje také velice vyznamnou
roli v prestavbach aktinovych vlaken. Pravé dynamické piestavby v aktinovém cytoskeletu jsou
nedilnou soucasti zajist'ujici polarni rast. Proto je na misté, zabyvat se vzdjemnymi interakcemi
auxinu a aktinu.

Velkou rychlosti se dopfedu posunul také vyzkum exocytdozy a endocytdzy. Jsou
zkoumany funkce, vlastnosti jednotlivych membranovych kompartmentti, u nékterych se jejich
existence pfedpovida. S rozvojem molekularni biologie, jakoZto néstroje moderni védy, budou do
budoucna detailné¢ zmapovany transportni proteiny auxinu, které by mohly vnést svétlo do
prozatim nejasnych principt. S ohledem na obSirnost tématu regulace nukleace aktinu jsem této
tematice nenechala pfili§ prostoru. Je ale na misté pfipomenout, ze v celé rostlinné burnice se RHO
GTPazy tcastni, dalo by se s nadsazkou fici, v§ech bunéénych procest. I jejich samotna regulace
je slozitd a je studovana na mnoha modelovych organismech. D4 se ale ptedpokladat, ze
mnozstvi objevenych proteint, které se ucastni regulacnich drah aktinové nukleace, a nejen té,
bude piibyvat.

S vyuZzitim inhibitord se v poslednich letech objevuji stile nové informace o vlivu
inhibitord na polarni transport auxinu, poukazuje se tak na dal§i moZzné mechanismy jejich
regulacniho G€inku. Mnoho z inhibitorli ma za nésledek 1 zmény v aktinové struktufe. Tato fakta
mohou vést k domnénce, ze inhibitory transportu auxinu mohou fungovat jako blok pfi cyklovani
transportnich vackl mezi plasmatickou membranou a vnitinimi membranovymi kompartmenty.
Tim je zabranéno dopravé auxinovych pienaSecli do potfebnych mist a je tak naruSen polarni
transport auxinu. Mechanismus inhibitorti pii regulaci cyklovani vacka je doposud nejasny a

muzeme ocCekavat, ze v néasledujicich letech bude podroben intenzivnimu vyzkumu.
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